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DUARTE, Felipe Crepaldi; PERUGINI, Marcia Regina Eches. Staphylococcus aureus
isolados de pneumonia e bacteremia em um hospital terciario do sul do brasil: resisténcia
aos antimicrobianos, fatores de viruléncia e clonalidade. 2018. 97 f. Dissertagao (Mestrado

em Fisiopatologia Clinica e Laboratorial) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina.
2018.

RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ um microrganismo versatil que causa grande diversidade de
infecgdes, acomentendo tecidos superficiais ou ocasionando sindromes invasivas, como
pneumonias e bacteremias. Esse trabalho teve como objetivos analisar a resisténcia, viruléncia
e as relagdes epidemioldgicas e genéticas de Staphylococcus aures,oriundos de sangue e
secrecdo traqueal, em um hospital tercidrio do sul do Brasil. A identificagio dos
microganismo, bem como a determinagdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos, foi
realizada por metodologia manual, de acordo com o CLSI, 2018, e automatizada utilizando
ossistemasVitek™2  (bioMeriéux-USA), Phoenix” (Becton, Dickinson) e Microscan®
(Siemens- Califérnia). A concentragdo inibitéria mimina de vancomicina foi deterinada por
fitas de e-test®(bioMeriéux-USA). O DNA total dos isolados, extraido por protocolo
enzimatico, foi utilizado para pesquisa dos genes mecA, icaA, pvl e tsst, além da analise dos
Complexos Clonais e Sequence Typing. Foi realizado, para um isolado, sequenciamento
gendmico total utilizando a plataforma Miseq” (Illumina). Foram avaliados 720 isolados de S.
aureus provenientes de bacteremia entre os anos de 2001-2015. Observou-se que, para os
antimicrobianos ciprofloxacina, eritromicina, oxacilina e clindamicina houve aumento no
percentual de isolados resistentes, com tendéncia de elevagdo.Enquanto para gentamicina,
rifampicina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima houve queda nos percentuais. O
periodo de avaliacdo para vancomicina foi de cinco anos (2011-2015), mostrando elevacao
nas concentragdes inibitorias minimas. Para os anos de 2015-2016, 105 isolados de S. aureus
oriundos de sangue e secre¢do traqueal foram avaliados. Verificou-se que 81,9 % dos isolados
foram positivos para o gene mecA. Na amplificagdo dos tipos SCCmec o tipo II foi detectado
como prevalente, sendo positivo em 61,67%, 23,33% pertenciam ao tipo IV, 13,33% foram
do tipo I e apenas uma amostra, 1,67%, continha o tipo III. Verificou-se ainda, a presenga de
30 Sequence Type e 18 Complexos Clonais, sendo que os mais frequentes foram ST63
(12,16%), ST6 (8,1%) e STS, 306 e 835 (6,8%). Quanto aos CC os mais prevalentes foram os
CC5 (50%), CC7 e CC445 (6,8%). Ao analisar os fatores de viruléncia percebeu-se que
87,8% das amostras continham o operon icaA, 16,2% apresentaram o operon pvl e 14,9 o tsst.
Conclui-se que a maioria dos isolados apresentava, como fator de viruléncia, o operon icaA,
eram portadores do gene mecA e pertenciam ao SCCmec tipo II, ST63 e CCS5. Quanto ao
perfil de sensibilidade aos antimicrobinos houve tendéncia de elevacao no perfil de resisténcia
para oxacilina, ciprofloxacina, clindamicina e eritromicina e tendéncia e queda para
gentamicina, rifampicina e sulfametaxol-trimetoprima. Quanto a vancomicina houve
tendéncia de elevagdo na concentragdo inibitorima minina. Avaliando o sequénciamento do
genoma foi encontrado mutagido no gene mecA, bem como o gene femXAB.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. MRSA. Genotipagem. Resisténcia. Antibacterianos.



