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RESUMO

O MRSA tem sido considerado a maior causa de surtos epidémicos entre pacientes
hospitalizados, com altas taxas de mortalidade e morbidade. O seu perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos vem sofrendo mudancas ao longo dos anos devido a introducdo de variedades
genéticas comunitarias dentro dos hospitais. A diminuicdo da sensibilidade a vancomicina, na
ultima década, tem representado um significante problema clinico, diminuindo ainda mais as
opcoes terapéuticas. O objetivo do presente estudo foi comparar o perfil de sensibilidade de
amostras de MRSA isoladas de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (HC/UFTM) em dois periodos diferentes com intervalo de 10
anos (1998 e 2008). A resisténcia a meticilina foi determinada pela deteccdo do gene mecA,
por PCR, além dos testes de disco difusdo, triagem e diluigdo em caldo. Esses testes
fenotipicos também foram utilizados para a determinacdo da resisténcia a vancomicina. O
perfil de sensibilidade a outros antimicrobianos ndo-g-lactdmicos foi realizado somente pelo
método de disco difusdo. Os resultados mostram um aumento estatisticamente significativo
(p=0,0055) na prevaléncia de MRSA, 23,3% (48/206) em 1998 para 37,1% (56/151) em 2008.
Todas as amostras de MRSA foram positivas para 0 gene mecA e também mostraram
resisténcia a meticilina pelos testes fenotipicos, ndo havendo discrepancias entre 0os métodos
utilizados. Todas as amostras de MRSA foram sensiveis & vancomicina e mostraram uma
CIM entre 0,25 e 1,0 pg/mL, sendo que a maioria apresentou a CIM de 0,5 pg/mL (87,5%,
em 1998 e 73,2 %, em 2008). O numero de amostras MRSA sensiveis aos antimicrobianos
ndo-p-lactdmicos isolados em 2008 aumentou principalmente, em relacdo a
sulfametoxazol/trimetoprim, rifampicina e cloranfenicol. Os MRSA de 1998 foram mais
frequentemente isolados de pontas de cateter (43,8%) e os de 2008 da pele e tecidos moles
(44,6%). Com relacdo aos setores de internacdo de pacientes ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os periodos estudados, sendo que, a maior parte foi isolada
da Clinica Médica e Clinica Cirargica; no CTIl Adulto a prevaléncia foi de 6,3% (1998) e
10,7% (2008). Assim como em hospitais de varias partes do mundo, a prevaléncia do MRSA
também estd aumentando no HC/UFTM, o que pode requerer implantacdo de medidas de
prevencdo e controle da sua disseminacdo. Apesar de todas as amostras apresentarem
sensibilidade a vancomicina, de acordo com os critérios de interpretacdo do CLSI, existe em
nosso Hospital uma porcentagem nao desprezivel de MRSA com CIM de 1,0 pg/mL, que esta
relacionada com falha terapéutica, conforme descrito na literatura.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, prevaléncia, infeccdo hospitalar, resisténcia
bacteriana.
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ABSTRACT

MRSA has been considered the largest cause of epidemic outbreaks among hospitalized
patients, with high mortality rates and morbidity. Its sensibility profile to the antimicrobials is
suffering changes along the years due to the introduction of community genetic varieties
inside from the hospitals. The decrease of the sensibility to the vancomycin, in the last
decade, it has been representing a significant clinical problem, still decreasing more the
therapeutic options. The objective of the present study was to compare the profile of
sensibility of samples of patients' isolated MRSA interned at the Hospital of Clinics of the
Federal University of the Triangulo Mineiro (HC/UFTM) in two periods different with 10
year-old interval (1998 and 2008). The methicillin resistance was determined by the detection
of the gene mecA, by PCR, besides the tests of disk diffusion, screen and dilution in broth.
Those phenotypics tests were also used for the determination of the resistance to the
vancomycin. The sensibility profile to the other non g - lactam antimicrobials was only
accomplished by the method of disk diffusion. The results show an significant statistically
increase (p=0,0055) in the prevalence of MRSA, 23,3% (48/206) in 1998 for 37,1% (56/151)
in 2008. All the samples of MRSA were positive for the gene mecA and they also showed
resistance to the methicillin for the phenotypics tests, not having discrepancies among the
used methods. Were all the samples of MRSA sensitive to the vancomycin and did they show
a CIM between 0,25 and 1,0 pg/mL, and did most present CIM of 0,5 pg/mL (87,5%, in 1998
and 73,2%, in 2008). The number of samples sensitive MRSA to the non g - lactam
antimicrobials did isolated in 2008 increase mainly, in relation to the trimethoprim
/sulfamethoxazole, rifampicin and chloramphenicol. MRSA 1998 were more frequently
isolated of catheter tips (43,8%) and the one of 2008 of the skin and soft tissues (44,6%).
Regarding the sections of patients' internment there was not significant statistically difference
among the studied periods, and, most was isolated of the Medical Clinic and Surgical Clinic;
in Adult CTI the prevalence was of 6,3% (1998) and 10,7% (2008). as well as in hospitals of
several parts of the world, the prevalence of MRSA is also increasing in HC/UFTM, what can
request implantation of prevention measures and control of your spread. In spite of all the
samples they present sensibility to the vancomycin, in agreement with the criteria of
interpretation of CLSI, it exists at our Hospital a percentage non despicable of MRSA with
CIM of 1,0 ug/mL, that is related with therapeutic failure, as described in the literature.

Word-key: Staphylococcus aureus, MRSA, prevalence, nosocomial infection, bacterial
resistance.
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1. INTRODUCAO

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae e € composto por mais
de 37 espécies diferentes, 17 das quais ja foram isoladas de amostras bioldgicas humanas.
Apresentam-se sob a forma de cocos isolados ou agrupados, coram-se em violeta pelo método
de coloracdo de Gram e medem cerca de 0,5 a 1,5 um. O Staphylococcus aureus (S. aureus),
considerado o principal patégeno desse género, é imovel, ndo esporulado e anaerdbio
facultativo. As coldnias em meio sélido sdo usualmente lisas e convexas, podendo apresentar
pigmentacdo amarela, ou amarelo-alaranjado, que se torna pronunciada apds incubacdo a
temperatura ambiente. Além disso, algumas amostras podem provocar f-hemolise em agar
sangue apos incubacdo a 35°C em atmosfera ambiente (KLOSS & BANNERMAN, 1999).

Os S. aureus fazem parte da microbiota residente ou transitoria de seres humanos,
principalmente da pele e mucosa das fossas nasais, orofaringe e intestino (BHATIA e
ZAHOOR, 2007). Séo considerados patdgenos humanos e freqiientemente estdo associados a
infeccbes, podendo causar infeccOes de pele e tecidos moles, pneumonias, bacteremias,

endocardites, meningites e abscessos (KONEMAN et al., 2001).

1.1 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia do S. aureus aos antimicrobianos foi descrita inicialmente em 1942,
pouco tempo apo6s a introducdo da penicilina na pratica médica, devido a aquisicdo de genes
que codificam a producéo de enzimas (penicilinases ou beta-lactamases) que inativam o anel
beta-lactdmico (RICE, 2006). A limitacdo do seu uso iniciou-se a partir de 1944 devido ao
aumento dessa resisténcia. Na década de 50, a resisténcia as penicilinas tornou-se um

problema endémico nos hospitais do mundo inteiro, e hoje, a maior parte das cepas de S.
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aureus € resistente as penicilinas naturais, aminopenicilinas e penicilinas/inibidores de beta-

lactdmicos (RICE, 2006).

1.2 RESISTENCIA A METICILINA

Na Europa 1959, e nos Estados Unidos, em 1961, foi lancada uma penicilina estavel,
resistente a hidrdlise pelas penicilinases, a meticilina. No entanto, apenas um ano mais tarde
foi descrito o primeiro caso de resisténcia a meticilina no Reino Unido, dispersando-se pela
Europa e outros paises, surgindo, entdo, o S. aureus resistente a meticilina — MRSA
(Methycillin-Resistant Staphylococcus aureus) (RICE, 2006).

A meticilina e oxacilina exercem sua atividade antibacteriana ligando-se a proteinas
que participam da sintese da parede celular, denominadas PBP (Penicillin Binding Protein).
Com a aquisicdo do gene mecA, 0 MRSA produz a PBP2a (uma PBP alterada) que participa
normalmente da formacdo da parede celular, porém, tem baixa afinidade pelos beta-
lactdmicos. Com isso, esses antimicrobianos ndo se ligam a PBP2a e, portanto, ndo impedem
a formagdo da parede, conferindo resisténcia & meticilina e a todos os beta-lactdmicos
(UTSUI & YOKOTA,1985).

O gene mecA é carreado em um elemento genético mdvel denominado cassete
cromossémico estafilococico mec (SCCmec — staphylococcal cassette chromosome) (UTSUI
& YOKOTA, 1985), e pode também conter estruturas como o transposon Tn554, pUB110, e
pT181 os quais codificam resisténcia a antimicrobianos ndo beta-lactamicos (ITO &
HIRAMATSU, 1998).

Os MRSA de origem hospitalar geralmente carreiam os SCCmec tipo I, Il e IlI,
tambem apresentando resisténcia a outras classes de drogas utilizadas no tratamento de

infeccbes estafilococicas, como a clindamicina, eritromicina, tetraciclina, gentamicina e
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sulfametoxazol-trimetoprim. Com isso a terapia utilizada em infecces por MRSA se
restringe aos glicopeptideos, vancomicina e teicoplanina (CHAMBERS, 1997).

A expressdo da resisténcia a meticilina pode ser heterogénea, em que apenas algumas
bactérias de uma populacdo de S. aureus séo resistentes. Esse fendbmeno pode prejudicar a
interpretacdo dos testes de sensibilidade se as condi¢des para sua realizacdo ndo estiverem
padronizadas (DERESINSKI, 2009).

Duas hipdteses tém sido levantadas para explicar a origem evolucionéria das
amostras de MRSA. A hip6tese do clone simples, baseada na analise inicial dos
polimorfismos dos fragmentos de restricdo (RLFP - Restriction Fragment Length
Polymorphism) do DNA de isolados MRSA coletados no mundo inteiro usando sondas para
mecA e Tn554 (confere resisténcia aos macrolideos), sugere que 0 gene mecA entrou em uma
populagéo de S. aureus em determinada ocasiéo e resultou na formacgdo de um clone simples
de MRSA que desde entdo, se disseminou pelo mundo (KREISWIRTH et al., 1993, ITO &
HIRAMATSU, 1998).

A segunda hipétese, baseada na deteccdo do gene mecA em diversos tipos de
eletroforese enziméatica multilocus (MLEE - Multi-Locus Enzyme Electrophoresis), propde
que amostras de MRSA evoluiram com o tempo por meio da transferéncia horizontal do gene
de amostras precursoras de MSSA (Methicillin-Sensitive Staphylococcus —aureus)

filogeneticamente distintas (MUSSER & KAPUR, 1992).

1.2.1 METODOS DE DETECCAO DA RESISTENCIA A METICILINA

Os exames laboratoriais mais acurados para predizer a resisténcia a meticilina em S.

aureus sdo os testes de deteccdo do gene mecA por PCR ( Polymerase Chain Reaction) ou da

proteina expressada, a PBP2a (aglutinacdo em latex) (CLSI, 2009).
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A deteccdo do gene mecA, por PCR, é considerada padrdo ouro para avaliagcdo da
resisténcia & meticilina e todos os S. aureus positivos para o teste devem ser relatados como
resistentes a meticilina (CHAMBERS, 1997). Porém, amostras mecA negativos devem ser
relatadas como sensiveis somente se a CIM (concentracdo inibitoria minima) usando o sal de
oxacilina for < 2 pg/mL devido a ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia, como
superproducdo de beta-lactamases e presenca de PBPs modificadas, além daquela mediada
pelo mecA. Portanto, isolados mecA negativos, mas com CIM >4ug/mL devem ser relatados
como resistentes (CHAMBERS, 1997; CLSI, 2009c; MIMICA e MENDES, 2007).

