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ABREVIATURAS E SIGLAS

BOR: bed occupancy rates/taxa de ocupagao de leitos

CA-MRSA: community acquired metbhicillin-resistant Staphylococcus aureus
CCIH: Comissao de Controle de Infec¢ao Hospitalar

Cl: confidence interval

CIM: Concentragao Inibitéria Minima

CK: creatine kinase/creatina quinase

CLSI: Control Laboratory Standard Institute

CP: colonization pressure/pressio de colonizagdo

EMRSA: epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus

ESBL: Enterobacteriaceae producing extended-spectrum 8-lactamases
GISA: glycopeptide-intermediate Staphylococcus aureus

GMR: germe multirresistente

HAI: hospital acquired infection

HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

hLOS: hospital length of stay

IC: intervalo de confianga

ICC: Infection Control Committee

ICU: Intensive Care Unit

ID: incidence-density/incidéncia-densidade
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IH: infeccao hospitalar

LOS: length of stay

MDR: multi-drug resistance

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MSSA: methicillin-sensitive Staphylococcus aureus
MIC: minimum inhibitory concentration

MLSB: macrolide-lincosamide-streptogramin B

OXA: oxacilinases

PAVM: pneumonia associada a ventilagdo mecanica
PBP: penicillin binding protein

PC: pressao de colonizagdo

RR: relative risk/risco relativo

SAB: Staphylococcus aureus bacteraemia

SCCmec: staphylococcal chromossomal cassette
SENTRY: estudo de vigilancia de resisténcia bacteriana no mundo
UTI: Unidade de Terapia Intensiva

VISA: vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus

VRE: vancomycin-resistant Enterococci
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1. APRESENTAGAO

Este trabalho consiste na apresentacdo de mestrado intitulada “Influéncia da pressao de
colonizagdo sobre as taxas de bacteremias nosocomiais por Staphylococcus aureus
meticilina-resistente (MRSA) no Hospital de Clinicas de Porto Alegre - andlise da série
historica (2002 — 2011)”, apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Epidemiologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 30 de setembro de 2013. O trabalho ¢é
apresentado em trés partes, na ordem que segue:

1. Introdugdo, revisdo da literatura e objetivos

2. Artigo

3. Conclusoes e consideracdes finais.
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2. INTRODUCAO

As infec¢des hospitalares distribuiram-se mundialmente (Wisplinghoff et al, 2004) e
algumas bactérias adquiriram um carater endémico em muitos paises (Chaix et a/, 1999).
Nao s6 o aumento absoluto das infec¢des preocupa, mas também o aumento da diversidade
de espécies causadoras destas infeccdes e a mudanga no padrao de resisténcia de bactérias,
observada em enterococos resistentes a vancomicina (VRE), estafilococos resistentes a
meticilina (MRSA) e bactérias Gram-negativas com betalactamases de espectro estendido
(ESBL). O relatorio trimestral de bacteremias por Staphylococcus aureus do
Communicable Disease Report (CDR), do Reino Unido, registrou expressivo aumento na
proporc¢ao dessas bacteremias causadas por MRSA: de 2% em 1991 para 42% em 2000
(Cooper et al, 2003). Esta diversidade ocorre mesmo quando se considera que os fatores
de risco para aquisicdo de MRSA e outras bactérias multirresistentes sao comuns (idade
avangada, comorbidades, exposi¢do a procedimentos invasivos, hospitalizagao prolongada
e exposi¢do a antimicrobianos) conforme demonstrado em uma revisdo (Safdar et al,
2002).

Tratando-se do Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva, pode-se
observar tanto o padrao de mudanga no perfil de resisténcia, desde a década de 60, quando
foi introduzida a meticilina para o tratamento das infec¢des causadas por essa bactéria
(Enright et al, 2002), como o aumento absoluto do nimero de infec¢cdes (Boyce et al,
2005). As diferengas regionais observadas sdo consequéncia das distintas medidas de
controle adotadas em cada pais e dos niveis basais de incidéncia.

O estudo SENTRY no Brasil e na América Latina reuniu dados relativos ao periodo
de janeiro de 1997 a dezembro de 2001 e identificou o Staphylococcus aureus como agente
etiolégico mais frequentemente isolado, identificado em 17,4% das infecgdes hospitalares
ou comunitarias documentadas. Entre as cepas de Staphylococcus aureus isoladas em
infec¢oes hospitalares no ano de 2001 no Brasil, 56,8% eram resistentes a oxacilina (Sader
et al, 2004).

Em alguns paises, evidéncias tém demonstrado que apds um aumento nas taxas de

MRSA durante a década de 80 e 90, estes numeros estabilizaram-se, ¢ as bactérias Gram-
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negativas tém sido as responsaveis pelo incremento de casos de infec¢ao hospitalar. Um
estudo de coorte na Inglaterra mostrou que o MRSA aumentou o nimero de bacteremias
pelo Staphylococcus aureus entre 1997 e 2004 (Wyllie et al, 2006), e o SCOPE, um estudo
realizado nos EUA entre criangas hospitalizadas entre 1995 e 2001, ndo encontrou
mudancga na propor¢ao de infecgdes hospitalares causadas pelas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, enquanto o MRSA aumentou de 10 a 29% no periodo (Wisplinghoff et al,
2003). No periodo de 1997 até 2007, as infeccdes de cateteres venosos centrais, causadas
por MRSA, em 1684 Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) nos EUA decresceram em
numero absoluto, mas a propor¢do das cepas resistentes a meticilina entre o
Staphylococcus aureus aumentou (Burton et al, 2009).

Um aspecto importante a ser avaliado nas infecgdes hospitalares ¢ o custo que estas
impdem: apesar de um estudo de 2002 ter demonstrado que o impacto economico de uma
infec¢do por bactérias Gram-negativas ¢ maior do que o impacto de uma infec¢ao pelo
MRSA (Daxboeck et al, 2006), um estudo recente, que utilizou um escore de propensdo na
analise, ndo encontrou um custo maior das infeccdes causadas pelo MRSA quando
comparadas ao Staphylococcus aureus meticilina-sensivel (MSSA) (Ben-David et al,
2009).

Em 2008, uma publicagdio do International Nosocomial Infection Control
Consortium (Salomao et al, 2008) apresentou os dados de infec¢des associadas a
ventilacdo mecanica e cateteres venosos e urinarios, entre 2003 e 2006, de cinco UTIs do
Brasil. Entre as cepas de Staphylococcus aureus encontradas, havia 95% de resisténcia a
meticilina (ndo ha dados individualizados para as infecgdes associadas aos cateteres
Venosos).

A pressdao de coloniza¢ao (PC) ¢ também uma métrica importante no controle de
infec¢do, primeiramente descrita por Bonten et al. (Bonten et al, 1994) em 1994, ¢ ¢
definida como a propor¢ao de pacientes colonizados com um organismo particular numa
determinada 4rea de um hospital, em determinado periodo de tempo. A defini¢do precisa
de PC ¢ um tanto heterogénea, dependendo do estudo. Encontramos trés definigdes: 1) A
taxa de pacientes MRSA positivos na unidade na semana precedente a aquisicdo de MRSA
ou a alta; 2) A proporcao semanal atual de pacientes MRSA positivos na unidade; 3) A

taxa de pacientes MRSA positivos na unidade durante todo periodo de estudo (Ajao ef al,
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2011). Desse modo, a PC pode ser usada para quantificar a carga de resisténcia bacteriana
a antimicrobianos em uma unidade hospitalar, € pode também representar uma estimativa

da probabilidade de transmissao cruzada de bactérias resistentes dentro dessa unidade.