DUARTE, Felipe Crepaldi; PERUGINI, Marcia Regina Eches. Staphylococcus aureus from
invasive infections in a tertiary hospital in the south of brazil: resistance to antimicrobial
agents, virulence factors and clonality. 2018. 97 p. Dissertation (Master's Program in Clinical
and Laboratory Physiopathology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a versatile microorganism that causes a wide range of infections,
involving superficial tissues or causing invasive syndromes, such as pneumonia and
bacteremia. The objective of this study was to analyze the resistance, virulence and
epidemiological and genetic relationships of Staphylococcus aureus isolated from blood and
tracheal secretion in a tertiary hospital in southern Brazil. The identification of the
microorganisms, as well as the determination of the antimicrobial resistance profile, was
performed by manual methodology, according to the CLSI, 2018, and automated using
Vitek®2 (bioMeriéux-USA), Phoenix® (Becton, Dickinson) and Microscan® ( Siemens-
California). The minimum inhibitory concentration of vancomycin was determined by e-test®
tapes (bioMeriéux-USA). The total DNA of the isolates, extracted by enzymatic protocol, was
used to investigate the mecA, icaA, pvl and tsst genes, in addition to the Clonal Complex and
Sequence Typing analysis. We performed, for one isolate, total genomic sequencing using the
Miseq® (Illumina) platform. A total of 720 isolates of S. aureus from bacteremia were
evaluated between 2001-2015. It was observed that, for the antimicrobials ciprofloxacin,
erythromycin, oxacillin and clindamycin, there was an increase in the percentage of resistant
isolates with a tendency to increase. While for gentamicin, rifampicin, tetracycline and
sulfamethoxazole-trimethoprim, there was a decrease in percentages. The vancomycin
evaluation period was from five years (2011-2015), showing an increase in the minimum
inhibitory concentrations. For the years 2015-2016, 105 S. aureusisolated from blood and
tracheal secretion were evaluated. It was found that 81.9% of the isolates were positive for the
mecA gene. In the amplification of SCCmec types, type II was detected as prevalent, 61.67%
followed by type IV, 23.33% and type I, 13.33%. Only one isolate had type III, 1.67%. The
presence of 30 Sequence Type and 18 Clonal Complexes was also observed, with ST63
(12.16%), ST6 (8.1%) and STS5, 306 and 835 (6.8%) being the most frequent. The most
prevalent CCs were CC5 (50%), CC7 and CC445 (6.8%). When analyzing the virulence
factors, it was observed that 87.8% of the samples contained the icaA operon, 16.2% had pvl
operons and 14.9 tsst. It was concluded that most of the isolates presented, as a virulence
factor, the icaA operon, were carriers of the mecA gene and belonged to SCCmec type II,
ST63 and CCS5. As for the antimicrobial susceptibility profile, there was a tendency to
increase the resistance profile for oxacillin, ciprofloxacin, clindamycin and erythromycin and
tendency and fall for gentamicin, rifampicin and sulfamethoxol-trimethoprim. As for
vancomycin, there was a tendency to increase the minimum inhibitory concentration.
Evaluating the genome sequencing was found mutation in the mecA gene as well as the
femXAB genes.

Key words: Staphylococcus aureus. MRSA. Genotyping. Resistance. Antibacterial.
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1INTRODUCAO

1.1GENEROSTAPHYLOCOCCUS

Staphylococcusé um género de bactérias anaerdbias facultativas que se apresentana
forma de cocos Gram-positivos, com tamanho aproximado de 0,5 a 1,5 um de diametro.
Podem se agrupar na forma de cachos, aos pares, em tétrades ou em cadeias curtas
(JORGENSEN, 2015). Esse género pertence a familia Staphylococcaceae,que € composta por
51 espécies e 28 subespécies. Esses microrganismosse desenvolvem bem em condig¢des
adversas, como em ambientes com baixa umidade ou elevada pressdao osmotica. Possuem
elevada flexibilidade nutricional e apresentam capacidade de sobrevivéncia, e multiplicagao,
sob diferentes condi¢cdes ambientais(DSMZ, 2015).

De acordo com a capacidade de coagular o plasma, as espécies do gé€nero sdo
classificadas em coagulase-positiva e coagulase-negativa, sendoS. aureus,subespécie aureus,
principal representante do grupo coagulase-positiva.Seu genoma pode variar de 2.000 a 3.000
Kb(KLUYTMANS, 2010; PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010). Bactérias pertencentes a
essegénero estdo presentes no ambiente desde os primoérdios, tendo sido descritas até mesmo
em fdsseis. Entretanto, somente no século 19 o género foi reconhecido como um importante
patégeno (MOELLERING, 2012).

S. aureus estdao amplamente distribuidos na natureza, e se fazem presentes como
colonizantes em mucosas, pele, glandulas, trato gastrintestinal, urindrio e respiratério, tanto
em seres humanos como em animaisS(KLUYTMANS, 2010). Além disso, é considerado um
dos patégenos de maior prevaléncia nos processos infecciosos, sejam eles de origem
hospitalar ou comunitario(AGABOU et al., 2017; SHAHINI et al., 2017).