Dentre os testes fenotipicos que podem ser utilizados para detectar a resisténcia a
meticilina mediada pelo gene mecA em estafilococos, estdo a disco difusdo, agar triagem com
oxacilina e os testes para determinacdo da CIM (CLSI, 2009Db).

O método de disco difusdo € o mais amplamente utilizado e a resisténcia a meticilina
vem sendo avaliada usando-se o disco de oxacilina 1pg. Porém, nos ultimos anos alguns
autores demonstraram a boa acuracia do teste utilizando o disco de cefoxitina 30ug para
predizer a sensibilidade a meticilina em estafilococos. Os testes teriam a mesma acuracia que
os testes com disco de oxacilina 1jug, com a vantagem de a leitura ser mais facil devido ao
maior halo e a possibilidade de realizado com luz refletida e ndo transmitida, como na técnica
com disco de oxacilina 1ug (MIMICA e MENDES, 2007; FERNANDES, FERNANDES e
COLLIGNON, 2005; SWENSON e TENOVER, 2005).

Com isso, o CLSI (2006) introduziu, em 2005, os pontos de corte para cefoxitina 30ug
para estafilococos, sendo que, para o S. aureus o método que utiliza esse disco é preferido por
ser melhor preditor, in vitro, da presenca do gene mecA do que o metodo utilizando o disco de
oxacilina 1pug. Mais tarde, com a constatacdo de alguns autores de que era preciso mudar 0s
pontos de corte para aumentar a sensibilidade do método, o CLSI mudou os pontos de corte

para o teste com disco de cefoxitina 30pug (MIMICA e MENDES, 2007).
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Os pontos de corte atuais para predizer sensibilidade dos S. aureus & meticilina
utilizando os discos de cefoxitina 30ug séo: halos <21 mm sdo considerados resistentes ¢ >
22 mm sdo sensiveis (CLSI, 2009c).

Outro teste que pode ser utilizado para deteccdo da resisténcia a meticilina com
acurécia é o teste de triagem com oxacilina, em uma placa de Petri contendo &gar Mueller-
Hinton suplementado com 4% de NaCl ¢ 6 pg de oxacilina/mL. Apo6s a semeadura de uma
suspensdo bacteriana com incubagdo a 35 + 2°C, é verificada a presenca de col6nias na
superficie do meio indicando resisténcia & meticilina (CLSI, 2006).

Dentre os testes para a determinacdo da CIM para estafilococos estdo o teste de
diluicho em &gar e a diluicdo em caldo (macro e microdiluicdo). Ambos determinam
quantitativamente a resisténcia a meticilina e em muitos estudos sdo considerados métodos

padrdo (MIMICA et al., 2007; SWENSON et al., 2001).

1.3 RESISTENCIA A VANCOMICINA

A vancomicina foi introduzida na préatica clinica em 1958 para o tratamento de
infeccOes causadas por bactérias Gram-positivas. Seu uso tem aumentado dramaticamente nos
ultimos 20 anos, em grande parte devido ao aumento da prevaléncia do MRSA e tem sido
utilizada como droga de escolha para o tratamento de infec¢des causadas por esse patégeno. A
emergéncia da diminuicdo da sensibilidade a vancomicina representa um significante
problema clinico, pois, diminui ainda mais as opc6es terapéuticas (BHATEJA et al., 2006).

A vancomicina é um glicopeptideo que atua sobre a parede celular, reconhecendo e
ligando-se a terminacdo D-alanil-D-alanina do pentapeptideo inibindo sua incorporagdo no

peptideoglicano crescente da parede celular (LOWY, 2003).
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A resisténcia a vancomicina em S. aureus foi descrita, inicialmente, em 1996 com o
surgimento de uma amostra de S. aureus com sensibilidade intermediéria & vancomicina
(VISA), isolada de um paciente hospitalizado no Japdo (HIRAMATSU et al., 1997a). Nos
Estados Unidos, os primeiros casos foram relatados entre 1997 e 1999 (SMITH et al., 1999;
SIERADZKI et al., 1999).

O VISA apresenta a parede celular espessada e uma diminuicdo das ligacdes
cruzadas das camadas do peptideoglicano levando a exposicdo de maior quantidade de
residuos de D-ala-D-ala (HANAKI et al., 1998). Assim, a vancomicina se liga nestes residuos
impedindo que outras moleculas da droga alcancem seus alvos. Todavia, 0 mecanismo

genético que leva a esse espessamento da parede ainda nédo esté claro (Figura 1).

Cell wall synthesis: Glycopeptide access
to wall synthesis sites:
Susceptible cell

Cell wall 9 o o
\Q s /o@
oo @y G P »EF

¥  Cell wall precursor

Cell membrane with termunal D-Ala-D-Ala

Glycopeptide molecule

“3

Resistant cell

sslinked
o C‘-'J»;)c O 1,|v(>_s
0 D-Ala terminus
0 6 of crosslinked
CW-paptidoglycan
o ) ) ,3 f :
& £ >

D Al’«x D Ala terminus

@

o>

4
3

Continues - o . Blocked

Figura 1. Representacéo ilustrativa do mecanismo de resisténcia do Staphylococcus aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina, VISA. (Adaptada de Lowy, 2003).

No Brasil, o primeiro relato de VISA foi reportado em um estudo realizado com 140
amostras de MRSA, isoladas de pacientes expostos a vancomicina entre 1998 e 1999, das

quais 5 apresentaram CIM para vancomicina de 8 ug/mL(OLIVEIRA et al., 1999).
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A emergéncia do VISA esta relacionada a extensa exposi¢do a vancomicina por um
periodo de tratamento de 25 dias até 18 semanas (CDC, 2000). Frequentemente sdo pacientes
submetidos a didlise em tratamento de infec¢Bes causadas por MRSA (SIERADZKI et al.,
1999).

As infeccbes por VISA ndo sdo muito comuns, entretanto, o fendémeno da
heterorresisténcia (h-VISA) tem sido descrito frequientemente na literatura, embora o melhor
método para detectar essas amostras e seu significado clinico é definido pelo quadro clinico
do paciente (LIU e CHAMBERS, 2003). Dados sobre a presenca de infeccdo e 0 uso prévio
de vancomicina também sdo importantes para suspeitar da presenca de VISA.

Hiramatsu e colaboradores (1997b) foram os primeiros a reportar as subpopulagoes
heterorresistentes de VISA (h-VISA), pouco tempo ap6s a descri¢do inicial de amostras com
resisténcia intermediaria a vancomicina. A amostra Mu3 (primeiro h-VISA reportado) foi
isolada, em 1996 no Japédo, de um homem de 64 anos com pneumonia por MRSA que nédo
respondia a terapia com vancomicina.

O h-VISA parece ser o estagio que precede o desenvolvimento de resisténcia
intermediaria em S. aureus. Estas amostras contém sub-populagdes de células-filhas VISA e a
CIM dessas amostras progenitoras esta dentro da faixa sensivel. A vancomicina cria uma
pressdo seletiva que favorece o crescimento dos poucos clones resistentes a clones h-VISA, e,
com a exposicdo continuada, eventualmente haverd o aparecimento de uma populacdo
uniforme de clones VISA. Entretanto, metodologias para identificacdo de h-VISA ndo estdo
padronizadas, complicando qualquer determinacdo de seu papel e significancia clinica na
falha terapéutica (LIU & CHAMBERS, 2003) .

A resisténcia total a vancomicina em S. aureus (VRSA) foi primeiramente reportada
em 2002, quando foi isolado de uma paciente diabética, com insuficiéncia renal crénica, que

estava sob dialise. Ela havia sido tratada para Ulceras cronicas de pé com Vvarios cursos de
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terapia, inclusive com vancomicina. Apds uma cirurgia de amputagdo do dedo do pé devido a
gangrena, desenvolveu bacteremia por S. aureus e foi novamente tratada com um esquema
que envolvia também o uso de vancomicina. Apds dois meses, a paciente desenvolveu uma
infecgdo na insercdo do cateter de didlise, o qual foi retirado e submetido a cultura. Foi
isolada uma amostra de MRSA (CIM >16 pg/mL para oxacilina) apresentando CIM para
vancomicina > 128 pg/mL (CDC, 2002).

A resisténcia a vancomicina apresentada pelo VRSA, com CIM > 128 pg/mL, é
causada por alteragdo no peptideo terminal para D-ala-D-lac no lugar de D-ala-D-ala,
impedindo que a vancomicina se ligue ao sitio alvo, como representado na Figura 2 (LOWY,

2003).

Vancomycin-susceptible staphylococci

Vancormycin

B ,—-_lI
-D-Aka-D-Ala | 'ﬁ"
| —— | |
Ay

Tripeptide containing intermeadiates
in cell-wall synthesis

= Inhibition of

\ cell-wall synthesis

-a-mﬂ-n-my' e

Vancomycin-resistant staphylococci

Vancomycin

B, AR
-O-Ala-D-Lac

e
&

Cell-wall
synthesis

e
-

Figura 2. Representacdo ilustrativa do mecanismo de resisténcia do Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina, VRSA (Adaptada de Lowy, 2003).

Estas alteracOes sdo resultado da transferéncia, por conjugacdo, de transposons
contendo o gene vanA de amostras de Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina (VRE

- Vancomycin-Resistant Enterococcus) para os estafilococos (NOBLE et al.,, 1992).
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1.3.1 METODOS DE DETECCAO DA RESISTENCIA A VANCOMICINA

Em 2006, o CLSI modificou os critérios interpretativos para detec¢do da resisténcia a
vancomicina para o S. aureus diminuindo a CIM para < 2 pg/ml para as amostras
consideradas sensiveis, 4 a 8 pg/ml para intermediério e > 32 ug/ml para resistentes.

S. aureus com CIM para vancomicina > 32 ug/ml podem ser detectados por disco
difuséo, por triagem em &gar ou por diluicdo em caldo. Para detectar as amostras para as quais
a CIM esté entre 4 e 16 pg/ml, deve-se realizar a diluicdo em caldo com incubagdo por 24
horas completas a 35 + 2°C. Amostras com CIM < 32 pg/ml ndo séo detectaveis pela disco
difusdo, mesmo apds 24 horas de incubagdo. O teste de triagem em &gar pode ser usado para
detectar isolados de S. aureus com CIM > 8 ug/ml para vancomicina, entretanto, esse meio
ndo é consistente para detectar S. aureus com CIM de 4 pg/ml (CLSI, 2009). A Tabela 1

mostra 0os métodos de deteccao da sensibilidade a vancomicina.

Tabela 1. Habilidade dos varios métodos em detectar niveis de sensibilidade a vancomicina
em S. aureus.

CIM vancomicina  Diluicédo em caldo Disco difusdo Triagem em agar
<2 pg/ml (S) SIM NAO SIM
4 pg/ml (1) SIM NAO VARIAVEL
8 ug/ml (1) SIM NAO SIM
16 pg/ml (R) SIM NAO SIM
>32ug/ml (R) SIM SIM SIM

Adaptado do CLSI (2009).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES
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O S. aureus representa um grande desafio dentro de um ambiente hospitalar em
varios paises devido ao aparecimento e expansdo de amostras com sensibilidade diminuida a
varias classes de antimicrobianos, como a meticilina e os outros beta-lactdmicos
(GOMES,WESTH & DE LENCASTRE, 2006).

Um trabalho realizado, entre 2001 e 2003, sobre atendimentos hospitalares com
suspeitas de infeccdo de pele e tecidos moles causadas por S. aureus, mostrou que, no periodo
do estudo, 12 milhdes de pacientes ambulatoriais consultaram um medico devido a suspeita
de infeccdo estafilococica (MCCAIG, 2006).

Moran e colaboradores (2006) publicaram um estudo em que aproximadamente 76 %
dos casos de infecgOes purulentas de pele e tecidos moles atendidos em 11 setores de
emergéncia, nos Estados Unidos, foram causadas por S. aureus.