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre tem apresentado taxas estaveis de infec¢oes
nosocomiais nos ultimos anos, mesmo considerando-se que houve um periodo com surtos
de infecg¢des por bactérias multirresistentes. As taxas de infec¢cdes nosocomiais por MRSA
declinaram nos ultimos anos. Véarias medidas implementadas contribuem para esta queda;
entretanto, ndo dispomos do padrio de comportamento de cada uma das bactérias
especificas. Entender se houve uma distribuicdo diferente entre as bactérias ¢ importante
para avaliar as medidas adotadas, e permitir compara¢des com a tendéncia observada em

outros locais.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Descrigao da bactéria e relevancia clinica

O Staphylococcus aureus ¢ um coco Gram-positivo, agrupado em cachos irregulares,
pares, tétrades ou cadeias, coagulase e catalase-positivo, aerébio ou microaeréfilo, forma
colonias acinzentadas a amarelo-dourado (figura 1). E de presenca ubiqua entre os seres
humanos, sendo considerado o patdogeno humano de maior sucesso (van Belkum et al,
2009). Pode infectar pessoas na comunidade ou no hospital, causando um grande niimero
de sindromes clinicas, uma vez que consiga invadir uma barreira natural. O Staphylococcus
aureus causa doenca através de dois mecanismos: infec¢ao piogénica, com formacao de
abscessos locais e metastaticos, ou doenga mediada por toxinas (Lowy, 1998). Detalhes da

estrutura celular sdo ilustrados na figura 2.

Figura 1 - Col6nias de Staphylococcus aureus em meio de cultura.
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Figura 2 — Estrutura do S. aureus. Painel A mostra proteinas de membrana e secretadas
(seta preta). Painéis B e C mostram secc¢do transversal da parede celular.
TSST-1: toxic shock syndrome toxin 1

(Lowy, 1998)

3.1.1 Apresentacao clinica das infecg6es por MRSA

Humanos sdo reservatério natural de S. aureus, sendo 30 a 50% dos adultos higidos
colonizados intermitentemente, e 10 a 20% persistentemente colonizados.

Recente levantamento global de isolados clinicos apontou S. aureus como causador
de 22% das bacteremias, 39% das infecgdes de pele e tecidos moles e 23% das infecgoes
do trato respiratorio inferior (Ziglam et al, 2007). No entanto, a apresentacdo clinica de
infec¢cdes por MRSA ndo parece diferente daquela causada por MSSA.

Infecgdo nosocomial ¢ classicamente definida como aquela ndo presente ou nao
incubada no momento da admissdo hospitalar, e ¢ definida operacionalmente como

infeccdo que ocorre ap6s 48 h da admissao do paciente.
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3.1.1.1 InfecgOes de pele e tecidos moles

Sao certamente a apresentagdo clinica mais comum da infec¢do por MRSA.

Furunculose ¢ a apresentagdo inicial mais frequente. O furiinculo resulta da infecgdo
estafilococica do foliculo piloso e da glandula sebacea anexa. Clinicamente consiste em
um nodulo eritematoso doloroso, logo formando uma pustula central, posterior necrose, €
cura apos drenagem do pus e conteudo necrdtico. Pode ocorrer a progressdo da lesdo para
abscesso.

Outras lesdes comuns sao foliculite e impetigo. A foliculite € uma piodermite que se
inicia no foliculo piloso. Caracteriza-se por pequenas pustulas, centradas por pelo, com
formagdo de crosta apos ruptura. O impetigo causado por estafilococos ¢ o bolhoso (30%
dos casos). No impetigo nao-bolhoso (70% dos casos) sdo isolados estafilococos e
estreptococos, com predominio dos tltimos. A lesdo inicial ¢ uma vesicula ou pustula, que

rapidamente evolui para crosta (Miiller et al, 2006).

3.1.1.2 Bacteremia

Bacteremias nosocomiais requerem atenc¢do especial por sua frequéncia (12% de todas
infec¢des nosocomiais), por sua letalidade (4% a 30%) e custo (US$ 4000 a 40000).
Infecgdes relacionadas a cateter vascular sdo a principal causa de bacteremia nosocomial, e
parece que a letalidade de bacteremias relacionadas a cateter, por S. aureus (8,2%), excede
a de outros patogenos. Bacteremia por S. aureus frequentemente causa infec¢des
metastaticas em valvas cardiacas, ossos, articulagdes e olhos. Pacientes com bacteremia
por S. aureus geralmente possuem um foco infeccioso demonstravel, involvendo pele ou
tecidos moles, ou um foco osteoarticular. Na auséncia de tal evidéncia, uma infeccao

endovascular (ex. endocardite) deve ser considerada (Ziglam et al, 2007).
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3.1.1.3 Endocardite

Antes da disponibilidade de antibidticos, a endocardite era uma infecgdo
invariavelmente fatal. Mesmo com tratamento adequado, a letalidade precoce por
endocardite permanece alta (16% a 31%), e a letalidade ap6s 5 a 10 anos de seguimento
varia de 25% a 50%. S. aureus € o microorganismo mais frequentemente isolado no
sangue, implica pior progndstico e possui a mais alta prevaléncia de episédios embdlicos e

complicagdes (Ziglam et al, 2007).

3.1.1.4 Infec¢ao osteoarticular

Pouco se sabe sobre os aspectos clinicos da artrite séptica por MRSA. Em estudos
europeus, 6% a 8% dos casos de artrite séptica sdo causados por MRSA. A artrite séptica
por MRSA estd mais associada a febre, leucocitose e bacteremia, e possui tendéncia de
envolver mais de uma articulagdo, comparada a causada por outros germes. Osteomielite
vertebral ¢ uma complicacdo comum e pouco reconhecida da bacteremia por MRSA.
Pacientes idosos podem desenvolver abscesso paravertebral apds bacteremia por MRSA
como manifesta¢ao inicial de osteomielite vertebral.

Infecgoes de proteses, geralmente envolvendo quadril ou joelho, sdo mais
comumente causadas por estafilococos coagulase-negativo, e em segundo lugar por S.

aureus (Ziglam et al, 2007).

3.1.1.5 Pneumonia nosocomial

Pneumonia nosocomial ¢ atualmente a segunda causa mais comum de infecgdo

nosocomial, e a primeira causa de morte por infeccao nosocomial. A incidéncia varia entre
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7,8% e 68%, em enfermarias e UTIs, respectivamente. Pneumonia associada a ventilagao
mecanica (PAVM) ¢ a principal causa de infecgdo nosocomial em UTI. Pneumonias
causadas por MRSA s3o comuns em pacientes com prolongados periodos de intubacao,
uso prévio de antibidticos (hd menos de 3 meses), permanéncia hospitalar maior que 5 dias

e em hospitais com alta prevaléncia de MRSA (Ziglam et al, 2007).

3.1.1.6 Infeccao de ferida operatoria

MRSA ¢ atualmente o principal agente infeccioso em ferida operatoria pos-
esternotomia, frequentemente causando osteomielite concomitante. MRSA ¢ a bactéria
mais frequente em infecgdes apods cirurgia vascular. Estd aumentando também em proteses

endovasculares e em sitios neurocirargicos (Ziglam et al, 2007).

3.2 Epidemiologia da resisténcia do Staphylococcus aureus aos antimicrobianos

Resisténcia a penicilina foi descrita logo apos a introducdo desse antimicrobiano para
uso terapéutico, em 1941. Em 1948, 60% das cepas hospitalares eram resistentes a
penicilina. A introdugdo de novos antimicrobianos nos anos 40 e 50 foi logo seguida de
relatos de resisténcia. Por exemplo, em 1959, pelo menos 85% das cepas de S. aureus em
um hospital de Seattle, WA (USA), eram resistentes a penicilina e a estreptomicina, 60% a
tetraciclina, 43% a eritromicina e 28% ao cloranfenicol.