Nos seres humanos a narina anterior funciona como reservatorio primario de S.
aureus. Com uma relagdo simbidntica, sdo encontrados colonizando cerca de 20 a 50% dos
pacientes sauddveis(BESSESEN et al., 2015; KHANAL et al., 2015). Essa extensa taxa de
colonizagdo eleva a chance de portadores sauddveis, sob condi¢des adversas, desenvolverem
quadro infeccioso por S. aureus. Outro ponto importante € o fato de que individuos portadores
podem contaminar profissionais de satde e/ou outros pacientes, contribuindo, assim, para
uma maior dispersdo do microrganismo no ambiente (CHANG, SCHIBLER, 2016;
KLUYTMANS, 2010; PEREIRA; CUNHA, 2009;WAN et al., 2017).
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As infec¢des ocasionadas por S. aureus sdo iniciadas por sua inserc¢do através da pele
ou mucosas, podendo ficar localizadas ou se expandir para outros 6rgdos, ocasionando
pneumonias, osteomielites, ou infec¢des sist€émicas, como bacteremias(WAN et al., 2017).

Seu sucesso como patdgeno se deve, principalmente, a grande capacidade de
adaptacdo ao meio, aquisi¢do de elementos genéticos que auxiliam na capacidade de

resisténcia antimicrobiana, viruléncia e evasao bacteriana(MONACO et al., 2016).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA

Alguns isolados de S. aureus tém a capacidade de produzir uma série de fatores de
viruléncia que auxiliam em seus mecanismos de defesa, entre eles: catalase, coagulase,
DNAse, produ¢do de biofilme, leucocidinas, toxinas, hialuronidases, entre outros
(OLUFUNMISO; TOLULOPE; ROGER, 2017).

Um mecanismo de viruléncia muito importante em S. aureus € a produgdo de biofilme.
Os microrganismos, quando inseridos no biofilme, tém maior capacidade de fuga do sistema
imune e resisténcia ao tratamento farmacoldgico, sendo menos susceptiveis aos agentes
agressores. Além disso, no ambiente interno do biofilme os microrganismos tem maior
facilidade para comunicagdo celular e transferéncia horizontal de genes. A formacdo do
biofilme € facilitada nas superficies de dispositivos médicos. Alguns isolados de S. aureus
conseguem permanecer vidveis, sob a forma de biofilme, em superficies inanimadas por
longos periodos (JOSHI et al., 2018).

O biofilme é composto por uma matriz de polissacarideos constituida por uma cadeia
linear de B-1-6 glicosaminoglicano com residuos de 2-deoxi-2-amino-D-glucopiranosil cujo é
composto de 80-85% de poli-B(1,6)-N-acetil-d-glucosamina, um polissacarideos de superficie
com carga positiva denominadopolysaccharide intracellular adhesion (PIA). A sintese dessa
molécula acontece pela expressdo dos genes icaA; icaB; icaC; ou icaD, localizados em um
operon. Contudo, a formacdo dessa trama de polissacarideos e proteinas se da,
principalmente, pela presengca do operon icaA(HEILMANN et al.,, 1996;LEE et al.,
2014;SHRESTHA et al., 2016).

Outro importante fator de viruléncia é a Panton-Valentine Leukocidin (PVL), uma
citotoxina que tem como principal atividade a destrui¢dotecidual, podendo, em casos mais
graves,acarretar em necrose de tecido. Além disso, pode inibir a resposta imune do

hospedeiro, intensificando o processo infeccioso. Isolados de S. aureusportadores do gene



14

pvl, normalmente, estdo associados a infeccdes graves de pele e partes moles, pneumonia
necrotizante e sepse(KULANGARA et al., 2017; MANAFI et al., 2017).

O alvo dessas leucocidinas sdo os leucocitos polimorfonucleares. Ao induzir a morte
celular auxilia na evasdo bacteriana dos mecanismos de defesa do hospedeiro e rompimento
do tecido. Esse gene estd inserido em um operon policistronico composto por 2 segmentos:
um S na porcao superior, gene [ukpyS, € um F na por¢do inferior, gene lukpyF, com um regido
simples intercistronica (YAMAMOTO et al., 2010).

