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RESUMO

Introducdo: Pneumonias causadas por Staphylococcus aureus
meticilina resistentes (Methicillin resistant Staphylococcus aureus - MRSA)
estdo associadas com uma alta mortalidade em pacientes internados em
Centros de Terapia Intensiva (CTI). Ndo é incomum que ocorra falha no
tratamento de pneumonia por MRSA com vancomicina. Alguns estudos tém
mostrado que ha uma relacdo entre mortalidade em infeccbes por MRSA e
concentracdes inibitérias minimas (CIM) elevadas para vancomicina por
Etest®, apesar dos isolados serem sensiveis a vancomicina (CIM <2ug/mL),

conforme o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar as CIMs para vancomicina
em pacientes com diagnostico de pneumonia por MRSA, descrever a relacéo
entre a CIM da vancomicina obtido por Etest® e microdiluicdo em caldo com
mortalidade em 30 dias em pacientes com pneumonia por MRSA internados

em um hospital terciario, académico, no sul do Brasil.

Métodos: Estudo prospectivo de coorte. Foram incluidos todos os
pacientes com pneumonia adquirida no hospital (hospital adquired pneumonia -
HAP) e pneumonia associada a ventilacdo (ventilator associated pneumonia -
VAP) por MRSA entre Junho de 2009 e Dezembro de 2011. A CIM da
vancomicina do primeiro isolado do trato respiratério foi determinado por
Etest® e microdiluigho em caldo. As variaveis selecionadas para serem
analisadas incluiram idade, sexo, comorbidades, dosagem sérica de

vancomicina, escore APACHE 1l (Acute Physiological and Chronic Health



Evaluation Il) e a presenca do accessory gene regulator Il (agr Il). O desfecho

principal foi morte em 30 dias.

Resultados: Foram incluidos 85 pacientes. A mortalidade em 30 dias foi
de 42,4%. Em sessenta e oito pacientes (80,1%) as CIMs da vancomicina
obtidos por Etest® foram menores ou iguais a 1,0ug/mL, enquanto todas as
CIMs (N=85) obtidas por microdiluicdo em caldo foram <1,0ug/mL. Nao houve
correlacao entre as CIMs por Etest® e microdiluicdo em caldo com morte em
30 dias. Quarenta e seis isolados de MRSA (54,1%) foram positivos para o
locus agr Il. A média da vancomicina sérica foi 20,7ug/mL (12,0 — 29,0) e a
média do escore APACHE II foi 23,0 (17,5 — 29,0). O escore APACHE II foi

relacionado com mortalidade em 30 dias.

Conclusdes: As CIMs da vancomicina obtidas por Etest® e
microdiluicdo em caldo ndo foram associadas com altos niveis de mortalidade

em pacientes com pneumonia grave por MRSA.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus, vancomicina, mortalidade,

pneumonia, Etest®, microdiluicdo em caldo.



ABSTRACT

Background: Pneumonias due to methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) are associated with significant mortality in Intensive Care Units
(ICU) patients. Vancomycin treatment failure in MRSA pneumonia patients is
not uncommon. Some reports found a link between high mortality in MRSA
infections and higher vancomycin minimum inhibitory concentrations (MICs) by
Etest®, despite the susceptibility of the isolates (MIC <2,0ug/mL), according to

the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

Objectives: The purpose of this study was evaluate vancomycin MICs in
patients with MRSA pneumonia, describe the relationship between vancomycin
MIC generated by Etest® and broth microdilution with 30-day mortality in MRSA

pneumonia patients.

Methods: We conducted a prospective cohort study. All patients with
MRSA hospital acquired pneumonia (HAP) and ventilator-associated
pneumonia (VAP) admitted in ICU between June 2009 and December 2011
were included. Vancomycin MIC for the first isolate of the respiratory tract was
determined by Etest® and broth microdilution. The variables selected for the
analysis included age, sex, comorbid conditions, vancomycin serum trough
concentration, APACHE Il (Acute Physiological and Chronic Health Evaluation
II) score and the presence of the accessory gene regulator Il (agr Il). The

primary outcome was mortality at 30-day.

Results: Eithy five patients were included. All case mortality at the 30-
day was 42.4%. Sixty eight of the patients (80.1%) of the vancomycin MICs

generated by Etest® were equal or below 1.0ug/mL. While all MICs generated



by broth microdilution were <1.0ug/mL. MICs generated by Etest® and broth
microdilution were not associated with 30-day mortality. Forty six isolates of
MRSA (54.1%) from patients were positive for agr Il. The median serum
vancomycin was 20.7pug/mL (12.0 — 29.0) and the median APACHE Il score

was 23.0 (17.5 — 29.0). The APACHE Il score was related to 30-day mortality.

Conclusions: Vancomycin MICs by Etest® and broth microdilution were
not associated with higher mortality leves in patients with severe MRSA

pneumonia.

KEYWORDS:  Staphylococcus aureus, vancomycin, mortality,

pneumonia, Etest®, broth microdilution
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1. INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus € um microrganismo de alta prevaléncia nos
hospitais do mundo inteiro e esta associado com altas taxas de morbidade,
mortalidade e custos hospitalares (1). Ele, frequentemente, causa sérias

infeccbes como endocardites, pneumonias, osteomielites e bacteremias (2).

Na década de 1950 foi criada a primeira penicilina semissintética, a
meticilina, para o tratamento de infeccbes por Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina. Entretanto, no ano de 1961, comecaram a aparecer as
primeiras cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente a meticilina

(MRSA), o que reduziu as opc¢0Oes terapéuticas para o tratamento das infeccdes

por este microrganismo (3).

A vancomicina, por muito tempo, foi uma das Unicas alternativas para
tratar infeccbes por MRSA. Seu uso nos hospitais aumentou muito, o que fez
surgir cepas com resisténcia intermediaria a este antimicrobiano, com
concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 4,0 a 8,0ug/mL (3). Entretanto,
estudos recentes tém demonstrado falha terapéutica e aumento da mortalidade
dos pacientes tratados com vancomicina, mesmo que essas cepas de MRSA
estejam dentro da faixa de sensibilidade recomendada pelo Clinical Laboratory

Standards Institute (CLSI), CIM <2,0pg/mL (1, 4, 5).

Alguns autores recomendam que isolados de MRSA com CIM para
vancomicina, maiores que 1,0pug/mL sejam tratados com outra opcgao
terapéutica como linezolida ou daptomicina. Esses estudos usam a

metodologia de Etest® para determinar a CIM da vancomicina, enquanto o
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CLSI recomenda métodos dilucionais (4, 5). Alguns estudos também
demonstram que os valores da CIM por Etest® podem ser de uma a duas

diluicdes maiores que a CIM obtido por microdiluicdo em caldo (6).

Em vista disso, nosso estudo se propds verificar a prevaléncia das CIMs
de vancomicina elevadas, préximas ou no ponto de corte determinado como
sensivel pelo CLSI, em pneumonias por MRSA em nossa instituicdo e

determinar se estas CIMs se associaram com maior mortalidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do género Staphylococcus spp.
O género Staphylococcus spp. faz parte da familia Micrococaceae. S&o

cocos Gram-positivos, podem se apresentar isolados ou aos pares, em cadeias
curtas ou agrupados. Eles se reproduzem por fissdo binaria em todos os planos
espaciais, 0 que resulta em um agrupamento das células bacterianas que
lembra cachos de uvas, o0 que é caracteristico quando as células séao cultivadas

in vitro e observadas por microscopia 6ptica (2, 7).

As espécies do género Staphylococcus spp. sdo imoveis, produzem a
enzima catalase (que as diferencia do género Streptococcus spp.), séo
aerObias ou anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos e conseguem

sobreviver nos mais variados ambientes (2, 7).

A identificacdo das espécies de estafilococos de importancia clinica é
baseada em uma variedade de caracteristicas fenotipicas convencionais, como
0 aspecto macroscopico da colénia em meio solido, presenca de pigmento e
hemdlise em agar sangue, resisténcia a novobiocina, fermentacdo do manitol e
a producdo de desoxiribonuclease (DNAse). Entretanto, a capacidade de
coagular o plasma continua sendo a prova mais realizada nos laboratérios de
microbiologia clinica para distinguir a espécie Staphylococcus aureus das

demais espécies (2, 7).