A introducdo de uma penicilina penicilinase-resistente — meticilina, em 1960 — teve
impacto dramatico nessa situacdo preocupante. No entanto, 2 anos apos o uso clinico da
meticilina foi detectada a primeira cepa de MRSA na Inglaterra, ¢ ao final da década,
problemas crescentes de resisténcia a meticilina foram relatados em varios paises
europeus; mesmo assim, a incidéncia de resisténcia multipla a antimicrobianos estava
declinando. A década de 1970, descrita como “a década de complacéncia”, foi um periodo
de decrescente resisténcia: multipla e também a meticilina. No entanto, o MRSA evoluiria

de mera curiosidade laboratorial para tornar-se uma importante ameaga a saude publica.
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Esse periodo de calmaria foi interrompido no final dos anos 70 e comego dos 80, primeiro
com um surto de S. aureus meticilina e gentamicina-resistente em um hospital de Londres,
em 1976, e em seguida pelo advento de novas cepas epidémicas de MRSA nos anos 80.
Essas cepas, mais tarde denominadas “MRSA epidémicas” (EMRSA) eram diferentes
daquelas que causaram problemas nos anos 60. A maior parte da resisténcia advinha do
cromossomo nos anos 80, ao contrario das cepas dos anos 60, em que a maior parte da
resisténcia tinha origem no plasmideo (Cooper et al, 2003).

Diferentes cepas podem ter diferentes propriedades, como patogenicidade e potencial
de disseminacao (epidemicidade) (Kerr ef al, 1990).

S. aureus com resisténcia intermediaria a glicopeptideo (GISA) foi identificado em
1997 no Japao, onde mais de 80% dos S. aureus sio MRSA (Hiramatsu et al, 1997). GISA
tem sido identificado também no Reino Unido, embora ainda seja incomum (Howe et al,

1998).

3.2.1 Fatores que afetam as taxas de MRSA

Altas taxas de ocupagdo de leitos (BOR) estdo ligadas a transmissio de MRSA
nosocomial, tanto em enfermarias como em UTIs (Conrad et al/, 2010). Quando BOR ¢
maior que 85%, a equipe do hospital tem dificuldade em admitir os pacientes para os leitos
necessarios. Consequentemente, transferéncias de pacientes entre alas aumentam,
oportunizando a disseminacdo de patdgenos nosocomiais. O relatério do Department of
Health do Reino Unido analisou a variacdo nas taxas de MRSA entre hospitais da
Inglaterra entre 2001 e 2004, com o objetivo de identificar os fatores responsaveis por essa
variagdo. Variaveis relacionadas ao ambiente hospitalar foram estudadas: limpeza, quartos
individuais, espacamento entre leitos, staffing, taxa de ocupagdo de leitos, tipo de hospital
e regido. Apenas as seguintes variaveis apresentaram correlagdo significativa com as taxas
de MRSA e um efeito de predicdo > 3% na mudanga dessas taxas: regido, hospitais de
especialidades comparados a hospitais gerais (incidéncia 27,7% maior), ¢ uma taxa de

ocupagao de leitos > 90%, comparada a < 85% (incidéncia 10,3% maior) (Orendi, 2008).
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Em revisdo sistematica e metanalise de 76 estudos, incluindo um total de 24230
pacientes, exposi¢ao a antibidticos nos 4 meses anteriores foi fator de risco para isolamento
de MRSA, RR = 1,8 [(IC 95%) 1,7-1,9] (Tacconelli et al, 2008).

A pressdao de colonizagao (CP) ¢ também uma métrica importante no controle de
infec¢do, e ¢ definida como a propor¢ao de pacientes colonizados e/ou infectados com um
organismo particular numa determinada darea, em determinado periodo de tempo. A
defini¢do precisa de PC ¢ um tanto heterogénea. Para o MRSA encontramos trés
defini¢des: 1) A taxa de pacientes MRSA positivos na unidade na semana precedente a
aquisicdo de MRSA ou a alta; 2) A proporcao semanal atual de pacientes MRSA positivos
na unidade; 3) A taxa de pacientes MRSA positivos na unidade durante todo periodo de
estudo (Ajao et al, 2011). Assim, a CP pode estimar a probabilidade de transmissao

cruzada de bactérias dentro dessa unidade.

As tabelas 1 e 2 resumem outros fatores associados as taxas de MRSA.

Tabela 1 — Fatores que afetam as taxas de MRSA. (Coia et al, 2006)

Incidéncia basal de MRSA

Surtos

Métodos de vigildncia e sua cobertura

Sistema de notificagao

Questoes legais
Comunicacao voluntaria versus estatutaria
Possiveis penalidades

Busca ativa por pacientes e portadores de MRSA

Praticas de rastreamento e amostragem de MRSA

Técnicas de laboratdrio para identificacdo do MRSA




Tabela 2 — Fatores ligados a disseminagdao do MRSA em hospitais.

(Coia et al, 2006)

Transferéncia de paciente dentro, e entre hospitais

Baixa comunicacao entre as unidades

Falha no reconhecimento de situacdes de risco ou grupos
de risco para MRSA

Numero crescente de pacientes gravemete enfermos
Crescente complexidade das intervengdes assistenciais
Aumento da carga de trabalho e equipe pouco capacitada
Baixa higienizagao de maos

Dificuldade para isolar pacientes com MRSA

Uso desnecessario de antimicrobianos

Nova cepa epidémica de MRSA

22
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3.3 Mecanismos de resisténcia do Staphylococcus aureus aos antimicrobianos e
tratamento de infec¢boes por MRSA

Por causa das limitadas opgdes terapéuticas, e falta de resposta aos regimes
empiricos de antimicrobianos, 0 MRSA ¢ um sério problema em pacientes com infec¢ao
que necessite terapia (Gould et al, 2007). A aquisi¢ao do gene mecA pelo Staphylococcus
aureus, que codifica a proteina PBP2a - que possui baixa afinidade pelos B-lactamicos —
confere resisténcia nao apenas a oxacilina, mas aos outros antimicrobianos da classe dos [3-
lactamicos. Uma vez estabelecidas, as cepas de MRSA sdo ainda selecionadas pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro, como cefalosporinas de terceira
geragao e quinolonas.

Em infec¢des sérias por MRSA, antimicrobianos glicopeptideos (vancomicina e
teicoplanina) sdo as drogas mais indicadas, embora elas sejam menos ativas que
flucloxacilina para cepas sensiveis a ambas drogas.

Ha outros agentes que podem ser usados isoladamente (linezolida, quinupristina-
dalfopristina, daptomicina) ou em combinagdo com glicopeptideos (rifampicina,
gentamicina). No entanto, vale frisar que o beneficio de adicionar outro antimicrobiano a

B-lactamicos ou glicopeptideo ¢ incerto (Thwaites ef al/, 2011).

3.3.1 B-lactamicos: o anel B-lactamico confere afinidade por enzimas — transpeptidades e
carboxipeptidases, reconhecidas como proteinas ligadoras de penicilina (PBP - penicillin
binding protein) — que realizam a ligacdo de peptideoglicanos, tltimo passo da sintese da
parede bacteriana. Antibidticos B-lactamicos inibem por acilagdo a enzima D-alanil-D-
alanina transpeptidade, interrompendo a sintese e, consequentemente, a formagao adequada
da parede bacteriana. Resisténcia a benzilpenicilina em S. aureus é causada pela produgao
de pB-lactamase e foi logo identificada apds a introdugdo das penicilinas para uso clinico
(Santos et al, 2010). Resisténcia a meticilina resulta da produ¢do de uma proteina ligadora
de penicilina tipo 2 (PBP2) alterada: PBP2a. Antibidticos B-lactdmicos se ligam com muito
menos afinidade a PBP2a do que a PBP2 (proteina normal), e na presenga da primeira, eles
ndo inibem a sintese da parede bacteriana. Esse mecanismo também propicia resisténcia
aos demais B-lactamicos. A proteina PBP2a ¢ codificada pelo gene mecA, localizado num

elemento movel de resisténcia, o SCCmec (staphylococcal chromossomal cassette). O
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SCCmec possui também genes controladores e elementos que possibilitam sua prépria
inser¢do em outras bactérias (Edwards, 2007). Por esses motivos, os P-lactdmicos

raramente sdo Uteis no tratamento de infecgdes por MRSA.