A Toxina daSindrome do Choque Toéxico (Toxic Shock Syndrome Toxin - TSST)
contribui para o potencial patogénico dosisolados de S. aureus.A produgdo dessa toxina
dificulta o tratamento e ocasiona sindromes graves nos pacientes, impactando de forma
negativa nos servicos de saide(MERRIMAN et al., 2016). O gene tsst-1que codifica a TSST
¢ controlado pelo loccus acessory gene regulator (agr),esseloccus além de codificar a
producdo da toxina, € responsavel pela codificacao de outros genes de viruléncia emS. aureus.
A TSST, produzida por alguns isolados de S. aureus, € responsdvel por ocasionar uma
sindrome aguda, de inicio répido e potencialmente fatal(JOMEHPOUR; ESLAMI; KHALILI,
2016).

Sua acdo € similar a de um ‘“‘superantigeno” que ativa a resposta imunoldgica de
células T e ocasiona grande liberacdo de citotoxinas. Ao elevar, de forma exponencial a
resposta imune, promove alteragdes fisiologicas importantes no hospedeiro, que evolui para o

quadro de choque (KERR et al., 2017).

1.3 INFECCOES ESTAFILOCOCICAS

S. aureus é, provavelmente, o microganismo mais comum em infec¢des humanas, e pode
acarretar uma gama de infec¢des, como as de pele e tecidos moles sendo as mais comuns, até
moléstias invasivas como osteomielite, osteortrite, infeccdes associadas a cateteres ou
préteses, endocardite, bacteremia e pneumonia (KHAN; WILSON; GOULD, 2018; TONG et
al. 2015).

As pneumonias por S. aureus podem ter origem hospitalar ou comunitdria, embora
apresentem papel predominante em pacientes hospitalizados. Trata-se de uma patologia que
acarreta aumento de admissdo nos servigos de saide, corrobora com a piora do progndstico
clinico e pode evoluir para Obito, principalmente em pacientes idosos, criangas e

imunodeprimidos (UZOAMAKA et al., 2017). A pneumonia estafiloccica se inicia,
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provavelmente, pela aspiracdo de microrganismos presentes na flora orofaringea do paciente.
Esse fato € facilitado pela presenga do tubo, diretamente inserido na cavidade endotraqueal
(CHANG; SCHIBLER, 2016).

Em um estudo de coorte retrospectivo, realizado nos EUA, cerca de 40% das culturas
obtidas de pacientes com Pneumonias Adquiridas em Hospitais (HCAP) foram positivas para
S. aureus(KOLLEF; MICEK, 2005).Posteriormente, o National Healthcare Safety Network
(NHSN) relatou que S. aureus foi o agente etioldgico mais frequente (24,7%) em Pneumonia
Associada a Ventilagdo (PAV) entre os anos 2011 a 2015(WEINER et al., 2016).

A prevaléncia de PAV, ocasionada por S. aureus, chega a até 33%. Pacientes comesse
quadro,frequentemente, apresentam dificuldade respiratéria e estdo inseridos em um grupo de
risco. Além disso, a PAV estende os dias de internacdo a esta associadaa elevada
morbimortalidade(AYKAC; OZSUREKCI; BASARANOGLU, 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos, apresentada por isolados de S. aureus, amplifica a
gravidade dessas infeccdes e sua persisténcia, inserido no biofilme sob o tudo orotraqueal,
constitui uma fonte potencial de pneumonia recorrente(SANCHEZ et al., 2013;WAN et al.,
2017).

Nas ultimas quatro décadas as infec¢des de corrente sanguinea ocasionadas por
Staphylococcus spp. t€m se elevado de forma exponencial em hospitais ao redor do mundo e,
atualmente, estdo entre as causas mais comuns de infec¢do bacteriana de origem hospitalar,
sendo os S. aureus um dos principais isolados causadores de bacteremia(AMMERLAAN et
al., 2013; ROSENTHAL, 2016;WEINER et al., 2016).

Bacteremias por S. aureus resistentes a meticilina (Methicillin-Resistant S. aureus-
MRSA) estdo associadas a mais desfechos clinicos desfavordaveis, em comparacdo com S.
aureus sensivel a meticilina (Methicillin Susceptible S. aureus- MSSA)(HASSOUN;
LINDEN; FRIEDMAN, 2017; TARNBERG; NILSSON; DOWZICKY, 2016; WEINER et
al., 2016).

Os focos de infec¢do podem ser intravasculares, quando o paciente possui dispositivos
intravenosos, extravasculares, ou decorrentes de focos infecciosos primarios, como
pneumonia, nefrite e até infeccdes de pele e partes moles(DAYAN et al., 2016).