Em 1997, foi iniciado um programa de vigilancia epidemioldgica (Programa
SENTRY) em que foram coletados isolados bacterianos de infecgdes clinicamente
documentadas em mais de 80 centros médicos de todo o mundo, sendo 10 localizados na
América Latina. A prevaléncia encontrada do S. aureus em hospitais brasileiros foi de 22,8%
(SADER, 2001a).

Apbs o surgimento do MRSA, no inicio da década de 60, surtos esporadicos de
infeccbes hospitalares comecaram a surgir em varias partes do mundo (CASEWELL, 1986;
JEPSEN, 1986). Esses surtos foram observados, principalmente na década de 70, e estavam
associados ao aumento do uso da meticilina nas unidades de terapia intensiva.

Todavia, a partir dos anos 80, 0 MRSA passa realmente a representar um problema
significante, primeiro em hospitais de cuidados terciarios e depois em unidades ambulatoriais
(RICE, 2006; MULLIGAN, MURRAY-LEISURE e RIBNER, 1994). As cepas hospitalares

apresentam tendéncia a serem mais resistentes a maioria das drogas antimicrobianas
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disponiveis, o que torna dificil o tratamento e agrava os processos infecciosos (MASSEY et
al., 2006).

Dados do National Nosocomial Infections Surveillance System Report (NNIS, 2004)
mostram que em todo territorio americano a prevaléncia de MRSA € de 59,5 %.

No Brasil, o MRSA também tem se tornado endémico nas Ultimas décadas,
apresentando uma prevaléncia que varia de 32 a 72 %, de acordo com a complexidade e o
tamanho do hospital (BERETA et al., 2004; GALES et al., 2004).

A mortalidade entre pacientes com bacteremia por MRSA é significantemente maior
do que por S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA). Em um estudo coorte retrospectivo
realizado entre 1995 e 2003, 44% dos pacientes estudados tiveram bacteremia por MRSA e,
desses, 23% morreram por causas atribuidas a infeccdo, independentemente da severidade da
doenca de base (SHURLAN et al., 2007). O tempo de internagdo e duragédo do tratamento de
pacientes com bacteremia por MRSA sdo maiores quando comparados com MSSA
(COSGROVE, 2005).

O custo do tratamento de infecgdes causadas por MRSA tem sido mostrado, por
varios autores, ser maior que aquele causado por MSSA e pode chegar a uma diferenca entre
6% a 10% (RUBIN et al., 1999). Esse aumento é devido ao uso de vancomicina, que é mais
oneroso em relacdo ao tratamento com oxacilina, usada no tratamento de MSSA e também a
procedimentos de isolamento dos pacientes.

As infeccBes causadas pelo MRSA eram restritas a hospitais até o inicio da década
de 90, quando comecaram a surgir relatos de infec¢cdes causadas por MRSA adquiridos na
comunidade, o CA-MRSA (RICE, 2006).

Diferentemente dos MRSA hospitalares, os CA-MRSA (Community-Acquired
Methycillin-Resistant Staphylococcus aureus) carreiam preferencialmente o SCCmec do tipo

IV. Este tipo de cassete cromossémico € menor que 0s outros e ndo possui genes acoplados de
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resisténcia a outros antimicrobianos. Assim, de forma geral, 0 CA-MRSA ¢é susceptivel a
maioria dos antimicrobianos ndo beta-lactdmicos (DAUM et al., 2002).

Uma alta porcentagem das amostras de CA-MRSA possui a toxina Panton Valentine
Leucocidin - PVL, cujos genes sdo carreados por um bacteriéfago. Esta toxina é codificada
por dois genes: lukS-PV e lukF-PV e é capaz de destruir leuctcitos humanos e causar dano
tecidual grave, estando relacionada com pneumonia necrotizante severa (PALAVECINO,
2004).

A severidade das infeccOes causadas pelo CA-MRSA foi primeiramente relatada no
final dos anos 90, quando 4 criancas infectadas morreram apresentando pneumonia
necrotizante e sepse (CDC, 1999).

As infecgbes pelo CA-MRSA sdo comumente observadas em criangas e jovens,
embora adultos também possam ser afetados. Surtos de infeccdes em institutos prisionais e
entre atletas também ja& foram relatados (LINDENMAYER et al., 1998; CDC, 2003).

Infeccdes de pele e tecidos moles sdo as manifestagdes mais comuns causadas pelo
CA-MRSA, e a furunculose, a mais freqlientemente reportada (ZETOLA et al., 2005). Lina e
colaboradores (1999) investigaram amostras de MRSA isolados de pacientes com infeccdes
associadas a S. aureus e identificaram a PVL em 93% dos casos de furunculose e 85% dos
casos de pneumonia hemorragica necrotizante adquirida na comunidade.

Em outro estudo, Francis e colaboradores (2005) descreveram 4 casos de pacientes
adultos saudaveis que desenvolveram severa pneumonia necrotizante causada por MRSA que
carreavam genes da PVL. Um dos pacientes morreu apos dois dias, enquanto os outros 3 que
sobreviveram, permaneceram hospitalizados por um longo periodo com importante
morbidade devido a infeccao.

No Brasil, os poucos relatos sobre 0 CA-MRSA vem do sul do pais, talvez pela

proximidade com o Uruguai, onde houve relatos de varios casos (LOPES, 2005).
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A prevaléncia de MRSA vem aumentando em vérias partes do mundo, aumentando a
morbidade e mortalidade e também os custos associados ao tratamento.

Conhecer a epidemiologia e o perfil de sensibilidade do MRSA de determinada
comunidade contribui para que medidas de prevengdo e controle da disseminacdo desse

patdgeno estejam sendo utilizadas e sempre atualizadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o perfil de sensibilidade de amostras de Staphylococcus aureus resistentes

a meticilina isoladas de paciente internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal

do Tridngulo Mineiro (HC/UFTM) em dois periodos diferentes, com intervalo de 10 anos

(1998 e 2008).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar a resisténcia a meticilina em amostras de S. aureus por testes fenotipicos e
PCR;
2. Determinar e comparar o perfil de sensibilidade das amostras de MRSA aos demais

antimicrobianos de uso corrente;

3. Determinar e comparar a prevaléncia de MRSA de acordo com o sitio de infeccdo e os
setores de internacdo dos pacientes no HC/UFTM, em cada periodo;

4. Pesquisar a resisténcia a vancomicina das amostras de MRSA por disco difusdo,

triagem em &gar e diluicdo em caldo.
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3. JUSTIFICATIVA

O S. aureus é um versétil patdgeno de seres humanos que apresenta uma ampla
variedade de fatores de viruléncia e tem desenvolvido resisténcia a vérias classes de
antimicrobianos nas ultimas décadas.

Os métodos para deteccdo fenotipica da resisténcia @ meticilina ainda ndo sdo
consenso entre os pesquisadores e as atualizagfes do CLSI tornam-se importantes ferramentas
para uma acurada deteccéo dessa resisténcia.

O MRSA tem evoluido para a resisténcia a vancomicina, considerada a mais
importante opgéo terapéutica utilizada no tratamento de infeccbes causadas por este agente.
Entretanto, a deteccdo dessa resisténcia é realizada pela técnica de disco difusdo pela grande
maioria dos laboratérios de microbiologia clinica, e ndo € mais recomendada, pois, nao
diferencia o S. aureus sensivel a vancomicina daquele com sensibilidade intermediaria (CLSI,
2009).

Pelo exposto, consideramos que a determinagdo da prevaléncia de MRSA, no
ambiente hospitalar, € um procedimento importante para a implantacdo e manutencdo de um
programa de controle e prevencdo da disseminacdo desse patdgeno multirresistente. Além
disso, devido a variagdo regional, a terapia empirica deve ser guiada pelo perfil de

sensibilidade local, utilizando os diversos métodos recomendados pelo CLSI.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério da Disciplina de Microbiologia
do Departamento de Ciéncias Biologicas (DCB) da UFTM apdés ter sido obtido parecer

favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (Anexo 1).

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

O presente estudo foi realizado com amostras de S. aureus isoladas no setor de
Microbiologia do Servico de Patologia Clinica (SPC), de pacientes internados no HC/UFTM,
durante os anos de 1998 e 2008. Apenas uma amostra de S. aureus por paciente foi incluida
no presente estudo.

O HC/UFTM é um hospital terciario de ensino e possui 294 leitos distribuidos em
varias especialidades médicas e trés unidades de terapia intensiva. Durante o0 ano de 1998
foram internados 13.430 pacientes e em 2008, 11.578 pacientes foram admitidos.

As amostras de 1998 foram obtidas durante a execucao de outro projeto de pesquisa
e encontravam-se congeladas em caldo BHI com 30% de glicerol, em freezer a —20°C
(OLIVEIRA et al., 1999).

As amostras isoladas em 2008 foram congeladas e estocadas em microtubos

contendo caldo BHI com 30% de glicerol, a medida que eram obtidas.

4.2 IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

A confirmacdo da identificagdo das amostras de S. aureus foi realizada no

Laboratdrio da Disciplina de Microbiologia/DCB pelos seguintes testes fenotipicos: coloragdo
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de Gram, teste da catalase, prova da coagulase livre, fermentacdo do manitol e teste da
DNAse (KONEMAN et al., 2001).

Ap0s o descongelamento, as amostras foram repicadas para o agar BHI e incubadas
por 24 horas a 35°C. Com as col6nias isoladas foram feitos os testes de identificagcdo, PCR
para deteccdo do gene mecA, perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e os testes de

detecc¢do fenotipica da resisténcia a meticilina e vancomicina.

4.2.1 COLORACAO PELO METODO DE GRAM

A partir de uma col6nia isolada foram feitos esfregagcos em laminas, os quais, depois
de fixados, foram cobertos com cristal violeta por 1 minuto. Ap6s lavagem em agua corrente
foi adicionado lugol durante 1 minuto, e novamente, lavadas. Apds serem descoradas com
uma solucdo de alcool/acetona (v/v) foi adicionada a solucdo de fucsina, que depois de um
minuto, foi retirada por lavagem em &agua corrente. ApoOs secagem, as laminas foram

observadas ao microscopio em aumento de 1000x.

4.2.2 TESTE DA CATALASE

As amostras apresentadas como cocos Gram-positivos foram submetidas ao teste da
catalase. Em um tubo de ensaio estéril contendo perdxido de hidrogénio a 10% foi introduzida
uma porcdo da colonia isolada. As bolhas de ar desprendidas mostraram uma reacéo positiva,

caracterizando o género Staphylococcus.

4.2.3 TESTE DA COAGULASE
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Esta prova tem a finalidade de demonstrar se o Staphylococcus produz a enzima
coagulase e foi realizada introduzindo duas a trés coldnias em um tubo de ensaio estéril
contendo 0,5 mL de caldo BHI adicionado de 0,5 mL de plasma. Ap6s incubagdo a 35 + 2°C,
foi verificada, de hora em hora até 4 horas, a presenca de coagulo, indicando,

presuntivamente, que 0s microrganismos pertenciam a espécie S. aureus.

4.2.4 FERMENTACAO DO MANITOL

O &gar manitol é um meio seletivo e diferencial que contém alto teor de cloreto de
sodio (7,5%) inibindo o desenvolvimento de outras bactérias Gram-positivas e, também, as
Gram-negativas. Uma coldnia isolada foi semeada na superficie do meio e a placa incubada
por 24 horas a 35 £ 2°C. O crescimento de colonias amarelas indica, de forma presuntiva, a
identificacdo de S. aureus, lembrando que algumas cepas fermentam o carboidrato somente

apos 48 horas.

4.2.5 TESTE DA DNAse

O teste da DNAse foi realizado repicando uma col6nia bacteriana em placa de Petri
contendo agar DNAse. Apds incubacdo de 24 horas, a 35 + 2°C, a revelagdo do teste foi
realizada adicionando-se HCI (0,1N) sobre o meio de cultura, onde o aparecimento de um

halo transparente ao redor do crescimento bacteriano indica um teste positivo.