A espécie Staphylococcus aureus é produtora de diversos fatores de
viruléncia, entre 0s quais se encontram a coagulase, que torna o
microrganismo resistente a fagocitose e opsonizacdo, DNAse, adesinas,

hemolisinas, toxinas, tal como a toxina da sindrome do choque toxico,
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esfoliatinas, responsaveis pela sindrome da pele escaldada, e leucocidinas. A
leucocidina denominada leucocidina de Panton Valentine (PVL) é um dos
principais fatores de viruléncia de cepas de Staphylococcus aureus
comunitérias. A PVL causa a destruicdo dos leucécitos, necrose dos tecidos e

esta associada a pneumonia necrotisante (2, 8, 9, 10).

2.2 Importancia clinica das infeccdes causadas por Staphylococcus
aureus

Apesar de colonizar as narinas, nasofaringe, pele e mucosas de cerca
de 20 a 40% dos adultos sadios, o Staphylococcus aureus pode, em

determinadas situa¢des, causar um grande numero de infec¢des (2, 10).

O Staphylococcus aureus é um dos principais agentes de infeccdes
nosocomiais e na comunidade (11, 12). Ele € responsavel por infeccbes de
pele e tecidos moles, infec¢des relacionadas ao uso de proteses e cateteres
venosos, sitios cirdrgicos, cardiovasculares, bacteremias, pneumonias, e
meningites (11, 13). Esta espécie também causa a sindrome da pele escaldada
e a sindrome do choque téxico, devido a producdo de toxinas que causam

danos a epiderme e efeitos sistémicos, respectivamente (14).

Segundo dados do programa SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program que monitora a prevaléncia dos patdgenos e o0s padrdes de
resisténcia aos antimicrobianos em varios centros de terapia, o Staphylococcus
aureus esta entre os agentes mais frequentemente isolados de corrente
sanguinea, trato respiratorio inferior, pele e tecidos moles em centros médicos
dos Estados Unidos, Canadad e América Latina (15). No Brasil, ele foi o

microrganismo mais isolado em infeccbes de corrente sanguinea,
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representando 20,2% dos 2.218 isolados estudados e o segundo patdgeno
mais isolado de pacientes com pneumonia (24,9% dos casos), depois da

Pseudomonas aeruginosa (30,5%) (16).

2.3 Resisténcia aos antibiéticos

2.3.1 Resisténcia a meticilina

Para tratar as infeccbes causadas por Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina, no inicio da década de 60 surgiram as penicilinas
sintéticas como a meticiina e a oxacilina. Entretanto, em 1961, foi
documentado o surgimento do primeiro Staphylococcus aureus resistente a
meticilina na Europa (3, 17, 18, 19, 20). Desde entdo o aparecimento destas
cepas comecou a ser identificado no mundo inteiro, principalmente nos Centros
de Terapia Intensiva (CTI), onde a taxa de infeccdo por MRSA fica em torno de
59,3% - 64,4% (21, 22). Segundo os dados do programa SENTRY (de janeiro
de 2003 a dezembro de 2008) a taxa de infeccbes por MRSA na América

Latina estava em torno de 40%, sendo no Brasil de 32,7% (23).

Os isolados de MRSA sé&o resistentes a todos os antibioticos beta-
lactamicos, pois expressam um receptor com baixa afinidade a estes
antibiéticos. A resisténcia a oxacilina € resultado da acdo de genes
cromossOmicos que codificam modificagdes no receptor de acdo dos beta
lactamicos, as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que sdo enzimas
constitutivas das bactérias que participam da sintese da parede celular (24, 25,

26).
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O MRSA tem a capacidade de sintetizar uma variante da PBP2, a
PBP2a ou PBP2, que, apesar de manter sua funcdo fisiolégica, tem baixa
afinidade pelos antibiéticos beta lactamicos. Esta PBP2a é codificada pelo
gene mecA, que faz parte de um elemento genético movel, encontrado em
todos os isolados com este tipo de resisténcia, denominado Staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec) (24, 25, 26). Ja foram descritos 8 tipos
de SCCmec, que diferem entre si no nimero de genes que carregam e em sua
arquitetura génica. Alguns tipos de SCCmec contém genes que determinam
resisténcia a outros grupos de antibiéticos além dos beta lactamicos, tal como
macrolidios, lincosaminas, estreptograminas, aminoglicosideos e tetraciclinas.
Assim, quando uma célula de Staphylococcus aureus adquire estes SCCmec,

ela, de uma vez s0, adquire um fendtipo de multirresisténcia aos antibioticos,

exceto o0 SCCmec IV que determina resisténcia somente a oxacilina (26).

2.3.2 Resisténcia a vancomicina
A vancomicina € um glicopeptideo, foi descoberta no ano de 1956 pelo

laboratorio Eli Lilly, obtida a partir da bactéria Streptomyces orientalis, que
produzia uma substancia que inibia o crescimento de microrganismos Gram
positivos. Ela possuia cor marrom e era conhecida como lama do Mississippi.
Em 1958 o U.S. Food and Drug Administration aprovou o0 uso clinico da
vancomicina e ela vem sendo usada no tratamento de infeccbes causadas por

cocos Gram positivos, inclusive MRSA (27, 28).

O uso excessivo de vancomicina em hospitais pode trazer outros
problemas sérios, como o0 aparecimento de cepas de Enterococcus spp.

resistentes a vancomicina (VRE) e cepas de Staphylococcus aureus com



20

resisténcia intermediaria, heterorresiténcia ou resisténcia total aos

glicopeptideos (3, 27, 28, 29, 30, 31).

No ano de 1996, no Japao, foi identificado o primeiro Staphylococcus
aureus intermediario a vancomicina (VISA; CIM = 8,0ug/mL) denominado
Mu50. O microrganismo foi isolado de uma secrecao de ferida cirargica de um
paciente pediatrico que havia feito uma cirurgia cardiaca e estava fazendo uso
de vancomicina apresentando falha terapéutica (32). No ano seguinte, foi
isolado também no Japédo, do escarro de um homem de 64 anos com
pneumonia, o0 primeiro isolado com heterorresisténcia a vancomicina (hVISA;
CIM = 4pug/mL e subpopulagbes com CIM =8,0ug/mL), que ficou conhecido
como Mu3 (33). Estes isolados ndo possuiam 0 gene vanA que causa
resisténcia a vancomicina em Enterococcus spp.. Estudos in vitro tém sugerido
que o uso prolongado de vancomicina pode causar alteragbes estruturais e
metabdlicas na bactéria, o que leva a um espessamento na parede celular,
limitando a penetracdo da droga. Nos anos subsequentes, o isolamento de
cepas VISA foi também relatado nos Estados Unidos, Franca e Corea (3, 27,

28, 31, 34, 35).

No ano de 2001, foi relatado o isolamento de cepas VISA no Brasil por
Oliveira et al, sendo o primeiro isolamento na América Latina (36). No Hospital
de Clinicas de Porto Alegre foi reportado um caso de falha terapéutica a
vancomicina em uma crianca de 11 meses com pneumonia por MRSA.
Inicialmente o Staphylococcus aureus foi isolado de uma amostra de derrame
pleural e iniciou tratamento com oxacilina e gentamicina. O paciente
desenvolveu sepse e 10 dias depois um isolado de MRSA com sensibilidade

somente a vancomicina cresceu em uma cultura de aspirado traqueal. Trinta



21

dias ap0s o uso deste antimicrobiano, o mesmo isolado de MRSA cresceu em
uma hemocultura com CIM = 4,0ug/mL por microdiluicdo em caldo.
Vancomicina foi administrada em infusdo continua para atingir um nivel sérico
de 30,0 — 40,0ug/mL. Ap6s 107 dias de tratamento, o paciente deixou o
hospital com sequelas pulmonares. O isolado de MRSA era sensivel a
vancomicina, porém, quando incubado com este antimicrobiano, ele aumentou
a expresséao de resisténcia, havendo crescimento de col6nias na presenca de
até 12,0ug/mL de vancomicina. Baseando-se nestes resultados, o isolado de

Staphylococcus aureus foi considerado heterorresistente & vancomicina (37).

Em 2002 foi identificada, em Michigan, a primeira cepa de
Staphylococcus aureus com altos niveis de resisténcia a vancomicina (VRSA;
CIM 21.024pg/mL), isolada 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 spp. que possuia este
gene de resisténcia, ja que o paciente também tinha infeccdo por VRE. Até o
momento, somente nove casos de VRSA foram reportados nos Estados Unidos

(27, 28, 35, 38).

