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RESUMO

Pesquisas em andlise de associacdo entre caracteristicas moleculares e desfecho clinico em
bacteremias por Staphylococcus spp. tém demonstrado resultados conflitantes. Estudo de
corte transversal foi conduzido para avaliar associagdo entre caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas, moleculares e mortalidade em bacteremias por espécies deste gé€nero.
Foram analisadas 44 amostras de hemoculturas positivas de pacientes de qualquer faixa
etaria e sexo internados em hospital terciario de Pernambuco entre janeiro de 2016 e
fevereiro de 2017. Os dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos por revisdo de
prontuario médico. A confirmagdo das espécies foi realizada por espectrometria de massa
MALDI-TOF e classificagdo molecular em grupos por eletroforese em campo pulsatil
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE). Com a técnica de PCR multiplex identificaram-
se 0s cassetes cromossomais para presenca de genes mecA. A anélise da associagdo entre as
variaveis foi realizada através do calculo da razdo de prevaléncia aplicando o teste exato de
Fisher para verificacdo do nivel de significancia e considerado p valor < 0,05 com intervalo
de confianca de 95%. Entre os dbitos (n=19), houve prevaléncia no sexo feminino (n=13;
68%), acima de 45 anos (n=14; 74%), dentre os quais 78% usaram cateter venoso central.
Houve associacdo entre os 6bitos e o grupo molecular D (37%; p=0,03). Embora razdo de
prevaléncia de mortalidade de 2,5 (IC 95% 1,3-4,3; p= 0,01) em portadores de neoplasia,
ndo foi encontrada associacdo entre esta caracteristica clinica e os diferentes grupos de
isolados de Staphylococcus spp. identificados por técnica molecular de PFGE. Embora nao
tenha sido encontrada associacdo entre grupos de similaridade molecular avaliadas por
PFGE e caracteristicas clinicas e epidemiologicas, a mortalidade em infec¢des por
Staphylococcus spp. foi significativa entre pacientes portadores de neoplasias e cateter

venoso central.

Palavras-chave: Staphylococcus spp.; bacteremia; mortalidade; caracteristicas clinicas;

PFGE.



ABSTRACT

Research on analysis of the association between molecular characteristics and clinical
outcome in bacteremias due to Staphylococcus spp. has shown conflicting results. A cross-
sectional study was conducted to evaluate an association between clinical, epidemiological,
molecular and mortality in bacteremias due to species of this genus.

Forty-four positive blood culture samples from patients of any age and gender were
analyzed at a tertiary hospital in Pernambuco between January 2016 and February 2017.
Clinical and epidemiological data were obtained by medical records review. The species
were confirmed using MALDI-TOF mass spectrometry and molecular classification in
groups by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE). Multiplex PCR technique, searched for
chromosomal cassettes and identified the presence of mecA gene. The analysis of the
association between the variables was performed by calculating the prevalence ratio and
applied Fisher's exact test to verify the significance level and considered p value < 0.05 with
a 95% confidence interval. Among deaths (n=19), 78% of the patients used central line and
female group represented 68% (n=13) of the total. The median age was 53 years. There was
an association between deaths and molecular group D (37%; p=0.03). Although a mortality
prevalence ratio of 2.5 (95% CI 1.3-4.3; p= 0.01) in patients with cancer, no association was
found between this clinical characteristic and the different groups of Staphylococcus spp.
isolates identified by PFGE technique. Although no association was found between groups
of molecular similarity evaluated by PFGE technique and clinical and epidemiological
characteristics, mortality due to  Staphylococcus spp. bacteremia was significant among

patients with cancer and central lines.

Keywords: Staphylococcus spp.; bacteremia; mortality; clinical characteristics; PFGE
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1 INTRODUCAO

Com o desafio imposto pela resisténcia antimicrobiana, a necessidade de novos
antimicrobianos e implementacdo de agdo global para controle de patdgenos resistentes, em
2016 a Organizagdo Mundial de Satde desenvolveu uma lista de patdégenos prioritarios com
resisténcia antimicrobiana. No grupo de prioridade alta (grupo 2) encontram-se, dentre outros,
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (MRSA) (WHO, 2017).

Em 2017, estimou-se que 10600 pacientes evoluiram para 6bito por infec¢des causadas por
MRSA nos Estados Unidos, mas embora reducdo de 21% destas infecgoes, o CDC classifica
estes patogenos como sérias ameacgas em relatorio de resisténcia antimicrobiana. (CDC,
Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019)

Em infec¢des de corrente sanguinea por Staphylococcus aureus estudos com pesquisa de
fatores relacionados ao hospedeiro como idade avancada e comorbidades observaram risco de
falha terapéutica, recorréncia da infec¢do ou mortalidade (Recker, 2017) (Szubert, 2019).
Dentre as diferentes espécies e espectros de patogenicidade, Heilmann et al. cita relagdo entre
imunossupressdo e uso de dispositivos invasivos com desfecho clinico em infec¢des por
Staphylococcus coagulase negativo (ScoN) (Heilmann, 2018). A analise molecular destes
patdgenos trouxe elucidagdes quanto a presenga de fatores de viruléncia, producdo de
biofilmes ou mecanismos de escape aos efeitos do sistema imune contribuindo para
determinagdo de desfecho de infeccdo (Recker, 2017). Caracteristicas moleculares quanto a
presenca de genes de resisténcia e complexos clonais de Staphylococcus spp. poderiam
apresentar correlacdo com aspectos clinicos epidemioldgicos de pacientes com bacteremia e
predizer desfecho clinico.

Coorte prospectiva de pacientes com bacteremia por S aureus foi realizada na América Latina
com a participacdo de nove paises mostrando a substituicdo do clone endémico brasileiro
(BEC) pela linhagem USA 100 (Arias, 2017). Entretanto, este estudo ndo avaliou a relagdo
clinico epidemiologica destes pacientes com a tipagem molecular das cepas prevalentes.
Bolmfeldt er al. (Blomfeldt, 2016) em estudo populacional prospectivo na Noruega
descreveram caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, desfecho para infec¢des de corrente
sanguinea por S aureus além de analisar associagdo entre linhagens clonais de S aureus e
mortalidade. Encontraram associacgdo entre o gendtipo CC30 e mortalidade. (Blomfeldt, 2016)
Sit et al. (2018) (Sit, 2018) avaliaram caracteristicas clinicas, fenotipicas quanto a testes de
sensibilidade antimicrobiana e genotipicas para pulsotipos, complexos clonais e presencga de

cassetes carreadores de genes de resisténcia e fatores de viruléncia em bacteremias por S
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aureus meticilino resistentes (MRSA) investigando fatores de risco para mortalidade em
estudo de coorte retrospectivo realizado em hospital tercidrio de ensino na Malasia. Entretanto,
os resultados ndo mostraram correlagdo estatisticamente significativa entre caracteristicas
fenotipicas, genotipicas e mortalidade. (Sit, 2018)

Heilmann descreve a capacidade de formagdo de biofilmes por Staphylococcus coagulase
negativo (SCoN) relacionada a presenga de genes envolvidos na adesdo, maturacdo e
disseminagdo destas estruturas complementado os achados de correlacdo entre manutencao de
dispositivos invasivos e pior desfecho clinico em bacteremias por estes patogenos. (Heilmann,
2018) (Park, 2015)

Através de estudo de amostra por conveniéncia de isolados de Staphylococcus spp. em
hemocultura, analisou-se a associagdo entre caracteristicas moleculares destas espécies e
clinico-epidemioldgicas em hospital terciario publico da cidade do Recife entre janeiro de

2016 e fevereiro de 2017.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 INFECCAO DE CORRENTE SANGUINEA

Infeccdo de corrente sanguinea (ICS) ¢ caracterizada pela presenga de um microrganismo em
uma ou mais hemoculturas a qual provoca resposta inflamatdria (Lisowska-Lysiak, 2021).
Pode ser relacionada a assisténcia a saude com inicio em ambiente hospitalar quando
identificada a partir de 48h de internagdo, relacionada a assisténcia a saide com inicio na
comunidade quando identificada com menos de 48h de internamento com presenca de fatores
de risco para infec¢do hospitalar ou associada a comunidade quando fatores de risco de
infeccdo hospitalar estdo ausentes (Wang, 2015).

Representa a segunda causa principal de infec¢des relacionadas a assisténcia a satde no Brasil
com densidade de incidéncia de 4/1000 pacientes com cateter central-dia em UTI adulto no
pais. Dados norte americanos apontam reducdo de 50% das infecgdes de corrente sanguinea
relacionadas a cateter venoso central entre os anos de 2008 e 2014 gracas a implementacdo de
medidas de prevengdo e boas praticas corroborando para as carcteristicas previniveis
(Novosad, 2020). Apesar disso, aproximadamente 24.000 casos destas infec¢des foram
notificados no ano de 2017 nos EUA o que refor¢a a importancia de medidas continuas de
prevencao visto que representam importante causa de morbidade e mortalidade variando de
30 a 60% em pacientes portadores de comorbidades severas e internados em unidades de
terapia intensiva respectivamente. (Santoro, 2020) . Um indice muito utilizado como preditor
de risco para mortalidade em bacteremias ¢ o Score Pitt. Este escore pode ser aplicado em
doengas infecciosas por Candida spp., Gram-negativos assim como para Gram-positivos.
Desenvolvido e modificado por pesquisadores da Universidade de Pittsburg, pode variar entre
0 e 14 pontos onde a pontuagdo >= 4 indica maior risco para mortalidade. (Henderson, 2019)
(Al-Hasan, 2020).

Os principais agentes causadores destas infeccdes em UTIs adulto no Brasil em 2019 foram
Staphylococcus coagulase negativo (SCoN) (25%), seguido de Klebsiella pneumoniae (18%)
e Staphylococcus aureus (14%). Perfil microbiologico semelhante foi encontrado em UTIs da
Europa em 2017 conforme relatério anual com a diferengca que Enterococcus spp. ocupou
segundo lugar em frequéncia das ICS e Staphylococcus aureus, quarto lugar (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2019). Entre as ICS nas UTIs brasileiras por

patogenos Gram-positivos, 41% foram causadas por Staphylococcus coagulase negativo
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(SCoN) com mais de 70% destas cepas resistentes a oxacilina e 33 % causadas por
Satphylococcus aureus com 59% destas amostras resistentes a oxacilina (ANVISA, 2020).