A bacteremiaocasionada por S. aureusé uma infeccdo sanguinea, de extrema
gravidade, com uma incidéncia estimada de 80 a 190 casos/100.000 habitantes, por ano, em
paises desenvolvidos(LAUPLAND et al., 2013; LE MOING et al., 2015; WEINER et al.,
2016).0 Centers for Disease Control and Prevention(CDC) de Atlanta estima que 80.461
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infecgdes invasivas, por MRSA, e 11.285 morte, relacionadas a bacteremia estafilocdcica,
ocorreram nos EUA em 2011(CDC, 2013).

Os casos de bacteremia por S. aureus sao fortemente associadas a um pior progndstico
(GOTO et al., 2017). A mortalidade apds bacteremia estafilocdcica € alta, ocasionando 6bito
30-dias-internagao em 20% dos pacientes e uma taxa estimada de mortalidade relacionada a
infeccdo de aproximadamente 13%(RECKER et al., 2017;VAN HAL et al., 2012). Taxas de
mortalidade para o choque séptico por S. aureus sdo ainda maiores, variando entre 40-
60%(CHUNG et al., 2016).

No Brasil, de acordo com Gales, et al. (2009) cepas de MRSA estdao em primeiro
lugar, como agente etiolégico de bacteremias e segundo lugar quanto as pneumonias. No
Hospital Universitario de Londrina (HUL), isolados de S. aureusocupam o terceiro lugar
como agentes causadores de bacteremia e o quarto lugar entre isolados relacionados as

pneumonias.

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Na era pré tratamento antimicrobiano, S. aureus era responsavel por grande parte das
taxas de mortalidade (82%), principalmente em infe¢cdes graves como a bacteremia (SMITH;
JARVIS, 1999). Em 1928, com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, novas
perspectivas para o tratamento das infec¢des ocasionadas pelo patégeno surgiram
(MOELLERING; WEINBERG, 1971).

Apo6s passados dois anos de sua efetiva utilizagdo, em meados dos anos 40, alguns
isolados de S. aureus ja apresentavam resisténcia ao antimicrobiano. Essa resisténcia ocorria
pela aquisicdo de um plasmideo que conduz o gene blaZ(NOVICK, BOUANCHAUD,
1971).Esse gene, segundolobanovska, Pilla (2017); Olsen, Christensen, Aarestrup (2006) e
Pereira et al. (2014), € responsdvel por codificara producdo de uma enzima denominada
penicilinase,que tem como fungdo clivar o grupo funcional do antimicrobiano, inativando-o e,
promovendo falha terapéutica.

No final dos anos 50 foi desenvolvida uma penicilina semissintética, denominada,
meticilina, pela adi¢do de um radical no grupo funcional, carbono a, do anel B-lactdmico,
local de acdo da penicilinase. Acreditava-se que o tratamento para as infecgdes estafilocdcicas
havia se resolvido com o desenvolvimento desse novo farmaco. Contudo, em 1961, um ano

apods sua inser¢do no mercado foram descritos na Inglaterra e Dinamarca as primeiras cepas
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de MRSA. Contudo seu mecanismo de resisténcia somentefoi descoberto em 1980
(HARKINS et al., 2017; JEVONS, 1961;LOBANOVSKA; PILLA, 2017).

Diferente do primeiro mecanismo de resisténcia, que ocorre pela produgdo da enzima
penicilinase, a resisténcia a meticilina se dd, segundo Hartman e Tomasz (1981), por uma
mudanca no sitio de inser¢do para o antimicrobiano em uma proteina, a Penicillin-Binding
Proteins (PBP).Essa proteina modificada ficou conhecida como PBP2a ou PBP 2°. Ela € a
responsavel por fazer a ligacdo da ponte cruzada de pentaglicina entre o 3% e o 4°
aminodcidos, L-lisina e D-alanina, respectivamente, das cadeias laterais de N-acetil
glicosamina (NAG) e dcido N-acetilmuramico (NAM) para formacdo da parede celular
bacteriana (REICHMANN, PINHO, 2017; SASSINE et al., 2017).

A meticilina, farmaco B-lactdmico, se insere no sitio de ligacdo da proteina e impede
que ela realize sua funcdo na formacao da ponte cruzada entre os aminoacidos, o que confere
instabilidade a parede. Isso faz com que o microrganismo produza uma parede frouxa, que ird
se romper e culminar com a morte da célula. Com a producdo, pela célula bacteriana, de uma
proteina modificada o antimicrobiano ja ndo reconhece mais seu sitio alvo, deixando a nova
PBP livre para desempenhar seu papel na sintese da parede celular(GARCIA-FERNANDEZ
et al., 2017).