3.3.2 Glicopeptideos: assim como os B-lactamicos, seu mecanismo de agdo ¢ por inibi¢do
da sintese da parede bacteriana, mas em sitio diferente — D-alanina - um componente do
peptidoglicano na parede celular de bactérias Gram-positivas, bloqueando a polimerizagao
de peptideoglicanos. Postula-se que também influenciem a sintese proteica bacteriana e
alterem o protoplasma bacteriano. Possuem agdo bactericida. Entende-se que a
multiplicidade de mecanismos de agdo explique o baixo desenvolvimento de resisténcia
aos glicopeptideos (Sander, 2010). Resisténcia clinicamente significativa foi
primeiramente reconhecida em outro género Gram-positivo (Enterococcus) nos anos 80, e
anos mais tarde o elemento de resisténcia — complexo vanA — foi experimentalmente
transferido a S. aureus. O primeiro relato clinico de resisténcia a glicopeptideos em MRSA
nao foi devido a resisténcia transferida por enterococos, mas por mecanismo que nao
parece conferir alto nivel de resisténcia e ¢ acompanhado de aumento de espessura da
parede bacteriana. Tais cepas sdo denominadas VISA (vancomycin-intermediate S. aureus)
(Edwards, 2007).

Vancomicina € o tratamento de escolha para infeccoes sérias causadas por MRSA, mas ha
varias desvantagens com o uso de glicopeptideos: em monoterapia sdo frequentemente
inadequados para tratar infec¢des sérias, por isso a adi¢do de outro agente, como
rifampicina, ¢ comumente recomendada para endocardite e pneumonia por MRSA.
Vancomicina ¢ potencialmente nefrotdxica e ototoxica, portanto niveis séricos precisam
ser monitorados; tal monitoramento ndo estd disponivel para teicoplanina. Ambas as
drogas estdo disponiveis apenas por via parenteral, o que na pratica limita seu uso

terapéutico ao ambiente hospitalar (Wunderink ez a/, 2003).

3.3.3 Macrolideos e clindamicina: macrolideos e clindamicina ligam-se a fragdo 50S do
ribossomo bacteriano — composto de duas subunidades: 30S e 50S - inibindo a sintese de
proteinas RNA-dependente. O efeito resultante pode ser bacteriostatico ou bactericida,

dependendo das concentragdes plasmaticas e teciduais, tamanho do in6culo e micro-
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organismo infectante. O mecanismo de resisténcia mais comum ¢ por modificagdo do
ribossomo, conhecido por resisténcia MLS (confere resisténcia a macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas). Esses agentes raramente sdo Uteis no tratamento de

infec¢des por MRSA (Edwards, 2007).

3.3.4 Aminoglicosideos: atravessam a membrana externa da célula bacteriana e inibem a
sintese proteica bacteriana por meio de ligacdo as subunidades ribossomais 30S e 50S. A
resisténcia em estafilococos ¢ com frequéncia devida a presenca de uma, de um ntimero
muito pequeno de enzimas modificadoras de aminoglicosideos, codificadas em um de
diversos genes de resisténcia presentes no elemento genético movel. Resisténcia a
aminoglicosideos ¢ bastante comum em MRSA nosocomial, limitando sua utilidade

terapéutica. (Edwards, 2007).

3.3.5 Tetraciclinas: atuam por meio de ligacdo em subunidade 30S ribossomal, bloqueando
de forma reversivel a sintese proteica, exercendo atividade bacteriostatica contra micro-
organismos suscetiveis (Zimerman, 2010). Genes de resisténcia foram identificados em
diferentes elementos transferiveis de resisténcia, em combinagdo com genes conferindo
resisténcia a aminoglicosideos e mupirocina. Resisténcia a tetraciclinas ¢ baixa para

MRSA (< 10%), tornando essa classe uma boa opg¢ao de tratamento (Schito, 2006).

3.3.6 Fluoroquinolonas: inibem a sintese de DNA bacteriano por meio de bloqueio de
atividade de enzimas — DNA-girase e topoisomerase IV — resultando na clivagem do DNA
bacteriano e apoptose. Possuem efeito bactericida (Santos, 2010). Resisténcia a
ciprofloxacina ¢ extremamente comum em MRSA nosocomial, e ¢ facilmente adquirida
durante o uso terap€utico mediante de modificagdo na enzima-alvo. No entanto, as
quinolonas podem ser usadas, pois cepas de MSSA e de CA-MRSA sdo suscetiveis

(Edwards, 2007).

3.3.7 Oxazolidinonas: linezolida é o representante mais importante da classe. E
bacteriostatica para Staphylococcus aureus e atua por ligacdo a subunidade ribossomal

50S. Pode ser administrada por via oral ou endovenosa. Possui excelente penetragdo



26

tecidual e absor¢do oral chega a quase 100%. Deve ser usada com cautela em pacientes
com testes anormais de fun¢do hepatica. Trombocitopenia ¢ evento adverso importante da
linezolida. Toxicidade medular ¢ mais comum em pacientes idosos, diabéticos, etilistas, e
com hemoglobina pré-tratamento menor que 10,5 g/dL. Linezolida tem também sido usada
para o tratamento de infeccdes de proteses articulares por MRSA, e ¢ uma opgao

terapéutica para o tratamento de infec¢des por GISA (Gould et al, 2007).

3.3.8 Estreptograminas: quinupristina-dalfopristina (Q-D) ¢ uma estreptogramina que
combina dois compostos na proporgdo 30:70. E eficaz no tratamento de infecgdes por
bactérias Gram-positivas multirresistentes, por inibicao seletiva da subunidade ribossomal
50S, com subsequente interrup¢do da sintese proteica (Sander et al, 2002). A droga ¢
bactericida. Resisténcia pode ocorrer por modificacdo ribossomal (quinupristina),
mecanismo de efluxo (dalfopristina) ou inativacdo enzimdtica (ambas). Modificacio
ribossomal ¢ frequentemente manifesta pelo genotipo (MLSB - Macrolide-Lincosamide-
Streptogramin B), codificado pelos genes erm, conferindo resisténcia também a
macrolideos e lincosamidas (Edwards, 2007). (Q-D) estd disponivel apenas para uso
endovenoso. Tem o inconveniente de apresentar irritagdo no sitio de administragdo e
eventualmente flebite. Pode ser usada como alternativa para tratar infecgdes por GISA em
pacientes intolerantes a linezolida. No entanto, ndo ha dados suficientes para recomendar

seu uso no tratamento de infec¢cdes por MRSA (Gould et al, 2007).

3.3.9 Lipopeptideos: atuam alterando o potencial de membrana bacteriano, sem provocar
lise celular. Possuem excelente atividade bactericida contra Gram-positivos, o que pode
permitir tratamentos mais breves. Daptomicina foi recentemente liberada no Reino Unido
para o tratamento de infecgdes de pele e tecidos moles por Staphylococcus aureus. E
administrada uma vez ao dia, o que a torna boa op¢do de tratamento a pacientes nao
internados. Pode causar miopatia reversivel, por isso durante a terapia os niveis de CK

devem ser monitorados (Rybak, 2006).

3.3.10 Glicilciclinas: tigeciclina liga-se a subunidade ribossomal 30S de Gram-positivos e

Gram-negativos. E bacteriostatica. Estd indicada para o tratamento de infecgdes de pele,
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tecidos moles e intra-abdominais. Ao contrario de outros antimicrobianos desenvolvidos

contra MRSA, a tigeciclina possui amplo espectro de a¢do (Gould et al, 2007).