Infecgdes por estafilococos impactam o mundo inteiro e ndo somente paises em
desenvolvimento, podendo apresentar uma prevaléncia de 24-79% dos isolados nas infecg¢des
de corrente sanguinea. Os principais fatores de risco para bacteremias por estafilococos sdo
uso de dispositivos invasivos, extremos de idade, presenca de comorbidades e

imunossupressao (Lisowska-Lysiak, 2021).

2.2 STAPHYLOCOCCUS SPP.

O género Staphylococcus representa grupo de microrganismos cocos (ANVISA, 2020)
encontrados isoladamente ou aos pares podendo também ser vistos em formato de cadeia ou
em formacdo em conjunto. Ogston introduziu a denominagdo Staphylococcus, do grego
staphylé, que pode ser traduzido como cacho de uva (Figura 1). Possuem espessa camada de
peptidoglicano na composicao de sua parede celular (90%) a qual pode ser corada em violeta
quando aplicado método de Gram para caracterizag@o fenotipica bacteriana (Smith & Hussey,
2005), ilustrado na Figura 2. Sdo agentes iméveis, ndo formadores de esporos e podem ser
divididos em dois grupos de acordo com a produg¢do de enzimas extracelular coagulase:
estafilococos coagulase-positiva e estafilococos coagulase-negativa (SCoN) (Bennett, 2015).
O primeiro grupo ¢ representado por patdgenos oportunistas dentre os quais inclui-se
Staphylococcus aureus e o segundo grupo ¢ representado por cerca de 40 espécies e
subespécies dos quais os mais associados a infecgdes em humanos sdo S. epidermidis, S.

saprophyticus, S. lugdunensis e S. haemolyticus.

Figura 1 — Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Fonte: CDC (2013).
Figura 2 — Staphylococcus aureus em coloragdo de Gram.
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Fonte: StatPearls Publishing LLC (2021).

Estes microrganismos comumente colonizam a pele e mucosas em humanos e podem causar
infeccdes em diversos sitios como pele, 0ssos, trato urindrio, sistema nervoso central, pulmdes
e corrente sanguinea.

As espécies de S aureus apresentam genes codificadores de adesinas e toxinas envolvidos no
processo de colonizacdo e manifestacdes infecciosas, conferido maior viruléncia quando
comprado com infecgdes por SCoN. Entretanto, a capacidade de formagdo de biofilmes,
principalmente por Staphylococcus epidermidis, ¢ um dos fatores de viruléncia mais
importantes destas espécies. Nao obstante, estudos tém revelado infec¢des graves por SCoN
particularmente em neonatos, imunossuprimidos e usuarios de dispositivos invasivos

(Network, 2021).

23 MECANISMO DE RESISTENCIA

Mecanismos diferentes, concomitantes ou nao, de resisténcia aos antimicrobianos podem estar
presentes em bactérias Gram-positivas como Staphyolococcus spp. Sendo a parede celular
destas bactérias uma espessa camada formada por peptideoglicano, esta estrutura tem
importante funcdo para o processo de divisdo celular bem como para o equilibrio osmolar
com o meio ambiente evitando lise celular (Tavares, 2014). Esta parede ¢ alvo de acdo dos
antimicrobianos notadamente beta lactdmicos e glicopeptideos os quais inibem a produgdo
desta barreira celular desencadeando efeito bactericida. Os principais mecanismos de
resisténcia antimicrobiana encontrados em bactérias Gram-positivas sdo espessamento de
parede celular, modificacdo de alvo de acdo dos antimicrobianos, bombas de efluxo e

producdo de enzimas (SebnemYilmaz, 2017).
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Um modelo de resisténcia antimicrobiana muito estudado e documentado baseia-se na
resisténcia a meticilina por estafilococos. Apds a descoberta em 1928 da penicilina por
Alexander Fleming, seu uso foi liberado em larga escala na segunda Guerra mundial no
tratamento clinico de soldados feridos com relatos dos primeiros casos de Staphylococcus
aureus resistente a penicilina devido a produgdo enzimdtica em 1942. Em contrapartida,
inicia-se na década de sessenta a produg¢do de penicilinas semissintéticas resistentes a
penicilinases como a meticilina e oxacilina. Como forma adaptativa, estafilococos adquiriram
genes de resisténcia a meticilina e outros beta lactdmicos através de cassetes cromosomais
estafilicocicos (SCCmec). Os cassetes cromossomais sdo elementos genéticos moveis
compostos por um complexo de estruturas genéticas responsaveis pela sua classificacdo em
tipos e subtipos. Atualmente sdo descritos 13 tipos de SCCmec (I-XIII), como pode ser visto
na Figura 3. Trés elementos basicos estdo presentes no SCCmec: o complexo gene mec (mecA,
mecB, mecC, mecD, mecE), complexo gene ccr e zonas de juncdo. O gene mecA ¢ muito
disseminado entre espécies de estafilococos e codifica uma proteina ligadora de penicilina
com menor afinidade aos beta lactdmicos conferindo resisténcia a toda classe exceto
ceftarolina e ceftobiprole. Este mecanismo representa a principal forma de resisténcia a
meticilina responsavel pelo surgimento de cepas MRSA causadoras de infec¢des ndo somente
relacionada a assisténcia a saide mas também em infec¢des adquiridas na comunidade.

Infecgdes por MRSA foram relacionadas a ambientes hospitalares (HA-MRSA) no final da
década de 60 associando os casos a fatores de riscos como internamento ou cirurgias recentes,
uso de dispositivos invasivos, hemodialise (Barrett, McGehee, & Finland, 1968) (Brumfitt &
Hamilton-Miller, 1989) . O CDC introduz a definicdo de MRSA adquirido na comunidade
(CA-MRSA) em infec¢des causadas por Staphylococcus aureus em pacientes sem fatores de
risco presentes nos casos de HA-MRSA (Buck, et al., 2005) . Apesar disso, com o aumento da
prevaléncia de isolados de CA-MRSA em ambientes hospitalares reforca-se a importancia da
andlise molecular destes microrganismos para caracterizacdo epidemioldgica (Tickler,
Goering, Mediavilla, Kreiswirth, & Tenover, 2017) (Lakhundi S, 2018) . Enquanto HA-
MRSA tem sido descritos como principais agentes causadores de infec¢des de corrente
sanguinea relacionadas a assisténcia a saide, CA-MRSA sdo descritos como causadores de
infeccdes de pele e partes moles e pneumonias graves em pacientes jovens e sem fatores de
risco para infecgdes relacionadas a assisténcia a satde. A presenca de SCCmec tipos IV e V
confere aos CA-MRSA fenoétipo de resisténcia microbiana de menor espectro por carrearem
apenas o gene mecA o que difere dos HA-MRSA nos quais podem ser encontrados SCCmec

tipos I e III conferindo resisténcia a beta lactdmicos e ndo beta lactimicos (Lakhundi S, 2018).
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Além disso CA-MRSA apresentam importantes fatores de viruléncia, dos quais destaca-se a
leucocidina de Panton-Valentine (PVL) causadora de lise leucocitaria relacionando-se a
formagdo de abscessos e pneumonias necrotizantes (Otto, 2010).

Com o aumento da prevaléncia de MRSA e uso em maior escala de glicopeptideos como
opgdes terapéuticas, foi descrito em 1997 pela primeira vez S. aureus com suscetibilidade
intermedidria a vancomicina (VISA) e em 2002 o primeiro caso de resisténcia a vancomicina
(VRSA) (Shariati, et al., 2020). Hiramatsu, por sua vez, descreve em 1997 o conceito de
resisténcia heterogénea a vancomicina (hVISA) como um estadgio precursor para resisténcia
intermediaria onde subpopulagdes de células (uma em cada 10°-10°) apresentam niveis
variados de suscetibilidade a vancomicina (Hiramatsu , et al., 1997). Alteracdes genéticas no
metabolismo e na estrutura da parede celular encontrada em cepas hVISA/VISA sao
responsaveis pela resisténcia aos glicopeptideos. De forma geral ocorre um espessamento da
parede celular associada a uma diminuicdo das ligacdes cruzadas entre as cadeias do
peptideoglicano com maior exposi¢do do sitio de ligagcdo destes antimicrobianos na cada mais
externa da parede celular, impedido o alcance destes antimicrobianos até a membrana celular
(Mirza, 2017). Diferentemente, a resisténcia em isolados VRSA se da com a aquisi¢ao do
gene vanA através da transferéncia horizontal do transposon Tn/546 presente em
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina permitindo a sintese de peptidoglicanos
modificados com afinidade reduzida para este glicopeptideo (Mirza, 2017) (Yushchuk ,
Binda , & Marinelli , 2020) .
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Figura 3 — Tipos de SCCmec.
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Fonte: Lakhundi S, Zhang K. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus: Molecular Characterization,
Evolution, and Epidemiology. Clin Microbiol Rev. 2018.

