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RESUMO

Introdugao: Staphylococcus aureus € um patdogeno que causa uma variedade
de infecgdes nosocomiais e comunitarias. Bacteremia por Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA) estda associada com uma elevada
morbidade e mortalidade. Alguns autores consideram uma maior taxa de
mortalidade em bacteremia por MRSA em comparagcdo aos observados em
bacteremia causada por Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. O uso da
vancomicina no tratamento de infecgdes por MRSA tem estado sobre crescente
vigilancia nos ultimos anos, ja que existe uma grande preocupagido sobre a
reducdo de sua eficacia no tratamento de pacientes com bacteremia por
MRSA. Estudos sugerem que a vancomicina tem atividade reduzida contra
infeccbes por MRSA quando os valores da concentragdo inibitoria minima
(CIM) se aproximam do valor maximo consideravel como susceptivel. O locus
(acessory gene regulator) regula a expressao de varios genes de viruléncia, de
aderéncia e produgdo de biofilme, e pode estar envolvido com a diminui¢do da
sensibilidade a vancomicina. O staphylococcal cassette chromosome
(SCCmec) carreia o gene mecA que caracteriza o fenotipo classico de MRSA e
confere resisténcia aos antibidticos B-lactamicos.

Objetivos: Avaliar as CIMs dos antibioticos: vancomicina, por microdiluicdo em
caldo, e daptomicina, linezolida, tigeciclina e quinopristina/dalfopristina e
teicoplanina pela metodologia de Etest®; caracterizar o polimorfismo do locus
agr e os tipos de SCCmec de isolados de MRSA de pacientes internados em
um hospital, terciario e académico, no sul do Brasil.

Métodos: Estudo retrospectivo de coorte no qual foram avaliados todos os
episédios de bacteremia causada por MRSA nos Centros de Terapia Intensiva
(CTls) durante o periodo de junho de 2009 a dezembro de 2011. A detecgéo
dos grupos agr (agr tipo |, II, lll e IV) e SCCmec (SCCmec |, II, lll, IV e V) foi
realizada a partir da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).



Resultados: Foram incluidos no total 21 pacientes. Os isolados de MRSA
testados se apresentaram sensiveis a todos os antibidticos testados. O locus
agr foi determinado em todos os isolados, sendo que onze pertencem ao grupo
agr 1 (52,4%) e dez ao grupo agr Il (27,6%). Ja a caracterizagdo dos tipos de
SCCmec, nao foi possivel para onze isolados; para o restante, foi encontrado
dois isolados SCCmec tipo |, cinco SCCmec tipo lll e trés SCCmec tipo IV.

Conclusao: Apesar do pequeno numero de pacientes e da necessidade de
maiores estudos em nosso meio, nossos resultados sugerem que a
vancomicina continua a ser a primeira opgcao de escolha para o tratamento de
infeccbes por MRSA, como recomendado pela Infectious Diseases Society of
America. No entanto, a publicacdo de uma série de estudos sugerindo a
susceptibilidade reduzida a vancomicina, mesmo com CIMs préximas ou no
ponte de corte, a terapia com vancomicina nao seria recomendada a estes

pacientes, sendo necessario a avaliagcdo de um novo esquema terapéutico.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, bacteremia, vancomicina.



ABSTRACT

Background: Staphylococcus aureus is a versatile pathogen that cause a
variety of nosocomial and community infections. Bacteremia caused by
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is associated with high
morbidity and mortality. Some authors consider a higher rate of mortality in
MRSA bacteremia compared to those observed in bacteremia caused by
methicillin-sensitive Staphylococcus aureus. The use of vancomycin to treat
infection due to MRSA has been under increased vigilance in recent years,
since there is great concern about reducing their effectiveness in treating
patients with MRSA bacteremia. Studies suggest that reduced activity against
vancomycin has MRSA when the values of the minimum inhibitory
concentration (MIC) approach the upper end of the range of susceptibility. The
agr locus (acessory regulator gene) and regulates the expression of several
virulence genes, adherence and biofilm production and can be involved in
reduced sensitivity to vancomycin. The staphylococcal cassette chromosome
(SCCmec) carries the mecA gene that characterizes the classic phenotype of
MRSA and confers resistance to 3-lactam antibiotics.

Objectives: Evaluate MICs of antibiotics: vancomycin, by broth microdilution,
and daptomycin, linezolid, tigecycline and quinopristina / dalfopristin and
teicoplanin by Etest® methodology; characterize the polymorphism of the agr
locus and SCCmec types of MRSA isolates from patients in a hospital, tertiary

and academic, in southern Brazil.

Methods: A retrospective cohort study which evaluated all episodes of
bacteremia caused by MRSA in intensive care units (ICUs) during the period
June 2009 to December 2011. The detection of agr groups (agr type |, Il, Ill and
IV) and SCCmec (SCCmec |, Il, Ill, IV and V) were performed using the
technique of polymerase chain reaction (PCR).

Results: We included a total twenty one patients. The MRSA isolates tested
were susceptible to all antibiotics tested. The agr locus was determined in all



isolates, eleven belong to agr group | (52.4%) and ten to agr group Il (27.6%).
Already characterization of SCCmec types, it was not possible to eleven
isolates; for the remaining two isolates found was SCCmec type |, five SCCmec
type Il and three SCCmec type IV.

Conclusions: Despite the small number of patients and the need for further
studies in this area, our results suggest that vancomycin remains the first choice
option for the treatment of MRSA infections, as recommended by the Infectious
Diseases Society of America. However, the publication of a series of studies
suggesting reduced susceptibility to vancomycin, even with MICs near or on cut
off, with vancomycin therapy would not be recommended for these patients, the

evaluation of a new regimen is necessary.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, bacteremia, vancomycin.
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é um microrganismo Gram-positivo,
oportunista, que pode causar uma variedade de infeccbes nosocomiais e
comunitarias, como bacteremias, endocardites, pneumonias, infec¢cdes de pele
e tecidos moles (1). E bastante prevalente na populagdo, cerca de 30%, como

colonizante de narinas, nasofaringe, pele e mucosas (2).

O surgimento dos Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
foi um grande marco na terapia antimicrobiana; sdo resistentes a todos os
antibioticos B-lactamicos, pois expressam uma proteina alterada (PBP2a) com
baixa afinidade a esses antibioticos. O gene mecA & o responsavel pela
codificagdo dessa proteina, e juntamente com seus reguladores, encontra-se
em um elemento genético movel, o staphylococcal cassette chromosome
(SCCmec). Ja foram descritos onze tipos de SCCmec, que se diferenciam
entre si no numero de genes e estrutura génica, e estao ligados a resisténcia a

diversas classes de antibidticos (3).

Diversos fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade do
Staphylococcus aureus. Entre estes, o locus agr (accessory gene regulator) &
um locus com atividade de quorum-sensing. Sao conhecidos quatro distintos
grupos agr: |, Il, lll e IV; regulam a producéo de diversos fatores de viruléncia
entre eles proteinas de superficie, toxinas, e também participam da formacéao
de biofilmes, e est&o ligados a resisténcia aos antibidticos B-lactamicos (4).