3.4 Mecanismos de transmissao

A viruléncia do S. aureus é notavel, uma vez que o microrganismo ¢ um comensal
que coloniza as narinas, axilas, vagina, faringe e areas de pele danificadas. Em torno de
30% da populacao ¢ colonizada pelo S. aureus em algum momento da vida, 20% de forma
intermitentemente e 10% de forma persistente. Existe uma liga¢do entre colonizag¢do nasal
por S. aureus e infec¢do estafilococica, visto que a cepa nasal e a que causa infeccdo
geralmente possuem o mesmo genotipo.

Diversos estudos investigaram a presenca de MRSA no ar de hospitais, um deles
mostrou contagens elevadas por até¢ 15 minutos apds arrumacao das camas. MRSA tem
sido isolado de wvarios objetos, como maganetas, armarios, esfigmomanometros,
estetoscopios, prontuarios, telefones, canetas, botdes de emergéncia, gravatas de médicos,
computadores, cortinas e brinquedos (Dancer, 2007).

As pessoas podem adquirir a bactéria do ambiente, mas geralmente adquirem o S.
aureus diretamente de outra pessoa, pelo toque. A maioria das infecgdes nosocomiais
ocorre de um paciente para outro através das maos dos profissionais da satde, o que
necessita uma sequéncia de eventos:

1) Microrganismos presentes na pele do paciente, ou em objetos proximos ao paciente,
devem ser transferidos para as maos dos profissionais da saude.

2) Esses patdégenos devem ser capazes de sobreviver por pelo menos alguns minutos nas
maos desses trabalhadores.

3) Lavagem de maos e antissepsia dos trabalhadores deve ser inadequada ou mesmo nao
realizada, ou o agente usado para a higiene de maos ¢ inapropriado.

4) Finalmente, as maos contaminadas do trabalhador devem ter contato direto com outro

paciente ou um objeto que venha a ter contato direto com o paciente.

E possivel também que os proprios profissionais da saude sejam reservatorio do S.

aureus.
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A infecgdo se inicia quando uma lesdo na pele ou mucosa permite ao S. aureus penetrar

em tecidos adjacentes ou na corrente sanguinea (Boyce et al, 2002).

4. OBIJETIVOS

Justificativa: MRSA ¢ atualmente o patogeno resistente a antimicrobianos mais
comumente identificado na Europa, Américas, norte da Africa, Oriente Médio e Extremo
Oriente (Vuopio-Varkila, 2007). Variagdo nas propor¢des de MRSA existe em nivel
nacional e internacional, e variabilidade consideravel existe entre hospitais num mesmo
pais. Desse modo, ¢ importante conhecer os niveis endémicos locais e entender melhor a
dinamica de disseminagao do MRSA.

Nao se sabe até que ponto diferentes espécies bacterianas interagem. Partindo de
coorte envolvendo 12 hospitais - 7 deles endémicos (onde MRSA > 10% do total de S.
aureus), inclui-se o HCPA nessa categoria, ¢ 5 deles nao-endémicos para MRSA - ao
longo de 10 anos, observou-se que a incidéncia-densidade (Ip) de bacteremias por MRSA
[(Ip)mrsa] aumentou mais nos hospitais endémicos (10% versus 0% ao ano), bem como a
incidéncia-densidade total de bacteremias nosocomiais [(Ip)ng] (5,4% versus 3,1% ao ano)
(Ammerlaan et al, 2013). Portanto pareceu razoavel propor que a pressao de colonizacao
bacteriana total pudesse influenciar em [(Ip)mrsa]-

Frequentemente ndo podemos acuradamente medir exposi¢des relevantes em nivel
individual, em especial para um niimero muito grande de individuos, e com o tempo e
recursos usualmente disponiveis, embora mensuragdes ecologicas possam refletir a
exposicdo média em determinado grupo (Morgenstern, 1995). O presente estudo visa

avaliar o efeito de varidveis cujo nivel de inferéncia ¢ ecologico.

Objetivo geral: aferir o efeito da pressdao de colonizagdo bacteriana total (hemoculturas
positivas”/pacientes-dia), dose diaria definida (DDD) de antimicrobianos, uso de é4lcool
gel e taxa de ocupagdo de leitos sobre as taxas de incidéncia de bacteremias nosocomiais

por MRSA no HCPA, de 2002 a 2011.

# todas bactérias (inclusive MSSA), exceto MRSA, que ¢é o desfecho.
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Objetivos especificos: testar a hipotese de que outros germes ocupam o nicho do MRSA,
através da mensuragdo das seguintes taxas no periodo estudado: total de bacteremias,
bacteremias por germes multirresistentes ndo-MRSA (GMR), verificando se ha tendéncia

nas mesmas.
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7. ABSTRACT

Background: The increasing prevalence of antimicrobial-resistant organisms is
a major public health problem and is of particular concern for hospitals. We analyzed
time-series data to investigate factors associated to nosocomial rates of methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) bacteraemias.

Design and objective: We conducted an ecologic study whose main objective
was to estimate the effect of defined daily doses of antibiotic consumption (DDD),
alcohol-based hand sanitizer use (ALCOHOL), colonization pressure (CP) and bed

occupancy rates (BOR) on the incidence of nosocomial MRSA bacteraemias

[(Io)mrsal.

Methods: We conducted a 10-year ecologic analysis of [(Ip)mrsa] rates in a 785-
bed university teaching hospital, in Porto Alegre, southern Brazil, from January 2002

to December 2011.

Results: We found a monthly decreasing trend in (Ip)mrsa (B = - 0.02, P < 0.01).
Univariate analysis showed a negative correlation between (lp)mrsa and DDD (r = -
0.43, P < 0.01), and between (lp)mrsa and ALCOHOL (r = - 0.51, P < 0.01). In
multivariable linear regression, only ALCOHOL showed statistically significant
association with (Ip)mrsa (adj. R*= 0.26). Noteworthy is the seasonal pattern we found

in (Ip)mrsa, showing peaks of incidence in August, May and March.

Conclusion: DDD increase was expected to increase (lIp)mrsa, and ALCOHOL
increase was expected to reduce MRSA according to literature. As we had a
reduction in (lp)mrsa Over time, and CP and BOR remained stable during the studied
period, our conclusion is ALCOHOL assumed a major role in (lp)vrsa reduction, as

found in other recent studies.

Keywords: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), nosocomial
bacteraemia, alcohol-based hand sanitizer, defined daily doses, bed occupancy rates,
colonization pressure, seasonality.
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Introduction

Resistant microorganisms are recognised as a reason for extended length of
stay, higher costs and greater morbidity and mortality in hospital settings."

Staphylococcus aureus (S. aureus) is an important cause of serious, invasive
and healthcare-associated infections worldwide. In high-income countries, it remains
a leading cause of community and nosocomial bacteraemia, associated with fatality
rates between 20% and 50% and large economic burdens.’