24 INFECCOES POR STAPHYLOCOCCUS SPP.

Colonizacdo e/ou infec¢do prévia por MRSA, doenca renal cronica, internamento hospitalar
ou cuidados com a satde intradomiciliares representam fatores de riscos para infec¢des por
MRSA. Fatores multivariados como idade, comorbidade, resisténcia a oxacilina foram citados
como fatores de risco para mortalidade por ICS por MRSA (Blomfeldt et al.). Além do
impacto na morbimortalidade, os custos estimados para estes eventos com alto potencial
preventivo ficam em torno de 7.906 a 89.866 dodlares americanos (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, 2017). Nos Estados Unidos o custo hospitalar com estas infec¢des ficou
em torno de 1,7 bilhdes de dolares americanos em 2017. (CDC, Antibiotic Resistance Threats
in the United States , 2019). Desta forma, terapia precoce oferece melhor chance de resposta
clinica desde que direcionada conforme perfil de sensibilidade bacteriana (Wi, 2018) (Park,

2015).
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Relatorio norte americano do CDC sobre ameaca de resisténcia antimicrobiana, mostra queda
anual estimada de 17% nas infec¢des de corrente sanguinea por MRSA entre 2005 e 2016
sem mudangas significativas na taxa de prevaléncia de bacteremias causadas por MRSA entre
2018 e 2019 conforme Relatorio Nacional de infec¢des Relacionadas a Assisténcia em Satde
de 2019. (CDC, Antibiotic Resistance Threats in the United States , 2019) (Division of
Healthcare Quality Promotion, 2021). Outros paises como Franga e Inglaterra também tém
relatado queda na incidéncia de ICS por MRSA resultante de medidas preventivas para
infec¢cdes por MDR como uso racional de antimicrobianos, instituicdo de pacotes de medidas
de insercdo e manuten¢do de cateteres vasculares bem como rastreio para descolonizagdo
(Rodrigo E. Mendes, 2018).

Apesar de considerados patégenos de baixa viruléncia e os dados para mortalidade associada
infeccdo de corrente sanguinea por estafilococos coagulase negativa (SCoN) serem
conflitantes, o uso de dispositivos invasivos, presen¢a de neutropenia e valores maiores para
score Pitt de bacteremia parecem se relacionar com piores desfechos (Park, 2015). Além disso
SCoN representam importante reservatorio de elementos genéticos moéveis contendo

informagdes para resisténcia antimicrobiana ou ao sistema imune e fatores de viruléncia.

2.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE STAPHYLOCOCCUS SPP.

A biologia molecular tem contribuido na caracterizagdo genotipica bacteriana trazendo o
conhecimento de caracteristicas quanto a viruléncia, resisténcia antimicrobiana com producao
de biofilmes bem como a possibilidade de avaliar prevaléncia local de grupos geneticamente
similares e andlise de disseminagdo clonal entre diferentes regides. Linhagens de espécies
resistentes a meticilina podem ser identificadas por métodos moleculares como eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE) e tipagem por cassete cromossomal estafilocdcico
(SCCmec) possibilitando analise epidemiologica e rastreio de surtos. (Lakhundi S, 2018).

A técnica de PFGE ¢ um exemplo utilizado para andlise epidemiologica notadamente em
ambito local (Cookson, 2007). Consiste na separagdo de grandes moléculas de DNA por uma
enzima apos a lise de células bacterianas embebidas em placa da agarose e submetida a um
campo elétrico alternado entre eletrodos distintos. As imagens em gel obtidas sdo analizadas
por software, ¢ feita a interpretagdo conforme padrdes encontrados e analisados a relagao
clonal (B.K., 2015). De acordo com Tenover, quatro categorias podem ser utilizadas como

critérios de interpretacdo na andlise epidemioldgica de isolados por PFGE: padrdao
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indistinguivel, relacionado, possivelmente relacionado ou ndo relacionado. (Tenover, 1995;
Lisowska-Lysiak, 2021)

Com o advento da tipagem sequencial multi locus (MLST) no ano 2000, foi possivel realizar
sequenciamento genético com maior poder discriminatério de cepas bacterianas com
classificagdo em diferenes complexos clonais. Utilizando estas técnicas, Arias descreveu
epidemiologia molecular e filogenética de bacteremias por Staphylococcus aureus em estudo
multicéntrico realizado em nove paises da América Latina. Concluiu que a substitui¢do clonal
¢ comum e que ¢ importante a identificacdo de novas linhagens de espécies para contribuir na
defini¢do de abordagens terapéutica especificas para infeccdes por MRSA. (Arias, 2017)

A partir de entdo alguns estudos foram realizados com o objetivo de analisar correlagdo entre
os diferentes tipos clonais e desfecho clinico (David, 2019). Souli et al. avaliaram a
prevaléncia epidemiologica e o impacto do tipo clonal no desfecho clinico e complica¢des em
bacteremias por MRSA e MSSA. Foi identificado que a cepa USA300 (MLST CCS8) foi
associada a infec¢des mais complicadas (Souli M, 2019). Estudo realizado em Atlanta
mostrou risco aumentado para mortalidade em infec¢des de corrente sanguinea por esta cepa,
diferentemente do que foi relatado em estudo canadense (RR, 2010) (AE, 2016).

Andlise de sequenciamento genético de SCoN contribuiram para definicdo de fatores de
viruléncia para estes patégenos (Argemi, 2019). Desta forma, anélise de associagdo entre
complexos clonais e caracteristicas clinicas e epidemioldgicas em bacteremias também pode

trazer novas contribui¢des na terapia e medidas de prevencao de infecgdes por estas espécies.
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3 HIPOTESE

Existe associa¢do entre o desfecho clinico (6bito) e caracteristicas epidemiologicas (idade,
sexo, comorbidades, uso de cateteres vasculares) e microbiologicas quanto ao fendtipo de
resisténcia antimicrobiana para oxacilina e tipagem molecular nas infec¢des de corrente
sanguinea por Staphylococcus spp. isolados em hemoculturas no periodo de Janeiro de 2016 a

Fevereiro de 2017 em Hospital terciario de Pernambuco.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe associa¢do entre o desfecho clinico (6bito) e caracteristicas epidemiologicas (idade,
sexo, comorbidades, uso de cateteres vasculares) e microbiologicas quanto ao fendtipo de
resisténcia antimicrobiana para oxacilina e tipagem molecular nas infec¢des de corrente
sanguinea por Staphylococcus spp. isolados em hemoculturas no periodo de Janeiro de 2016 a

Fevereiro de 2017 em Hospital tercidrio de Pernambuco?
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a existéncia de associagdo entre desfecho clinico (6bito), caracteristicas
epidemiologicas (idade, sexo, comorbidades, uso de cateteres vasculares) e microbiologicas
quanto ao fendtipo de resisténcia antimicrobiana para oxacilina e tipagem molecular para a
presencga de genes de resisténcia mecA e tipos clonais identificados por PFGE nas infecgdes
de corrente sanguinea por Staphylococcus spp. em hospital terciario de Pernambuco entre

janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

52 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os casos de infec¢des de corrente sanguinea por Staphylococcus spp.
quanto aos aspectos epidemioldgicos para idade, sexo, comorbidades, uso de cateteres
vasculares.

e Avaliar prevaléncia de Staphylococcus spp. quanto as caracteristicas microbiologicas
para fendtipo de resisténcia antimicrobiana a antibioticos de primeira linha.

e Avaliar prevaléncia de Staphylococcus spp. quanto as caracteristicas microbiologicas
para tipagem molecular quanto a presenca de genes de resisténcia mecA e tipos clonais
por PFGE.

e Caracterizar os casos de infec¢des de corrente sanguinea por Staphylococcus spp.
quanto aos aspectos clinicos para resposta terapéutica e obito.

e Avaliar correlagdo entre aspectos epidemioldgicos para idade, sexo, comorbidades,
uso de cateteres vasculares e caracteristicas microbiologicas para tipagem molecular
quanto a presenga de gene de resisténcia mecA e tipos clonais por PFGE.

e Avaliar associacdo entre aspectos clinicos, microbioldgicos para tipagem molecular
quanto a presenca de genes de resisténcia mecA e tipos clonais por PFGE com resposta

terapéutica ou Obito.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo observacional analitico do tipo corte transversal.

6.2 POPULACAO DO ESTUDO

Isolados clinicos bacterianos de Staphylococcus spp. identificados em bacteremias de
pacientes em qualquer faixa etdria e ambos os sexos, processados na rotina do laboratorio de
microbiologia clinica do Hospital das Clinicas / UFPE no periodo de Janeiro de 2016 a

Fevereiro de 2017.

6.3 LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram coletados de prontudrios disponiveis no Servigo
de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) do Hospital das Clinicas/UFPE), localizado na
cidade de Recife/PE no periodo de Janeiro de 2016 a Fevereiro de 2017. O hospital
universitario presta atendimentos a saide em nivel terciario e dispde de 418 leitos, dos quais
10 leitos sdo de Unidade de Tratamento Intensivo adulto/UTI cirargica e 20 leitos de UTI
neonatal/Unidade de Cuidados Intensivos. A média de internamentos mensal ¢ de 748
admissdes e sdo realizadas cerca de 547 cirurgias (EBSERH, 2020). A defini¢do diagndstica
dos casos de infec¢do de corrente sanguinea baseou-se nos critérios recomendados pela

ANVISA (ANVISA, 2020).

6.4 DEFINICAO DE TERMOS

Definiu-se como infeccdo de corrente sanguinea a presenca de microrganismo vidvel na
corrente sanguinea identificada através de uma ou mais hemoculturas, ndo estando
relacionada a outro foco infeccioso.

6.5 ISOLADOS BACTERIANOS

Em amostra por conveniéncia foram analisadas 50 hemoculturas coletadas em pacientes de
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qualquer faixa etaria assistidos em hospital terciario de Pernambuco no periodo de janeiro de
2016 a fevereiro de 2017 com isolados de Staphylococcus spp., conforme Figura 4. Os dados
microbiologicos foram obtidos através de banco de dados extraidos de projeto de dissertagao
de Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Satide (Andrade, 2018). Do total de amostras,
6 ndo preencheram critérios para infeccdo de corrente sanguinea tornando elegiveis para a
pesquisa 24 isolados pertencentes a espécie Staphylococcus aureus e 20 isolados de
Sataphylococcus coagulase negativa. Para a identificacdo da espécie bacteriana e
suscetibilidade antimicrobiana foram realizadas provas bioquimicas fenotipicas (catalase,
coagulase) e anélise por metodologia automatizada Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy L'Etoile,

France) no Laboratorio de Microbiologia Clinica do Hospital das Clinicas de Pernambuco.
(Andrade, 2018).

Figura 4 — Identificag@o de espécias de Staphylococcus spp. em amostras de hemoculturas de pacientes

internados em hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.
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Fonte: A autora (2021).