O gene mecA, que estd localizado em um elemento genetico moével, o cassete
cromossdomico estafilococico (SCCmec), é responsavel por codificar a proteina modificada,
PBP2a, que ocasiona falha na terapia com agentes B-lactamicos (AKANBI et al., 2017). O
elemento SCCmec € composto pelo gene mec, principalmente o mecA, sequéncias regulatérias
(mecR1 e mecl) e o complexo ccr, regido responsdvel por integrar ou eliminar sequéncias do
cassete cromossomico. (HIRAMATSU et al., 2014; MONACO et al., 2016)

Existem, ainda, outras regides que o compde o cassete, denominadas regides J. Essas,
que podem ser J1; J2 e J3 conduzem componentes nido essenciais ao cassete, porém, em
alguns casos, nelas existem genes ligados a resisténcia aos agentes antimicrobianos. A regido
J1 estd localizada a esquerda do complexo ccr, na junc¢do inicial do cassete, ja a regido J2 fica
entre o complexo ccr e o gene mec, a regido J3 esta a direita do gene mec, na jungdo final do
cassete (MILHEIRICO; OLIVEIRA; DE LENCASTRE, 2007).

As variagdes nas combinagdes entre as regides J, complexo ccr e gene mec definem os
diferentes tipos de SCCmec, dos quais 11 (I-XI) j& foram descritos em literatura.

(MOOSAVIAN et al. 2017). Entre os diferentes elementos SCCmec, nove carregam os



18

genesccrA e ccrB e, somente dois deles, os tipos V e VIII, possuem o gene ccrC (WU et al.
2015).

Além do mecA a resisténcia ao farmacos B-lactamicos pode ocorrer, ainda, pela
codificagdo do mecC. De acordo com Shore et al. (2011) e Garcia-Alvarez et al. (2011), que
primeiro reportaram esse fendmeno, o novo gene apresenta 70% de homologia com o mecA
produzindo uma PBP2a com 63% de similaridade aquela codificada pelo gene mecA. Quanto
ao sistema de regulacdo do operon, dentro do cassete, o mecCdepende dos genes mecl-mecRlI,
assim como acontece com omecA (BRADLEY, 2017).

Isolados de S. aureus,mecA-positivos,podem expressar resisténcia heterogénea a
oxacilina (SAKOULAS et al., 2001), com Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) variando da
faixa sensivel (< 2 ug/mL) a moderadamente alta (2 — 16 pug/mL), ou mesmo extremamente
alta (= 256 pg/mL) (HRYNIEWICZ; GARBACZ, 2017; POURNARAS et al. 2015). Por esse
motivo, o Instituto de Padronizacdo Americano (Clinical and Laboratory Standards Institute-
CLSI) definiu como MRSA aqueles isolados que apresentam o gene mecA ou CIM para
oxacilina > a 4 pg/mL (CLSI, 2018).

Aliado aos isolados com perfil heterogéneo, o surgimento de cepas sensiveis a
oxacilina, com presenca do gene mecA (Oxacillin-susceptible MRSA - OS-MRSA), tem
intensificado a dificuldade terapéutica das infecgdes estafilocdcicas. Essas cepas, descritas
primariamente porKampf et al. (2003), com amostras isoladas de trés hospitais germanicos
entre anos de 1995 e 1996, embora amplifiquem o gene mecA, ao teste fenotipico se mostram
sensiveis a oxacilina, como valores de CIM <2 ug/mL (CHUNG et al., 2016).

Essa queda para a CIM de oxacilina ndo estd totalmente estabelecida, e pode ser
explicada pela repressdo ou baixa expressao do gene mecA, aquisi¢cao de elementos genéticos
moéveis como a IS71272 ou mutagdo em proteinas envolvidas na sintese de parede, como o
complexo femXAB e murE. Outro ponto abordado sdo as mutacdes no complexo mecl-mecRI
envolvidos na regulacdo da transcricdo do gene mec (KOBAYASHI, N. et al 1999;
KAMBEROVIC, F. et al. 2015; POURNARAS, S. et al. 2015).

A prevaléncia desses isolados, bem como sua descri¢do, varia entre as regides, com
frequéncias de 1,2% em estudo conduzido no Reino Unido porSaeed et al. (2014) a 52% com
S. aureus de amostras Brasileiras, como descrito por Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino

(2016).