2.4 Mecanismos de resisténcia a vancomicina em Staphylococcus aureus

2.4.1 Sintese da parede celular

A parede celular das bactérias Gram positivas é responsavel por dar
forma e rigidez a célula bacteriana. O peptideoglicano, também conhecido

como mureina, € um polimero grande que compreende cerca de 60% da
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parede celular, sendo o restante constituido de acidos tedicos, ribonucleato de
magnésio e carboidratos. Este polimero possibilita a manutencdo da alta
pressdo osmotica presente no citoplasma da bactéria e também permite que
ela retenha nutrientes, proteinas essenciais e acidos nucléicos em seu interior

(39, 40).

A sintese do peptideoglicano inicia-se no citoplasma, com a formacgéo de
UDP-N-acetilmuramilpentapeptideo. Este composto € o acido N-acetilmuramico
ligado a um pentapeptideo, composto pelos aminoacidos L-alanina, acido D-

glutamico, L-lisina, D-alanina e D-alanina (39, 40, 41).

As etapas seguintes da sintese do peptideoglicano ocorrem na
superficie interna da membrana celular. O N-acetilmuramilpentapeptideo liga-
se a N-acetilglicosamina. A L-lisina do pentapeptideo recebe uma cadeia de

aminoacidos formada pela adi¢cdo de 5 glicinas, chamada pentaglicina (39, 40).

[N

Este dissacarideo, com um pentapeptideo e uma pentaglicina,
translocado para a porgéo externa da membrana citoplasmatica, onde, entéo, é
polimerizado. Esta € chamada reacéo de transglicosilagéo. Logo apés, ocorrem
as reacdes de traspeptidacdo, catalizadas pelas PBPs. Nesta reacdo ha a
formacao de ligacdes cruzadas pela transpeptidacdo dos terminais peptidicos,
ligando as cadeias de peptideoglicano dentro de uma camada, bem como entre

outras camadas (39, 40).

O processo de formacdo do peptideoglicano é complexo. A0 mesmo
tempo em que h& sintese, h4 a atuacdo de enzimas que degradam o
peptideoglicano formado, conferindo plasticidade a macromolécula rigida que

compde a parede celular (42).
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A diferenca entre o que € sintetizado e o que € degradado € que vai
determinar se a bactéria esta acumulando parede celular (quando a célula esta

em divisdo ou crescimento) ou nao (39).

2.4.2 Mecanismo de acao da vancomicina

Assim como o0s beta lactamicos, os glicopeptideos agem inibindo a
sintese da parede celular da célula bacteriana, todavia por outro mecanismo de
acdo que ndo o bloqueio de uma determinada enzima envolvida no
metabolismo da parede celular e sim o bloqueio de um substrato (D-alanil-D-
alanina) (39).

A vancomicina liga-se a porgcdo D-alanil-D-alanina do precursor
peptideoglicano através de pontes de higrogénio, 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 (39, 40, 43).

Devido a seu alto peso molecular, a vancomicina atua apenas do lado

externo da célula bacteriana, ndo conseguindo penetrar até o citoplasma (43).

2.4.3 Mecanismos de resisténcia a vancomicina

O mecanismo de resisténcia a vancomicina em Staphylococcus aureus
que leva a um fenotipo VISA (CIM entre 3,0 e 15,0ug/mL de vancomicina) e
hVISA néo é totalmente conhecido. Diversos estudos sugerem que seja devido

ao sequestro da vancomicina, causado pelo espessamento da parede celular e,
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consequente, aumento do numero de sitios de ligacdo D-alanil-D-alanina, o que
impede que o antimicrobiano atinja seu sitio de acao (3, 28, 34, 37, 42, 44, 45).

Cepas de hVISA apresentam uma CIM da vancomicina <2,0pg/mL,
todavia, a cepa contém sub populacbes de células que apresentam CIM
>4,0pug/mL, numa frequéncia de aproximadamente 10° & 10° células. Por
estarem presentes em numero muito reduzido, estas células ndo séao
detectadas nos inéculos utilizados nos métodos recomendados pelo CLSI (3,
27, 28, 46, 47, 48).

A prevaléncia de casos de Staphylococcus aureus com alto nivel de
resisténcia a vancomicina (com CIMs que variam de 16,0pg/mL a 1.024ug/mL)
€ muito baixa e, em todos 0s casos, 0s pacientes ja faziam o uso da
vancomicina e eram colonizados ou infectados por VRE. Os genes van dos
Enterococcus spp. encontram-se muitas vezes em elementos moveis, tal como
plasmideos e umas das maiores preocupacdes € quanto a disseminacdo
destes genes de resisténcia a vancomicina para a espécie de Staphylococcus
aureus (27, 36, 38).

O entendimento do mecanismo de resisténcia a vancomicina em
Staphylococcus aureus seria muito importante para a escolha do tratamento
das infeccbes por MRSA, assim como a deteccéo de cepas VISA e hVISA, que
€ complexa, também é de grande importancia. Varios estudos com o objetivo
de identificar quais eventos genéticos sdo responsaveis pela reducdo da
sensibilidade a vancomicina ja foram conduzidos, mas todos conseguiram
apenas contribuir para o entendimento do mecanismo e nao elucida-lo por

completo (47).
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2.5 Deteccado de resisténcias a vancomicina em Staphylococcus aureus

no laboratério de microbiologia

Desde 2009, o CLSI n&do recomenda mais o uso de disco de
vancomicina para testar a sensibilidade de isolados de Staphylococcus spp.,
devido a baixa acuracia deste teste em detectar isolados com resisténcia
intermediaria  ou plena, nem mesmo isolados que apresentem
heterorresisténcia a vancomicina (49, 50). A nova recomendacéo € determinar
a concentracao inibitdria minima por meétodos de diluicdo (macrodiluicdo em
tubo, microdiluicdo em caldo, agar diluicdo) e o uso de meio BHI contendo
6pg/mL de vancomicina (48, 49, 50). Ha também como alternativa o uso da fita
de Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia) ou 0 uso de sistemas automatizados

como MicroScan, Phoenix, e Vitek2 (51).

As CIMs de vancomicina preconizadas pelo CLSI para isolados de
Staphylococcus aureus sdo: <2,0ug/mL é considerado sensivel, de 4,0 —

8,0ug/mL intermediario e 216,0 ug/mL resistente (49).

Os métodos de diluigdo determinam, quantitativamente, a menor
concentracdo do antimicrobiano necessario para inibir o crescimento in vitro do
microrganismo. Estes métodos ndo sdo muito usados em laboratorios de rotina

pois, ndo sao praticos, sendo mais utilizado em pesquisas.

A determinacédo da CIM da vancomicina pela fita de Etest® é o método
quantitativo mais utilizado, por ser de facil execucdo, embora o preco dessas
fitas seja elevado. Alguns estudos recentes tém mostrado que a CIM obtida

pelo Etest® pode ser uma ou até duas diluicbes maiores que a obtida pela
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microdiluicdo em caldo, podendo classificar cepas de Staphylococcus aureus

sensiveis a vancomicina como intermediarias (6, 51, 52, 53).

2.6 Tratamento das infec¢cdes causadas por Staphylococcus aureus

meticilina resistentes

A maioria das cepas de MRSA apresentam resisténcia a diferentes
classes de antimicrobianos, o que torna o tratamento das infec¢cdes causadas
por este microrganismo complicado, devido ao numero limitado de opc¢des
terapéuticas (54).

A droga de escolha para o tratamento de uma infeccdo por MRSA
depende do perfil de sensibilidade de cada isolado, mas, em geral, um
glicopeptideo é uma boa opc¢ao terapéutica para estas cepas multirresistentes.
Até o momento, apenas dois glicopetideos estdo disponiveis no mercado
brasileiro para o uso humano, a vancomicina e a teicoplanina (54, 55).

A Infectious Diseases Society of America (IDSA) recomenda que
pacientes com infec¢cdo por isolados de MRSA com CIM da vancomicina
<2,0pg/mL (sensivel) devam ser tratados com vancomicina, independente da
CIM. Se o paciente n&o estiver respondendo ao tratamento, deve-se considerar
a possibilidade de troca de antimicrobiano (56).

A razao da area sob a curva (AUC) pelo CIM (AUC/CIM) é o melhor
parametro farmacodindmico para mensurar a atividade da vancomicina no
tratamento de infecgbes por MRSA. Entretanto, muitas vezes € dificil obter

varias dosagens séricas do paciente para determinar a AUC e poder calcular a
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AUC/CIM. Entéo, dosar a vancomicina sérica no vale, apos a quarta dose, € a
melhor maneira de realizar o seu monitoramento terapéutico (54, 57).