Para o tratamento de infec¢des estafilococicas, a vancomicina, por muito
tempo, foi a unica alternativa disponivel no mercado. Consequentemente,
houve um uso excessivo deste antimicrobiano, o0 que levou esses
microrganismos a desenvolverem resisténcia. Estudos recentes tém
demonstrado um aumento da mortalidade e falha terapéutica em pacientes
tratados com vancomicina com uma concentragdo inibitéria minima (CIM)
dentro da faixa de susceptibilidade (CIM <2,0ug/mL) preconizado pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) (5,6).
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Em vista disso, nosso trabalho se propés a determinar a associagao
entre o tipo do locus agr e a mortalidade em pacientes com bacteremia por
MRSA e as CIMs de antibidticos utilizados para tratamento dessas infecgoes.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas microbiolégicas da espécie Staphylococcus aureus

7

A espécie Staphylococcus aureus é classificada como cocos Gram-
positivos, que pode se apresentar isolado ou aos pares, em cadeias curtas ou
agrupados e forma col6nias colénias acinzentadas a amarelo-dourado (figura
1); produtor das enzimas coagulase e catalase que servem como mecanismo
de defesa para a bactéria contra células fagocitarias. A catalase € utilizada
para diferenciar os estafilococos (catalase positiva) dos estreptococos e
enterococos (catalase negativa); sdo aerdbias ou anaerdbias facultativas, n&o
formadoras de esporos e conseguem sobreviver nos mais variados ambientes
(1,2,7). Produzem diversos fatores de viruléncia como a proteina A
estafilococia, desoxorribonucleases (DNAses), adesinas, hemolisinas e toxinas

que causam a sindrome do choque téxico e as enterotoxinas estafilococicas

(8).

|

Figura 1. Colbnias de Staphylococcus aureus em meio cultura.

A parede celular presente na célula bacteriana serve como uma barreira

osmoética, permitindo que os microrganismos retenham nutrientes, proteinas
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essenciais e acidos nucléicos em seu interior e mantenham certas moléculas
em seu exterior (9). Assim como todas as bactérias Gram-positivas, os
estafilococos possuem uma parede celular cujo principal componente € um
polimero constituido de longas cadeias de glicidios com ligagdes flexiveis de
peptideos, chamado peptideoglicano, que forma uma estrutura forte e também
elastica, sendo responsavel por dar a forma e rigidez a célula bacteriana e
compreende 60% da parede celular, sendo o restante constituido de acidos
tedicos (10). A sintese do peptideoglicano inicia-se no citoplasma, com a
formacdo de UDP-N-acetiimuramilpentapeptideo. Este composto € o acido N-
acetilmurémico ligado a um pentapeptideo, composto pelos aminoacidos L-
alanina, acido D-glutédmico, L-lisina, D-alanina e D-alanina. As proximas etapas
da sintese do peptideoglicano ocorrem na superficie interna da membrana
celular. O N-acetiimuramilpentapeptideo liga-se a N-acetilglicosamina. A L-
lisina do pentapeptideo recebe uma cadeia de aminoacidos formada pela
adicdo de 5 dlicinas, chamada pentaglicina. Este dissacarideo, com um
pentapeptideo e uma pentaglicina, é translocado para a porgdo externa da
membrana citoplasmatica, onde, entdo, é polimerizado. Esta é chamada reacao
de transglicosilagdo. Logo apds, ocorrem as reagdes de traspeptidagao,
catalizadas pelas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs). Nesta reacdo ha a
formagao de ligagbes cruzadas pela transpeptidacdo dos terminais peptidicos,
ligando as cadeias de peptideoglicano dentro de uma camada, bem como entre
outras camadas (11,12).

2.2 Epidemiologia dos Staphylococcus aureus Meticilina Resistente

O Staphylococcus aureus além de ser encontrado com frequéncia na
populagao, cerca de 30%, colonizando, por exemplo, narinas, nasofaringe, pele
e mucosas, pode causar uma variedade de infecgdes (2). E um agente
infeccioso de grande importéncia clinica, causando infecgdes nosocomiais e
comunitarias, como  bacteremias, pneumonias, sitios  cirurgicos,
cardiovasculares, infeccao de pele e tecidos moles e relacionadas ao uso de
protesese catéteres cirurgicos (13). Na América Latina, S. aureus foi o agente
mais frequentemente isolado de pele e tecidos moles (14).
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As infec¢des causadas por Staphylococcus aureus meticilina resistente
(MRSA) tém sido documentadas de modo crescente e tém como fatores de
risco:idade superior a 60 anos, uso de corticosterdides, uso prévio de
antimicrobianos, tempo de internagdo e presenca de cateteres invasivos
(13,15,16). Dados do National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)
sugerem que nas unidades de terapia intensiva a propor¢cdo de MRSA
aumentou de 59,3% para 64,4% (17,18).

Segundo os dados do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program que
monitora patdgenos e padrdes de resisténcia em diversos centros de terapia,
estudou as infecgdes por MRSA em varios hospitais do mundo e constatou
uma prevaléncia de 32% nos Estados Unidos, 26% na Europa, 35% na
América Latina e 67% no Japao (19). Em outro estudo, os dados do SENTRY
incluindo a Ameérica Latina, demonstraram que MRSA €& o patdégeno mais
comum de bacteremia nosocomial, com prevaléncia de 21,6% entre isolados
de infecgdo da corrente sanguinea (20). E no Brasil, entre 1997 e 2001, a
prevaléncia de MRSA foi de 43,8% (21).

Com o passar dos anos a epidemiologia dos MRSA foi se modificando.
As infecgdes por MRSA tem sido frequentemente diagnosticadas em pacientes
que nao apresentaram qualquer tipo de contato com o ambiente hospitalar. O
MRSA adquirido na comunidade (CA-MRSA) tem se mostrado um patégeno
bastante significativo e umas das principais causas de infecgdo adquirida na
comunidade. Entretanto, €& importante ressaltar, que as cepas de CA-MRSA,
inicialmente associadas a comunidade, comecaram a entrar nos hospitais,
causando infec¢des nosocomiais (22). Em estudo de Reyes e colaboradores foi
constatado que 74% dos isolados de MRSA no Equador eram causados por
clones com caracteristicas genotipicas de CA-MRSA, enquanto no Peru n&o
foram observadas cepas CA-MRSA entre isolados de MRSA (23).