Os isolados foram reprocessados no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE) para confirmagdo da espécie por espectrometria de massa MALDI-TOF e pelo
sistema MALDI Biotyper system versdo 2.0 (Bruker Daltonics) (Angeletti, 2019).
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Foi realizado teste de suscetibilidade antimicrobiana com determinacdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM) para agentes antimicrobianos de primeira linha para tratamento de
infec¢des causadas por Staphylococcus spp. (oxacilina, cefoxitina, vancomicina) e avaliadao
por microdiluicdo em caldo. Os isolados foram classificados como sensiveis, intermediarios
ou resistentes a cada droga testada, de acordo com os critérios estabelecidos pelo documento
M100-S28 do Clinical and Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2018) e BrCAST.

Feito pesquisa de cassete cromossomal relacionada a resisténcia a meticilina e presenca do
gene mecA codificadores de resisténcia a beta lactdmicos por técnica de PCR multiplex. A
amplificacio foi realizada no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia). Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose e visualizados apos revelagdo com SYBR Safe DNA Gel Stain (Sigma—Aldrich,
USA).

A avaliagdo da relacdo genética entre os isolados foi feita pelo padrao de restricdo genomico
em eletroforese em campo pulsatil (Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE) utilizando-se

enzima de restri¢ao Smal.

6.6 CATEGORIZACAO DE VARIAVEIS
6.6.1 Variaveis independentes

6.6.1.1 Aspectos clinicos epidemiolégicos

Variavel Defini¢cao Conceitual Definicao Categorizacao
Operacional
Sexo Distin¢do anatdmica e Registro em ficha 1- Feminino
biologica referentes a cadastral de 2- Masculino
elementos do corpo como prontuario referido
genitalias e aparelho pelo paciente.
reprodutivo.

Variavel qualitativa nominal

dicotdmica.

Idade Periodo de tempo entre a Idade quantificada | Mediana

data do nascimento e a data | em anos completos.




Rl

Variavel quantitativa

continua
Comorbi- | Presenga de duas ou mais Presenca de outra Sim
dades doengas no mesmo paciente | doenga registrada Nao

que podem influenciar o pelo médico

status imunologico, resposta | assistente no

terapéutica e o desfecho prontuario ou

clinico das infecgdes: referida pelo

1. Diabetes mellitus paciente

2. Insuficiéncia renal

cronica

3. Hipertensao arterial

sistémica

4. Pessoas vivendo com

HIV (PVHLV)

5. Neoplasia

Variavel qualitativa

nominal.
Dispositi- | Dispositivos utilizados na Registro de Sim
vos assisténcia a satde, presenca de Nao
invasivos | caracterizados por romper dispositivo

barreiras naturais do invasivo.

organismo, penetrando em
cavidades ou em tecidos
estéreis (ZACARKIM,
V.M.; SCUSSIATO, 2016):
1. Cateter venoso central:
cateter utilizado para
infusdo, coleta de amostra
sanguinea ou
monitoramento

hemodinamico, cuja

28
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terminacdo esta posicionada
proxima ao coragao ou em
um grande vaso. Sao
considerados grandes vasos:
aorta, artéria pulmonar,
veias cavas, veias
braquicefilicas, veias
jugulares internas, veias
subclavias, veias iliacas
externa e comum, veias
femorais e, em neonatos,
cateter umbilical venoso ou

arterial. (ANVISA 2017)

6.6.1.2 Aspectos microbiologicos

Variavel Defini¢ao Defini¢do Operacional Categoratizacio
Conceitual
Perfil de Perfil fenotipico dos | Determinacdo da 1. Multissensivel
sucetibilidade | isolados bacterianos | sucetibilidade dos isolados | 2. OXA'S
de sensibilidade aos | aos antimicrobianos de 3. OXAR
antimicrobianos. acordo com as 4. VANCOS
Variavel qualitativa | recomendag¢des do CLSI, a 5. VANCOR

nominal.

partir de testes de
sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA):

1. Multissensivel: isolados
sensiveis a todos os
antimicrobianos testados
2. OXA S: isolados
sensiveis a oxacilina

3. OXA R: isolados

resistentes a oxacilina
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4. VANCO S: isolados
sensiveis a vancomicina
5. VANCO R: isolados

resistentes a vancomicina

Relacio clonal

entre os

isolados de

Clones sao
conjuntos de

isolados que

Avaliar a relacdo clonal
entre os isolados de

Staphylococcus spp. de

Staphylococcus | possuem 0 mesmo acordo com PFGE e
spp. genoma.ise! genotipo (PCR).
Variavel qualitativa
nominal.
6.6.2  Variaveis dependentes
Variavel Defini¢do Conceitual | Definicio Operacional | Categorizacio
Cura Término do tempo de Identificar em prontuario | Sim
Clinica tratamento, associado a | evolugdo médica com Nao
suspensao da prescricdo | melhora clinica e
de antimicrobianos pela | laboratorial, além da
melhora clinica do suspensao de
paciente. antibioticoterapia.
Variavel qualitativa
dicotomica.
Obito por | Obito resultante da Verificar em prontuario | Sim
infec¢io infec¢do por se a bacteremia foi a Nao

Staphlococcus spp.
Variavel qualitativa

dicotdmica.

causa do ébito.

6.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os dados obtidos foram processados nos softwares de andlise estatistica, SPSS Statistics,

versdo 25 para Windows (IBM Corporation, Amonk, NY, EUA) e GraphPad Prism 6
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(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). As frequéncias absolutas e relativas das
variaveis qualitativas, bem como os valores de mediana e intervalo interquartil da variavel
quantitativa “Idade”, foram determinados de acordo com a aplicabilidade. Devido ao n
amostral limitado, foi aplicado o teste exato de Fisher como teste estatistico para verificacdo
do nivel de significancia entre os grupos. Para a comparacdo clinica, epidemioldgica e
genotipica com o desfecho clinico das infec¢des, foram calculadas a razdo de prevaléncia (RP)
¢ o intervalo de confianga de 95% (IC 95%). Foram considerados estatisticamente

significantes os resultados com valor de p < 0,05.
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7 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi submetido a0 Comité de Etica em pesquisa do HC de acordo com resolugéo n°
466/12 CNS, sendo iniciada a coleta ap6s anuéncia do comité. Este trabalho esta inserido em
um projeto de pesquisa que abrange a vigilancia microbiologica clinico e epidemioldgica da

resisténcia bacteriana no Hospital das Clinicas — CAAE 31641120.8.0000.8807.
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8 RESULTADOS
8.1 ARTIGO - Caracterizagdo molecular de Staphylococcus spp. e andlise de associagdo
clinica, epidemioldgica e mortalidade em bacteremias em hospital terciario de

Pernambuco

RESUMO

INTRODUCAO

Pesquisas em andlise de associa¢do entre caracteristicas moleculares e desfecho clinico em
bacteremias por Staphylococcus spp. t€ém demonstrado resultados conflitantes. Estudo de
corte transversal foi conduzido para avaliar associagdo entre caracteristicas clinicas,

epidemiologicas, moleculares e mortalidade em bacteremias por espécies deste género.

METODOLOGIA

Foram analisadas 44 amostras de hemoculturas positivas de pacientes de qualquer faixa etaria
e sexo internados em hospital terciario de Pernambuco entre janeiro de 2016 e fevereiro de
2017. Os dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos por revisdo de prontudrio médico. A
confirmagdo das espécies foi realizada por espectrometria de massa MALDI-TOF e
classificagdo molecular em grupos por eletroforese em campo pulsétil (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis - PFGE). Com a técnica de PCR multiplex identificaram-se os cassetes
cromossomais para presenca de genes mecA. A analise da associagdo entre as variaveis foi
realizada através do célculo da razdo de prevaléncia aplicando o teste exato de Fisher para
verificagdo do nivel de significancia e considerado p valor < 0,05 com intervalo de confianca

de 95%.

RESULTADOS

Entre os obitos (n=19), houve prevaléncia no sexo feminino (n=13; 68%), acima de 45 anos
(n=14; 74%), dentre os quais 78% usaram cateter venoso central. Houve associacdo entre os
obitos e o grupo molecular D (37%; p=0,03). Embora razao de prevaléncia de mortalidade de

2,5 (IC 95% 1,3-4,3; p= 0,01) em portadores de neoplasia, ndo foi encontrada associagdo
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entre esta caracteristica clinica e os diferentes grupos de isolados de Staphylococcus spp.

identificados por técnica molecular de PFGE.

CONCLUSAO

Embora ndo tenha sido encontrada associa¢do entre grupos de similaridade molecular
avaliadas por PFGE e caracteristicas clinicas e epidemiologicas, a mortalidade em infecgdes
por Staphylococcus spp. foi significativa entre pacientes portadores de neoplasias e cateter

venoso central.

PALAVRAS- CHAVE

Staphylococcus sp., bacteremia, mortalidade, caracteristicas clinicas, PFGE

INTRODUCAO

Infeccdo de corrente sanguinea relacionada a cateter venoso central representa a segunda
causa principal de infecgdes relacionadas a assisténcia a satide no Brasil'. Recente estudo com
pesquisa de fatores relacionados ao hospedeiro como idade avangada, comorbidades e uso de
dispositivos invasivos mostrou risco para pior desfecho clinico em infecgdes por
Staphylococcus spp.>®. A analise molecular destes patogenos trouxe elucidagdes quanto a
presenga de fatores de viruléncia, produgdo de biofilmes ou mecanismos de escape aos efeitos
do sistema imune e a identificagdo de complexos clonais e poderia contribuir na pesquisa de
correlacdo entre as caracteristicas moleculares dos clones prevalentes de uma regido com
aspectos clinicos, epidemiologicos e desfecho de infecgdo.