19

e pene comples,.  corjiene camplies
!

class [ w.ﬂ;";?
T}rpe I(IB] ik El&uﬂmﬂ:i = d
) Ainr it}

(NCTC10442)

1l kis

Type TI{2ZA)
(N315)
NET a2 5
Type ITI(3A)
(B5/2082)
ot Tasm i
":‘_L ' B = winy meed Y
b SCChy = ekl

cerild

class B verlid
e Si—
(CADS) P T T [ T
aliss Fig perdd
Tj’pl’:‘ IV(ZB&5) q ‘ E : Tady | oepii?
(Zl'MT :' w—_x ol (A e \'Her -

.m_hdw
I"H._‘.'l'l corf An |

Type V(5C2)
{\'VIS} wrd L IRIE LIt

r
il

Fh""_r"'. per AR

bl = et
(TSGH17, PM1) e T F

Amei T

s I cimedd

e ten) ot
(HDE288) ST

Type VII(5C1) e i S
{JCSC6082) ank m"-.::—:‘-m: E
Type VIII(4A) P e ™
(C10682) =

el
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Com a emergéncia de resisténcia aos agentes -lactaimicos, a vancomicina passou a ser
utilizada como farmaco de escolha para o tratamento de pacientes com infec¢ao
estafilocdcica. No entanto, no ano 1997, no Japao, foi descrita a primeira cepa MRSA com
sensibilidade reduzida a vancomicina (Vancomycin Intermediate S. aureus -
VISA)(HIRAMATSU, 1997).

Por muito tempo havia o receio de que esse fendmenoocorresse pela aquisicio de um

plasmideo que contém o operonvan, vindodoEnterococcus spp., contudo, um ano mais tarde,
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verificou-se que aredug¢do da susceptibilidade era devido a outro mecanismo. Os isolados
VISA apresentavam hiperproducdo de NAM, o que promove a elevacdo na concentracdo de
mureina da parede celular. Isso faz com que o microrganismo produza uma parede mais
espessa do que o normal, aumentando a concentracdo do D-ala D-ala na porcdo final da
cadeia, alvo do antimicrobiano. (KEIICHI HIRAMATSU, 1998).

Hé ainda o fendmeno conhecido como heterorresisténciaa vancomicina.De acordo
com o CLSI (2018), S. aureus com CIM < 2 ug/mL sio considerados sensiveis, CIM 4-8
pg/mL sao intermedidrios e CIM > 16 pug/mL sdo resistentes para o antimicrobiano.
IsoladoshVISA(Heterogeneous Vancomycin-Intermediate S. aureus - hVISA) sdo definidas
como isolados resistentes inseridos em uma populacdo majoritariamente sensivel a
vancomicina. Tem sido proposto que isoladoshVISA seriammicrorganismos precursores dos
VISA. A prevaléncia de hVISA ¢ varidvel ao redor do mundo podendo chegar a 50% dos
isolados, o que gera importante impacto clinico (CHAUDHARI et al. 2015, WOOTTON et al,
2001).

1.5EPIDEMIOLOGIA

Do ponto de vista epidemiolégico, e de vigilancia das infec¢des hospitalares, S. aureus
€ um patégeno de grande relevancia clinica. Dentro da familia Staphylococcaceae, MRSA sao
considerados os patégenos multirresistentes de maior importancia médica, € um grande
problema de satde na atualidade (KONG et al., 2017).Tais fatos amplificam a gravidade das
infec¢des por ele ocasionadas (WAN et al., 2017).

Embora MRSA seja um dos microrganismos de maior disseminacdo no ambiente
hospitalar (SHANKAR et al.,, 2017), comparacdes internacionais indicam que had uma
variacdo considerdvel na prevaléncia de infecgdes por MRSA ao redor do
mundo(TARNBERG; NILSSON; DOWZICKY, 2016; YANG et al., 2017).

Numa revisdo realizada em 2017, Calfee relatou que, embora isolados de S. aureus
resistentes a meticilina tenham sidodescritos pela primeira vez nos anos 60, sua disseminagao
ndo ocorreu na mesma propor¢ao dos isolados resistentes a pencilina. Na década de 70, de
acordo com O“Toole et al. (1970), apenas 2% das cepas de S. aureus hospitalares, isolados em

diferentes paises, eram de MRSA. O final dos anos 80 e o inicio dos anos 90, contudo, foi
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marcado pela rdpida dissemina¢do de MRSA multirresistentes ao redor do mundo, tornando-
se endémicos desde entdo (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014).