2.3 Bacteremias por MRSA

O MRSA esta entre as causas mais comuns de infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude em todo o mundo, sendo o agente de uma variedade de
infeccbes como por exemplo bacteremias (24). Um recente estudo europeu
classificou o MRSA como o segundo agente etiologico mais frequente de
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infeccbes da corrente sanguinea (ICS) e destacou que cepas com resisténcia a
meticilina representaram aproximadamente 20% de todos os isolados (25). No
Brasil, estudo que avaliou a incidéncia de bacteremias, dentre os 295 episodios
de bacteremia identificados, em 118 (40%) foi identificado o S. aureus, com
55,9% de MRSA (26). Além disso, o MRSA esta frequentemente associado a
infeccbes secundarias graves tais como endocardite infecciosa, osteomielite e
artrite séptica (27), e estas complicagbes estdo combinadas com o aumento
da morbidade e mortalidade, internagao prolongada, necessidade de cuidados
intensivos e de intervengado cirurgica e aumento dos custos para o paciente e
sistema de saude (24,28-30). Sabe-se a vancomicina tem sido considerada a
escolha padrdo, porém ha preocupacgdes de que sua eficacia pode estar
diminuindo e que outros agentes antimicrobianos podem ser utilizados com
maior segurancga (31,32).

Na maioria dos paises o MRSA continua a ser uma causa predominante
de bacteremia e existe pouca evidéncia de um declinio nas cepas resistentes.
Enquanto a resisténcia a meticilina continua a ser o principal fendtipo de
preocupagao, vem surgindo varios niveis de susceptibilidade reduzida aos
glicopeptideos, ameagando o uso de vancomicina e teicoplanina (33).

A taxa de mortalidade das infecgbes de corrente sanguinea causadas
por MRSA apo6s 30 dias tem sido relatada como igual ou superior a 20% (34).
Varios fatores influenciam a mortalidade como fatores do hospedeiro: idade,
sexo, etnia; as interagbes patdgeno-hospedeiro: bacteremia persistente,
bacteriuria, severidade da infecgdo; e fatores especificos do patdégeno:
resisténcia a meticilina e vancomicina, concentragdo inibitéria minima (CIM)
para a vancomicina, clonalidade, exotoxinas, entre outros (35).

Recentemente estudos tem demonstrado um aumento da CIM para a
vancomicina, designidado como vacomicina “mic creep” (36). Embora este
fendbmeno possa ser influenciado pelo tipo de ensaio utilizado para obter a
susceptibilidade microbioldgica, a cepa S. aureus analisada ou o tipo de
populagdo de pacientes avaliados, também podem influenciar no fendmeno
(24).
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2.4 Resisténcia

2.4.1 Resisténcia a oxacilina

Nos MRSA, a resisténcia é resultado de genes cromossOémicos que
codificam modificagcbes no receptor de acdo dos [(-lactdmicos, as proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs), havendo a produgdo de novas PBPs (PBP2a)
com pequena afinidade pelos B-lactamicos. Esta PBP2a é codificada pelo gene
mecA, que faz parte de um elemento genético mével encontrado em todos os
isolados com este tipo de resisténcia, denominado staphylococcal cassette
chromosome (SCCmec) (3).

2.4.1.1 Caracteristicas do elemento mével SCCmec

Os elementos SCCmec possuem uma organizagdo estrutural
altamente diversificada, sendo uma caracteristica fundamental que define os
MRSA. Na evolugdo das cepas MRSA foi integrado ao seu genoma um
elemento genético movel de 21 a 67 kb que carreia o0 gene mecA que confere
resisténcia a meticilina e genes relacionados a viruléncia denominado
staphylococcal cassette chromosome (SCCmec) (37).

A classificagao dos elementos SCCmec seguem um sistema hierarquico
de tipos e subtipos. Até 2009, foram descritos oito tipos de SCCmec pelo
International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
Chromosome (IWG-SCC) (38) (Figura 2). Atualmente s&o onze tipos de
cassetes ja descritos. Os elementos mais recentemente descritos, SCCmec IX,
X e Xl compartilham caracteristicas que fornecem ideias sobre a possivel
origem de SCCmec (39,40). Os SCCmec tipo I, IV, V, VI e VIl possuem
resisténcia apenas aos antibiéticos B-lactamicos por terem a presenca do gene
mecA. Os SCCmec tipo Il e lll contém genes adicionais que determinam
resisténcia a outros grupos de antibidticos além dos B-lactamicos, tal como
macrolidios, lincosaminas, estreptograminas, aminoglicosideos e tetraciclinas.

Assim, adquire um fenotipo de multirresisténcia aos antibidticos (3).
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Figura 2. Estrutura molecular dos tipos de SCCmec

2.4.1.2 Distribuicao dos SCCmec

O conhecimento da epidemiologia dos SCCmec é de grande
importancia para o controle e prevencao da resisténcia bacteriana. Em estudo
feito por Chen e colaboradores, pesquisou a diversidade genética e a
epidemiologia dos MRSA em infecgbes de corrente sanguinea em Xangai,
revelou que entre os 108 casos estudados, 62 (57,4%) eram mecA-positivos, e
a tipagem dos SCCmec revelou quatro tipos de SCCmec incluindo SCCmec |l
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(18, 29,0%), SCCmec Il (39, 62,9%), SCCmec IV (2, 3,2%) e SCCmec V (3,
4,8%) (41).

Velasco e colaboradores estudaram os aspectos clinicos e
epidemiologicos de 98 casos de bacteremia nosomial em Andaluzia na
Espanha. Destes, 96 apresentaram SCCmec do tipo IV (42).

No Brasil, em estudo feito por Martins e colaboradores, teve como
objetivo realizar a tipagem de SCCmec e caracterizar o perfil clonal destes
isolados de culturas de sangue entre 2002 e 2006 em Hospital universitario
brasileiro. Entre os 46 isolados de S. aureus foram mecA-positivos, e 41
isolados (89,1%) foram SCCmec do tipo Il e 5 (10,9%) foram SCCmec do tipo
IV (43). Epidemiologicamente, o SCCmec Ill & o tipo predominante nos
hospitais brasileiros, sendo uma cepa resistente a diversos antibioticos (44).

2.4.2 Resiténcia a vancomicina

Assim como os [-lactédmicos, os glicopeptideos agem inibindo a
sintese da parede celular da célula bacteriana, todavia por outro mecanismo de
acdao que nado o bloqueio de uma determinada enzima envolvida no
metabolismo da parede celular e sim o bloqueio de um substrato (D-alanil -D-
alanina) (12). A vancomicina liga-se a por¢ao D-alanina-D-alanina do precursor
peptideoglicano através de pontes de hidrogénio, formando um complexo
volumoso, que impede a agdo das enzimas transpeptidase e transglicosilase
em seu substrato. O resultado é que a sintese de peptideoglicano fica
comprometida, o que leva ao enfraquecimento da parede celular, tornando a
bactéria susceptivel a lise (12,13,45). Devido a seu alto peso molecular, a
vancomicina atua apenas do lado externo da célula bacteriana, néao
conseguindo penetrar até o citoplasma (45). O mecanismo de resisténcia a
vancomicina em Staphylococcus aureus que leva a um fendtipo VISA (CIM
entre 3,0 e 15,0ug/mL de vancomicina) e hVISA nao é totalmente conhecido.
Diversos estudos sugerem que seja devido ao sequestro da vancomicina,
causado pelo espessamento da parede celular e, consequente, aumento do
numero de sitios de ligacdo D-alanil-D-alanina, o que impede que o
antimicrobiano atinja seu sitio de agéo (5,46-48).
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Em 1996 foi identificado no Japao o primeiro isolado de Staphylococcus
aureus intermediario a vancomicina (VISA; CIM 8,0ug/mL) chamado de Mu50,
isolado se secregao de ferida cirurgica de paciente pediatrico apresentando
falha terapéutica no tratamento com vnacomicna (36,49-51). No ano seguinte,
também no Japao, foi relatado o primeiro isolado com heterorresisténcia a
vancomicina (CIM 4,0pg/mL e subpopulagbes com CIM =8,0ug/mL) do escarro
de um paciente com pneumonia e ficou conhecido como Mu3 (52). Em 2001,
foi relatado por Oliveira e colaboradores, o isolamento de cepas VISA, sendo o
primeiro da América Latina (53). No Hospital de Clinicas de Porto Alegre foi
reportado um caso heterorresisténcia a vancomicina em paciente pediatrico
com pneumonia por MRSA (47).