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is cross-transmited in
hospital settings, and has a high impact on patient morbidity, mortality and also on
the hospitalization costs. Worldwide, it is endemic in many healthcare facilities since
the 1990’s.” In Europe, the frequency of MRSA among S. aureus blood isolates is
low (< 2%) in Scandinavia, the Netherlands and Iceland; intermediate in central
Europe (5 - 20%); and higher in Southern Europe, the UK and Ireland. In Latin
America we have, according to SENTRY study, even higher endemic levels. Among
S. aureus isolates in Brazilian hospitals, 56.8% were MRSA in 2001.*’

The epidemiology of nosocomial acquisition of MRSA is well described in
numerous studies. Risk factors include the use of antibiotics, underlying diseases
such as diabetes mellitus, immunocompromised conditions, intravenous drug use,
mordib obesity, haemodialysis, major surgical procedures, prior hospitalization,
duration of hospitalization, central venous catheterization and endotracheal
intubation, enteral feeding, admission to intensive care units (ICU), nursing staff

workload and compliance with hand disinfection procedures.’
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The Department of Health report analysed the natural variation of the MRSA
rate between acute hospitals in England, between 2001 and 2004, with the aim of
identifying the major drivers of this variation. Some hospital-based variables were
studied, including cleanliness, single rooms, bed spacing, staffing, bed occupancy
rates (BOR), hospital type, and region. Only the following variables had a significant
correlation with the MRSA rate and a major (> 3%) predicted effect of a specified
change on this rate: region, specialist hospitals compared with general hospitals
(27-7% higher incidence in specialist hospitals), and a BOR of more than 90%
compared with less than 85% (10-3% higher incidence for BOR > 90%). When
occupancy exceeds 85%, hospital staff have difficulty in admitting patients to the bed
needed. Consequently, ward-to-ward transfer of patients increases, aiding the spread
of nosocomial pathogens.” In a systematic review and meta-analysis, 76 studies met
the inclusion criteria including a total of 24230 patients, antibiotic exposure in the
previous four months was found as being a risk factor for the isolation of MRSA, RR
= 1,8 [95% confidence interval (CI), 1.7-1.9].% The number of patients already
colonized may be an important factor in determining chances of cross-colonization.’
However, the definition of colonization pressure varied considerably between
studies. Among 5 MRSA acquisition studies, 4 included colonization pressure in
their multivariable analysis. Three of the 4 studies found colonization pressure to be

significantly associated with MRSA acquisition."

The major objective of this study is to determine the association between
some potential predictors: use of antibiotics, colonization pressure, bed occupancy
rates, alcohol-based hand sanitizer and the incidence-density of MRSA bacteraemias

[(Ip) mrsa] in a Brazilian university hospital.
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The secondary objective is description of the outcome [(Ip)mrsa] using a

time-series decomposition procedure.

METHODS

Study population

Only adult patients were eligible for the study, aged 18 or more on the day of

admission.

Context

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) is the teaching hospital of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) with 785 beds, 67 medical
specialties, three ICUs corresponding to 67 beds that provides tertiary care, situated

in Porto Alegre, southern Brazil.

Ethics

The study was approved by the ethics committee of HCPA.

Design

We performed an etiologic time-trend ecologic study, as part of an

investigation into endemicity of S. aureus in aetiology of hospital infection. We



42

conducted a 10-year analysis of MRSA monthly rates in HCPA, in Porto Alegre,

Brazil, from January 2002 to December 2011.

Study population and data collection

The hospital microbiological databases were linked to patient-administrative
systems, thereby providing a database with all patient admissions. The database
included microbiological results of all positive blood cultures obtained, and data on
sex, age, department of admission, and length of stay before nosocomial bloodstream
infections (BSI) acquisition. A MRSA bacteraemia episode was defined by a positive
blood culture. To avoid duplication of data from the same patient, only the first
isolate of each patient was considered. A positive blood culture within 48 hours after
admission was defined as nosocomial bacteraemia (NB). Microorganisms typically
belonging to the skin flora (coagulase-negative staphylococci, Micrococcus species,
Bacillus species, or diphtheroids [corynebacteria or propionibacteria]) were

considered to be probable contaminants and were excluded.

Incidence densities (Ip) were calculated on a monthly basis, as the number of
positive blood cultures per 10000 patient-days, for both MRSA and MSSA, and for

other bacteria.

(Ip) mrsa is the primary endpoint, calculated as the monthly number of MRSA
positive blood cultures per 10000 patient-days.

Other variables included in the analysis are:
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Colonization Pressure (CP): We measured CP as the monthly number of
positive blood cultures (except those MRSA positive, to avoid collinearity with [(Ip)

Mrsa]) per 10000 patient-days. Data are available since 2002.

Defined Daily Doses of antibiotic consumption (DDD): it was computed for
overall hospital (including ICU). Data on consumption of glycopeptides, penicillins,
cephalosporins,  carbapenems, fluoroquinolones, macrolides, tetracyclines,
sulfonamides and aminoglycosides were expressed as the number of defined daily
doses (DDD) per 10000 patient-days on a monthly basis, as recommended by the
2005 version of the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) classification system

and the DDD index.'' Data are available since 2003.

Bed Occupancy Rates (BOR): BOR were calculated dividing the number of
patient-days in the hospital by the number of bed-days during a month. Data are

available since 2002.

Alcohol-Based Hand Sanitizer (ALCOHOL): An alcohol-containing preparation
designed for application to the hands for reducing the number of viable
microorganisms on the hands. In HCPA, such preparations usually contain 70 %
ethanol. It was calculated dividing the total amount of alcohol in milliliters delivered
from the pharmacy each month by the patient-days of the same month, expressed
multiplied by 100. Data are available since 2005. In the first period (2005-2006) the
wall devices were being installed in the hospital, so we had 14 months with zero
counts. In order to avoid this and to provide a better estimate of consumption, we

calculated the total amount of alcohol used in patient care as the sum of alcohol
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volume from pocket bottles and wall devices. From 2006 on, the pocket bottles

alcohol was no longer cumputed, so we used only the wall devices consumption.

Laboratory Identification

The identification of Staphylococcus aureus was performed by the
BacT/ALERT® semi-automated (Biomericux). Isolates were tested for antimicrobial
susceptibility using the disc diffusion method according to the criteria of Control
Laboratory Standard Institute (CLSI).

For the purpose of the present study, MRSA consisted in isolates with resistance
to cefoxitin, as a proxy of resistance to methicillin (no longer manufactured).
Cefoxitin has been shown conclusively to be a more reliable surrogate marker of

MRSA than oxacillin.'?

Statistical analysis

A correlation analysis using Pearson’s r coefficient was conducted to
investigate the relationship between the incidence-density of nosocomial MRSA
bacteraemias [(Ip)mrsa] and 4 independent variables, as potential predictors:
colonization pressure (CP), use of alcohol-based hand sanitizer (ALCOHOL), bed
occupancy rates (BOR) and antibiotic consumption (DDD).

We proceeded with univariate simple linear regression analysis to check for
variables related to the outcome. Variables that obtained a P-value < 0.20 were
selected for multiple linear regression. The analysis was performed using R 3.0.0. A

P-value < 0.05 was considered to indicate statistical significance.
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As a secondary objective, the outcome (lp)wrsa Was decomposed using a
procedure designed for time-series into three components, with the R package
tseries: trend (T;), seasonal (S;) and error (g). We can denote an additive time-series,
where the seasonal and random fluctuations seem to be roughly constant in size over

time, by the formula Y; = T, + S¢ + e

The original series is a discrete time-series, whose values are denoted by {Y},
where t represents each month in our study. The trend component is a new time-

series denoted by {w}, representing the low frequency variation in the data, in this

1 q
Y = —2q+1 Z Lty

case obtained with the application of a linear filter of the type =

There are many types of filters used to smooth time-series. The filter described above
is the default used in the tseries package, where ¢ = 5. Doing this we obtain a series

{yt} in which neighbors are averaged by w; = (yt.1 + yt)/2 to finally produce the trend.

The autocorrelation function (ACF) calculates the correlation (r) between
observations lagged k periods of time. A graph with k coefficients ry as function of k
is knowns as ACF or correlogram. It can be an important tool to identify series
characteristics. In a random series the lagged values are not correlated and it is
expected re = 0 | k=1, 2, ... where k indicates time /ags. The non-significance 95%
CI is delimited by dotted lines (figure 4). However, even for a random series it is
expected 1 in 20 r, coefficients to cross these limits only by chance. This illustrates

the difficulty in interpreting the correlogram.