Um consenso publicado no ano de 2009 pela American Society of Health
- System Pharmacists, Infectious Diseases Society of America e pela Society of
Infectious Diseases Pharmacists recomenda que se mantenham concentracfes
da vancomicina, no vale, de 15,0 — 20,0pg/mL para pacientes com infec¢des
complicadas por MRSA que tenha CIM <1,0pug/mL. Desta forma, é possivel se
obter AUC/CIM 2400, que prediz sucesso terapéutico e erradicacdo do
microrganismo (54, 55, 56).

A American Thoracic Society (ATS) recomenda que a dose inicial da
vancomicina para pacientes com pneumonia por MRSA seja de 15,0mg/kg a
cada 12 horas, a fim de obter uma concentracdo sérica no vale de 15,0 —
20,0pg/mL (58).

Novos antimicrobianos que atuam contra infecgdes por MRSA ja foram
lancados no mercado, ampliando as opc¢Oes terapéuticas. Entre eles, estdo o
lipopeptideo daptomicina, indicado principalmente para o tratamento de
bacteremias, e a oxazolidinona linezolida. A linezolida é indicada para o
tratamento de pneumonias nosocomiais. MRSA resistente a linezolida é raro,
porém, ja foram descritos casos (28, 55, 56, 59). Outras drogas que também

tem acdo contra MRSA sao quinopristina/dalfopristina e tigeciglina (28).

2.7 Relagcao entre a CIM da vancomicina e o tratamento das infecgdes

causadas por Staphylococcus aureus meticilina resistentes

A vancomicina tem sido uma das Unicas opc¢des para o tratamento das

infeccbes provocadas por cepas de MRSA. Entretanto, relatos de falha
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terapéutica e aumento da mortalidade tém sido reportados, apesar da
sensibilidade apresentada in vitro (3, 4, 5, 27, 60, 61, 62). Moise e
colaboradores relataram falha terapéutica em 40% dos pacientes com
pneumonia por MRSA que fizeram o uso de vancomicina. Estes isolados

apresentavam-se sensiveis a este antimicrobiano (63).

Estudos tém demonstrado que a falha no tratamento ocorre quando as
CIMs estao proximas ou no ponto de corte determinado como sensivel pelo
CLSI (4, 5, 60). Sakoulas e colaboradores observaram uma menor eficacia no
tratamento de bacteremias com vancomicina de isolados de MRSA que
apresentavam CIMs da vancomicina entre 1,0 e 2,0ug/mL, quando comparados

com isolados que apresentavam CIMs menores que 0,5 pg/mL (60).

Lodise e colaboradores, em um estudo retrospectivo de coorte com 92
pacientes que receberam vancomicina para o tratamento de bacteremia por
MRSA, relataram que os pacientes que obtiveram CIMs da vancomicina
=21,5ug/mL estavam associados com maior risco de mortalidade (4). Soriano e
colaboradores obtiveram resultados semelhantes em um estudo prospectivo
com 414 pacientes com bacteremia, CIMs da vancomicina 21,0ug/mL estavam
associados com maior risco de mortalidade (5). Um estudo de caso controle
avaliou a efetividade da vancomicina comparada com a daptomicina no
tratamento de bacteremias por MRSA com CIMs da vancomicina >1,0ug/mL.
Um total de 118 pacientes foram tratados com vancomicina e 59 com
daptomicina. Dos 118 pacientes tratados com vancomicina, em 102 (86%) a
CIM foi de 1,5ug/mL e em 16 (14%) foi de 2,0ug/mL. Falha terapéutica, definida
como mortalidade, falha microbiologica, e/ou recorréncia foi menor no grupo

tratado com daptomicina (31% versus 17%). A mortalidade em 60 dias também



29

foi menor no grupo da daptomicina (20% versus 9%). Estes resultados
mostraram que a daptomicina estava associada com melhor desfecho clinico
dos pacientes, comparada com a vancomicina, para 0 tratamento de
bacteremias por MRSA com CIMs da vancomicina >1,0ug/mL (64). Todos
esses estudos utilizaram a metodologia de Etest® para determinar a CIM da

vancomicina (4, 5, 64).

Haque e colaboradores avaliaram 158 isolados de MRSA, de pacientes
com pneumonia, e 115 (72,8%) apresentavam CIM da vancomicina =1,5ug/mL
por Etest®. A mortalidade em 28 dias foi de 32,3%. Heterorresisténcia a
vancomicina foi demonstrada em 21,5% dos isolados, e ndo estava associada
com mortalidade. A conclusdo do estudo foi que a mortalidade aumenta a
medida que a CIM aumenta 1,0pg/mL, mesmo que a CIM do isolado de MRSA
esteja dentro dos limites de sensibilidade (1). Choi e colaboradores analisaram,
retrospectivamente 70 pacientes com pneumonia nosocomial por MRSA. Trinta
e quatro pacientes (48,6%) apresentaram CIM da vancomicina =1,5ug/mL e 36
pacientes (51,4%) <1,0ug/mL. A mortalidade em 28 dias foi de 32,9% e néo
apresentou diferenca significativa entre os grupos que tinha CIM da
vancomicina =1,5ug/mL e <1,0pug/mL (65). Um estudo multicéntrico, duplo
cego, avaliou a atividade da telavancina versus vancomicina no tratamento de
pneumonia hospitalar causada por cocos Gram positivos. Um total de 1.503
pacientes foram randomizados 1:1 com telavancina e vancomicina. Dos 133
isolados de MRSA 79% apresentaram CIMs de vancomicina <0,5ug/mL e 74%
CIMs 21,0pg/mL por microdiluicio em caldo. Pneumonias causadas somente

por MRSA com CIM da vancomicina 21,0ug/mL tiveram indices de cura
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significativamente maior com telavancina comparada com o tratamento com

vancomicina (diferenca no tratamento de 12.5%) (66).

Tabela 1. Estudos em pneumonias que avaliam a associacdo entre desfecho clinico e
CIM da vancomicina.

Mortalidade % (n) Falha terapéutica
N CIM CIM vancomicina CIM vancomicina
Referéncia (ug/mL) (ug/mL)
MRSA Método
<15 21.5 P <15 21.5 P
Choi 17% 12% .62 36% 65% .03
70 Etest”
etal © (6/36)  (4/34) (13/36)  (22/34)
Haque 23% 36% ND - - -
158 Etest”
etal® (10/43)  (41/115)
<0.5 21.0 P
Rubinstein - - - 79% 74% ND
133 Microdiluicdo
etal © (22/28)  (78/105)

Tabela adaptada de van Hal et al (2012). ND — néo descrito.

Uma metandlise publicada por van Hal e colaboradores avaliou 22
estudos que relacionavam resposta clinica e CIMs da MRSA que estavam
causando infeccdo. Os pesquisadores encontraram que CIMs elevados da
vancomicina estdo associados com aumento da mortalidade em pacientes com
bacteremia por MRSA. Entretanto, este resultado n&o foi encontrado em outras
infecgbes por MRSA. Os pacientes com bacteremia por MRSA com CIM da
vancomicina por Etest® =22,0ug/mL estavam associados com maior
mortalidade. JA& uma CIM da vancomicina por Etest® de 1,5ug/mL ou
<1,0ug/mL ndo apresentou associagdo com mortalidade. van Hal e

colaboradores recomendam que os laboratérios utilizem a metodologia de
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Etest® para a determinagdo da CIM da vancomicina para isolados de MRSA
que estejam causando bacteremia e que os clinicos usem outras opcoes

terapéuticas quando a CIM for 22,0ug/mL (67).