Em junho de 2002 foi identificado em Michigan, Estados Unidos, o
primeiro isolado de Staphylococcus aureus com altos niveis de resisténcia a
vancomicina (VRSA; CIM=32ug/mL) foi isolado de um paciente que fazia uso
prolongado de vancomicina. Este microrganismo continha o gene vanA,
sugerindo que houve transferéncia de material genético de um Enterococcus
que possuia este gene de resisténcia (54,55). Em 2013, foi relatado o primeiro
caso de VRSA na Europa em paciente de 74 anos, isolado de ferida operatdria.
Foi detectado também a presengca de Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecalis (VRE) no mesmo material clinico (56). No Brasil, o
primeiro caso de VRSA foi isolado de amostra de sangue em paciente do sexo
masculino, 35 anos com sindrome de Sézary, diabético e contras infecgbes
previamente tratadas com vancomicina e teicoplanina. Estudos moleculares
revelou a presenca do gene van A detectado em E. faecalis, isolado no
paciente em culturas de vigilancia (57).

2.5 Deteccgao de resisténcias em Staphylococcus aureus no laboratério de
microbiologia

As recomendacbes do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)

para a deteccao de resisténcia a oxacilina e a vancomicina s&o as seguintes:
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2.5.1 Resisténcia a oxacilina

- Disco-difusdo: um inoculo padronizado da bactéria (escala 0,5
McFarland) é colocado sobre a superficie do agar Mueller Hinfon. Logo apos o
inoculo, o disco do antimicrobiano € colocado sobre o agar. O CLSI recomenda
o uso de um disco de cefoxitina 30ug para predizer a resisténcia ou
sensibilidade a oxacilina. Segundo alguns estudos, a cefoxitina detecta de
forma mais segura todas as classes de MRSA, mesmo das cepas que
apresentam resisténcia a oxacilina em baixos niveis e que ndo séo detectadas
utilizando o disco de oxacilina 1ug. Apos incubagdo por 24 horas, a
temperatura de 35°C, o didametro da zona de inibicdo € medido e comparado
com a tabela do CLSI, segundo o documento M2-A8 que padroniza a técnica
de disco difusdo. Um halo de inibi¢do da cefoxitina 30pg=22mm €& considerado
sensivel a oxacilina, £21mm ¢é considerado resistente. Algumas cepas de
MRSA podem né&o ser detectadas se incubadas em temperaturas superiores a
35°C ou se incubadas por menos de 24 horas (58).

- Teste com agar screening para oxacilina: para realizar esta triagem
usa-se uma placa de agar Mueller Hinton com NaCl a 4% mais 6ug/mL de
oxacilina. Prepara-se um inoculo pelo método direto, ajustado na escala de 0.5
McFarland. Com o auxilio de um swab passa-se o inoculo sobre a placa. Deixa-
se secar e incuba-se a placa na estufa a 35°C. A presencga de crescimento
nesse meio indica a presenga de gene mecA (58).

- Deteccdo do gene mecA por PCR: para a detecgdo do gene mecA é
utilizada a técnica da PCR, utilizando os primers especificos. Em particular, a
técnica de PCR, neste caso, parece ser um ensaio rapido, sensivel e

especificoem comparagdo com outras técnicas molecular (59).

2.5.2 Resisténcia a vancomicina

De acordo com o CLSI 2009, ndo € mais recomendado o uso de disco
de vancomicina para testar a sensibilidade de isolados deStaphylococcus
aureus e estafilococos coagulase negativo frente a este antimicrobiano. O
disco de vancomicina n&o diferencia isolados sensiveis de isolados

intermediarios ou resistentes. Resta como opg¢ao a determinacéo da CIM por



22

microdiluicdo ou Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia) e o uso de meio BHI
contendo vancomicina.

- Determinagao da CIM da vancomicina por microdiluicdo: o método da
diluicdo é usado para determinar quantitativamente a menor concentragao do
antimicrobiano necessario para inibir o crescimento in vitro de um
microrganismo. Para a realizagdo do teste, uma série de tubos ou placas €&
preparada com caldo ou agar contendo varias concentragcbes do
antimicrobiano, normalmente em diluicdes sequenciais multiplas de dois e o
valor & expresso em pg/mL. Apos a diluicdo do antimicrobiano no caldo ou
agar, uma suspenséo bacteriana padronizada € inoculada e os tubos ou placas
sdo incubados a 35°C. A leitura é feita pela observacéo de turbidez ou ndo do
meio e pela presenga ou auséncia de crescimento de colbnias na superficie do
agar. Este método ndo € muito usado em laboratorios de rotina devido a sua
complexidade, sendo mais utilizado em pesquisa (60).

- Determinagdo da CIM da vancomicina pela fita de Etest®: esse é um
meétodo quantitativo, muito usado em laboratorios de rotina, para avaliar a
sensibilidade aos antimicrobianos. Consiste de uma fita de plastico inerte,
transparente, medindo 5,5mm de largura por 60mm de comprimento. De um
lado da fita esta impressa uma escala da CIM em ug/mL, e do outro lado existe
um gradiente exponencial do antimicrobiano seco e estabilizado. A
concentracdo varia de 0,002 a 32pg/mL de vancomicina (61). Uma CIM
<2ug/mL é considerada sensivel, de 4-8ug/mL intermediaria e 216 pg/mL

resistente (58).

2.6 Tratamento de infecgoes por MRSA

Para o tratamento de uma infeccdo por MRSA, o antimicrobiano de
escolha vai depender do perfil de susceptibilidade de cada isolado, porém, um
glicopeptideo costuma a opcgao terapéutica para cepas multirresistentes. No
Brasil, ha dois glicopeptideos existentes no mercado para uso: a vancomicina e
a teicoplanina (51). Por décadas, a vancomicina tem sido a escolha

predominante para o tratamento de MRSA, no entanto, ha preocupacdes sobre
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sua eficacia pelo surgimento de cepas menos susceptiveis e piores desfechos
clinicos (5,62).