The seasonal component (S;) is calculated removing the trend from the original

series (Yt - T¢), and then averaging the monthly values of this new stationary series. A
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seasonal pattern, if present, can easily be identified in the correlogram as seasonal

fluctuation in the same frequency.

The error component (g,) is calculated subtracting from the original series the

trend and seasonal: g = (Y- Ty - Si).

Results

Over the 10-year study period (and also two years earlier, from 2000 to 2011),
18749 positive blood cultures were obtained in the hospital, of which 13567
corresponding to adult patients. Of these, 11556 were nosocomial. Considering only
the first isolate per patient per admission, we have 6707. Removing bacteria
considered as contaminats (see methods section), 4990 remained. See flow diagram
in figure 1. Of these amount, 1442 (28.9%) correspond to Staphylococcus aureus.
Among Staphylococcus aureus isolates we have 127 (9.7%) with missing values for
oxacillin testing, leaving 1315 with complete information. Of these, 528 (40.2%)
were MRSA. Other micoorganisms were: Enterococcus spp, n=165 (3.3%);
Streptococcus  spp, n=430 (8.6%); Other Gram-positive, n=151 (3.0%);
Enterobacteriaceae, n=1875 (37.6%); Acinetobacter spp, n=204 (4.1%);
Pseudomonas spp, n=289 (5.8%); Other Gram-negative, n=270 (5.4%); Candida spp,

n=133 (2.7%); other fungi, n=31 (0.6%).

The median monthly incidence of MRSA (Ip)mrsa was 1.4/10000 patient-days,
(interquartile range [IQR], 0.9 — 2.3); CP mean was 15.4/10000 patient-days,

standard deviation (sd) (3.4); BOR mean was 87.8%, sd (3.3); DDD mean was
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3411/10000 patient-days, sd (1004.7); ALCOHOL mean was 1212 (mL/patient-

days)*100, sd (557.3).

Incidence densities of MRSA, MSSA and CP are presented in Figure 2.
Additional analyses were performed from 2003 to 2011, with the exception of

ALCOHOL (available from 2005 to 2011).

Linear regression was used to determine if there were significant relations
between (Ip)mrsa and the predictors. We found a negative correlation with DDD (r =
- 0.43, P<0.01), and with ALCOHOL (r =- 0.51, P <0.01). Results presented in table
la. A multiple regression model was built using DDD and ALCOHOL as the dependent
variables (see table 1b), and we found only ALCOHOL to be significantly correlated

with (Ip)wmrsa.

Figure 3a shows the three components of the outcome decomposed: trend (T;),
seasonal (S¢) and error (g;). As we used a symmetrical filter, and ¢ = 5, the trend

component (T;) will be a smoothed series with n-2(g+1) elements, since (g+1)

elements are cut off from each graphic tail.

The correlogram is also a commonly used tool for checking randomness in a
data set. We tested the error component (g;) of (Ip)mrsa and its correlogram showed
only white noise what indicates the decomposition procedure adopted was adequate

(data not shown).

A seasonal pattern can be identified in the correlogram as a seasonal
fluctuation in the same frequency. We clearly identify this pattern that resembles a

wave for BOR in figure 4, and also in CP. The autocorrelation function (ACF) has a
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clearer interpretation for stationary series, so any trend must be removed before
estimating r,'* That’s the reason because seasonality cannot be identified in ACF
plots of (Ip)mrsa, (Ip)mssa and ALCOHOL. We can suspect of a non-stationary series
observing a slow and steady decay in ry. This pattern is clear in DDD and ALCOHOL,
and it is also present in (Ip)mrsa and (Ip)mssa, in a lesser degree.

We found monthly increasing trends in DDD (B = 20.2, P < 0.01), and
ALCOHOL (p = 20.4, P < 0.01); and a decreasing trend in (Ip)mgrsa (B = - 0.02, P <
0.01). Figure 5 shows the trend componet of these variables; whereas CP and BOR
showed no trend, i.e., they were stationary. The variables that showed trend were
transformed using simple differentiation (z; = Xx; - Xt.1) to d.DDD, d.ALCOHOL,
d.(lp)mrsa and became stationary. This avoided losing data. Then the seasonality was
tested using Fisher’s G test, which is a type of xz, using R package GeneCycle.
Results are presented in table 2. We found seasonality in (Ip)mrsa, CP, BOR and
ALCOHOL; the seasonal pattern of (Ip)wmrsa is detailed in figure 3b, showing peaks of

incidence in August, May and March.

Fitting a non-linear model to our data: y = B, + 1/( B,*x), in our study
corresponding to (Ip)mrsa = Bo + 1/( B.*ALCOHOL), we found an inverse relation
between ALCOHOL and (Ip)mrsa, presented in figure 6, whose equation is (lp)mrsa =
0,608 + 1/(0,0014*ALCOHOL). This can be interpreted as if we use an infinite, we

may say, an ideal quantity of alcohol the (Ip)mrsa tends to 0,61 (Bo).
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Discussion

We conducted an ecologic study whose main objective was to estimate effect
of potential predictors on the monthly rate of MRSA NB. The temporal patterns
along the period for some important variables related to antibiotic resistant bacteria
were discribed: DDD, ALCOHOL, CP and BOR.>>!> There is no precise definition of
trend, and each author uses this term in different ways. Some authors prefer to call
trend the slope B, i.e., the change in the series level per unit of time.'® That is the

approach we used, testing the significance of trend using linear regression.

A policy focusing on MRSA alone may have unintended adverse effects on
control of MSSA. It is therefore important to understand the evolving epidemiology
of both MRSA and MSSA bacteraemia.> Both (Io)mrsa and  (lp)mssa showed a
decreasing trend in HCPA, what means S. aureus rates decreased during the period.
CP was measured in such way it can measure the burden of nosocomial infections, as
it considered all pathogenic bacteria but MRSA. The present study shows no
evidence of trend for CP, what means the rate of other than MRSA nosocomial
infections remained stable. Importantly too, longitudinal studies should not focus on
a single microorganism, as an increased incidence of pathogen A could be
accompanied by a reduced incidence of pathogen B, and, in this way, the total burden
of disease might remain unchanged.17 Despite a reduction in MRSA, our conclusion
is MRSA niche was occupied by other bacteria, designated as other antibiotic
resistant bacteria (OARB). The (Ip)oars increased in our hospital (p = 0.01, P <0.01),

due to Acinetobacter spp. (B =0.002, P = 0.05) and vancomycin-resistant enterococci
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(VRE) (B = 0.009, P < 0.01). Pseudomonas spp. showed a decreasing trend (f = -
0.002, P = 0.04) and Enterobacteriaceae producing extended-spectrum p-lactamases
(ESBL) (B = 0.001, P = 0.53) remained stable. However, the total antibiotic resistant
bacteria, which can be calculated by [(Ip)mrsa + (Ip)oars] decreased (f = - 0.014, P <
0.01). This finding suggests a partial replacement of MRSA by OARB.

DDD increase was expected to increase (Ip)mrsa, and ALCOHOL increase was
expected to reduce (Ip)mrsa according to literature. As we have a reduction in (Ip)mrsa
over time, and CP and BOR remained stable during the period, our conclusion is

ALCOHOL assumed a major role in (lp)wrsa reduction, as found in other recent

. 15,18-22
studies.'>!®

Figure 5 shows the trend componet of these variables.

Eveillard et al reported that the consumption of hand-rubbing solution and the
incidence of MRSA acquired in the intensive care unit (ICU) varied inversely,
without any other intervention.> We found the same relation in our study as
presented in figure 6, with the difference we analysed the whole hospital.