4.3 DETECCAO DO GENE mecA
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Para determinar a resisténcia a meticilina, as amostras de S. aureus foram submetidas
a técnica de PCR, para deteccdo do gene mecA, conforme descrito por Tomaz e De Lencastre

(2002).

4.3.1 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA bacteriano foi feita pela técnica da fervura. Uma suspensédo
bacteriana foi feita em microtubo contendo 500uL de tampdo TE (Tris- EDTA). Ap6s uma
centrifugagdo por 2 minutos a 12.000xg o sobrenadante foi removido, o sedimento
ressuspenso em 200 uL de TE e fervido por 10 minutos. Apos fervura, a suspensdo foi
centrifugada por 1 minuto a 12.000xg e o sobrenadante (contendo o DNA) transferido para

outro microtubo para ser estocado a -20°C ou usado imediatamente na amplificagéo.

4.3.2. REACAO DE AMPLIFICACAO

A PCR foi executada com 25uL de reagdo contendo uma mistura equivalente de
dNTPs (200uM, concentragdo final de cada), 400uM de cada primer MECAP4 (5’-
TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3’) e MECAP7 (5’-CCACTTCATATCTTGTAACG-
3%), 1,25U de Tag DNA polimerase, SuL. de DNA molde, 5uL. do tampao da enzima e 25uM
de cloreto de magnésio.

A amplificacdo foi feita em um termociclador Gene Amp PCR System 9700 (PE
APPLIED BIOSYSTEMS), programado de acordo com as seguintes etapas: desnaturacdo a
94°C por 4 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 30 segundos,

extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma extens&o final a 72°C por 4 minutos.
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4.3.3. ANALISE DO PRODUTO DA PCR

O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose a 1,5% em tampédo TAE (1X) e a
eletroforese realizada a 90 V. Apos a corrida eletroforética, o gel foi corado com brometo de

etidio e observado em luz UV. O tamanho esperado do produto amplificado € de 162 pb.

4.4 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O perfil de sensibilidade aos demais antimicrobianos de uso corrente no tratamento
de infecgdes estafilocdcicas foi realizado pela técnica de disco difusdo (Kirby-Bauer), de
acordo com o documento M2-A10 (CLSI, 2009c).

Os discos impregnados com os antimicrobianos utilizados e as suas respectivas
concentragfes foram: cefoxitina (30ug), ciprofloxacina (5ug), clindamicina (2ug),
cloranfenicol (30pg), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug), linezolida (30ug),
norfloxacina (10ug), rifampicina (5ug), sulfametoxazol-trimetoprim (23,75/1,25uQ),
tetraciclina (30pg) e vancomicina (30pg).

Foi utilizado o agar Mueller-Hinton (Oxoid, U.K.) esterilizado em autoclave e
distribuido em placas de Petri de 150 x 20 mm de didmetro, a uma espessura do meio de 4
mm. O indculo bacteriano foi preparado em solucédo fisiologica estéril a partir de coldnias
com 18-24 horas de crescimento e ajustado para que sua turbidez fosse equivalente a solugéo
padréo da escala 0,5 de McFarland, contendo aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL. Essa
suspensdo foi semeada com um swab estéril, esfregando-o em toda superficie do meio. Em
seguida, os discos com antimicrobianos foram distribuidos com auxilio de uma pinga e o agar
incubado em estufa a 35 + 2°C. A leitura foi realizada ap6s 24 horas completas de incubacéo

para vancomicina e 16 a 20 horas para 0s demais antimicrobianos. Os halos de inibi¢do foram
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medidos e comparados com a tabela 2C (Anexo 2) do CLSI (2009c) para classificacdo dos
microrganismos em sensiveis, intermediarios ou resistentes.

A qualidade do meio Mueller-Hinton e dos discos contendo antimicrobianos foi
avaliada testando a cepa padréo de Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture

Collection) 29213, conforme preconizado pelo CLSI.

4.5 TESTE DE TRIAGEM EM AGAR PARA OXACILINA E VANCOMICINA

O meio de cultura utilizado para triagem da resisténcia a oxacilina foi o agar
Mueller-Hinton suplementado com NaCl (4%) e para a vancomicina, o &gar BHI.
Imediatamente antes do meio de cultura, esterilizado em autoclave, ser distribuido em placas
de Petri, foi adicionado 6 pg/mL de cada antibidtico aos respectivos meios, conforme descrito
pelo CLSI (2009b).

Na placa de a4gar com oxacilina foi semeado com alca calibrada 1pL da suspenséao
bacteriana, preparada em solucéo fisioldgica estéril a partir de uma cultura de 18-24 horas de
crescimento, com turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland. No teste para
vancomicina foi semeado 10 pL da suspensdo. A leitura foi realizada ap6s 24 horas completas
de incubacdo a 35+ 2°C. A resisténcia a oxacilina e a vancomicina é indicada pelo

crescimento de pelo menos uma ou mais coldnias de bactéria em cada placa (CLSI, 2009b).

4.6 DILUICAO EM CALDO PARA OXACILINA E VANCOMICINA

Este teste foi utilizado para determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) para

oxacilina e vancomicina por meio da técnica de microdiluicdo em caldo, em placas de
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microtitulacdo estereis, utilizando o caldo Mueller-Hinton ajustado com céations (Oxoid,
U.K.), conforme descrito pelo CLSI (2009b).

Solugbes-estoque de oxacilina e vancomicina foram preparadas em agua destilada e
esterilizadas por filtracdo (filtro Millipore® com poro de 0,22 pum) na concentracdo de 512
pg/mL e 128 pg/mL, respectivamente.

Em placa de microtitulacdo foram feitas diluigdes seriadas desses antimicrobianos em
caldo Mdeller-Hinton com um volume final de 150pL. Uma suspensdo bacteriana com
turvacdo correspondente ao tubo n° 0,5 da escala de McFarland (1x 10® UFC/mL) foi
preparada e diluida 1:50 e adicionados 50uL em cada pogo. A concentracdo final do indculo
foi de 5 x 10° UFC/mL. A placa de foi incubada em estufa a 35°C e a leitura da CIM feita

apos 24 horas de incubacéo.

Para cada amostra testada foi utilizado um controle positivo, contendo o caldo e a

suspensdo bacteriana e um controle negativo contendo apenas o caldo Mueller-Hinton.

A CIM foi considerada como a menor concentragdo de antimicrobiano que inibiu
completamente o crescimento do microrganismo, conforme detectado a olho nu. Para a
oxacilina, valores de CIM < 2 pug/mL indicam sensibilidade e valores > 4 pg/mL indicam que
0 S. aureus é resistente a meticilina. Para a vancomicina, as amostras com CIM < 2 pug/mL
sdo consideradas sensiveis; valores entre 4 e 8 ug/mL indicam resisténcia intermediaria e > 16

pg/mL indicam resisténcia total (CLSI, 2005b).

4.7 OBTENCAO DOS DADOS CLINICOS DOS PACIENTES
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Dados demogréficos e clinicos tais como, material bioldgico, setores de internacao,
idade, sexo, entre outros foram obtidos pela anélise dos prontuarios dos pacientes no servigo

de atendimento médico (SAME) do HC/UFTM.

4.8 AMOSTRAS DE REFERENCIA

Nas provas de identificagio, bem como nos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, triagem, diluicdo em caldo e anélise molecular, foi usada como controle o

Staphylococcus aureus ATCC 29213.

4.9 ANALISE DOS DADOS

Todos os resultados obtidos foram digitados em um banco de dados e analisados
utilizando o programa de estatistica SPSS (Versdo 16.0; SPSS Inc., Chicago, IL).

Foi feita uma analise descritiva dos dados para determinar a taxa de isolamento de
MRSA e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de acordo com o material bioldgico, e
setor de internacdo no HC/UFTM, em cada periodo de obtengdo das amostras. A comparacao
da taxa de MRSA nos dois periodos avaliados foi feita pelo teste do Qui-quadrado ou teste

exato de Fisher, considerando como significativo p < 0,05.



10

11

12

13
14

15

16

17

24

5 RESULTADOS

Durante o ano de 1998, foram obtidas 208 amostras de S. aureus isoladas de
diferentes materiais bioldgicos de pacientes internados no HC/UFTM. Dentre essas amostras,
23,0% (48/208) foram S. aureus resistentes a meticilina (MRSA). No ano de 2008 foram
isoladas 151 amostras de S. aureus, com 37,1% (56/151) de MRSA. Comparando-se as taxas
de MRSA encontradas nos dois periodos, foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,0055) (Figura 3).

A incidéncia de MRSA por 1000 pacientes internados no HC/UFTM nos anos de

1998 e 2008 foram 3,57 e 4,84 respectivamente.

77,0%

80 1 62.9%

70 7

60 -

50 - 37,1% *
40 -

B VIRSA

23,0% m MSSA
30 A

Prevaléncia de MRSA %

1998 2008
* p=0,0055 Ano de isolamento

Figura 3. Prevaléncia de MRSA no HC/UFTM em 1998 e 2008.

A resisténcia a meticilina foi determinada pela pesquisa do gene mecA, por PCR.
Todas as amostras de MRSA isoladas em 1998 e 2008 apresentaram o gene mecA. A Figura 4

mostra o resultado da PCR em algumas amostras de MRSA isoladas em 1998 e 2008. Essas
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amostras também foram resistentes a meticilina de acordo com os resultados dos testes

fenotipicos de disco difusdo, triagem e diluicdo em caldo.

o) © ™~ o To) W ™
- — - — N ™ ™
I I I I I I I

DNA Ladder (100pb)

40
42
45
55

1000pb

500pb

200pb
100pb

162ph —

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corada com brometo de etidio, mostrando
amplificacdo do gene mecA de algumas amostras de MRSA isoladas em 1998 (H15 a H33) e
em 2008 (40 a 55) de pacientes internados no HC/UFTM.

A CIM para oxacilina foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo.
Dentre os MRSA isolados em 1998, 8,3% (n=4) apresentaram CIM de 128 pug/mL e 91,7%
(n=44) CIM > 256 pg/mL. Nenhuma amostra de MRSA de 1998 apresentou CIM < 64
pg/mL. Dentre os MRSA de 2008, 3,6% (n=2) apresentaram CIM de 8 pug/mL, 1,8% (n=1)
CIM de 16 pg/mL, 1,8% (n=1) CIM de 32 pg/mL, 3,6% (n=2) CIM de 64 pg/mL, 8,9% (n-
=5) CIM de 128 pg/mL e, 80,3% (n=45) apresentaram CIM > 256 pg/mL.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa com relagdo aos valores da CIM

para meticilina entre as amostras de MRSA isoladas nos dois periodos estudados como

mostrado na Figura 5.
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Figura 5. Concentracdo inibitdria minima para meticilina apresentada pelos MRSA isolados
em 1998 e 2008 de pacientes internados no HC/UFTM.

A sensibilidade a vancomicina foi analisada pela disco difusdo, triagem e diluicdo em

caldo. Nenhuma amostra de S. aureus resistente a vancomicina foi encontrada. Das 48

amostras MRSA isoladas em 1998, 2,1% (n=1) mostraram CIM de 0,25 pg/mL; 87,5%

(n=42) CIM de 0,5 pg/mL e 10,4% (n=5) CIM de 1,0 pg/mL. Dentre as 56 amostras de

MRSA de 2008, 21,4 % (n= 12) apresentaram CIM de 0,25 pg/mL; 73,2 % (n=41) CIM de

0,5 pg/mL e 5,4% (n=3) CIM de 1,0 pg/mL.

Foi observado um aumento estatisticamente significativo (p=0,007) na porcentagem

de amostras de MRSA com CIM de 0,25 pg/mL para vancomicina (Figura 6).
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Figura 6. Concentracdo inibitdria minima para vancomicina apresentada pelos MRSA
isolados de pacientes internados no HC/UFTM, em 1998 e 2008.