Uma possivel explicacdo para a falha da vancomicina, quando a CIM
esta proxima do ponto de corte de sensibilidade, pode ser a presenca de cepas
heterorresistentes. Appelbaum et al sugere que cepas de Staphylococcus
aureus, com CIMs que variam de 1,0pug/mL a 2,0 ug/mL isoladas de pacientes
gue estao tendo falha no tratamento com vancomicina, devem ser investigadas
para a possivel ocorréncia de heterorresisténcia (24). Sancak e colaboradores
mostraram que a heterorresisténcia estava presente em 46 (17,9%) de 256
amostras de MRSA isoladas de diferentes espécimes clinicos. Os valores das
CIMs da vancomicina para os isolados heterorresistentes variaram de 0,125 —
4,0ug/mL. Doze dos 46 pacientes com hVISA receberam tratamento prévio
com vancomicina ou teicoplanina (68). Outro estudo mostrou que 255 (11%) de
2.300 isolados de Staphylococcus aureus apresentavam heterorresisténcia a
vancomicina, incluindo 7 Staphylococcus aureus meticilina sensiveis e 248
MRSA (69). Os resultados da tipagem molecular realizada por pulsed field gel
eletrophoresis (PFGE) mostraram que 238 cepas pertenciam ao mesmo clone.
Nos Estados Unidos a média das CIMs da vancomicina é 1,0ug/mL para cepas
de Staphylococcus aureus, como mostram alguns estudos de vigilancia, o que
torna inviavel pesquisar heterorresiténcia em todos os casos. A prevaléncia de
heterorresisténcia varia de 0 a »50%, ficando dificil estabelecer a importancia

dela nesses casos (28, 70).
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2.8 Relacdo entre o locus agr e a ocorréncia de falha

terapéutica/mortalidade em pacientes com infec¢gao por MRSA.

Outra possibilidade para explicar a diminuicdo da sensibilidade de
alguns isolados de MRSA a vancomicina seria o tipo de locus agr (accessory
gene regulator) presente nos Staphylococcus aureus. O locus agr tem atividade
de quorum-sensing, € responsavel pela producdo de fatores de aderéncia,
biofilme e fatores de viruléncia da bactéria. Este locus é composto por 5 genes
(hld, agrB, agrD, agrC, agrA). Polimorfismos nos genes agrD e agrC faz com
gue ocorram quatro tipo de locus agr em Staphylococcus aureus (I, Il, 1l e IV)

(47, 71).

Sakoulas e colaboradores descrevem que isolados de Staphylococcus
aureus pertencentes ao grupo agr Il tém uma maior predisposicdo a
desenvolverem diminuicdo de sensibilidade a vancomicina (72, 73). Isto ocorre
porque estes isolados apresentam uma maior producdo de biofiime e uma
reducdo na autolise celular, que teriam efeito protetor para a bactéria na
presenca de vancomicina, dificultando a chegada da droga no seu sitio de acéo

(28, 47).

Moise-Broder e colaboradores avaliaram 87 pacientes que receberam
vancomicina para o tratamento de infec¢des por cepas de MRSA. Quarenta e
cinco tiveram falha no tratamento com este antimicrobiano. Destes 45,
31(68,9%) tinham a presenca do agr Il, mas a sua presenca nao estava

associada com mortalidade em 30 dias (73).

A disfuncéo do locus agr é medida pela auséncia total da producédo de

delta hemolisina. Schweizer e colaboradores relataram que de 814 pacientes
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com bacteremia por Staphylococcus aureus, 181 (22%) tinham o locus agr
disfuncional e estava associado com maior mortalidade (74). Tsuji e
colaboradores, em um ensaio in vitro, expuseram cepas de Staphylococcus
aureus com agr I-1V a diferentes concentracées de vancomicina e observaram
que tanto as cepas que tinham agr funcional e disfuncional desenvolveram
resisténcia ao antimicrobiano. Porém as que tinham o agr disfuncional
desenvolveram de quatro a cinco vezes mais resisténcia que as com agr
funcional (75). O mesmo autor relatou que 48% dos isolados de MRSA
hospitalares possuem o locus agr disfuncional, que pode ser clinicamente

relevante (76).

Isolados de Staphylococcus aureus com um locus agr disfuncional
tendem a secretar um menor numero de fatores de viruléncia, sendo, portanto,
menos agressivos e talvez menos letais que os com sistema agr funcional, o
que leva a serem expostas por mais tempo a vancomicina, dando tempo para o

surgimento de tolerancia e, eventualmente, resisténcia (47, 67).

Entretanto, mais estudos se fazem necessarios para confirmar se
realmente ha uma relacdo entre falha terapéutica da vancomicina e o aumento

da mortalidade em pacientes infectados por MRSA e a presenca do locus agr.
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3. JUSTIFICATIVA

Staphylococcus aureus meticilina resistente se tornou um problema nos
Centros de Terapia Intensiva (CTI) do mundo inteiro. Estudos tém demonstrado
que cepas de MRSA estdo associadas com maior mortalidade em pacientes
com infeccdo por este microrganismo, principalmente em pneumonias. Nos
altimos anos, tem sido evidente o aparecimento de Staphylococcus aureus
meticilina resistente com concentracdo inibitéria minima elevada, préxima ou
no ponto de corte determinado como sensivel pelo CLSI, (CIM <2,0ug/mL).
Estes dados sugerem que a vancomicina teria uma atividade reduzida no
tratamento de cepas de MRSA com CIMs elevadas, estando associado com

maior mortalidade.

Portanto, se faz necessario um estudo, em nossa instituicdo, para
determinar as concentracfes inibitorias minimas da vancomicina dos isolados
de MRSA do trato respiratorio e correlacionar com mortalidade em pacientes

com pneumonia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo é avaliar a concentracao inibitéria minima da
vancomicina de isolados de MRSA, em pacientes com pneumonias por MRSA
internados no CTI do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e

correlacionar com mortalidade.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Avaliar a relagéo entre as CIMs obtidas pelas metodologias de Etest® e

microdiluicdo em caldo;

4.2.2 Avaliar o desfecho morte em 30 dias dos pacientes com as diferentes

CIM identificadas;

4.2.3 Avaliar a relacéao do nivel sérico da vancomicina, CIM e o desfecho morte

em 30 dias.
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Infections due to methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are
a relevant problem in hospitals worldwide.! Vancomycin is the treatment of
choice for MRSA infections. However, treatment failure is not uncommon, even
when MRSA strains are in the susceptible range for vancomycin, minimum
inhibitory concentration (MIC) <2.0pg/mL. Recent studies have demonstrated
increased clinical failure of MRSA infection when isolates have CIMs for

vancomycin between 1.5pg/mL and 2.0pg/mL.> 3

Some authors have used broth microdilution method, or the Etest
commercial product for determining vancomycin MICs. So far, the results have
shown that vancomycin MICs generated by Etest are higher than those

generated by broth microdilution.* ®

We evaluated the correlation between vancomycin MICs obtained by
broth microdilution and Etest. From June 2009 to February 2010, 18 patients

with documented MRSA ventilator-associated pneumonia were included.

Isolates were identified according to standard techniques.® Vancomycin
MICs were determined by broth microdilution using Clinical Laboratory
Standards Institute methods, and by Etest method using a 0.5 McFarland

inoculum.

The mean age of the patients was 56.7 + 15 years, and 67% of them
were male. Thirty-nine percent of them were immunossupressed (e.g., HIV,
malignancy, organ transplant). The mean APACHE Il score at diagnosis was
22.8 + 7.3. All patients were on mechanical ventilation. All patients were treated

with vancomycin. The mean length of therapy was 11 + 8 days, with a mean
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serum vancomycin level (after the fourth dose) of 24.9 £ 14 ug/ml. Thirty-day
all-cause mortality was 55.6%.

The mean vancomycin MICs was 0.94 and 0.55, generated by Etest and
broth microdilution, respectively. Four (22.2%) of the MICs generated by Etest
were 0.5ug/mL, while 88.8% (N=16) of those generated by broth microdilution

were 0.5ug/mL (P<0.001) — Table I.

Two studies have correlated vancomycin MIC values with prognosis in
patients with MRSA infection. A retrospective cohort study of 92 patients who
received vancomycin for bacteremia therapy, found that MICs = 1.5ug/mL were
associated with higher mortality. Similarly, Soriano et al evaluated prospectively
414 patients with MRSA bacteremia, and patients with vancomycin MICs >

1.0pg/mL had higher mortality.? 3

In our study, most of the patients had low MRSA MIC levels for
vancomycin (77.7% of them <1.5 pg/mL) by Etest, a finding in opposition to

those of Lodise® (28.3% <1.5 pg/mL) and Soriano? (26.3% <1.5 pg/mL).

Comparing MIC values determined by both methods, our results are
similar to other studies which found that vancomycin MICs generated by Etest
are one twofold dilution higher than MICs determined by broth microdilution.
Prakash et al analyzed 101 strains and found that 89-98% of vancomycin MICs
were between 1.5-2.0ug/mL by Etest, but only 3% were 2.0pg/mL when
determined by broth microdilution.* Sader et al analyzed 1800 strain samples
and 96.9% of them exhibited vancomycin MICs < 1.0ug/mL by broth
microdilution, while 58.3% and 32.1% were 1.5 and 2.0ug/mL, respectively, by

Etest method.” In our results, only 22% of the MRSA strains had vancomycin
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MICs 21.5ug/mL by Etest, while none were 21.5ug/mL by broth microdilution.
Swenson et al compared commercial and reference (CLSI broth microdilution)
susceptibility testing methods for detecting vancomycin intermediate
Staphylococcus aureus (VISA). From a total of 129 samples, Etest had a
tendency to categorize susceptible strains as VISA when compared to other

methods.’