Estudo populacional prospectivo na Noruega encontrou associa¢do entre linhagens clonais e
mortalidade em infe¢des de corrente sanguinea por S aureus®. Entretanto, na Malasia ndo se
verificou associagdo entre fatores clinicos, epidemiologicos, moleculares e mortalidade em
bacteremias por Staphylococcus aureus meticilino resistentes (MRSA)’. Em relagdo a
América Latina, um estudo envolvendo nove paises analisou prevaléncia clonal de S aureus
em pacientes com bacteremia identificando substituicdo do clone endémico brasileiro (BEC)
pela linhagem USA 1003,

Os resultados conflitantes quanto as analises de correlagdo entre caracteristicas moleculares e

desfecho clinico nestas infecgdes bem como os relatos voltados para prevaléncia clonal destas
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cepas ainda sdo pouco elucidativos quanto aos fatores de risco nestas infec¢des. No Brasil,
estudos de prevaléncia de cepas de Staphylococcus spp. quanto as caracteristicas moleculares
sdo mais frequentes como o descrito nos estados do Rio de Janeiro € Minas Gerais®’.

O objetivo desta pesquisa foi analisar associacdo entre caracteristicas moleculares, clinicas e
epidemiologicas com desfecho clinico para infecgdes de corrente sanguinea por
Staphylococcus spp. o que poderia trazer novas contribui¢gdes na terapia e medidas de

prevencao de infecgdes por estas espécies.

METODOLOGIA

Estudo observacional analitico do tipo corte transversal avaliou a existéncia de associagdo
entre as caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e microbioldgicas quanto ao fenotipo de
resisténcia e tipagem molecular nas infec¢gdes de corrente sanguinea por Staphylococcus spp.
em hospital terciario de Pernambuco entre janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

Foram analisadas 50 amostras de hemoculturas de pacientes internados de qualquer faixa
etaria e sexo com isolados de Staphylococcus spp. A definicdo diagnodstica dos casos de
infeccdo de corrente sanguinea baseou-se nos critérios do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC/USA)?®,

As variaveis relacionadas ao desfecho clinico (6bito) e epidemioldgicos (idade, sexo,
comorbidades, uso de cateteres vasculares) foram coletadas de prontudrios disponiveis no
Servigo de Arquivo Médico (SAME).

Para a identificagdo da espécie bacteriana e suscetibilidade antimicrobiana foram realizadas
provas bioquimicas fenotipicas (catalase, coagulase) e andlise por metodologia automatizada
Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France).

Os isolados foram reprocessados pelo sistema MALDI Biotyper system versao 2.0 (Bruker
Daltonics)’ para confirmagdo das espécies.

A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi obtida para agentes antimicrobianos
recomendados para tratamento de infec¢des causadas por Staphylococcus spp. (oxacilina,
cefoxitina, vancomicina, daptomicina, linezolida) e avaliado por microdiluicdo em caldo de
acordo com as recomendag¢des do Clinical and Laboratory Standards Institute'®.

Os isolados foram classificados como sensiveis, intermedidrios ou resistentes a cada droga
testada, de acordo com os critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards

Institute'! e BrCAST.
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Feito pesquisa de cassete cromossomal para presenca dos genes mecA por técnica de PCR
multiplex. A avaliacdo da relacdo genética entre os isolados foi feita pelo padrao de restri¢ao
gendmico em eletroforese em campo pulsatil (Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE). Na
andlise pela técnica de PFGE o critério aplicado para distingdo dos clones foi o estabelecido
por Tenover segundo o qual os isolados com similaridade igual ou superior a 80% sao
considerados geneticamente relacionados'?.

Os dados obtidos foram processados nos softwares de andlise estatistica, SPSS Statistics,
versdo 25 para Windows (IBM Corporation, Amonk, NY, EUA) e GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). As frequéncias absolutas e relativas das
variaveis qualitativas, bem como os valores de mediana e intervalo interquartil da variavel
quantitativa “Idade”, foram determinados de acordo com a aplicabilidade. Foi aplicado o teste
exato de Fisher como teste estatistico para verificacdo do nivel de significancia entre os
grupos. Para a comparagdo clinica, epidemioldgica e genotipica com o desfecho clinico das
infeccodes, foram calculadas a razdo de prevaléncia (RP) e o intervalo de confianca de 95%
(IC 95%). Foram considerados estatisticamente significantes os resultados com valor de p <
0,05.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa sob CAAE 31641120.8.0000.8807.

RESULTADOS

Entre as 50 amostras de hemoculturas analisadas, 44 preencheram critérios de infec¢dao de
corrente sanguinea!’. Vinte e trés amostras (52%) foram obtidas de pacientes do sexo
feminino. A mediana calculada para a idade foi de 53 anos (P25-75% 33-70). Nefropatia
(n=24; 54%), hipertensdo (n=22; 50%) e neoplasia (n=12; 27%) foram as principais
comorbidades encontradas no estudo conforme Tabela 1.

Os isolados da espécie Staphylococcus aureus representaram 54% (n=24) das amostras
analisadas. Todas as espécies encontradas foram sensiveis a vancomicina entretanto, quando
se analisou o perfil de sucetibilidade para oxacilina, apenas 3 isolados (15%) entre
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) mostraram-se sensiveis comparados a 12 isolados
(50%) de S aureus.

Na pesquisa molecular observou-se prevaléncia da presenga do cassete cromossomico mec
(SCCmec) 1V (20%), seguido de SCCmec 11 18%. Foram encontrados cinco grupos de
similaridade (A-E) cada um com 8 a 12 bandas. Treze amostras (29%) representaram o grupo

A e 11 (25%) grupo D. Em 82% dos isolados do grupo D foram identificados a presenga do
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gene mecA. A Figura 5 e a Figura 6 demonstram os padrdes de bandas obtidas por PFGE dos

isolados de Staphylococcus aureus e SCoN e a Fonte: A autora (2021).

Tabela 2 mostra a frequéncia do gene mecA encontrado nos pulsotipos.

Tabela 1 — Caracteristicas clinico-epidemiologicas dos pacientes com infec¢des de corrente sanguinea em

hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.

Caracteristicas n=44 %
Epidemioldgicas
Idade (mediana, P»s-P7s) 53 (33,2-69,5)
Sexo
Feminino 23 (52,3)
Masculino
Clinicas 21 (47,7)
DM 10 (22,7)
Nefropatia 24 (54.5)
HAS 22 (50,0)
Neoplasia 12 (27,3)
Tabagismo 13 (29,95)
HIV 5 (11,4)
LES 2 45
DPOC 3 (6,8
Acesso venoso central 29  (65,9)
Antibioticoterapia 38 (86,4)
Bacteremia recorrente 12 (27,3)
Alta 24 (54,5)
Obito em 30 dias 19 (43,2)
PITT score
0 27  (61,4)
1 3 (6,8
2 2 45
3 2 45
5 2 45
6 2 45
8 2 45
10 1 (23
NT 3 (6,8

Fonte: A autora (2021).
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Figura 5 — Dendograma com padrdes de bandas obtidas por PFGE para isolados de Staphylococcus aureus em
hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 ¢ Fevereiro/2017.
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Fonte: A autora (2021),

Figura 6 — Dendograma com padrdes de bandas obtidas por PFGE para isolados de Staphylococcus coagulase
negativa em hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.
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Fonte: A autora (2021).



39

Tabela 2 — Prevaléncia de Staphylococcus spp. quanto a presenga de gene mecA por grupo de similaridade
genética em hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.

mecA
Grupo Pfu(];)E mecA NT
n % n %

A

(n=13) A3 3 (333 1 (25,0)
A4 0 (0,0 1 (25,0)
AS 1 (11,1) 0 (0,0
A6 1 (11,1) 1 (25,0)
A7 2 (22,2) 0 (0,0
A9 1 (11,1) 1 (25,0)
A10 1 (11,1) 0 (0,0)

B

(n=8) B1 2 (28,6) 0 (0,0)
B2 1 (14,3) 0 (0,0)
B4 1 (14,3) 0 (0,0)
B5 1 (14,3) 0 (0,0)
B7 1 (14,3) 0 (0,0)
B8 1 (14,3) 1 (100,0)

C

(n=7) C1 0 (0,0 1 (25,0)
C2 1 (33,3) 1 (25,0)
C3 1 (33,3) 0 (0,0)
C5 0 (0,0) 1 (25,0)
Cé6 0 (0,0) 1 (25,0)
C8 1 (33,3) 0 (0,0)

D

(n=11) D1 3 (333) 0 (0,0)
D2 3 (333) 0 (0,0)
D3 0 (0,0 2 (100,0)
D4 2 (22,2) 0 (0,0)
D5 1 (11,1) 0 (0,0

Em=3) E 1 (100,0) 0 (0,0)
El 0 (0,0 1 (50,0)
E2 0 (0,0 1 (50,0)

NT

(n=2) NT 2 (100,0) 0 (0,0

Fonte: A autora (2021).

Entre os obitos (n=19; 43%), o total de 14 pacientes (78%) fizeram uso de dispositivo
invasivo (cateter venoso central) com razao de prevaléncia (RP) de 1,7 (IC 95% 0,68-4,19, p=
0,3). A maioria dos 6bitos ocorreu em pacientes com idade >45 anos (74%) com razdo de
prevaléncia de 1,98 comparando-se o sexo feminino e masculino (IC 95% 0,9-4; p = 0,07).
Entre os sete pacientes com Pitt score >= 4, seis evoluiram para 6bito. Na Tabela 3 descreve-
se a comparagao clinica, epidemioldgica e molecular com o desfecho clinico nas infec¢des de
corrente sanguinea por Staphylococcus spp. na populagdo estudada.

A razdo de prevaléncia de mortalidade foi de 2,5 (IC 95% 1,3-4,3; p=0,01) em pacientes

portadores de neoplasias. A mortalidade no grupo de isolados de espécies do grupo A foi de
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10% (n=2) e no grupo D foi de 37% (n=7) com RP de 4,1 quando se compararam estes dois
grupos (p=0,03). Na andlise de associacdo das caracteristicas clinico epidemiologicas e
grupos de similaridade molecular encontrou-se p>0,05 quando aplicado o teste exato Fischer

para estas variaveis, de acordo com a Tabela 4.

Tabela 3 — Comparagao clinica, epidemiologica, moleculares com o desfecho clinico das infec¢des de corrente

sanguinea por Staphylococcus spp. em hospital terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.