A recomendacéo da Infections Diseases Society of America (IDSA) para
infeccbes por isolados de MRSA com CIM da vancomicina (£2,0ug/mL), ou
seja, sensiveis, devem ser tratados com vancomicina. Caso o paciente n&o
tiver resposta ao tratamento, deve-se considerar a possibilidade de troca de
antimicrobiano (63).

Para avaliar a atividade da vancomicina, é utilizado a razdo da area sob
a curva (AUC) pelo CIM (AUC/CIM) como melhor parametro farmacodinémico.
Em razdo da dificuldade, muitas vezes, de se obter as dosagens séricas do
paciente para determinar a AUC, a dosagem da vancomicina sérica no vale,
apés a quarta dose, € a melhor maneira de realizar o monitoramento
terapéutico (51).

No ano de 2009 foi publicado um consenso que recomenda que as
concentragbes de vancomicina sérica, no vale, se mantenham entre 15,0 a
20,0ug/mL para infecgbes graves por MRSA que tenham a CIM <1,0pg/mL.
Desta forma, € possivel obter a razdo AUC/CIM 2400 que prediz sucesso
terapéutico e erradicagdo do microrganismo (51,63).

Nos ultimos anos novos antimicorbianos foram aprovados para uso
humano e em desenvolvimento que possuem atividade contra patdogenos
Gram-positivos multirresistentes incluindo o MRSA. Entre eles o lipopeptideo
daptomicina esta indicada para o tratamento de bacteremias e a linezolida para
tratamento de pneumonias e bacteremias nosocomiais.
Quinopristina/dalfopristina e tigeciclina sdo outras opgbes terapéuticas com
acdo contra MRSA (63). Outros antimicrobianos como cefalosporinas
ceftaroline e ceftopibrole, a oxazolidinona tedizolide, e os lipoglicopeptideos
telavancina, dalbavancina e ornitavancina ainda nao estdo aprovados para uso
no Brasil (62).

2.7 Relagao entre a CIM da vancomicina e o tratamento das infe¢ées por
MRSA

Qualquer paciente com suspeita de bacteremia estafilococica deve ser
tratado, empiricamente, com vancomicina, até a infeccdo por MRSA ser
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excluida, porque o atraso com a terapia pode aumentar a mortalidade. A
revisdo feita por McConeghy e colaboradores, avaliou associar a terapia
empirica de vancomicina um agente [(-lacdmico para o tratamento de
bacteremia por MRSA. Demonstraram que terapias mais recentes, como
daptomicina, linezolida e ceftaroline ainda ndo demonstraram superioridade a
vancomicina para o tratamento empirico de bacteremia por MRSA e que
combinar vancomicina com uma penicilina ou cefalosporinas de primeira
geragao poderia diminuir a morbidade e mortalidade (64).

Estudos recentes (35,65,66) descreveram menor eficacia no tratamento
com vancomicina para bacteremia por MRSA quando a CIM é maior que
1,0ug/mL. Murray e colaboradores compararam a eficacia clinica da
daptomicina em relacdo a vancomicina em pacientes com bacteremia por
MRSA com CIM >1,0pg/mL da vancomicina. O tratamento com daptomicina
resultou em melhores resultados de forma significativa, incluindo a diminuigcao
da mortalidade em 30 dias e bacteremia persistente. Estes resultados
suportam a pratica da interrupgdo precoce de vancomicina e a troca para a
daptomicina para o tratamento de bacteremia por MRSA quando a CIM da
vancomicina é >1,0pg/mL (67).

Lodise e colaboradores, relatou em estudo com pacientes que recebram
vancomicina no tratamento de bacteremia por MRSA, que os pacientes com
CIMs da vancomicina 21,5ug/mL estavam associados com maior risco de
mortalidade (68). Soriano e colaboradores obtiveram resultados semelhantes
com pacientes com bacteremia por MRSA com CIMs da vancomicina
=1,0ug/mL estavam associados com maior risco de mortalidade (69).

Alguns estudos de meta-analises prévios abordaram a potencial
associacao entre valores de CIM para vancomicina com desfechos clinicos e
sugeriu que a vancomicina com CIM elevada pode ser associado com piores
resultados. No entanto, todos os trés estudos incluiram pacientes altamente
heterogéneos e avaliagdo de outras infecgdes, e ndao somente bacteremia
(49,50,70). Ja a meta-anadlise de Kalil e colaboradores avaliou de forma
sistematica a evidéncia disponivel sobre a associacdo da elevacdo da CIM
para vancomicina com a mortalidade em pacientes com bacteremia. A principal
conclusdao desta meta-analise de 8291 episddios de bacteremia foi que nao
houve diferengas estatisticamente significativas no risco de morte quando
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comparados os pacientes com isolados de S. aureus com CIM elevado para a
vancomicina (=1,5mg/mL) para aqueles com CIM baixo para a vancomicina
(<1,5mg/mL), embora os resultados ndo podem definitivamente excluir um

aumento do risco de mortalidade (24).

2.8 Locus agr

O locus agr (accessory gene regulator), observado inicialmente nos
Staphylococcus aureus, tem atividade de quorum-sensing, que € 0 mecanismo
pelo qual a bactéria consegue perceber a densidade celular do meio em que se
encontra, e é responsavel pela producao de fatores de aderéncia, viruléncia e
biofiime. Este locus é composto por 5 genes (hld, agrB, agrD, agrC, agrA).
Polimorfismos nos genes agrD e agrC faz com que ocorram quatro tipo de
locus agr em Staphylococcus aureus (1, Il, 11l e 1V). O gene hdl para a toxina &-
hemolisina também produz a molécula reguladora do I6cus denominado RNAIII
(71).

A disfuncdo do locus agr é medida pela auséncia total da produgcao de &-
hemolisina. Schweizer e colaboradores relataram que de 814 pacientes 33 com
bacteremia por Staphylococcus aureus, 181 (22%) tinham o locus agr
disfuncional e estava associado com maior mortalidade (72). Cepas de S.
aureus que apresentam uma disfuncdo no locus agr podem possuir a
vantagem uma sobrevida intrinsecasob press&o seletiva vancomicina (73,74).