Vancomycin used to be the only choice for treatment of MRSA
pneumonia. A randomized trial compared vancomycin with linezolid in patients
with pneumonia.? Despite favorable lung pharmacokinetics of linezolid, mortality
rate was similar between groups and the Food and Drug Administration
approved linezolid for treatment of MRSA respiratory infections. Considering our
data, and based on the bacteremia studies by Lodise and Soriano,* ° for at
least 22% of our patients the therapy with an alternative agent should be offered
(linezolid, instead of vancomycin) based on Etest MIC values. Nevertheless, if
we consider broth microdilution MIC values, these patients could have been

treated with vancomycin, with optimal trough serum concentrations (15-20

pg/mL).

Swenson et al reported MIC results for 129 samples, but these were not
stratified by infection site.” The studies by Soriano and Lodise,” * addressed
only patients with MRSA bacteremia. Are these results reproducible in patients
with MRSA pneumonia? May the MIC cutoff values of patients with MRSA
bacteremia associated with poorer prognosis be extrapolated to patients with
pneumonia? Should linezolid be the treatment of choice in patients with

pneumonia and MICs, obtained by Etest, greater than 1.0-1.5ug/mL?
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Many points are still unsolved. The number of patients herein included
precludes us to compare mortality rates. Randomized prospective trials with
adequate MIC tests methodology must address these questions in the near
future. In the meanwhile we are recommending vancomycin for treatment of

MRSA respiratory infections in our setting.
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Table I. Comparison of vancomycin MICs determined by broth microdilution,
and Etest.

No. of isolates (%) with MIC (ug/ml) determined

Vancomycin MIC by
(ug/ml) Ctest Broth
microdilution
0.5 4 (22.2) 16 (88.8)
0.75 6 (33.3) -
1.0 4 (22.2) 2 (11.2)
1.5 3 (16.6) -

2.0 1 (5.5) -
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Summary

Background: Pneumonias due to methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) are associated with significant mortality in Intensive Care Units
(ICU) patients. Vancomycin is the treatment of choice for MRSA infections;
however treatment failure is not uncommon, even when MRSA strains are in the

susceptible range for vancomycin.

Aim: The purpose of this study was to evaluate the prevalence of the
vancomycin minimum inhibitory concentration (MICs) at the high end of the
CLSI susceptible range and describe the relationship between vancomycin MIC
generated by Etest and broth microdilution with 30-day mortality in MRSA

pneumonia patients.

Methods: We conducted a prospective cohort study. All patients with
MRSA hospital acquired pneumonia (HAP) and ventilator-associated
pneumonia (VAP) admitted in ICU between June 2009 and December 2011
were included. Vancomycin MIC was determined by Etest® and broth
microdilution. The variables selected for the analysis included age, sex,
comorbid conditions, vancomycin serum trough concentration, APACHE Il score
and the presence of the accessory gene regulator Il (agr II). The primary

outcome was mortality at 30-day.

Findings: A total of 85 patients with MRSA pneumonia were included.
Sixty eight (80.1%) of the vancomycin MICs generated by Etest were equal or
below 1.0pg/mL. While all MICs generated by broth microdilution were

<1.0pg/mL. All case mortality at the 30-day was 42.4%.
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Conclusion: Vancomycin MICs by Etest and broth microdilution were

not associated with mortality in patients with severe MRSA pneumonia.

Keywords

Staphylococcus aureus, vancomycin, mortality, pneumonia, Etest, broth

microdilution.

Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has become a
prevalent nosocomial pathogen worldwide, and is a frequent cause of serious
infectious that is associated with significant morbidity, mortality, and high costs
of medical care.>  This microorganism is recognized as a significant cause of

pneumonia especially in intensive care units (ICU).?

MRSA is usually resistant to most antimicrobial agents available for
clinical use.! With limited choices for therapy, vancomycin is still the first-line

option to treat these infections.*®

However, treatment failure with vancomycin is not uncommon, even
when the minimum inhibitory concentration (MIC) is below the susceptibility
breakpoint for Staphylococcus aureus (<2.0ug/mL), as stated by the Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Some authors suggest that if vancomycin
MICs are greater than 1.0ug/mL an alternative option of treatment should be

consider.”° These studies used Etest method to correlate elevated MICs and
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worst outcomes. Interestingly, the CLSI recommends use of dilution methods

for testing Staphylococcus aureus MICs for vancomycin.

Furthermore, some studies demonstrated that MICs generated by Etest
are one to two-fold dilution higher than MICs determined by broth
microdilution.**** The objective of this study was to describe the relationship
between vancomycin MIC generated by Etest and broth microdilution with 30-
day mortality in patients with MRSA pneumonia admitted to an Intensive Care

Unit (ICU).
Methods
Study design and population

A prospective cohort study was conducted at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, a 795-bed, tertiary care, academic hospital located in Porto
Alegre, southern Brazil. All patients with MRSA hospital acquired pneumonia
(HAP) or ventilator-associated pneumonia (VAP) admitted in the ICU between

June 2009 and December 2011 were included.

Adult patients (age = 18 years) were included in the study if they met the
American Thoracic Society (ATS) and the Infectious Diseases Society of
America (IDSA) definitions for HAP or VAP and had at least one positive MRSA
culture isolated from respiratory site.™ Patients were excluded if they received
<1 day of MRSA specific therapy. For patients with multiples MRSA respiratory
cultures, the first vancomycin MIC of the index respiratory culture isolate was

considered in the analysis.? °

Study Variables and Definitions
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We collected data related to demographic characteristics, comorbities
and laboratory results. The variables selected for the analysis included age,
sex, comorbid conditions, mean vancomycin serum trough concentration for
each patient according Rybak et al (vancomycin was dosed per
pharmacokinetic protocol of the institution to attain a trough of 15.0-
20.0pug/mL).* The Acute Physiological and Chronic Health Evaluation I
(APACHE II) score was calculated for all patients at the time admission in the
ICU to assess the severity of the underlying illness. The comorbities were
divided in groups: chronic obstructive pulmonary disease (COPD), cardiac
disease, gastrointestinal disease, renal disease, diabetes, neurological disease,
solid organ transplant, hematologic neoplasia, alcoholism, solid neoplasia,

corticosteroids use, HIV disease, bone marrow transplant and other.

Mortality at 30 days was the primary outcome defined as death within 30

days of index MRSA respiratory culture.?
Laboratory Analysis

Isolates were identified from the respiratory samples according to
standard techniques. Initial susceptibility testing for oxacillin resistence was
performed according to CLSI guidelines, using a 30ug cefoxitin disc in Mueller-
Hinton agar.'® 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 0.125pg/mL.*" The

Etest procedure was performed using Mueller-Hinton agar, with an inoculums
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density to a 0.5 McFarland turbity standard to create a confluent lawn of
microbial growth. The cultures were incubated for 24h at a 35°C.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 was used for quality control (17).
Detection of mecA and agr Il gene were performed by PCR using specific

primers. '8 9

Statistical Analysis

A descriptive analysis of the variables collected from each patient was
performed. Continuous variables are shown as median values and the
dispersion measurement as interquartile range (IQR) values. One-way ANOVA
analysis with two-sided Bonferroni multiple comparisons test was performed to
compare mean differences in MIC levels by Etest and broth microdilution

throughout the study period.

Cox-regression analysis was used for univariate analysis of selected
variables. Associations were considered statistically significant when P value
was <.05. Multivariate hazard ratios (HR), along with 95% confidence intervals
(CI), were calculated using the Cox proportional hazards regression model. We
included in the final model, the variables with P value <.05 by univariate
analysis or those clinically related to the outcome. Survival analysis was based
on Kaplan-Meier method and comparisons of survival curves were made by the

log-rank test. Data were analyzed in SPSS 18.0 version program.