Obito em 30 dias
Caracteristicas Sim (n=19) Nio (n=25) RP IC 95% p*
n % n %
Idade
>45 anos 14 (73,7) 14 (56,0) 1,60 0,71-3,62 0,344
0-45 anos 5 (263) 11 (44,0
Sexo
Feminino 13 (63,4) 10 (40,0) 1,98 0,92-4,25 0,076
Masculino 6 (3L6) 15 (60,0)
Comorbidades
DM 4 (23,5 6 (24,0) 0,98 0,41-2,34 1,000
Nefropatia 9 (52,9 15 (60,0) 0,84 0,41-1,75 0,755
HAS 11 (64,7) 11 (44,0 1,67  0,76-3,67 0222
Neoplasia 9 (50,0) 3 (12,9) 2,50 1,32-4,29 0,014
Tabagismo 8 (533) 5 (23,9) 2,02 0,95-4,29 0,090
HIV 3 (16,7) 2 (8,0) 1,52 0,67-3,44 0,634
LES 0 (0,0 2 (8,0) 0,38 0,03-4,86 0,456
DPOC 2 (10,5) 1 (4,0 1,61 0,67-3,87 0,570
Acesso venoso central 14 (77,8) 15 (60,0) 1,69 0,68-4,19 0,325
Antibioticoterapia 16 (88,9) 22 (91,7) 0,84 0,29-2,40 1,000
Bacteremia recorrente 9 (64,3) 3 (13,6) 3,60 1,55-8,38 0,003
Grupo
D 7 (36,8) 4 (16,0) - - -
A 2 (10,5) 11 (44,0) 414 1,07-1597  0,039!
B 5 (26,3) 3 (12,0 1,02 0,51-2,05 0,959
C 4 (21,1 3 (12,0 1,11 0,51-2,43 0,787
E 0 (0,0 3 (12,0 5,00 0,36-69,34  0,230'
SCCmec
v 2 (10,5) 1 (4,0 - - -
II 3 (15,8) 5 (20,0 1,78 0,54-5,90  0,347%
III 1 (53) 1 (4,0 1,33 0,27-6,60  0,724%
IVa 2 (10,5) 3 (12,0 1,67 0,44-6,36  0,455°
IVe 0 (0,0 1 (4,0 2,50 0,20-30,9  0,475%
\ 0 (0,0) 5 (20,0 7,50 0,47-118  0,152?

RP: Razdo de prevaléncia. *Teste Exato de Fisher excluindo os ndo testados; 'Teste Exato de Fisher utilizando
o pulsotipo D como risco (referéncia). *Teste Exato de Fisher utilizando SCCmec IV como risco (referéncia).
Fonte: A autora (2021).
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Tabela 4 — Comparagdo das caracteristicas clinico epidemioldgicas e tipagem molecular nas infecgdes de corrente sanguinea por Staphylococcus spp. em hospital

terciario de Pernambuco entre Janeiro/2016 e Fevereiro/2017.

Grupo . x N N
e — — = — — p p p p
Caracteristicas An (n 0IA)3) ﬁ (n 0/80) ﬁ (n 0/Z) ]I), (n 0/11) 1;31 (n 02) (AxB) (AXC) (AxD) (AXE)
Idade
>45 anos 8 (61,5) 5 (625) 5 (71,4) 8 (72,7) 2 (66,7) 1,000 1,000 0,679 1,000
0-45 anos 5 (38)9) 3 (37.9) 2 (28,6) 3 (27,3) 1 (33,3
Sexo
Feminino 7 (53.,8) 4 (50,0) 4 (57.1) 7 (63,6) 1 (33,3 1,000 1,000 0,697 1,000
Masculino 6 (46,2) 4 (50,0) 3 (429 4 (36,4) 2 (66,7)
DM 2 (154) 2 (25,0) 1 (14,3) 5 (45)9) 0 (0,0) 0,612 1,000 0,182 1,000
Nefropatia 9 (75,0) 4 (50,0) 3 (429 7 (63,6) 1 (33,3) 0,646 0,356 1,000 0,518
HAS 6 (46,2) 2 (25,0) 5 (71,4) 8 (72,7) 1 (33,3 0,399 0,374 0,239 1,000
Neoplasia 2 (154) 2 (25,0) 4 (57,1) 2 (18,2) 1 (33,3 0,612 0,122 1,000 0,489
Tabagismo 4 (30,8) 2 (25,0) 3 (429 2 (18,2) 1 (33,3 1,000 0,651 0,649 1,000
HIV 2 (154) 1 (12,9) 1 (14,3) 0 (0,0 0 (0,0) 1,000 1,000 0,482 1,000
LES 1 (7,7 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0 1 (33,3 1,000 1,000 1,000 0,350
Acesso venoso 9 (69,2) 3 (429 5 (71,4) 9 (818) 0,203 1,000 0,649 1,000
central ’ 2 (66,7

Fonte: A autora (2021).
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DISCUSSAO

No presente estudo observou-se taxa de distribuicao equivalente de Staphylococcus spp. nas
infecgdes de corrente sanguinea por estas espécies com resisténcia a oxacilina de pelo menos
50% entre os isolados. Dados de 2019 apontaram para perfil de sucetibilidade antimicrobiana
semelhante nestes patdgenos em pacientes com infec¢des de corrente sanguinea internados
em UTIs no Brasil mas com prevaléncia de SCoN como agentes causadores'. Embora tenha
havido reducdo anual de 17% na taxa de infec¢des hospitalares por MRSA entre 2005 e 2017
nos Estados Unidos, o CDC classifica estes patdgenos como séria ameaga em seu relatdrio
de resisténcia antimicrobiana com estimativa de 10.600 mortes em 2017'°.

Fatores de risco para infecg¢des estafilococicas como uso de dispositivos invasivos, idade
avangada, comorbidade e imunossupressdo tem sido relatado na literatura>'®. De forma
semelhante, as principais comorbidades apresentadas pelos pacientes neste estudo foram
nefropatia, hipertensao e neoplasias e mais da metade dos pacientes avaliados fizeram uso de
cateter venoso central.

Os cassetes cromossdmicos mec mais encontrados, II e IV, ndo apresentaram associacao
significativa com mortalidade (p> 0,05). O achado neste estudo da prevaléncia do SCCmec
tipo IV ¢ consistente com as descrigdes na literatura da emergéncia de isolados MRSA
carreadores do SCCmec tipo IV em servigos de satide anteriormente relacionados a infecgdes
adquiridas na comunidade!”!8, Apesar do menor tamanho do SCCmec IV e carrear apenas o
gene de resisténcia mecA quando comparado ao tipo II o qual possui estrutura genética mais
complexa, Horvath et al. encontrou maior mortalidade por infec¢gdes causadas por isolados
MRSA SCCmec tipo IV comparado aos isolados SCCmec tipo I1'°.

Na analise por PFGE entre os cinco grupos detectados, ¢ provavel que os isolados
apresentem a mesma linhagem genética embora ndo tenham apresentado relagdo proxima
conforme critério de similaridade descrita por Tenover'3. Isto pode ser justificado pelo fato
de os isolados terem sido coletados ao longo de um periodo maior que 6 meses.

Na comparagdo de caracteristicas clinicas com mortalidade, houve associacdo com presenca

2% mostrou aumento

de doenca neoplasica. Estudo anterior realizado por Bello-Chavolla ef a
na mortalidade em 30 dias por infec¢des de corrente sanguinea em pacientes portadores de
neoplasias notadamente hematoldgicas. Andlise multivariada em estudo retrospectivo
realizado na Suig¢a também encontrou como preditores de mortalidade infec¢des de corrente
sanguinea por estafilococos, doencas neoplésicas (hematoldgicas ou de 6rgdos solidos) além

de score Pitt para bacteremia®'.
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Houve associacdo entre mortalidade e grupo D de similaridade. Estudo de coorte prospectivo
realizado na Coreia do Sul, analisou caracteristicas moleculares genotipicas por técnicas de
MLST e PFGE e presenca de fatores de viruléncia em isolados de MRSA de pacientes com
bacteremia. Foram observadas diferencas significativas entre resisténcia bacteriana e
presenga de genes de viruléncia nos principais complexos clonais. Entretanto nao
encontraram diferenca estatisticamemte significativa na mortalidade entre os grupos e nao
analisou a presenca de SCCmec®’. Uma vez que a maioria dos isolados deste grupo
apresentaram o gene mecA a mortalidade poderia estar relacionada a resisténcia a meticilina
em concordancia aos achados em revisdo sistematica publicada por Joo,Eun-Jeong et al.
onde se observou aumento no risco de mortalidade associado a MRSA (OR 1,95; IC 95%
1.73-2.21; p<0,01)%.

Embora encontrado associacdo entre mortalidade e presenca de neoplasia, ndo houve
associacdo entre esta comorbidade e infeccdes causadas pelas espécies do grupo de
similaridade molecular D (n=2;18% p=1,0).