Ha estudos que mostram a relagao entre o locus agr e mortalidade em
pacientes com MRSA. No estudo feito por Albur e colaboradores, que abordou
os fatores que influenciam na evolugao clinica de pacientes com MRSA, entre
0s quatro grupos de agr avaliados, o grupo | apresentava maior mortalidade em
menos de 30 dias em comparagdo com os outros grupos de agr (75). No
estudo de Moise-Broder e colaboradores, foram avaliados 87 pacientes que
receberam vancomicina para o tratamento de infecgbes por cepas de MRSA.
Quarenta e cinco tiveram falha no tratamento com este antimicrobiano. Destes
45, 31 (68,9%) tinham a presenga do agr Il, mas a sua presenga nao estava

associada com mortalidade em 30 dias (76).
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2.8.1 Locus agr e surgimento da resisténcia a vancomicina

Alguns estudos mostraram que o surgimento de cepas VISA e hVISA
estava relacionada com a presenca de material platico invasivo, como
catéteres venosos, de dialise e outros dispositivos, mas também associada a
uma longa terapia com vancomicina. A formagdo de biofiime e a ades&o ao
material plastico teriam um efeito protetor para a bactéria na presenca de
vancomicina, uma vez que a concentragao do antibiético que atinge as células
aderidas € menor que a concentragdo que atinge as células soltas (46,77,78).
Também foi relatado, que cepas de MRSA com agr disfuncional tendem a
secretar um menor numero de fatores de viruléncia, sendo menos agressivas
que as com agr funcional, que leva a um maior tempo de exposicdo a
vancomicina, podendo resultar no surgimento de tolerancia e talvez resisténcia.
Sakoulas e colaboradores demonstraram que a emergéncia de cepas com
sensibilidade reduzida a vancomicina esta ligada ao locus agr (4).

2.8.2 O papel do locus agr sobre a adesao

A adesédo a superficies e a formacédo de biofilme s&o mecanismos de
defesa da bactéria contra o hospedeiro. Na presenga da vancomicina, essas
mecanismos teriam um papel protetor a bactéria pois dificulta a penetragao do
antibidtico.

Sakoulas e colaboradores definiram que o RNAIII inibiria a transcricao
de genes que expressam proteinas envolvidas na adesao da bactéria. O efeito
que o locus agr tem na regulagdo da adesdo bacteriana ainda esta sendo
estudado, porém ja se sabe que cepas que apresentam alguma mutagao que
leva a uma disfuncdo do l6cus agr apresentam uma maior facilidade de adesao
ao poliestireno e a produgéo de biofilme pela bactéria. Neste estudo, cerca de
78% das cepas apresentavam agr disfuncional com capacidade de producgéo
de biofilme ao passo que apenas 6% possuiam o agr funcional (4). Em estudo
de Hanaki e colaboradores observou-se que a emergéncia de cepas VISA,
hVISA esta ligada n&do somente a uma terapia prolongada com vancomicina
mas também com a presenca de dispositivos invasivos como cateteres,

valvulas, stents (46).
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2.9 Tipagem molecular do elemento SCCmec e locus agr

A tipagem molecular do MRSA, dentro do contexto epidemiolégico, é
de extrema importancia para avaliar a relacdo entre os isolados e com isso,
implementar medidas adequadas de controle de infecgéo (79). Varios critérios
tém se mostrado util na avaliagdo das técnicas de tipagem molecular como
reprodutibilidade, poder de discriminatério, facilidade de realizacdo e de
interpretacéo e custo-eficiéncia (80,81).

A analise dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossdmico atraves
da eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE - Pulsed Field Gel
Eletrophoresis) é amplamente utilizada em estudos epidemiolégicos de
infecgdes causadas por varias espécies bacterianas que possuem importancia
clinica. Este método € uma excelente fonte de identificagdo da emergéncia e
do subsequente espalhamento de novos clones. Cabe ressaltar que essa
técnica possui uma grande reprodutibilidade interlaboratorial que pode ser
utilizada para identificagdo do mesmo clone em diferentes lugares (82).

A tipagem molecular mais utilizada, tanto do elemento SCCmec
quanto do grupo agr, é é a técnica da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR).
O meétodo mais empregado é o multiplex PCR, desenvolvido por Oliveira e
colaboradores para a determinagao dos tipos de SCCmec. A determinagao dos
grupos agr pode ser feita pela técnica de RFLP — Restriction Fragment Length
Polymorphism, porém é uma técnica relativamente trabalhosa e pouco
especifica, devido a presenca de pequenos polimorfismos presente dentro de
um determinado grupo agr (83). Gilot e colaboradores desenvolveram a técnica
de multiplex PCR na qual envolve um primer comum a todos os tipos e mais

quatros primers especificos para cada tipo de agr (84).
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3. JUSTIFICATIVA

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA) se tornou um
grande problema nos hospitais do mundo inteiro. O aumento na frequéncia de
MRSA como agente causador de infecgdesnosocomiais e o aumento da CIM
da vancomicina, demanda uma rapida e efetivacaracterizagcdo dos mecanismos
de resisténcia envolvidos, fornecendo informagdes suficientes que permitam a
implementagdo demedidas apropriadas para o controle dessas infeccoes.
Estudos tém demonstrado que cepas de MRSA estdo associadas com maior
mortalidade em pacientes com infec¢ao por este microrganismo, principalmente
em bacteremias. Cepas de MRSA também podem causar infecgbes graves
associadas com falha terapéutica quando se faz o uso de vancomicina. Estes
dados sugerem que a vancomicina tem uma atividade reduzida no tratamento
de cepas de MRSA com CIMs elevados, estando associado com falha
terapéutica.Outra possibilidade para explicar a diminuicdo da sensibilidade a
vancomicina seria a presenca o tipo de locus agr encontradonos isolados de
MRSA. O SCCmec, € outro marcador molecular, encontrado em MRSA, que
contém determinantes de resisténcia que contribuem para caracterizar
diferentes tipos de SCCmec.

Portanto, com base essas informacdes, se faz necessario um estudo,
para avaliar a relagdo entre os tipos de agr e de SCCmec com o desfecho
clinico dos pacientes, levando em consideragao o padrao de susceptibilidade
de isolados de MRSA encontrados em nossa instituigao.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar os isolados clinicos de MRSA, de pacientes com bacteremia por
MRSA internados nos CTIs no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
quanto ao polimorfismo do locus agr e tipos de SCCmec e a relacdo destes
parametros com as apresentacdes e desfechos clinicos e a susceptibilidade
aos antimicrobianos nao testados na rotina na Unidade de Microbiologia do
HCPA.

4.2 Objetivos especificos

- Determinar as CIMs pela metodologia de Etest® para os antibidticos:
daptomicina, linezolida, tigeciclina, quinopristina/dalfopristina e teicoplanina, e a
vancomicna por microdiluigdo em caldo;

- ldentificar e caracterizar o locus agr e os tipos SCCmec encontrados em

isolados de MRSA provenientes de amostras de sangue de pacientes
hospitalizados;

- Determinar a associacdo entre o polimorfismo do locus agr e a mortalidade
em pacientes com bacteremia por MRSA,;
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Abstract

Background: The polymorphism of the accessory gene regulator (agr) of
Staphylococcus aureus is known to play an important role in controlling the
production of virulence factors. Infections with methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) with group Il agr are shown to be predictive of
vancomycin failure therapy. However, the impact of group Il agr expression on
mortality of patients with severe MRSA infections is not well established.
Objective: The aim of this study was to evaluate the association between agr
polymorphism and all-cause in-hospital mortality among critically ill patients
receiving vancomycin for nosocomial MRSA bacteremia.