Results

There were 85 patients diagnosed with MRSA pneumonia in the studied
period. Of these 64.7% (N=55) were men, the median age was 63 years (IQR

25-75%, 49-75). The median APACHE Il score was 23.0 (IQR 25-75%, 17.5-
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29.0). From these patients, 88,3% were diagnosed with MRSA VAP - 81.2%
(N=69) MRSA was identified by traqueal aspirate, and 7.1% (N=6) by
bronchoalveolar lavage. The remaining patients had HAP diagnosed by sputum
10.6%; (N=9), and 1.2% (N=1) by culture of pleural fluid. Forty six (54.1%)
isolates of MRSA from patients were positive for agr Il, and in all isolates were
confirmed the presence of gene mecA. For seventy patients there were
vancomycin serum levels available. The median serum levels of vancomycin
were 20.7 (12.0-29.1). Patient clinical and demographic data are shown in

Table I.

Comparison of vancomycin MICs by Etest and microdilution are shown in
Table II. Sixty-eight (80.1%) of the MICs from patients generated by Etest were
equal or below 1.0pg/mL. While all (N=85) MICs from patients generate by
broth microdilution were equal or below 1.0ug/mL. The mean levels of MICs by
broth microdilution increased from 0.55ug/mL (SD 0.16) in the first six months of
the study to 0.78ug/mL (SD 0.26) in the last semester of the study (P=0.04).

The MIC levels by Etest did not change during the study period.

Thirty-six patients (42.4%) died in 30 days. The median serum
vancomycin levels between survivors and those who died were 20.0 and 20.9
respectively (HR 0.99, IC 95%, 0.97-1.03; P=0.96). Seven patients (9.0%) with
MIC =21.5 by Etest died, while nine patients (11.6%) survived (HR 0.87, IC 95%
0.36-2.10; P=0.76). For microdilution broth, 11 patients (14.1%) with MICs
equal to 1.0 died, while 16 (20.5%) survived (HR 1.03, IC 95% 0.51-2.09;
P=0.92). The median APACHE Il score of those patients who survived was 22.5

(IQR 25-75%, 9.7-26.5), and 25.0 (IQR 25-75%, 19.0-29.0) of those who died
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(HR 1.05; IC 95% 1.0-1.09; P=0.03). The presence of agr Il was not related to

30-days mortality. Data are shown in Table III.

By multiple regression analysis including the following variables: MIC by
Etest or broth microdilution, APACHE Il score, serum vancomycin levels and
presence of locus agr Il, only APACHE Il score was marginally related to all-

cause 30-days mortality with HR 1.05, IC 95%, 1.0-1.1 (P=0.03).

Kaplan-Meier curves, is shown in Figure 1, included patients with MRSA
respiratory infection stratified by MICs by Etest (<1.0pug/mL versus 21.5 pg/mL)
and broth microdilution (0.5pug/mL versus 1.0pg/mL). There was no difference in
survival times related to MICs by Etest (P=0.80; log-rank test) or broth

microdilution (P=0.83; log-rank test).
Discussion

In our study, most of patients had severe disease (by APACHE Il score)
and VAP. Vancomycin MICs generated by Etest were one-dilution higher than
those by broth microdilution as demonstrated by other authors. The great
majority of patients had MICs < 1.0ug/mL by both methods. Thirty-day mortality

was not associated with MIC levels in our study.

The differences in MIC by Etest and broth microdilution are well
determined** and were demonstrate in this study in patients with MRSA
pneumonia. Our prevalence of high MIC levels by Etest or broth microdilution is
low. Sader et al, analyzing 1800 MRSA strains from bloodstream infection
(BSI), found 96.9% of them with vancomycin MICs <1.0ug/mL, by broth
microdilution.*> However, Parkash et al, found that 89-98% of samples from

BSI, had MIC, by Etest, between 1.5ug/mL and 2.0pg/mL. Haque et al, in
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respiratory samples found that most patients had MRSA infection with MIC =
1.5 pg/mL (72.8%).° Besides, our results seem to demonstrate an increase in
MIC levels by microdilution through the study period. Sader et al evaluated the
MIC Creep isolates collected in nine medical centers in the United States. They
have shown increases in MIC creep in three medical centers from 2002 to

2006.%°

The guideline of the IDSA for treatment of MRSA infection recommends
that for isolates with a vancomycin MIC <2.0ug/mL (vancomycin susceptible),
the patient's clinical response should determine the continued use of
vancomycin independent of the MIC.?! If the patients were not responding, an
alternative therapy should be considered, regardless of the MIC. A recent
metanalysis evaluated 22 studies related to clinical response and MICs of
MRSA infections; high vancomycin MIC was associated with a higher mortality
rate in MRSA, especially in BSI. This concept is somehow misleading and data
of this metanalysis and our data show that. In the metanalysis, in 8 studies with
MIC provided by Etest method, there was no mortality difference comparing
patients with MIC of 1.5 and <1.0ug/mL, as confirmed in our study.?? Besides,
we could not show mortality difference comparing MIC of 0.5 and 1.0ug/mL, by
broth microdilution in patients with HAP. Therefore based on the results of this
metanalysis and our data (which shows no mortality difference when MIC are
<1.5ug/mL by Etest) MIC cut point of 2.0ug/mL, by Etest, can be associated
with worst outcomes. Data on respiratory infections only, did not demonstrate

increased mortality rate so far.

Haque et al, evaluated 158 patients with MRSA pneumonia, of these

72.8% had MIC =1.5ug/mL. Mortality rate were similar between patients with
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MIC <1.5ug/mL or higher. However a propensity score analysis found an
increase in mortality rates with 1.0pg/mL increase in MIC by Etest. However,
they did not demonstrated how many of these 115 patients (with MIC
=21.5ug/mL) had, actually, MIC of 2.0pg/mL. In our study, only 18.8% of patients
had MIC=1.5ug/mL, and only one patient had MIC of 2.0ug/mL, by Etest.’
Therefore, in settings where patients with MRSA pneumonia and vancomycin
MIC by Etest <1.5ug/mL (or broth microdilution <1.0pug/mL), there is no

difference in mortality regarding MIC levels.

The APACHE Il score taking into account clinical and laboratorial
variables of both acute and chronic disease provides an estimate of ICU
mortality. In our study the median APACHE Il score was 23.0, which may
explain the high 42% all-cause 30-day mortality levels. Furthermore, APACHE II
score were independently associated with mortality in our sample, despite MIC
levels by Etest or broth microdilution. Eighty-two percent of patients had
vancomycin concentration measured. Target vancomycin levels was equally
attained in survivors and those who died (20.0pg/mL and 21.0pg/mL,
respectively). According to Rybak et al, the optimal pharmacodynamic
parameter that predicts vancomycin activity is the area under the curve to MIC
ratio (AUC/MIC), with a ratio 2400.* Considering the vancomycin trough levels
and the MIC, an optimal vancomycin exposure (AUC/MIC 2400), probably was

achieved in most of our patients.

The accessory gene regulator (agr) is a quorum-sensing regulator in S.
aureus that is responsible for the expression of adherence factors, biofilm
production and virulence factors. Some studies suggest that MRSA isolates with

an agr Il polymorphism could have a relationship to the clinical efficacy of
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vancomycin.'® 2 The presence of agr Il was not associated higher MICs in our
study (data not shown). We found that forty-six (54.1%) isolates of MRSA
belonging to agr Il. As demonstrated by Moise-Broder'®, the presence of agr I
was not associated with 30-day mortality in the present study. In the study by
Schweizer, the authors found that 22% of patients with MRSA had agr
disfunction, and the presence of disfunction was associated with increased
mortality. Mutations causing agr dysfunction are associated with changes in the
expression of virulence factors. The function can be examined by the delta
hemolysin assay.?* In our study we only detected the agr Il presence not the

gene dysfunction.

Some points must be considered when analyzing our data. We were not
able to control for other mortality risk factors in our sample. For example, drug
therapy details, like time for antibiotic initiation and adjuvant therapies that could
interfere with patient mortality were not controlled. Concomitant respiratory
infections were not investigated. Finally as stated by Haque et al, we did not

analyze the samples for heteroresistance.

In severe MRSA HAP patients, MIC by Etest or broth microdilution were
not associated with higher mortality levels. In settings with low MRSA MIC
levels (<1.5ug/mL, by Etest) prevalence, and optimal vancomycin exposure,
mortality rates seem not to be affected by MIC, and probably an “S” means

“susceptible”.
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Table 1. Clinical and demographic characteristics of patients with MRSA

pneumonia.