Estudos de associa¢do entre caracteristicas moleculares, clinicas e epidemioldgicas em
bacteremias por Staphylococcus spp. sdo escassas na literatura. Uma das limitacdes deste
estudo esta relacionada ao nimero amostral reduzido o qual poderia justificar os resultados
encontrados no periodo e local estudados. Ainda assim, a mortalidade foi significativa entre
pacientes portadores de neoplasias o que corrobora para a importdncia na prevencdo de
infecgdes por Staphylococcus spp. neste grupo. Da mesma forma, uma elevada prevaléncia
de mortalidade em pacientes com cateter venoso central reforca a necessidade de adesdo

rigorosa aos protocolos de insercdo e manutencao destes dispositivos.
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CONCLUSAO

e O presente estudo apresenta como limitagdes numero amostral reduzido e ser
unicéntrico, os quais poderiam justificar os resultados de associa¢do entre as
carcteristicas clinicas, epidemioldgicas e moleculares em bacteremias por
Staphylococcus spp.

e Tratando-se de amostra por conveniéncia, cujos dados foram analisados através de
revisdo de protudrios médicos, sujeita-se a viés de mensuracdo uma vez que as
informagdes contidas nos documentos podem apresentar erros de classificagdo ou
dados incompletos.

e Entre os isolados de Staphylococcus aureus 50% destas espécies apresentaram
resisténcia a oxacilina enquanto que 85% dos isolados de Staphylococcus coagulase
negativa foram resistentes a oxacilina.

e Os cassetes cromossomais estafilococicos (SCCmec) IV e II foram prevalentes entre
os isolados e os principais grupos de similaridade genética identificados por técnica
de PFGE foram A e D.

e A mortalidade foi significatva entre pacientes portadores de neoplasia o que
corrobora para a importidncia na preven¢do de infec¢des por Staphylococcus spp.
neste grupo.

e Houve alta prevaléncia de mortalidade em pacientes com cateter venoso central
reforcando a necessidade de adesdo rigorosa aos protocolos de inser¢ao e manutencao
destes dispositivos como estratégia na reducdo de bacteremias por patdégenos de
interesse no controle de resisténcia antimicrobiana como Staphylococcus spp.

e Entre os obitos, a prevaléncia foi maior em pacientes com infec¢des de corrente
sanguinea causadas por Staphylococcus spp. pertencentes ao grupo molecular de
similaridade D.

e Naio foi encontrada associagdo entre caracteristicas clinico/epidemiologicas e
moleculares.
e Reforca-se que o conhecimento do perfil fenotipico e molecular da microbiota dos

servicos de saude e sua regido podem contribuir na defini¢do de protocolos de

tratamento adequados bem como contengdo de surtos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Research on analysis of the association between molecular characteristics and clinical
outcome in bacteremias due to Staphylococcus spp. has shown conflicting results. A cross-
sectional study was conducted to evaluate an association between clinical, epidemiological,

molecular and mortality in bacteremias due to species of this genus.

MATERIALS AND METHODS

Forty-four positive blood culture samples from patients of any age and gender were analyzed
at a tertiary hospital in Pernambuco between January 2016 and February 2017. Clinical and
epidemiological data were obtained by medical records review. The species were confirmed

using MALDI-TOF mass spectrometry and molecular classification in groups by Pulsed-
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Field Gel Electrophoresis (PFGE). Multiplex PCR technique, searched for chromosomal
cassettes and identified the presence of mecA gene. The analysis of the association between
the variables was performed by calculating the prevalence ratio and applied Fisher's exact
test to verify the significance level and considered p value < 0.05 with a 95% confidence

interval.

RESULTS

Among deaths (n=19), 78% of the patients used central line and female group represented
68% (n=13) of the total. The median age was 53 years. There was an association between
deaths and molecular group D (37%; p=0.03). Although a mortality prevalence ratio of 2.5
(95% CI 1.3-4.3; p= 0.01) in patients with cancer, no association was found between this
clinical characteristic and the different groups of Staphylococcus spp. isolates identified by

PFGE technique.

CONCLUSION

Although no association was found between groups of molecular similarity evaluated by
PFGE technique and clinical and epidemiological characteristics, mortality due to
Staphylococcus spp. bacteremia was significant among patients with cancer and central lines.
KEYWORDS

Staphylococcus sp., bacteremia, mortality, clinical characteristics, PFGE

INTRODUCTION

Central line related bloodstream infection represents the second leading cause of healthcare
associated infections in Brazil !. A recent study with research of host-related factors such as
advanced age, comorbidities and invasive devices use has shown higher risk for worse
clinical outcome due to Staphylococcus spp. infections. The molecular analysis of these
pathogens brought elucidations regarding the presence of virulence factors, biofilms
production or immune system escape mechanisms and the identification of clonal complexes
could contribute to the research of association between the molecular characteristics of the
prevalent clones of a region with clinical, epidemiological and infection outcome aspects % 3.
Prospective study in Norway found an association between clonal strains and mortality in
bloodstream infections due to S aureus*. However, in Malaysia there was no association
between clinical, epidemiological, molecular and mortality factors in bacteremias caused by

Staphylococcus aureus resistant to methicillin (MRSA)>. A study involving nine countries in
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Latin America analyzed clonal prevalence of S aureus in patients with bacteremia identifying
replacement of the Brazilian endemic clone (BEC) with the USA 100 lineage?.

Conflicting results regarding the association analyzes between molecular characteristics and
clinical outcome in these infections as well as reports focused on clonal prevalence of these
strains are still unclear as to the risk factors due to these infections. In Brazil, prevalence
studies of molecular characteristics of Staphylococcus spp. strains are more frequent, such as
that described in the states of Rio de Janeiro and Minas Gerais® 7.

The aim of this research was to analyze the association between molecular, clinical and
epidemiological characteristics with clinical outcome in bloodstream infections caused by
Staphylococcus spp. which could bring new contributions in therapy and measures to prevent

infections due to these species.

METHODS

Analytical observational cross-sectional study evaluated the existence of association between
clinical, epidemiological and microbiological characteristics regarding the phenotype of
resistance and molecular typing in Staphylococcus spp. bloodstream infections at a tertiary
hospital in Pernambuco between January 2016 and February 2017.

Fifty blood culture samples from hospitalized patients of any age group and sex with
Staphylococcus spp. isolates were analyzed. Bloodstream infections definition was based on
Centers for Disease Control and Prevention criteria (CDC/USA)?.

The wvariables related to clinical outcome (death) and epidemiological (age, sex,
comorbidities, use of central line) were collected from medical records available at the
Medical Archive Service (SAME).

Identification of bacterial species and antimicrobial susceptibility were performed using
phenotypic biochemical tests (catalase, coagulase) and automated methodology analysis
Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy L'Etoile, France). The isolates were reprocessed by maldi
biotyper system version 2.0 (Bruker Daltonics) to confirm species’.

Minimum inhibitory concentration (MIC) was obtained for antimicrobial agents
recommended for the treatment of infections caused by Staphylococcus spp. (oxacillin,
cefoxitin, vancomycin, daptomycin, linezolid) and evaluated by broth microdilution
according to Clinical and Laboratory Standards Institute recommendations'®.

The isolates were classified as sensitive, intermediate or resistant to each drug tested,
according to the criteria established by the Clinical and Laboratory Standards Institute!! and

BrCAST.
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Multiplex PCR technique was performed to analyze chromosomal cassette presence and
mecA gene. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) analyzed the genetic relationship
between the isolates according to genomic restriction patterns.

Data obtained were processed in the statistical analysis software, SPSS Statistics, version 25
for Windows (IBM Corporation, Amonk, NY, USA) and GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). The absolute and relative frequencies of qualitative
variables, as well as the median and interquartile interval values of the quantitative variable
"Age", were determined according to applicability. Fisher's exact test was applied as a
statistical test to verify the significance level between the groups. For clinical,
epidemiological and genotypic comparison with mortality, the prevalence ratio (PR) and the
95% confidence interval (95% CI) were calculated. Results with a p-value <0.05 were
considered statistically significant.

The research was approved by the Research Ethics Committee under CAAE
31641120.8.0000.8807.

RESULTS

Among 50 blood culture samples analyzed, 44 met criteria for bloodstream infection!2,
Twenty-three samples (52%) were obtained from female patients. The median calculated age
was 53 years (P25-75% 33-70). Nephropathy (n=24; 54%), hypertension (n=22; 50%) and

cancer (n=12; 27%) were the main comorbidities found in the study according to Table 1.

Table | - Clinical and epidemiological characteristics of patients with bloodstream infections in a tertiary

hospital in Pernambuco between January/2016 and February/2017.

Features n=44 %
Age (median, P25-P7s) 53  (33,2-69,5)
Sex

female 23 (52,3)

male 21 (47,7)
Diabetes 10 (22,7)
Nephropathy 24 (54,5)
Hypertension 22 (50,0)
Cancer 12 (27,3)
Smoking 13 (29,5)
HIV 5 (11,4)
Systemic Lupus 2 (4,5
COPD 3 (6,8)
Central line 29 (65,9)
Antibiotics 38 (86,4)
Recurrent bacteremia 12 (27,3)
Discharge 24 (54,5)
Death in 30 days 19  (43,2)
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Staphylococcus aureus represented 54% (n=24) of the isolated species from the analyzed
samples. All species were sensitive to vancomycin, however, when the sensitivity profile for
oxacillin was analyzed, only 3 isolates (15%) of coagulase negative Staphylococcus (CoNS)
showed sensitivity compared to 12 isolates (50%) of S aureus.

The molecular analysis showed the presence of chromosomal cassette SCCmec IV in 20% of
the isolates followed by SCCmec II in 18%. The criteria applied to distinguish clones using
PFGE technique was the established by Tenover according to which isolates with similarity
equal to or greater than 80% are considered genetically related 13. Five similarity groups (A-
E) were found each one with 8 to 12 bands. Thirteen samples (29%) represented group A and
11 (25%) group D. In 82% of group D isolates, the presence of the mecA gene was
identified. Figures 1 and 2 show the band patterns obtained by PFGE of Staphylococcus

aureus and CoNS isolates and Table 2 shows the frequency of mecA gene found in the pulse

types.

Figure 1 — Dendogram with band patterns obtained by PFGE for Staphylococcus aureus isolates in a tertiary
hospital in Pernambuco between January/2016 and February/2017.
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Figure 2 — Dendogram with band patterns obtained by PFGE for isolates of coagulase negative
Staphylococcus in a tertiary hospital in Pernambuco between January/2016 and February/2017.
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Among deaths (n=19; 43%), the total of 14 patients (78%) used an invasive device (central
line) with a prevalence ratio (PR) of 1.7 (95% CI 0.68-4.19, p= 0.3). Most deaths occurred in
patients aged >45 years (74%) with a prevalence ratio of 1.98 comparing females and males
(95% CI 0.9-4; p = 0.07). Among seven patients with Pitt score >= 4, six died. Table 3
describes the clinical, epidemiological and molecular comparison with the clinical outcome
of bloodstream infections due to Staphylococcus spp. in the population studied.