Methods: A retrospective cohort was performed at a 30-bed general intensive
care unit (ICU) of a tertiary referral hospital in Southern Brazil. All cases of
documented bacteremia by MRSA requiring treatment in the ICU between May
2009 and November 2011 were evaluated. Cox proportional hazards regression
was performed to evaluate whether agr polymorphism (determined by PCR)
were associated with all-cause in-hospital mortality. Covariates included age,
APACHE-II score, initial C-reactive protein plasma levels, initial serum
creatinine levels, vancomycin minimum inhibitory concentration, vancomycin
serum levels and time to effective antibiotic administration.

Results: In total, 21 patients were evaluated during the study period. The
prevalence of group | and group Il agr expression were 52.4% and 47.6%,
respectively. No case of bacteremia by MRSA group Il or group IV agr was
documented. The mean APACHE Il of the study population was 24.3 (standard

deviation 8.5). The overall cohort mortality was 66.6% (14 patients). After
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multivariate analysis, initial plasma c-reactive protein levels (P=0.01), initial
serum creatinine levels (P=0.008) and expression of group Il agr (P=0.006)
were positively associated with all-cause in-hospital mortality. Patients with
bacteremia by MRSA with group Il agr expression had their risk of death
increased by 12.6 times when compared with those with bacteremia by MRSA
with group | agr expression.

Conclusion: Expression of group Il agr poses risk for mortality in critically ill
patients with bacteremia by MRSA treated with vancomycin. Alternative
antimicrobial agents including daptomycin and linezolid for treatment of MRSA

bacteremia expressing group Il agr should be considered in this setting.
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Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is well recognized
as a major cause of nosocomial infection worldwide. Its strong adaptive power
to antibiotics has resulted in the emergence of methicillin-resistant S. aureus
(MRSA) [1, 2]. Resistance to methicillin and other 3-lactam antibiotics is caused
by the mecA gene, which is situated on a mobile genetic element, the
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) [3]. Although the origin
of MRSA is not fully understood, it is suspected that methicillin-susceptible S.
aureus (MSSA) acquired the mecA gene through horizontal transfer from
coagulase-negative staphylococci. Recent studies have shown that overall in-
hospital mortality rates for patients with bloodstream infections due to MRSA
are in the range of 30% but can be as high as 65% in some centers [4, 5]. A
thorough knowledge of the epidemiology and the molecular epidemiology of
MRSA strains are required to develop effective strategies to prevent the spread
of MRSA.

The aim of the present study was to evaluate the association between
agr polymorphism and all-cause in-hospital mortality among critically ill patients

receiving vancomycin for nosocomial MRSA bacteremia.
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Methods

A retrospective cohort was performed at a 30-bed general intensive care unit
(ICU) of a tertiary referral hospital in Southern Brazil. The medical records of all
cases of documented bacteremia by MRSA required vancomycin treatment in
the ICU between May 2009 and November 2011 were evaluated. MRSA
bacteremia was defined as the presence of at least one positive blood culture
for MRSA in a blood sample from a patient with clinical findings consistent with
infection [6]. Blood cultures were performed by inoculating 5-10mL of blood into
a flask of the automatic commercial system Bactec/Alert®(Vitek system).
Positive cultures were further sub-cultured in Mueller-Hinton Agar (lsofar Ltda,
Brazil) supplemented with 5% of human blood and incubated for 24-48h at 35 £
2°C in the hospital microbiology laboratory. Initial susceptibility testing for
oxacillin resistence was performed according to CLSI guidelines, using a 30 ug
cefoxitin disc in Mueller-Hinton agar [7]. Individual isolates were stored in
trypticase soy broth with 20% glycerol at -80°C until MIC testing was performed.
The MICs of vancomycin were determined in duplicate by reference broth
microdilution method, as recommended by CLSI, using in house prepared
panels. The following dilutions of vancomycin were tested: 16, 8, 4, 2, 1, 0.5,
0.25, and 0.125 mcg/mL. MICs for daptomycin, linezolid, and quinupristin-
dalfopristin, and tigecycline were determined by the Etest (bioMérieux),
according to the manufacturer’'s guidelines (AB Biodisk). Daptomycin,
quinupristin-dalfopristin, and linezolid resistance was defined as an isolate with
an MIC greater than 1mcg/mL, 1mcg/mL, and 4 mcg/mL, respectively.

Tigecycline is not standardized by CLSI [7, 8]. A suspension of each isolate in
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Mueller-Hinton broth, adjusted to the density of a 0.5 McFarland standard, was
swabbed in three directions to ensure uniform growth onto Mueller-Hinton agar
plates. The MIC was read where inhibition of growth intersected the E-test strip.
When small colonies grew within the zone of inhibition or a haze of growth
occurred around MIC endpoints, the highest MIC intersection was recorded.
MRSA isolates were characterized by of molecular typing techniques. The
typing of staphylococcal cassette chromosome mec types (SCCmec) was
performed using the multiplex PCR method described by Boye et al., four sets
of primers were used for amplification of the target DNA [9]. PCR was also used
to characterize accessory gene regulator (agr) based on the method described
by Gilot et al., which were developed a method for typing of agr group by a PCR
reaction involving a primer common to all groups, and four primers, specific for

each group agr (agr I-IV) [10].

Statistical analysis

The results were described as frequency (%) in the case of discrete variables.
Clinical and microbiological characteristics and therapeutic interventions were
included in the univariate and multivariate analyses. Cox proportional hazards
regression was performed to evaluate whether agr polymorphism (determined
by PCR) were associated with all-cause 30-day hospital mortality. Covariates
included age, APACHE-II score (acute physiological assessment and chronic
health evaluation), initial C-reactive protein plasma levels, initial serum
creatinine levels, vancomycin minimum inhibitory concentration, and time to
effective antibiotic administration. All variables with a P value <0.10 in the

univariate analysis were included in the stepwise multiple logistic regression to
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identify potential factors associated with mortality. In the multivariate model,
independent variables were eliminated from the highest to the lowest P value
but remained in the model if the P value was <0.05.

The study was approved by the Ethics and Research Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. Because no direct patient contact

was planned, the requirement for informed consent was waived.

Results

In total, 21 patients were evaluated during the study period. The baseline
characteristics are shown in Table 1. The prevalence of group | and group Il agr
expression were 52.4% and 47.6%, respectively. No case of bacteremia by
MRSA group Il or group IV agr was documented. The mean APACHE Il of the
study population was 24.3 (standard deviation 8.5). The overall cohort mortality
was 66.6% (14 patients). Distribution of specific antibiotic minimun inhibitory
concentrations (MICs) to vancomycin, linezolid, daptomycin, quinupristin-
dalfopristin, and tigecycline for MRSA blood isolates is presented in Table 2.
Except for three isolates, the MIC for tigecycline was high and was not
interpreted, MRSA isolates were overall susceptible for all the antimicrobials.
The majority of the MRSA isolates presented vancomycin MICs between 1.0 to
1.5 mcg/ml. Univariate analysis of possible relevant factors in patients
associated with mortality in patients with MRSA bacteremia are shown in Table
3. After multivariate analysis, initial plasma c-reactive protein levels (P=0.10),
initial serum creatinine levels (P=0.008) and expression of group Il agr

(P=0.006) were positively associated with all-cause in-hospital mortality (table
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4). Patients with bacteremia by MRSA with group Il agr expression had their risk
of death increased by 12.6 times when compared with those with bacteremia by
MRSA with group | agr expression. In-hospital mortality of critically ill patients
with MRSA bacteremia treated with vancomycin according accessory gene

regulator (agr) polymorphism are shown in Figure 2.