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das amostras de MRSA isoladas em
1998 mostra que 4,2% (n=2) delas eram sensiveis ao cloranfenicol, 6,2% (n=3) a tetraciclina,
14,6% (n=7) a rifampicina e 100% (n=48) a linezolida e vancomicina. Nao foram observadas
amostras sensiveis a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina e
sulfametoxazol/trimetoprim.

Os MRSA isolados no ano de 2008 foram sensiveis a ciprofloxacina (3,6%, n=2),
clindamicina (3,6%, n=2), cloranfenicol (69,6%, n=39), gentamicina (7,1%, n=4),
norfloxacina (3,6%, n=2), rifampicina (42,9%, n=24), sulfametoxazol/trimetoprim (14,3%,
n=8), tetraciclina (10,7%, n=6), linezolida e vancomicina (100%, n=56). Nenhuma amostra
foi sensivel a eritromicina.

Como demonstrado na Figura 7, uma porcentagem maior de amostras de MRSA

isoladas em 2008 apresentou sensibilidade ao cloranfenicol (p=0,0001), rifampicina
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(p=0,0034), sulfametoxazol/trimetoprim (p=0,0184) quando comparada com a porcentagem

de amostras de MRSA de 1998 sensiveis aos mesmos antimicrobianos.

m MRSA1998 m MRSA2008

100% 100%

100,0 -
90,0 -
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0 - 6,2% - 14.5% .

0,0 1 1 1 __I 1 1 1 1 1 1 1

CIP CLI CLO ERI GEN LIN NOR RIF SUL TET VAN
»p=0,0001 ++p=0,0016 ===p=0,0184

69,6% *

42,9% **

Sensibilidade dos MRSA %

14,3% ***

NN OON N N N NN NN

CIP=ciprofloxacina; CLI=clindamicina; CLO=cloranfenicol, ERI=eritromicina; GEN=gentamicina; LIN=linezolida;
NOR=norfloxacina, RIF=rifampicina; SUL=sulfametoxazol/trimetoprim; TET=tetraciclina; VAN=vancomicina.

Figura 7. Perfil de sensibilidade dos MRSA isolados de pacientes internados no HC/UFTM
em 1998 e 2008.

Em 1998, 21 (43,8%) MRSA foram isolados de ponta de cateter, 19 (39,6%) da pele
e tecidos moles, 5 (10,4%) do trato respiratério inferior, 1 (2,1%) do trato respiratorio
superior e 2 (4,1%) foram isolados do trato urinario. Nenhuma amostra foi isolada na corrente
sanguinea. Ja as amostras de MRSA do ano de 2008 foram mais freqlientemente isoladas da
pele e tecidos moles (n=25; 44,6%), seguido dos isolados de ponta de cateter (n=12; 21,4%),
trato respiratdrio inferior (n=9; 16,1%), corrente sangliinea (n=8; 14,3 %) e trato urinario

(n=2; 3,6%). Nenhum MRSA foi isolado do trato respirat6rio superior em 2008.
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Somente entre os isolados na corrente sangliinea e ponta de cateter nos anos de 1998

e 2008 houve diferenca estatistica (p < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos MRSA isolados em 1998 e 2008 de pacientes internados no
HC/UFTM de acordo com o material bioldgico

1998 2008

Material Bioldgico
N°. Pacientes (%) N°. Pacientes (%)

Corrente sanguinea 0 8(14,3) *
Pele e tecidos moles 19 (39,6) 25 (44,6)
Ponta de cateter 21 (43,8) 12 (21,4) **
Trato respiratério inferior 5(10,4) 9(16,1)
Trato respiratorio superior 1(2,1) 0
Trato urinrio 2(4,1) 2 (3,6)
Total 48 (100,0) 56 (100,0)

* p=0,018 **p=0,025

De acordo com os setores de internacdo do HC/UFTM, a maioria das amostras de
MRSA de 1998 foram isoladas de pacientes internados na enfermaria de Clinica Médica 12
(25,0%), seguida pela Clinica Cirargica (n=11; 22,8%), Neurologia (n=6; 12,5%), Pronto
Socorro Adulto (n=4; 8,3%), UIH (n=4, 8,3%), Ortopedia (n=3; 6,3%), CTI Adulto (n=3;
6,3%), CTI Coronario (n=3; 6,3%), enquanto na Pediatria e CTI Infantil foram isoladas 1
(2,1%).

A Tabela 3 mostra a distribuicdo dos isolados MRSA nos setores do HC/UFTM, néo

havendo diferenca estatisticamente significativa entre os periodos estudados.
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Tabela 3. Freqliéncia de MRSA por setor de internacdo no HC/UFTM em 1998 e 2008.

30

Setor de internacgdo

1998

2008

N°. de Pacientes (%)

N°. de Pacientes (%)

Clinica Médica
Clinica Cirargica
CTI Adulto

CTI Infantil

CTI Coronario
Neurologia
Ortopedia

Pediatria

Pronto-Socorro Adulto

UiH

Total

12 (25,0)
11 (22,9)
3(6,3)
1(2,1)
3(6,3)
6 (12,5)
3(6,3)
1(2,1)
4(8,3)
4(8,3)
48 (100,0)

13 (23,2)
8 (14,3)
6 (10,7)
2 (3,6)
1(1,8)
3(5,3)
7 (12,5)
1(1,8)
7 (12,5)
8 (14,3)

56 (100,0)
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6 DISCUSSAO

O MRSA é um patdgeno multirresistente e tem se tornado endémico no Brasil, nas
ultimas décadas, apresentando uma prevaléncia que varia de 32 a 72 %, de acordo com a
complexidade e o tamanho do hospital (BERETA et al., 2004; GALES et al., 2004).

Durante o ano de 1998 a prevaléncia de MRSA no HC/UFTM foi de 23,0%, e houve
um aumento significativo (p=0,0055) para 37,1%, no ano de 2008, acompanhando a tendéncia
em varias partes do mundo. Medidas de intervencao para a prevencado e controle de infeccdes
causadas por MRSA, podem ser colocadas em pratica e devem estar constantemente
atualizadas, pois, tém sido eficientes na reducdo da incidéncia de infeccdes hospitalares
originadas por esse patdgeno, reduzindo significantemente a mortalidade (MOREIRA et al.,
2007).

Gales e colaboradores (2009) reportam uma prevaléncia de MRSA de 31%, no
Brasil, de acordo com estudo realizado pelo Programa SENTRY entre 2005 e 2008.

As infeccBes adquiridas em ambiente hospitalar sdo consideradas uma das questfes
de seguranca para 0 paciente mais importantes (BURKE, 2003), e 0 MRSA ¢ a maior causa
de infeccBes adquiridas em hospitais e sua prevaléncia continua a aumentar (NNIS, 2004).

Medidas de controle para reduzir a transmissdo de MRSA dentro de hospitais
incluem precaucdo ou barreiras de contato, tais como o uso de jaleco e luvas ao entrar em
contato com paciente colonizado ou infectado, boa lavagem das maos e a existéncia de salas
apropriadas para isolamento privativo (SIEGEL et al., 2007).

Pacientes que carreiam MRSA e ndo sdo identificados podem servir como
reservatorio para a transmissdo limitando a eficacia de um programa de medidas de controle
de infeccdo (STRAUSBAUGH, JACOBSON e SEWELL, 1991).

A tradicional estratégia para prevenir a transmissdo de MRSA dentro de hospitais,

implementando precaugdes de contato somente apds deteccdo do microrganismo por meio de



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

32

culturas diferentes de swab nasal, tem falhado em interromper a disseminagcdo de MRSA
(WARREN et al., 2007). Por outro lado, a vigilancia ativa com triagem sistematica de
pacientes hospitalizados tem sido proposta para controlar a sua disseminagdo (MUTO et al.,
2003).

Huang e colaboradores (2006) reportam uma importante redugdo (75%) de
bacteremias por MRSA em UTI e 40% de reducdo em outros locais, num periodo de 16 meses
de intervencao ativa.

Embora as medidas de isolamento de contato tenham mostrado a reducdo da
transmissdao de patdgenos dentro dos varios setores de um hospital, muitas instituicdes nao
implementam a vigilancia ativa devido ao custo associado a essas medidas e também pela
escassez de quartos privados para isolamento (JERNIGAN et al., 1996; KIRKLAND e
WEINSTEIN, 1999; KIM, OH e SIMOR, 2001).

A resisténcia a meticilina foi determinada pela detec¢do do gene mecA por PCR e
pela disco difusdo, triagem e microdiluicdo em caldo. Todas as amostras consideradas MRSA
pelo teste genotipico também apresentaram resisténcia a meticilina pelos testes fenotipicos,
ndo havendo discordancia entre os métodos. Isto reforca as recomendag6es do CLSI de que 0s
testes fenotipicos podem ser usados rotineiramente para a detec¢do da resisténcia a meticilina
em laboratdrios clinicos

O tratamento apropriado e o controle da disseminacdo do MRSA dependem de uma
rapida e acurada identificacdo dessas amostras. A deteccdo genotipica do gene mecA, por
PCR, é considerada padréo ouro, entretanto, ndo € utilizada devido ao alto custo.

A escolha do melhor teste fenotipico para a deteccdo do MRSA ainda é controversa,
embora métodos como E-test, triagem em agar e diluicdo em caldo tém demonstrado bons
resultados (ANTUNES et al., 2007; MIMICA et al., 2007). Em relacdo a disco difusdo, as

recomendacdes do CLSI foram alteradas em 2005, preconizando-se a utilizagéo do disco de
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cefoxitina 30ug para deteccdo da resisténcia fenotipica a meticilina, visto que o gene
regulador (mecR1) do mecA ser induzido mais sensivelmente pela cefoxitina do que pelo
disco de oxacilina 1 ug (BERGER-BACHI e ROHRER, 2002; CLSI, 2005). No nosso estudo
a resisténcia a meticilina foi determinada pela disco difusdo utilizando somente o disco de
cefoxitina 30ug e ndo encontramos resultados discrepantes.

Na determinacdo da CIM para meticilina, por microdiluicdo em caldo, a maioria das
amostras de MRSA isoladas em 1998 (91,6%) e 2008 (80,3%) apresentou elevado nivel de
resisténcia (CIM > 256 pg/mL), ndo tendo sido observada diferenca estatisticamente
significativa entre os dois periodos.

A sensibilidade a vancomicina foi determinada por trés métodos diferentes, disco
difuséo, triagem e microdiluicdo em caldo. Nenhuma amostra de MRSA com sensibilidade
intermediéria a vancomicina ou mesmo resistente foi encontrada no HC/UFTM nos dois
periodos estudados.

Os testes de disco difusdo para vancomicina ja haviam sido realizados quando o
CLSI (2009) publicou que esse método ndo diferenciava o S. aureus sensivel do VISA e a
sensibilidade de todas as amostras de S. aureus deveria ser determinada pela diluicdo em
caldo. Mesmo assim, ndo houve diferenca entre os resultados da disco difusdo e o teste de
triagem e microdiluigdo em caldo.

O VRSA € uma grande preocupacdo mundial, entretanto, poucos isolados tém sido
reportados, todos eles nos Estados Unidos. Ao contrario, existem muitos relatos de VISA,
inclusive no Brasil, especialmente apds a reducdo dos pontos de corte para a vancomicina de
4 para 2 pug/mL, pelo CLSI em 2006 (GALES et al., 2009; TENOVER e MOELLERING,
2007).