The prevalence ratio of mortality was 2.5 (95% CI 1.3-4.3; p=0.01) in patients with cancer.
Mortality in molecular similarity group A species was 10% (n=2) and in group D was 37%
(n=7) with PR of 4.1 when these two groups were compared (p=0.03). Association analysis
of epidemiological, clinical characteristics and molecular groups of similarity, a p>0.05 was

found when Fischer’s exact test was applied according to Table 4.

Table 2 - Prevalence of Staphylococcus spp. molecular typing in a tertiary hospital in Pernambuco between

January/2016 and February/2017.

mecA
group P:Lﬁ)E mecA Nt
N % N %

A

(n=13) A3 3 (333 1 (25,0)
A4 0 (0,0) 1 (25,0)
A5 1 (11,1) 0 (0,0)
A6 1 (11,1) 1 (25,0)
A7 2 (22,2) 0 (0,0)
A9 1 (11,1) 1 (25,0)
A10 1 (11,1) 0 (0,0)

B (n=8) B1 2 (28,6) 0 (0,0)
B2 1 (14,3) 0 (0,0)
B4 1 (14,3) 0 (0,0)
B5 1 (14,3) 0 (0,0)
B7 1 (14,3) 0 (0,0)
B8 1 (14,3) 1 (100,0)

C (n=7) C1 0 (0,0) 1 (25,0)
Cc2 1 (33,3) 1 (25,0)
C3 1 (33,3) 0 (0,0
C5 0 (0,0) 1 (25,0)
C6 0 (0,0) 1 (25,0)
C8 1 (33,3) 0 (0,0

D

(n=11) D1 3 (333 0 (0,0
D2 3 (333 0 (0,0
D3 0 (0,0) 2 (100,0)
D4 2 (22,2) 0 (0,0)
D5 1 (11,1) 0 (0,0)

E (n=3) and 1 (100,0) 0 (0,0)
E1 0 (0,0) 1 (50,0)



NT
(n=2)

E2

Nt

0 (0,0)

2 (100,0)

1

0

(50,0)
(0,0)

Source: The author (2021).
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Table 3 - Clinical, epidemiological, molecular comparison with mortality in bloodstream infections due to

Staphylococcus spp. in a tertiary hospital in Pernambuco between January/2016 and February/2017.

Death in 30 days

Characteristics Yes (n=19) No (n=25) rp IC 95% p*
N % N %
age
>45 years old 14 (73,7) 14 (56,0) 1,60 0,71-3,62 0,344
0-45 years 5 (26,3) 11 (44,0)
sex
female 13 (68,4) 10 (40,0) 1,98 0,92-4,25 0,076
male 6 (31,6) 15  (60,0)
Comorbidities
Diabetes 4 (23,5) 6 (24,0) 0,98 0,41-2,34 1,000
Nephropathy 9 (52,9) 15  (60,0) 0,84 0,41-1,75 0,755
Hypertension 11 (64,7) 11 (44,0) 1,67 0,76-3,67 0,222
Cancer 9 (50,0) 3 (12,5) 2,50 1,32-4,29 0,014
Smoking 8 (53,3) 5 (23,8) 2,02 0,95-4,29 0,090
HIV 3 (16,7) 2 (8,0 1,52 0,67-3,44 0,634
Systemic Lupus 0 (0,0) 2 (8,0 0,38 0,03-4,86 0,456
COPD 2 (10,5) 1 (4,0 1,61 0,67-3,87 0,570
Central line 14 (77,8) 15  (60,0) 1,69 0,68-4,19 0,325
Antibiotics 16 (88,9) 22 (91,7) 0,84 0,29-2,40 1,000
Recurrent bacteremia 9 (64,3) 3 (13,6) 3,60 1,55-8,38 0,003

Molecular group

D 7 (36,8) 4 (16,0) - - -
A 2 (10,5) 11 (44,0) 4,14 1,07-15,97 0.039"
B 5 (26,3) 3 (12,0) 1,02 0,51-2,05 0.9591
C 4  (21,1) 3 (12,0) 1,11 0,51-2,43 0.787"
E 0 (0,0 3 (12,0) 5,00 0,36-69,34 0.230"
SCCmec
\Y 2 (10,5) 1 (4,0 - - -
Il 3  (15,8) 5 (20,0) 1,78 0,54-5,90 0.3472
Il 1 (53) 1 (4,0 1,33 0,27-6,60 0.7242
IVa 2 (10,5) 3 (12,0) 1,67 0,44-6,36 0.4552
IVc 0 (0,0 1 (4,0 2,50 0,20-30,9 0.4752
V 0 (0,0 5 (20,0 7,50 0,47-118 0.1522

PR: Prevalence ratio. *Fisher's Exact test excluding untested ones; 'Fisher's exact test using the group D as a

risk (reference). “Fisher's exact test using SCCmec IV as a risk (reference).

Source: The author (2021).



Table 4 — Comparison of epidemiological, clinical characteristics and molecular typing in bloodstream infections due to Staphylococcus spp. in a tertiary hospital in

Pernambuco between January/2016 and February/2017.

group

Features A (n=13) B (n=8) C (n=7) D (n=11) E (n=3) P P P p* (AxE)
N % N % N % N % N % (AxB)  (AXC)  (AxD)
age
>45 years old 8 (61,5) 5 (62,5) 5 (71,4) 8  (72,7) 2 (66,7) 1,000 1,000 0,679 1,000
0-45 years 5 (38,5) 3 (37,5) 2 (286) 3 (27.3) 1 (33,3)
sex
female 7 (53,8) 4 (50,0) 4 (571) 7 (63.6) 1 (33,3) 1,000 1,000 0,697 1,000
male 6 (46,2) 4 (50,0 3 (42,9) 4 (36,4) 2 (66,7)
Dm 2 (154) 2 (250) 1 (14,3) 5 (45,5) 0 (0,0 0,612 1,000 0,182 1,000
nephropathy 9 (75,0 4 (50,0 3 (42,9) 7 (63.6) 1 (333) 0,646 0,356 1,000 0,518
HAS 6 (46,2) 2 (250) 5 (71,4) 8  (72,7) 1 (33,3) 0,399 0,374 0,239 1,000
Neoplasm 2 (154) 2 (250) 4 (571) 2 (18,2) 1 (33,3) 0,612 0,122 1,000 0,489
smoking 4 (30,8) 2 (250) 3 (42,9) 2 (18,2) 1 (33,3) 1,000 0,651 0,649 1,000
HIV 2 (154) 1 (12,5) 1 (14,3) 0 (0,0) 0 (0,0 1,000 1,000 0,482 1,000
Les 1 (7.7 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (333) 1,000 1,000 1,000 0,350
Central venous access 9 (69,2 3 (42,9 5 (711,4) 9 (81,8) 2 (66,7) 0,203 1,000 0,649 1,000

Source: The author (2021).
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DISCUSSION

The present study observed an equivalent distribution of Staphylococcus spp. in
bloodstream infections with oxacillin resistance of at least 50% among the isolates.
Data from 2019 pointed to a similar antimicrobial sensitivity profile in Brazilian ICUs
causing bloodstream infections but with prevalence of CoNS as causative agents.
Although there was an annual 17% reduction in the rate of hospital MRSA infections
between 2005 and 2017 in the United States, the CDC classifies these pathogens as a
serious threat in its antimicrobial resistance report with an estimated 10,600 deaths in
20171415,

Risk factors for staphylococcal infections such as use of invasive devices, advanced
age, comorbidity and immunosuppression have been reported in the literature.
Similarly, the main comorbidities presented by the patients in this study were
nephropathy, hypertension and cancer and it is worth pointing out that more than half
of the patients evaluated used a central line> 'S,

The most commonly found mec chromosome cassettes, I and IV, did not present a
significant association with mortality (p> 0.05). The finding in this study of the
prevalence of SCCmec type IV is consistent with the descriptions in the literature of
the emergence of MRSA isolates carriers of SCCmec type IV in healthcare services

previously related to community-acquired infections!”: 18

. Despite the smaller size of
SCCmec 1V only carrying the resistance gene mecA, when compared to type II which
has more complex genetic structure, Horvath ef al. found higher mortality from
infections caused by MRSA SCCmec type IV isolates compared to SCCmec type 11
isolates!®.

In the PFGE analysis among the five groups detected, it is likely that the isolates
present the same genetic lineage although they did not present a close relationship
according to the similarity criteria described by Tenover. This can be justified by the
fact that the isolates were collected over a period longer than 6 months'3.

In the comparison of clinical characteristics with mortality, there was an association
with the presence of neoplastic disease. Bello-Chavolla et al. showed an increase in
30-day mortality caused by bloodstream infections in patients with hematological
malignancies. Multivariate analysis in a retrospective study conducted in Switzerland
also found as predictors of mortality staphylococcal bloodstream infections,

neoplastic diseases (hematological or solid organs) and Pitt score for bacteremia® 2!,
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There was an association between mortality and group D of molecular similarity. A
prospective cohort study conducted in South Korea analyzed genotypic molecular
characteristics by MLST and PFGE techniques and the presence of virulence factors
in MRSA isolates of patients with bacteremia. Significant differences were observed
between bacterial resistance and the presence of virulence genes in the main clonal
complexes. However, no statistically significant difference in mortality between
groups was found and the presence of SCCmec was not analyzed??. Since most of the
isolates in this group presented the mecA gene, mortality could be related to
methicillin resistance in accordance with the findings in a systematic review
published by Joo,Eun-Jeong et al. where there was an increase in the risk of mortality
associated with MRSA (OR 1.95; 95% CI 1.73-2.21; p<0.01)*.

Although an association was found between mortality and the presence of cancer, we
found no association between this clinical and molecular characteristic for group D of
molecular similarity (n=2;18% p=1.0).

Studies of association between molecular, clinical and epidemiological characteristics
in bacteremias by Staphylococcus spp. are scarce in the literature. One of the
limitations of this study is related to the reduced sample number, which could justify
the results found in the period and place studied. Neverthemore, mortality was
significant among patients with neoplasms, which corroborates the importance of
prevention of Staphylococcus spp. infections in this group. Similarly, a high
prevalence of mortality in patients with central line reinforces the need for strict

access to the protocols for insertion and maintenance of these devices.
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