Discussion

MRSA comprised nearly 60% of S. aureus organisms isolated in US
intensive care units (ICUs) in 2003 [11]. In Latin America, rates of MRSA
surpassed 50% in over half of the countries, and a similar situation was
observed in many institutions from the Asia-Pacific region [12]. 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% of clinically significant S. aureus
bacteremia were caused by meticillin resistant strains [13, 14].

The majority of patients were infected with MRSA isolates had MICs <1.5
pgg/mL against vancomycin. Therefore, we could not find any association
between 30-day mortality and MRSA vancomycin MICs. Even considering the
important comorbities and high APACHE Il scores typically present in ICU
patients, the overall mortality of our patients with MRSA bacteremia treated with
vancomycin was considered high. Recently, infections due to isolates with high
but susceptible vancomycin minimum inhibitory concentrations have been
associated with additional treatment failures and patient mortality [15]. These

poorer outcomes may in part be explained by severity of comorbities and
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inability of attaining appropriate vancomycin levels in these patients. However,
assumptions that these poor outcomes are solely due to failure to achieve
optimal serum levels of vancomycin are premature. The availability of effective
alternatives further erodes the position of vancomycin as first-line therapy. The
emergence of resistance and cost considerations, however, favor a more
measured approach when using alternative antimicrobials. However, our MRSA
isolates did not present high MICs (> 2 mcg/ml) and the serum levels of
vancomcyin attained by our patients were within the optimal range (data not
shown). In addition, all MRSA strains isolated from the blood of our patients
were susceptible to the available alternative antimicrobials. Although
uncommon, it is important to mention that MRSA resistance to new antibiotics
such as linezolid and daptomycin has been described in clinical settings [16,
17].

In our study, agr Il MRSA was associated with increased mortality in
patients with bacteremia. The accessory gene regulator (agr) is a quorum-
sensing regulator in S aureus that is responsible for biofilm production and the
expression of adherence and virulence factors. Previous studies have found
that MRSA isolates with an agr Il polymorphism may influence the clinical
efficacy of vancomycin [18, 19]. SCCmec type Il has been shown to be a
marker for disease severity and mortality [20]. Most of our MRSA isolates were
nontypeable (53%). Eleven isolates (38%) carried an SCCmec element type Il
and IV. Because of the small sample sizes, we could not evaluate in our
multivariable logistic regression model the association of SCCmec type with-

hospital mortality.
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Several points must be considered when analyzing our data. We were
not able to control for other mortality risk factors in our sample. In addition, the
observations in this study are subject to limitations due to the fact that the data
was obtained from a retrospective analysis.

In conclusion, expression of group Il agr poses risk for mortality in
critically ill patients with bacteremia by MRSA treated with vancomycin.
Alternative antimicrobial agents including daptomycin and linezolid for treatment
of MRSA bacteremia expressing group |l agr should be considered in this

setting.
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Table 1. Characteristics of the patients with MRSA bacteremia.

Variable N (%)
Age years, mean (SD) 55.5(17.2)
Female sex, No (%) 9 (45.0)
Type of underlying disease, No (%)
Diabetes mellitus 6 (28.6)
Malignancy 5(23.8)
Cardiac failure 3(14.3)
Chronic renal failure 3(14.3)
Chronic obstructive pulmonary disease 2(9.5)
HIV 2(9.5)
Apache-II score, mean (SD) 24.3 (8.5)

Initial plasma CRP, mg/L, mean (SD)

178.6 (110.8)

Initial serum creatinine, g/dL, mean (SD) 1.7 (1.3)
Genotypic characteristic of blood isolates, No (%)
agr group
I 11(52.4)
11 10 (47.6)
1 0 (0)
v 0(0)
SCCmec type
I 2(9.5)
11 0(0)
1 5(23.8)
v 3(14.3)
ND 11(52.4)
Overall in-hospital mortality, No (%) 14 (66.6)

Note. SD, standard deviation; CRP; c-reactive protein; agr, acessory gene regulator; SCCmec;

staphylococcal cassette chromosome mec; ND, not determined.
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Figure 1. Distribution of specific antibiotic minimun inhibitory concentrations (MICs) for MRSA

blood isolates.
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Table 2. Univariate Cox regression analysis of risk factors for in-hospital mortality in critically ill

patients with MRSA bacteremia treated with vancomycin.

Variable Mortality group Survival group HR (95% CI) P value
(n=14) (n=7)
Age years, median (SD) 57.1 (13.6) 52.4 (23.8) 1.01 (0.97-1.05) 0.47
Apache-II score, median (SD) 25.0 (9.1) 23.1(7.8) 1.01 (0.93-1.11) 0.69
Initial plasma CRP, mg/L, median (SD) 226.0 (100.5) 90.6 (69.2) 1.004 (0.99-1.009) 0.07
Initial serum creatinine, g/dL, mean (SD) 1.9 (1.2) 1.2 (1.4) 1.42 (0.99-2.04) 0.05
MIC for vancomycin > 1 mcg/mL, No (%) 1(7.1) 4(57.1) 0.23 (0.03-1.85) 0.17
Appropriate vancomycin serum trough levels, No (%) 8(57.1) 2(14.2) 3.05 (0.37-25.11) 0.29
Time to vancomycin administration, days, mean (SD) 0.38 (0.96) 2.33 (2.33) 0.66 (0.37-1.16) 0.15
Group 11 agr specificity, No (%) 8(57.1) 2 (28.5) 2.80 (0.84-9.38) 0.09

Note. HR, hazard ratio; 95%CI, 95% confidence interval; SD, standard deviation; CRP; c-reactive

protein; MIC, minimun inhibitory concentration; agr, acessory gene regulator.
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Table 3. Multivariate Cox regression analysis of factors associated with in-hospital mortality in

critically ill patients with MRSA bacteremia treated with vancomycin.

Variable Adjusted HR 95% CI P value
Initial plasma CRP, mg/L 1.01 1.002-1.019 0.01
Initial serum creatinine, g/dL 2.11 1.21-3.68 0.008
Group II agr specificity 12.60 2.07-76.69 0.006

Note. HR, hazard ratio; 95%CI, 95% confidence interval CRP; c-reactive protein; agr, acessory gene

regulator.
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Figure 2. In-hospital mortality of critically ill patients with MRSA bacteremia treated with

vancomycin according acessory gene regulator (agr) polymorphysm.
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