Patient characteristics N=85
Age (median years, IQ range) 63 (49-75)
Men 55 (64.7)

Comorbities

COPD 73 (85.9)
Cardiac disease 46 (54.1)
Gastrintestinal disease 27 (31.8)
Renal disease 26 (30.6)
Diabetes 23 (27.1)
Neurologic disease 22 (25.9)
Solid Organ Transplant 16 (18.8)
Hematologic neoplasia 9 (10.6)
Alcoholism 8 (9.4)
Solid neoplasia 7(8.2)
Corticosteroids use 7(8.2)
HIV disease 5(5.9)
Bone Marrow Transplant 1(1.2)
Other 50 (58.8)
Serum vancomycin — N=70 (median, IQR) 20.7 (12.0-29.1)
Presence of agr Il 46 (54.1)
APACHE Il score (median, IQR) 23 (17.5-29.0)
30-day Mortality 36 (42.4)

Note. Data are no. (%) of patients, unless otherwise indicated. COPD — Chronic Obstructive Pulmonary Disease; agr —

assessory gene regulator; APACHE — Acute Physiological Assessment and Chronic Health Evaluation.
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Table Il. Comparison of vancomycin minimum inhibitory concentrations (MICs)

determined by Etest and broth microdilution (N=85).

No. of isolates (%) with MIC (ug/mL) determined

Vancomycin MIC by
(ng/ml) Broth
Etest
microdilution
0.5 6 (7.1) 56 (65.9)
0.75 14 (16.5) -
1.0 48 (56.5) 29 (34.1)
1.5 16 (18.8) ;
2.0 1(1.2) -

Note. Data are no. (%) of patients.
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Table Ill. Comparison of risk factors between survivors and those who died in

30 days.
Survival Death HR P
MIC Etest
<1.0 33 (42.3) 29 (37.2) 1 -
215 9 (11.6) 7 (9.0) 0.87 (0.36- 0.76
2.10)
MIC Broth Microdilution
0.5 26 (33.3) 25 (32.1) 1 -
1.0 16 (20.5) 11 (14.1) 1.03 (0.51-  0.92
2.09)
Serum Vancomycin 20.0 (12.0-27.6) 20.9 (11.8-33.5) 0.99 (0.97- 0.96
(median, IQR) 1.03)
APACHE Il score 22.5(9.7-26.5) 25 (19.0-29.0) 1.05(1.0-1.09) 0.03
(median, IQR)
Negative for agr Il 15 (19.2) 19 (24.4) 1
Presence of agr Il 27 (34.6) 17 (21.8) 0.60 (0.31- 0.13
1.17)

Note. Data are no. (%) of patients, unless otherwise indicated.



Figure 1. The Kaplan-Meier survival estimates of MRSA respiratory infected

patients in relation to the MIC by Etest and broth microdilution.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

- Apenas 20% (17/85) dos isolados de MRSA apresentaram CIMs =1,5ug/mL
por Etest®. Nenhum dos isolados apresentou CIMs =1,5ug/mL por

microdiluicdo em caldo;

- Em ambos os estudos, as CIMs obtidas por Etest® foram de uma a duas

diluicdes maiores do que as obtidas por microdiluicio em caldo;

- O nivel sérico da vancomicina foi similar entre os pacientes que sobreviveram
e 0s que morreram, 20,0ug/mL e 20.9ug/mL, respectivamente. Estes valores
estdo dentro dos niveis séricos recomendados para infecgbes graves por

MRSA,;

- Nao houve diferenca significativa na mortalidade em 30 dias dos pacientes
que tiveram CIMs para vancomicina igual a 1,5ug/mL ou <1,0ug/mL, indicando

que os isolados de MRSA eram realmente sensiveis a vancomicina;

- A presenca do locus agr Il ndo foi relacionada com CIMs elevadas, assim

como maior mortalidade.



9. ANEXOS

9.1 Formuléario de dados MRSA

Identificagdo do paciente

Nome:

Prontuério: Idade Sexo(M)(F)

Raca: Peso:

Doenca de base:

Informac@es sobre ainternacdo HCPA

Data de internacao: I Leito internacéo:

Data da alta (ou 0bito) / /

Data internacao CTl:___/ / Leito internacédo CTI;

Informacfes gerais do paciente

APACHE II:

FEBRE: ( ) Sim ( ) Nao

IMUNOSSUPRESSAO: () Sim () N&o

(Neoplasias, infec¢des pelo HIV, alguma imunodeficiéncia)

uso DE CORTICOIDES ou OUTRAS DROGAS

IMUNOSSUPRESSORAS:

Culturais MRSA

Data identificacdo do 1° MRSA: [ Material clinico:
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Data identificacdo do 2° MRSA: [

Data identificacdo do 3° MRSA: I

Data identificacdo do 4° MRSA: [

Data identificacdo do 5° MRSA: I

Material clinico:

Material clinico:

Material clinico:

Material clinico:

Outros culturais positivos ( ) Sim () N&o

1-Microrganismo:

clinico:

2-Microrganismo:

clinico:

3-Microrganismo:

clinico:

4-Microrganismo:

clinico:

5-Microrganismo:

clinico:

6-Microrganismo:

clinico:

data: /

data: /

data: /

data: /

data: /

data: /

Material

Material

Material

Material

Material

Material

Vancomicina

Data inicio do tratamento vancomicina: /

Data fim tratamento vancomicina: / /

Tempo de uso de vancomicina:

NIVEL SERICO VANCOMICINA:

(3° dia apds a 4° dose)

data [/ /

Uso de outros antibiéticos na internacéo
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Datainiciol [/ | datafm1__/ /  abtl:
Datainicio2 / [/  datafim2__ / [/  abt2
Datainico3d3__/ |  datafm3__ / [/  abt3:
Datainicio4 / [/  datafim4__ / |  abt4:
Datainico5 [/ | datafims5__/ [/  abt5:
Datainico6 _/ [  datafim6__/ /|  abt6:
Datainico7 [ | datafmvy__/ [/  abt7:
Datainicio8 __ [/ | datafm8__ / /  abt8
Data inicio 9 / / data fim 9 [ abt 9:

Realizacdo de Procedimentos invasivos (prévios aidentificacdo do MRSA)

() Ventilagdo Mecénica
Data inicio ___ / / data fim __ / / tempoVM:

( ) Sondagem de demora

Data inicio / / data fim / / tempo SVD:

( ) Cateter venoso central

Data inicio / / data fim / / tempo CVC:

Exames laboratoriais

( ) Proteina C Reativa

Data proximo a cultura MRSA _ / /

() Creatinina
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Data proximo a cultura MRSA __ / /

Desfecho

Morte dentro dos 30 dias da primeira cultura positiva ( ) Sim ( ) Nao
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9.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo: Prevaléncia da Concentracdo Inibitéria Minima elevada da vancomicina
e a relacdo desta com o desfecho de pacientes com pneumonia por

Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes.

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa em que
sera avaliada as bactérias resistentes a antibidticos normalmente usados no
tratamento de infecgdes que ocorrem em pacientes internados nos Centros de
Terapia Intensiva (CTI).

Este estudo avaliara a quantidade de bactérias resistentes e 0s
resultados seréo relacionados com dados clinicos do paciente internado no CTI
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Serd necesséria a coleta de
uma amostra de sangue para o estudo, caso esta nao tenha sido solicitada de
rotina. A sua participacdo neste estudo néo trard nenhum risco para vocé e néao
ird interferir no seu tratamento. A partir dos resultados obtidos com esta
amostra podera ser feito um ajuste da dose do seu antibiético, a critério do seu
meédico.

A sua participacdo é voluntaria, ndo sendo necessaria nenhuma forma
de pagamento. A decisdo de ndo participar ndo afetard seu tratamento ou
relagdo com seus médicos de maneira alguma. Informagdes relacionadas a sua
identificacdo (seu nome) permanecerao confidenciais.

Vocé pode fazer perguntas a qualguer momento sobre este estudo ao
Dr. Luciano Zubaran Goldani (coordenador do projeto) pelo telefone 2101 8152.
Em caso de duavidas adicionais sobre este termo ou seus direitos, favor
contactar o Grupo de Pesquisa e pos-graduacdo - Comité de ética GPPG-
HCPA, pelo nimero 51 21018304.

Sera preciso que vocé assine duas vias deste termo. Uma ficara com
vOCé e a outra com o meédico do estudo.

Li e compreendi as informacdes e estou de acordo em participar do estudo.

Nome do paciente ou representante, data e assinatura.

Dr. Luciano Zubaran Goldani

Pesquisador Responsavel
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