A diminuicdo da atividade da vancomicina em infeccOes causadas por amostras de

MRSA com a CIM entre 1 e 2 ug/mL tem sido reportada com grande apreensé@o. Sakoulas e



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

34

colaboradores (2004) reportam que a CIM para vancomicina entre 1,5 e 2,0 pg/mL s&o
preditores de uma resposta terapéutica diminuida em adultos. Nesse estudo foi comparado o
sucesso do tratamento de bacteremia com vancomicina em pacientes com infecgdes por
MRSA apresentando CIM para vancomicina entre 1 e 2 pg/mL (grupo 1) e outros pacientes
com bacteremia por MRSA com CIM < 0,5 pg/mL (grupo I1). O resultado mostra uma
porcentagem inferior a 10% de sucesso terapéutico para o grupo |, contrastando com 56%
para o grupo Il

Um estudo coorte retrospectivo, realizado em um hospital de Nova lorque,
conduzido entre pacientes com infeccdo da corrente sanguinea por MRSA que foram tratados
com vancomicina, mostra que houve falha terapéutica quando os MRSA apresentavam CIM
de 1,5 pg/mL (LODISE et al., 2008).

Outro estudo, realizado na Espanha, analisando a influéncia da CIM para
vancomicina no tratamento de bacteremias causadas por MRSA, mostrou que a mortalidade
dos pacientes foi significantemente maior quando a antibioticoterapia empirica foi
inapropriada e quando a vancomicina foi usada empiricamente para o tratamento de infec¢des
causadas por MRSA com CIM para vancomicina >1 pg/mL (SORIANO et al., 2008).

O aumento da CIM para vancomicina ao longo dos anos, porém, ainda dentro dos
critérios interpretativos de sensivel (CIM < 2 pg/mL), foi reportado por Steinkraus e
colaboradores (2007). O estudo mostrou um aumento da CIM em isolados de MRSA, no
periodo de 2001 a 2005.

Em nosso trabalho, ndo houve aumento da CIM para vancomicina entre as amostras
de MRSA isolados em 1998 e 2008. Ao contrario, observamos que houve uma diminuicao
qguando comparamos as amostras de 1998 (10,4%) com as de 2008 (5,4%) quando a CIM era
de 1,0 pg/mL, apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

Entretanto, a existéncia de uma porcentagem ndo desprezivel de amostras de MRSA com
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CIM de 1,0 pg/mL (5,4%, n=3) no HC/UFTM deve servir de alerta para possiveis falhas no
tratamento com vancomicina e terapias alternativas devem ser consideradas.

Muitas amostras de VISA demonstram heterorresisténcia & vancomicina e s&o
denominadas h-VISA (HIRAMATSU et al., 1997). Atualmente, ndo existem metodologias
padronizadas ou recomendadas para a sua detecgdo e até que elas estejam disponiveis para 0s
Laboratdrios de Microbiologia, o uso de vancomicina para o tratamento de infec¢fes causadas
por MRSA com CIM maiores que 1 pg/mL deveria ser utilizada com precaucdo
(SAKOULAS e MOELLERING, 2008). Por isso, os resultados para deteccéo da sensibilidade
a vancomicina devem ser reportados somente pela determinacdo da CIM.

Devido aos vérios estudos reportando falha terapéutica, o CLSI, em 2006, baixou 0s
pontos de corte para vancomicina para < 2 pg/mL. Talvez seja necessario considerar
modificacOes adicionais nesses critérios interpretativos de sensibilidade quando métodos de
deteccdo do h-VISA estiverem disponiveis aos microbiologistas (SAKOULAS e
MOELLERING, 2008).

Grande parte dos estudos encontrados na literatura utiliza a determinacéo da CIM pelo
método da fita de E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden). A metodologia realizada em nosso
trabalho, sugerida pelo CLSI, utiliza uma diluicio geométrica e o E-test, diluicdo de
progressao aritmética, tornando dificil a comparacédo entre os resultados encontrados, pois, em
estudos anteriores, as CIMs para a vancomicina realizadas pelo E-test apresentaram dilui¢des
uma ou duas vezes mais altas quando comparadas com os resultados gerados pela
microdiluicdo em caldo, utilizando a mesma amostra bacteriana (HSU et al., 2008;
PRAKASH, LEWIS e JORGENSEN, 2008).

O perfil de sensibilidade dos MRSA isolados em 1998 mostrou que nenhum deles
apresentou sensibilidade a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina,

norfloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim. Apenas 4,2% (n=2) delas eram sensiveis ao
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cloranfenicol, 6,3% (n=3) a tetraciclina e 14,6% (n=7) a rifampicina. Todas as amostras
(n=48) foram sensiveis a linezolida e vancomicina.

De acordo com Sader e colaboradores (2001a), amostras de MRSA isoladas em
alguns hospitais brasileiros, durante o periodo de 1997 a 1999, apresentavam sensibilidade a
ciprofloxacina (7,2%), clindamicina (7,2%), eritromicina (2,4%), gentamicina (4,5%), e
sulfametoxazol/trimetoprim (8,3%). Comparando com nossos resultados, o0s MRSA isolados
no HC/UFTM em 1998 aparentavam ter uma sensibilidade menor em relag&o aos isolados em
outros estados brasileiros, apesar da taxa encontrada nos hospitais participantes do estudo ser,
também, baixa.

Os MRSA de 2008 apresentaram sensibilidade a ciprofloxacina (3,6%, n=2),
clindamicina (3,6%, n=2), cloranfenicol (69,6%, n=39), gentamicina (7,1%, n=4),
norfloxacina (3,6%, n=2), rifampicina (42,8%, n=24), sulfametoxazol/trimetoprim (14,3%,
n=8), tetraciclina (10,7%, n=6), linezolida e vancomicina (100%, n=56) havendo diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) somente para o cloranfenicol, rifampicina e
sulfametoxazol/trimetoprim. Nenhuma amostra foi sensivel a eritromicina.

Gales e colaboradores (2009) mostram um perfil de sensibilidade de MRSA isolados
durante o Programa SENTRY (2005-2008) semelhante ao encontrado em nosso estudo,
exceto para a sulfametoxazol/trimetoprim, onde a porcentagem de isolados resistentes foi
68,1%.

Comparando as amostras de 1998 e 2008 podemos notar que houve uma mudanca no
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e 0 nUmero de amostras sensiveis aumentou com
relacdo a maioria dos antimicrobianos, com exce¢do da eritromicina. Essa mudanca pode ser
explicada devido uma possivel introducéo de variedades genéticas de MRSA no HC/UFTM.

Desde o inicio dos anos 90, o CA-MRSA tem sido cada vez mais reconhecido como

causa de infeccOes entre pessoas saudaveis fora do ambiente hospitalar. Entretanto, pacientes
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com infeccbes por CA-MRSA sdo tratados por longos periodos em hospitais e esse MRSA de
origem comunitaria pode se tornar endémico (GONZALES et al., 2006). Os CA-MRSA
carreiam o SSCmec tipo IV que difere em tamanho e composi¢do genética daquele
encontrado no MRSA hospitalar e ndo possui genes acoplados de resisténcia a outros
antimicrobianos sendo, portanto, sensivel & maioria dos antimicrobianos ndo beta-lactdmicos
(DAUM et al., 2002; CHAMBERS, 1997).

Essa diferenca no perfil de sensibilidade devido a diversidade genética entre os
MRSA poderia explicar o aumento do nimero de amostras sensiveis encontrado nas amostras
de 2008. Nosso trabalho faz parte de um estudo maior onde a tipagem do SCCmec sera
realizada e talvez possa confirmar essa hipotese.

Um estudo realizado no Hospital das Clinicas da Universidade de S&o Paulo, em
2004, mostrou que amostras de MRSA com SCCmec tipo IV estava claramente inserido como
patdgeno nosocomial naquele hospital. O estudo analisou 151 amostras consecutivas de
MRSA isoladas da corrente sangliinea durante um periodo de 7 meses e nenhum foi adquirido
na comunidade. A tipagem molecular demonstrou um padrdo predominante e 95% das
amostras foram identificadas como SCCmec tipo IV (TRINDADE et al., 2005).

Donnio e colaboradores (2004) realizaram um estudo, durante um periodo de 11
anos, investigando a relacdo entre a mudanca na sensibilidade aos antimicrobianos e a
distribuicdo dos tipos de SCCmec entre 0s MRSA isolados de pacientes internados em um
Hospital Francés, e mostram que o aumento na sensibilidade aos antimicrobianos foi devido a
emergéncia de amostras MRSA com SCCmec tipo IV.

Em outro estudo, Klevens e colaboradores (2006) mostram um decréscimo da taxa de
resisténcia para varios antimicrobianos ndo beta-lactamicos entre amostras de MRSA,

isolados em UTI de hospitais americanos, no periodo de 1992 a 2003. O autor conclui que a
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substituicdo das amostras de MRSA predominantes é sugestiva para explicar a mudanca
encontrada nos padrdes de sensibilidade.

No Canada, um estudo realizado com 7.942 amostras de MRSA isoladas de pacientes
internados em 48 hospitais, no periodo de 1995 a 2008, mostrou uma variagdo regional no
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. A disseminagdo de amostras de CA-MRSA, nesse
pais, parece ter contribuido para aumentar a sensibilidade, a varios agentes ndo beta-
lactdmicos, encontrada nos MRSA do ambiente hospitalar, na década passada (SIMOR, et al.,
2010).

Com relagdo a prevaléncia de MRSA, de acordo com o0s materiais bioldgicos, nosso
trabalho mostra que houve diferenca estatisticamente significativa entre as amostras de 1998 e
2008 quando foram isolados na corrente sanguinea (p=0,018) e em pontas de cateter
(p=0,025). Os resultados mostram que no ano de 1998 ndo foi isolado nenhum MRSA na
corrente sanguinea, enquanto nos dados publicados pelo Programa SENTRY a prevaléncia de
MRSA na corrente sanguinea era de 29,4% no mesmo periodo de estudo das amostras de
1998 (SADER, 2001a).

Varios outros estudos mostram uma alta prevaléncia de MRSA isolados na corrente
sanguinea. Guilarde e colaboradores (2007), em um estudo coorte retrospectivo realizado em
hospital universitario goiano entre 2000 e 2001, mostram que 40% das bacteremias
verdadeiras foram causadas por S. aureus, e destes, 55,9% eram MRSA. Em outro estudo,
realizado no Hospital S&o Paulo, no inicio e meados da década de 90, a prevaléncia de MRSA
em bacteremias foi 66,0% (CONTERNO, WEY e CASTELO, 2002).

O ndmero de amostras de MRSA isoladas na corrente sanglinea no ano de 2008
aumentou para 14,3% (n=8). Apesar desse aumento, essa porcentagem € pequena em relagédo
a outros estudos realizados no Brasil. Cassettari e colaboradores (2005), estudando o impacto

da resisténcia a meticilina na mortalidade de pacientes com bacteremias por MRSA em dois
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grandes hospitais em Sdo Paulo, mostram uma prevaléncia de 64,3%. De acordo com o0s
dados do Programa SENTRY, realizado entre 2005 e 2008, a porcentagem de MRSA
recuperados em amostras sanglineas foi de 31% (GALES et al., 2009).

De acordo dados fornecidos pela Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH) do HC/UFTM a maior incidéncia de microrganismos isolados em hemoculturas, no
periodo de janeiro a outubro de 2008, foi atribuida a0 MRSA, com taxas de 24% e 12% na
UTI Adulto e UTI Pediétrica, respectivamente.. Esses dados se referem somente a sepse
primaria e ndo existem dados referentes ao ano de 1998 devido a implantacdo e comeco das
atividades exatamente nesse periodo.

Uma grande porcentagem de MRSA (39,6% em 1998; 44,6% em 2008) foi isolada
de pele e partes moles, apesar de ndo haver diferenca estatistica significante entre as amostras
no periodo estudado. Um estudo desenvolvido por Awad e colaboradores (2007) em pacientes
com infeccbes de pele e tecidos moles do setor de cirurgia de um hospital de cuidados
terciarios, durante um periodo de 7 anos, mostra um significante e continuo aumento na
incidéncia de MRSA nesses pacientes. O autor defende que a terapia empirica para 0 MRSA
deveria ser considerada como terapia de primeira linha, mas, foi observado um aumento da
CIM para vancomicina durante o periodo do estudo. Portanto, antimicrobianos alternativos
para o tratamento de infec¢des causadas pelo MRSA devem ser considerados sempre que a
CIM para vancomicina for > 1pg/mL.