Noteworthy is the seasonal pattern we found in (lp)mrsa, Showing peaks of
incidence in August, May and March. Leekha ef al. recently reviewed a number of
epidemiological studies that have evaluated the seasonality in S. aureus colonization
and infection and found that 31 out of 41 studies reported seasonal variation in S.
aureus.** Although most studies published to date are methodologically weak, some
seasonal variation in the occurrence of S. aureus infection appears to exist,
particularly an association of warm-weather months with S. aureus skin and soft-
tissue infections (SSTI). Our study analysed only bacteraemias and found a pattern of

seasonality peaking in winter mainly, and also in autumn. Supporting us, a recent

study found similar results, showing a winter peak for nosocomial MRSA related
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hospitalizations.> Such data are important for hospital surveillance programmes in
devising local directives for rational antibiotic use and hospital infection control

measurcs.

Our study has some limitations. As this is a single tertiary care centre study in
Brazil, our findings may not be generalizable to other non-tertiary care centres in Brazil
or to centres in other countries, where the baseline incidences of antibiotic-resistant
organisms may be different from those we found. Also, the majority of MRSA carriage
is asymptomatic and therefore not identified using routine clinical cultures. The latter
alone, on which our study is based, may only identify 18% of actual MRSA patient-

days.

Hand hygiene was not included in our analysis. It is one of the most important
infection control measures in preventing the cross infection of multidrug-resistant
pathogens in hospital, especially for MRSA.*”  Analyses of risk factors for
Staphylococcus aureus bacteraemia (SAB) acquisition were limited by the study
desing, because a study based on aggregated data that uses group-level analytic
methods alone does not establish a causal relationship between antibiotic exposure
and antimicrobial resistance. The analysis of aggregated data may be limited by
ecological bias, which is the failure of group-level-effect estimates to reflect the

biological effect at the level of the individual or patient."!
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Figure 1. Flow diagram from the total pool of positive blood cultures obtained from 2000 to

2011, in Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

NB: nosocomial bacteraemia
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Figure 2. Lines show incidence densities (lp) of microorganisms over the study period for HCPA.
Top black line: colonization pressure (CP) = Incidence density of BSI caused by non-MRSA

bacteria; Bottom black line: (Ip)mrsa = Incidence-density of BSI caused by MRSA; Bottom gray
line: (lp)mssa = Incidence-density of BSI caused by MSSA.

Abbreviations: MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MSSA, methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus; BSI, bloodstream infections.
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Figure 3. Decomposition of (Ip)mrsais ilustrated in the figure above.

(a) The row data (lp)ursa are graphed in the top panel. The second panel graphs the trend
component: the low frequency variation in the data. The third panel graphs the seasonal
component: variation in the data at or near the seasonal frequency. The forth panel
graphs the random component (error): the remaining variation in the data beyond that
in seasonal and trend components.
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(b) the seasonal pattern of (Ip)wmrsa is illustrated in the figure, showing peaks of incidence in
August, May and March.
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Figure 4. Autocorrelation function plot (ACF) is a plot of the sample autocorrelations r, versus k (the time lags). Each lag represents 1 month.

95% non-significance confidence intervals (Cl) are delimited by dotted lines.

ALCOHOL was restricted to the period (2005-2011).
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Figure 5. Graph illustrating the trend components — 12 month moving average — of the
three variables that reached statistical significance at (a = 0.05).

§ number of antibiotics defined daily doses/10000 patient-days.
# (mL/patient-days)*100.
* [(Io)mrsal * 1000.
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Figure 6. Correlation between ALCOHOL and (lp)wmrsa. Solid line represents the fittet non-
linear model. Dotted line represents the constant 3= 0.61.



Table 1. Linear regression for factors associated with (lp)ursa

(a) univariate

59

Variables B P r? d.f.
cpP -0.0123 0.71 0.001 106
BOR 0.0085 0.80 0.0006 106
DDD -0.0005 <0.01 0.19 106
ALCOHOL -0.0010 <0.01 0.26 82
(b) multivariate
Variables B P adjusted R? d.f.
Intercept 3.023 0.26 81
DDD -0.0002 0.11
ALCOHOL -0.0007 <0.01




Table 2. Fisher’s G test for seasonality detection

Variables
d.ID_MRSA
cP

d.DDD
d.ALCOHOL

BOR

P

<0.01

<0.05

0.10

0.04

<0.01

Meaning
seasonal
seasonal
non-seasonal
seasonal

seasonal

60
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8. RESUMO

Contexto: O aumento da prevaléncia de germes multi-resistentes ¢ um grande
problema para a satide publica, particularmente para os hospitais. Analisamos uma
série temporal para investigar fatores associados as taxas mensais de bacteremias

nosocomiais por Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA).

Objetivos: o principal objetivo ¢ aferir o efeito de consumo total de antibidticos
(DDD), uso de alcool gel na higienizagdo de maos (ALCOHOL), pressdo de
colonizacdo (CP) e taxa de ocupacdo de leitos (BOR) sobre as taxas mensais de

bacteraemias nosocomiais por MRSA [(Ip)mgrsal-

Métodos: realizamos um estudo ecoldgico de 10 anos sobre [(Ip)mrsal, em hospital-
escola universitario com 785 leitos, em Porto Alegre, Brasil, de Janeiro de 2002 a

Dezembro de 2011.

Resultados: houve queda em (lp)mrsa (B = - 0.02, P < 0.01). Encontramos uma
correlacdo negativa entre (lp)wrsa € DDD (r = - 0.43, P < 0.01), e entre (lp)mrsa ©
ALCOHOL (r =- 0.51, P <0.01) na analise univariada. Na analise multivariada apenas
0 ALCOHOL se mostrou significativamente correlacionado a (Ip)mrsa (R2 aj. = 0,26).
Digno de nota foi o padrdo sazonal encontrado em (lp)mrsa, mostrando picos em

agosto, maio € margo.

Conclusdo: aumento em DDD aumentaria (Ip)mrsa, € aumento em ALCOHOL reduziria
(Ip)mrsa. Como observamos redugdo em (Ip)mrsa a0 longo do tempo, e CP e BOR
permaneceram estdveis, mnossa conclusdo ¢ que ALCOHOL assumiu papel

preponderante na redug@o de (Ip)mrsa, como encontrado em outros estudos recentes.

Descritores: Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA), bacteremia
nosocomial, alcool gel, consumo de antibidticos, taxa de ocupacdo de leitos, pressao
de colonizacdo, sazonalidade.
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9. CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir deste estudo ecoldgico permitiram caracterizar
algumas variaveis importantes relacionadas a dindmica de transmissdo de infecgdes
nosocomiais no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, abrangendo um periodo
consideravel, de 2002 a 2011. O foco do estudo foi 0 MRSA. Saber quais os fatores
associados a queda nas taxas de infeccdo por MRSA foi o objetivo principal. Na
regressdo linear multipla os seguintes fatores estudados ndo se mostraram
correlacionados as taxas de infeccdo por MRSA: pressdo de colonizagdo bacteriana
total, dose diaria definida de antibidticos e taxa de ocupacdo de leitos. Observou-se
que o consumo de alcool gel para higienizacdo das maos esteve inversamente
relacionado ao desenvolvimento de bacteremias nosocomiais por MRSA, achado que

vai ao encontro da literatura.
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10. CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho se propds a descrever o padrao das taxas de bacteremias
nosocomiais por MRSA no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, num periodo de 10
anos, identificando em nivel ecoldgico fatores de risco associados a infec¢do dos
pacientes. Ele evidenciou a importancia da higienizacdo das maos com alcool gel
como responsavel pela queda das taxas de infecgdo por MRSA. Devem ser feitas
campanhas de esclarecimento aos profissionais de saude para que higienizem
apropriadamente suas maos, a fim de reduzir as taxas de infeccdo por S. aureus, que

€ um micro-organismo transmitido principalmente pelo toque.
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