O MRSA é um patogeno freglientemente encontrado causando infecgdes cutaneas
também na comunidade. Em estudo realizado com pacientes sem fatores de risco para
infeccdes causadas por MRSA, atendidas pelo setor de emergéncia de um hospital, a taxa de
isolamento foi de 59%. Devido ao aumento da prevaléncia de infecgbes comunitarias

causadas pelo MRSA (CA-MRSA) nos ultimos anos, é necessaria a valorizacdo de um exame
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de cultura para que a terapia empirica local seja instituida adequadamente (MORAN et al.,
2006).

No Brasil, Gales e colaboradores (2009) reportaram uma porcentagem de 17% de
isolamento de MRSA em infecgcdes pele e partes moles, durante o Programa SENTRY
realizado entre 2005 e 2008 em hospitais brasileiros, mostrando uma taxa de prevaléncia
menor que a encontrada em nosso estudo.

Segundo a literatura, a prevaléncia de S. aureus em infec¢des do trato urinario é
baixa, e, no presente estudo, também foi encontrada uma prevaléncia de MRSA de 4,1% e
3,6% em 1998 e 2008, respectivamente.

A maioria das amostras de MRSA foi isolada de pacientes internados na enfermaria
de Clinica Médica e na Clinica Cirurgica e, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
em nenhum dos setores de internagédo estudados nos dois periodos

Foram encontrados 6,3% (n=3) de amostras de MRSA no ano de 1998 e 10,7% (n=6)
em 2008 na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI). Nesse setor se concentram pacientes
com doencas graves e, por isso, os cuidados a saude sdo muito exigidos. O uso de
antimicrobianos de amplo espectro € comum, o que o torna alvo de preocupacdo em relacdo
ao aparecimento de microrganismo multirresistentes. O uso constante da vancomicina no
tratamento empirico em UTIs exerce uma pressdo seletiva sobre 0s microrganismos,
aumentando o risco de emergéncia de resisténcia a esse antimicrobiano em S. aureus.

A presenga de Enterococcus faecium resistente & vancomicina nessa unidade, é uma
realidade e, medidas de vigilancia epidemiologica ja estdo sendo realizadas através de culturas
sistematicas de swab anal. Estudos anteriores demonstram que a resisténcia do S. aureus a
vancomicina é devida a transferéncia horizontal de um operon contendo o gene vanA do E.

faecalis para o S. aureus (NOBLE et al., 1992). A presenca de MRSA em pacientes
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internados na UTI do HC/UFTM aliado aos vérios episodios de deteccdo de VRE pode
facilitar o surgimento do S. aureus com resisténcia total a vancomicina.

Os resultados de nosso estudo mostram a evolugdo do MRSA como patdgeno
endémico no HC/UFTM, evidenciando o aumento da sua prevaléncia. Estudos futuros
poderdo explicar o aumento do ndmero de MRSA com maior sensibilidade aos
antimicrobianos, através da anélise genotipica do SCCmec, devido uma provavel mudanca do
perfil genético dessas amostras. A introducdo do CA-MRSA (SCCmec 1V) nos hospitais,
parece ser a causa desse aumento também registrado em varias partes do mundo.

Métodos padronizados para a deteccdo do h-VISA sdo esperados, pois, cada vez
mais, estdo sendo reportadas elevadas taxas de falha terapéutica com vancomicina em
amostras de MRSA consideradas sensiveis pelos métodos recomendados.

Conhecer a epidemiologia local dos patdgenos prevalentes, através de métodos
fenotipicos acurados para deteccdo de resisténcias, reflete diretamente na importancia do uso
racional de antimicrobianos e de se estabelecer medidas de controle para evitar a

disseminacéo desses microrganismos multirresistentes.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia de MRSA no HC/UFTM aumentou significativamente em 2008 em

comparagdo com 1998.

N&o houve discrepancias entre o método genotipico e os testes fenotipicos na

detec¢do da resisténcia a meticilina.

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou um aumento no nimero de
amostras  sensiveis aos  antimicrobianos  ndo-B-lactdmicos,  principalmente, a

sulfametoxazol/trimetoprim, rifampicina e ao cloranfenicol.

Apesar dos MRSA serem mais, frequentemente, isolados na Clinica Médica e na

Clinica Cirargica ndo houve diferenca estatistica entre os periodos estudados.

N&o houve aumento nos valores da CIM para vancomicina entre as amostras
estudadas, entretanto, a presenca de algumas amostras de MRSA com CIM de 1,0 pg/mL

merece atencédo especial.
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ANEXO 2. Tabela 2C — CLSI. Padrdes intrepretativos de diametros halos de inibicao e
pontos de corte equivalentes concentrac@es inibitorias minimas para Staphylococcus aureus.
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Table 2C
Staphylococcus spp.
M02 and M07

Table 2C. Zone Diameter and MIC Interpretive Standards for Staphylococcus spp.

Testing Conditions Minimal QC Recommendations (See Table 3 for acceptable
QC ranges.)

Medium:  Disk diffusion: MHA
Broth dilution: CAMHB; CAMHB + 2% NaCl for oxacillin, methicillin, and Staphylococcus aureus ATCC® 25923 (Disk diffusion)
nafcillin; CAMHB supplemented to 50 pg/mL calcium for daptomycin Staphylococcus aureus ATCC® 29213 (MIC)
Agar dilution: MHA; MHA + 2% NaCl for oxacillin, methicillin, and nafcillin. Escherichia coli ATCC® 35218 (for p-lactam/p-lactamase
Agar dilution has not been validated for daptomycin. inhibitor combinations)

Inoculum:  Direct colony suspension, equivalent to a 0.5 McFarland standard

Incubation: 35 +2 °C; ambient air; Refer to Appendixes B and C for additional testing and
Disk diffusion: 16 to 18 hours; 24 hours (coagulase negative reporting suggestions.

staphylococci and cefoxitin);
Dilution methods: 16 to 20 hours;

All methods: 24 hours for oxacillin, methicillin, nafcillin, and vancomycin.
Testing at temperatures above 35 °C may not detect MRS.

General Comments

(1) Fordisk diffusion, measure the diameter of the zones of complete inhibition (as judged by the unaided eye), including the diameter of the disk. Hold the petri
plate a few inches above a black, nonreflecting background illuminated with reflected light, except for linezolid, oxacillin, and vancomycin, which should be
read with transmitted light (plate held up to light source). The zone margin should be considered the area showing no obvious, visible growth that can be
detected with the unaided eye. Ignore faint growth of tiny colonies that can be detected only with a magnifying lens at the edge of the zone of inhibited
growth. With trimethoprim and the sulfonamides, antagonists in the medium may allow some slight growth; therefore, disregard slight growth (20% or less of
the lawn of growth) and measure the more obvious margin to determine the zone diameter. Any discernable growth within the zone of inhibition is indicative

of oxacillin, linezolid, or vancomycin resistance.

(2) Historically, resistance to the penicillinase-stable penicillins (see Glossary I) has been referred to as “methicillin resistance”; thus, the acronyms MRSA (for
‘methicillin-resistant S. aureus”) or MRS (for “methicillin-resistant staphylococci’) are still commonly used, even though methicillin is no longer the agent of
choice for testing or treatment. In this document, resistance to these agents may be referred to using several terms (eg, “MRS," ‘methicillin resistance,” or

“oxacillin resistance”).

(3)  For oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci, results for parenteral and oral cephems, p-lactam/p-lactamase
inhibitor combinations, and carbapenems, if tested, should be reported according to the results generated using routine interpretive criteria. See comment

(4) for reporting p-lactam results on oxacillin-resistant strains.

(4)  WARNING: For oxacillin-resistant S. aureus and coagulase-negative staphylococci (MRS), other p-lactam agents, ie, penicillins, p-lactam/p-lactamase
inhibitor combinations, cephems, and carbapenems, may appear active in vitro, but are not effective clinically. Results for these drugs should be reported as
resistant or should not be reported. This is because most cases of documented MRS infections have responded poorly to p-lactam therapy, or because

convincing clinical data have yet to be presented that document clinical efficacy for those agents.

(5)  Detection of oxacillin resistance: Tests for mecA or for the protein expressed by mecA, the penicillin-binding protein 2a (PBP 2a, also called PBP2'), are the
most accurate methods for prediction of resistance to oxacillin and can be used to confirm results for isolates of staphylococci from serious infections.
Isolates of staphylococci that carry the mecA gene, or that produce PBP 2a (the mecA gene product), should be reported as oxacillin resistant. Isolates that
do not carry mecA or do not produce PBP 2a should be reported as oxacillin susceptible. Because of the rare occurrence of resistance mechanisms other
than mecA, if MIC tests are performed in addition to disk diffusion, isolates for which oxacillin MICs are > 4 pg/mL and are mecA negative or PBP 2a

negative should be reported as oxacillin resistant. These isolates may test as susceptible to cefoxitin by disk diffusion.
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Table 2C. (Continued)

(6)

Routine testing of urine isolates of S. saprophyticus is not advised, because infections respond to concentrations achieved in urine of antimicrobial agents
commonly used to treat acute, uncomplicated urinary tract infections (eg, nitrofurantoin, trimethoprim + sulfamethoxazole, or a fluoroquinolone).

(7) For some organism/antimicrobial agent combinations, the absence or rare occurrence of resistant strains precludes defining any results categories other
than “susceptible.” For strains yielding results st ive of a “nonst ptible” category, organism identification and antimicrobial susceptibility test results
should be confirmed. Subsequently, the isolates should be saved and submitted to a reference laboratory that will confirm results using a CLSI reference
dilution method.

(8) For screening tests for p-lactamase production, oxacillin resistance, mecA-mediated oxacillin resistance using cefoxitin, reduced susceptibility to
vancomycin, and inducible clindamycin resistance, refer to Appendix B for S. aureus group and Appendix C for coagulase-negative staphylococci. In
addition, further explanation on the use of cefoxitin for prediction of mecA-mediated oxacillin resistance can be found in Section 12 of M07-A8 and Section
11 of M02-A10.

NOTE:  Infc ion in boldf: type is consi d tentative for one year.
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Table 2C

Staphylococcus spp.
Table 2C. (Continued) M maMmD
Zone Diameter
P - . Breakpoints, MIC Interpretive Standard
T | Aot ooy | semaiviien b, Gomments
s ! 1 R s [ R
PENICILLINS
(9) Penicilli i are also to other penicillins, p-lactam/p- inhibitor i and pp for use by the
DA for Penicilli istant, oxacilli ible strains are resistant to penicillinase-labile penicillins but susceptible to other penicillinase-stable
penicillins, p-lactam/p- inhibitor i relevant and . Oxacilli istant i are resistant to all currently available p-lactam
ics. Thus, ility or to a wide array of p-lactam antibiotics may be deduced from testing only penicillin and oxacillin (or cefoxitin). Routine testing of other
B-lactam/p- inhibitor inati p and is not advised.
See comment (4).
A Penicillin 10 units 229 = <28 <012 = 2025 (10) Penicilli istant strains of
: produce p-lactamase, and the testing of
penicillin instead of ampicillin is preferred.
Penicillin should be used to test the susceptibility
of all staphylococci to all penicillinase-labile
penicillins, such as ampicillin, amoxicillin,
azlocillin, carbenicillin, mezlocillin, piperacillin,
and ficarcillin. An induced p-lactamase test
should be performed on staphylococcal
isolates with penicillin MICs < 0.12 pg/mL or
zone diameters 2 29 mm before reporting the
isolate as penicillin susceptible. A positive p-
test predicts to penicillin,
ampicillin, amoxicillin, carbenicillin, ticarcillin,
mezlocillin, and piperacillin. For oxacillin-
8 resistant staphylococci, report penicillin as
: resistant or do not report. See Appendixes B and C.
A Oxacillin 1pg oxacillin 213 | 1112 | <10 <2 HEE 24 For S. aureus.
(oxacillin ! i (oxacillin)
For S. aureus and S. ' ) ' '
lugdunensis. ) H H H
1pg oxacillin - e . €2 - 24 For S. lugdunensis.
] s (oxacillin) | 1 (oxacillin)
30 pg cefoxitin | >22 - =21 <4 z 28 For S. aureus and S. lugdunensis.
(cefoxitin) (cefoxitin)
(11) Cefoxitin is used as a surrogate for
oxacillin  resistance; report  oxacillin
susceptible or resistant based on the
cefoxitin result.
: : : ' See comment (9).
A Oxacillin 1pg oxacillin = 0 - . €025 | - . 205 For g phy except
For coagulase- H : : : illin) | S.
negative q 1 }
staphylococci except H H H
S. lugdunensis. H : H :
30 pg cefoxitin 225 | - 1 <24 - HECI - See comment (11).
H H H H See
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Table 2C. (Continued)

Zone Diameter
ﬁ0» D Disk Breakpoints, MIC Interpretive Standard
§ Group Agent Content nearest whole mm __(ug/mL) Comments
g s I 1 i R s ¢ 1 ! R
) PENICILLINS (Continued)
]
g‘ o] Ampicillin 10 ug 229 - i <28 <0.25 | - 205 (12) Class representative for ampicillin and
g : : amoxicillin.
§ ' H H (13) For oxacillin-resistant staphylococci, report
3 ' : ampicillin as resistant or do not report.
© o Methicillin 5ug >14 1013 . <9 <8 | = 216 (14) For use with S. aureus only.
g 6] Nafcillin 1ug 213 112} <10 <2 | - T z4 See comment (14).
§_ B-LACTAM/B-LACTAMASE INHIBITOR COMBINATIONS
-~
g (15) For oxacillin-resistant staphylococci, report as resistant or do not report.
§ See comments (4) and (9).
= [¢]) Amoxicillin-clavulanic acid | 20/10 pg 220 % i 219 <42 | = P >8/4
;T. o] Ampicilli 10/10 ug 215 12-14 =1 <8/4 : 16/8 | >32/16
< o Piperacilli 100/10 pg >18 - <17 <8/4 . 2 L >16/4
E [e) Ticarcilli acid 75/10 pug 223 = <22 <8R | 3 P =216/2
g CEPHEMS (PARENTERAL) (Including cephalosporins I, Il, Ill, and IV. Please refer to Glossary I.)
§_ See comment (15).
See comments (4) and (9).
[e] C 30 ug 218 | 1517 : <14 <8 ! 16 232
[e] Cefazolin 30 ug >18 1 1617 1 <14 <8 1 16 1 >32
[e] Cefepime 30ug 218 | 1517 | <14 <8 | 16 V232
[¢) [ 30 ug >16 1315 <12 | <16 . 32 264
[¢) Cefonicid 30 ug >18 1517 1 <14 <8 i 16 232
0 Cefoperazone 75 ug 221 1620 | <15 <16 | 32 > 64
[¢) Ci i 30ug 223 1622 | <14 <8 : 16-32 264
[o] Cefotetan 30 ug 216 1315 @ <12 <16 ! 32 264
[¢] Ceftazidime 30 pg =18 1517 | <14 <8 . 18 232
[¢] Ceftizoxi 30 ug 220 1 1519 ! <14 <8 1 1632 | >64
[¢] Ceftriaxone 30 g 221 ; 1420 : <13 <8 | 1632 : =64
[¢]) C ime (parenteral) 30 ug >18 1 1517 | <14 <8 | 16 L >32
o C i 30 ug 218 | 15417 | <14 <8 | 16 Vo >32
[¢] 30 ug 223 1 1522 : <14 <8 | 16-32 : >64
CEPHEMS (ORAL)
See comment (15).
See comments (4) and (9).
[¢) Cefaclor 30 ug >18 1 1517 T <14 <8 | 16 1 =232
w [e] Cefdinir 5pg 220 1 1719 ! <16 <1 2 . 24
b [o]) C i 10 ug 221 1 1820 ! <17 L2 4 . 28
[¢] Cefprozil 30 pug 218 ; 1517 : <14 <8 ! 16 : >32
o C (oral) 30 ug 223 1 1522 | <14 <4 . 816 | >32
[e] L 30 pg >18 1 1517 | <14 <8 | 16 V232
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Table 2C

Staphylococcus spp.
MO02 and M07
Table 2C. (Continued)
Zone Diameter
T p Disk Breakpoints, MIC Interpretive Standard
Group Agent Content nearest whole mm (ug/mL) Gammanta
s ! 1 1. —.[R s ! 1 : R
CARBAPENEMS
See comment (15).
See comments (4) and (9).
o] Ertapenem 10 ug >19 | 1618 | <15 <2 4 ' =28
o ip 10 ug 216 ! 1415 ' <13 <4 ! 8 L 216
[°) 10 ug 216 @ 1415 1 <13 <4 : 8 © >16
GLYCOPEPTIDES
B Vancomycin - - - - <2 4-8 L2216 For S. aureus.

(16) MIC tests should be performed to
determine the susceptibility of all isolates of
staphylococci to vancomycin. The disk test
does not diff
isolates of S. aureus from vancomycin-
intermediate isolates, nor does the test
diffe among

and resistant

isolates of
g phy all of which
will give similar size zones of inhibition.

intermediate,

(17) The vancomycin disk test will detect S.
aureus isolates containing the vanA
vancomycin resistance gene (VRSA). Such
isolates will show no zone of inhibition around
the disk (zone = 6 mm). The identification of
isolates showing no zone of inhibition should
be confirmed. Isolates of staphylococci
producing vancomycin zones of 2 7 mm
should not be reported as susceptible without
performing a vancomycin MIC test.

(18) Send any S. aureus determined to have an
elevated MIC for vancomycin (MIC 24 pg/mL) to a
reference laboratory.

(19) Disk testing is not reliable for testing
vancomycin.

See also Appendix B, Section 12.1.3 in M07-A8,
and Section 11.1.3 in M02-A10.
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Table 2C. (Continued)

—

Zone Diameter
p A Breakpoints, MIC Interpretive Standard
Group Agent nearest whole mm (ug/mL) Comments
s ! 1 i R s i 1 ! R
GLYCOPEPTIDES (Continued)
B Vancomycin - - - <4 8-16 232 For coagulase-negative staphylococci.
See comments (16) and (19).
(20) Send any coagulase-negative
Staphylococcus determined to have an
elevated MIC for vancomycin (MIC > 8 pg/mL)
to a reference laboratory.
2 See also Section 12.1.3 in M07-A8 and Section
: 11.1.3 in M02-A10.
Inv. Teicoplanin >14 1113 . <10 <8 16 i 232 (21) Teicoplanin disk diffusion breakpoints
: : : were not reevaluated concurrent with the
of disk
breakpoints during recent studies. Therefore,
the ability of these teicoplanin breakpoints to
i and
from
teicoplanin-susceptible strains is not known.
LIPOPEPTIDES
B Daptomycin - - (22) Disk testing is not reliable for testing

SRR

daptomycin.
See comment (7).

AMINOGLYCOSIDES

[} Gentamicin 2156 | 1314 ! <12 <4 8 i216
[e) Amikacin 217 | 1516 | <14 <16 32 . 264
[e) Kanamycin =18 1417 1 <13 <16 32 =64
[¢) Netilmicin 215 | 1314 : <12 <8 16 Po232
[¢] Tobramycin 215 | 1314 | <12 <4 8 216
MACROLIDES
(23) Not routinely reported on organisms isolated from the urinary tract.
A Azithromycin or >18 | 1417 | <13 <2 3 4 28
A clarithromycin or =18 1417 1 <13 s2 4 28
A erythromycin >23 1422 1 <13 <05 14 >8
[o) Dirithromycin =19 16-18 | <15 <2 4 =8
KETOLIDES
B | Telithromycin 222 | 1921 | <18 | <1 2 H >4
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Table 2C

Staphylococcus spp.
M02 and M07
Table 2C. (Continued)
Zone Diameter
- Disk Breakpoints, MIC Interpretive Standard
Group Agent Content nearest whole mm —(ug/mb) Comments
s ! 1 R s i 1 i R
TETRACYCLINES
(24) O that are to are also to and line. However, some organisms that are intermediate or resistant to
may be to y or minocycline or both.
B Tetracycline 30 ug 219 | 1518 | <14 <4 8 216
B Doxycycline 30 pg >16 1 13-15 | <12 <4 | 8 i 216
Minocycline 30 ug >19 | 1518 | <14 <4 8 i 216
FLUOROQUINOLONES
(25) Staphylococcus spp. may develop during p! ged therapy with Therefore, isolates that are initially susceptible may become resistant within three to four
days after initiation of therapy. Testing of repeat isolates may be warranted.
C Ciprofloxacin or 5ug z21 1620 | <15 <1 2 24
c levofloxacin or 5ug =19 1618 | <15 <1 2 >4
Cc ofloxacin 5ug 218 16417 1 <14 <1 2 24
%] i i 5u9 224 2123 | <20 <05 1 22
8] Lomefioxacin 10 ug >22 1921 <18 <2 4 =8
U Norfloxacin 10 g 247 1316 @ <12 <4 8 216
o] Enoxacin 10 ug =18 1617 | <14 <2 4 =8 (26) FDA-approved for S. saprophyticus and S.
H H epidermidis (not S. aureus).
o) Gatifloxacin 5ug >23 20-22 1 <19 <0.5 1 ! z2
[¢) Gi i 5ug 218 1617+ <14 <1 2 : 24
8] Sparfloxacin 5pug 219 16-18 <15 <05 1 -
Inv. Fleroxacin 5ug 219 ! 16-18 <15 <2 ¢ 4 : 28
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Table 2C. (Continued)
Zone Diameter
p Disk Breakpoints, MIC Interpretive Standard
Group Agent Content nearest whole mm _(ug/mL) Commenty
S H 1 i R S H I H R
NITROFURANTOINS
[¥] Nitrofurantoin [ 300 ug [ =17 | 1516 . <14 <32 | 64 . >128 |
LINCOSAMIDES
A Clindamycin 2pg 221 15-20 <14 <05 1-2 =4 (27) Inducible clindamycin resistance can be
detected by disk diffusion using the D-zone test
and by broth microdilution using a single well
ining a of ery ycin and
clindamycin. See Appendixes B and C, Section 12
in M02-A10, and Section 13 in M07-A8 for current
recommendations.
See comment (23).
[ FOLATE PATHWAY INHIBITORS
A Trimethoprim- 1.25/23.75 pg =16 | 1115 | <10 <2/38 | . i 24/76
sulfamethoxazole | ' i |
U Sulfonamides 250 or 300 pg 217 | 1316 | <12 <256 | - 1 =512 (28) Sulfisoxazole can be used to represent any
' ' of the currently available sulfonamide
' i H preparations.
[1] Trimethoprim 519 =16 | 1115 1 <10 <8 - 1 =16
PHENICOLS
c Cli [30ug [ =18 | 1347 ' <12 <8 ' 16 1 =32 See (23).
ANSAMYCINS
B Rifampin I 5pg I 220 1719 | <16 <1 @ 2 1 =4 l (29) Rx: Rifampin should not be used alone for
i H H antimicrobialtherapy. |
STREPTOGRAMINS
Quinupristin- I 15 ug [ >19 : 1618 | <15 102 a4 I
dalfopristin : ! H 1
OXAZOLIDINONES
B Linezolid 30 pg 221 - - <4 - - See comment (7).

(30) When testing linezolid, disk diffusion zones
should be examined using transmitted light.
Organisms with nonsusceptible results should be

confirmed using an MIC method.

o
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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