A partir do final da década de 1990, ainda, relatos de infeccdes por MRSA, entre
pessoas sem fatores de risco associados a saide, comecaram a surgir na comunidade. J4 nos
anos 2000, aproximadamente 60% dos isolados de S. aureus coletados de pacientes
hospitalizados em servicos de sadde norte-americanos, e brasileiros, eram MRSA. Essa
elevacdo no percentual de cepas resistentes, bem como sua maior participagdo nos processos
infecciosos, parece ser consequéncia da pressao seletiva, exercida pelo grande uso de agentes
antimicrobianos, fatores de viruléncia do patégeno, aquisicdo de elementos genéticos méveis
e condicdes fisiolégicas do hospedeiro (CDC, 1999).

Em estudo realizado por Sievert et al. (2013) em conjunto com oNHSNe CDC,nos
Estados Unidos, entre os anos de 2009 - 2010, S. aureus foi identificado como o segundo
patégeno mais frequente nas infeccdes relacionadas a assisténcia a saide (11,8%) ou seja,
infeccdes da corrente sanguinea associada a cateter central, pneumonias associadas a
ventilacdo mecanica e infec¢des associadas a procedimentos hospitalares, no periodo de 2011
a 2014. Taxas de resisténcia a meticilina entre esses isolados variaram de 42 a 57%, de acordo
com o local de infeccao(WEINER et al., 2016).

Virias fontes de dados sugerem que a incidéncia global de MRSA estd diminuindo em
varios paises do mundo. Nos EUA, entre 2005 e 2011, o NHSN verificou que a incidéncia
global de infec¢des invasivas por MRSA diminuiu, de 37,5 para 25,8 por 100.000 pessoas
(DANTES et al., 2013). Até 2015, a taxa global de infecc@o invasiva por MRSA diminuiu
ainda mais, para 18,8 por 100.000 pessoas. Embora a epidemiologia de MRSA, hospitalares e
comunitérios, inicialmente fosse bastante distinta, nos ultimos anos passaram a se sobrepora
medida que cepas comunitdrias se espalharam em institui¢des de saide(CDC, 2015).

Em 2016, o European Centre for Diseases Prevention and Control (ECDC) relatou
diferencgas significativas na propor¢do de MRSA em isolados de sangue entre paises europeus.
De maneira geral, a prevaléncia variou de, aproximadamente, 0%,na Islandia a 64%, na
Roménia. Verificou-se ainda uma tendéncia decrescente da frequéncia de MRSA na Bélgica,
Franca, Alemanha, Irlanda, Polonia, Portugal e Reino Unido. Estima-se que 171.200
Infecgdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS), sejam atribuiveis a infeccdes invasivas
por MRSA (ECDC, 2017).

Dados de vigilancia de paises da Asia do Sul e do Leste e Pacifico Ocidental,

publicados pela Organizagdo Mundial da Saide (World Health Organization — WHO),
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apontam S. aureus como sendo um patdgeno significativo em processos infecciosos, com
incidéncia de MRSA variando de 1,0 a 84% (WHO, 2014).

Estudos multicéntricos realizados entre 2010 e 2014, indicam indices de MRSA de
26% a 30% na Africa, Europa e Oriente Médio, 50% na América do Norte e 55% na América
Latina. Da mesma forma, nesses relatos, as taxas globais de MRSA diminuiram
significativamente entre 2004 e 2014(MENDES et al., 2016; TARNBERG; NILSSON;
DOWZICKY, 2016; WEINER et al., 2016).

Na América Latina, Arias et al. (2017) reportaram as menores taxas de infec¢do por
MRSAna Colombia e Equador, 22% e 29%, respectivamente, e as maiores na Venezuela,
Meéxico (57%) e Brasil (62%). No HUL a proporcao de MRSA € semelhante a dos demais
estudos brasileiros e da América Latina, mas difere significativamente daqueles realizados em
outros continentes, especialmente na Asia(HANAKI et al., 2014; HOGBERG et al., 2015;
YANG et al., 2017).

Até recentemente MRSA era identificado principalmente em servigos de saide, no
entanto na atualidade, isolados de S. aureus vém sendo detectados, também, de infeccdes
comunitdrias. Estes novos clones denominados MRSA adquiridosa na comunidade
(Community Acquired Methicillin-Resistant S. aureus - CA-MRSA) t€m emergido em varios
paises (TONG et al., 2015; TORRES et al., 2017).

Nos EUA, um estudo realizado por David e Daum (2010), relatou incidéncia de
infec¢des porHealthcare Acquired - MRSA (HA-MRSA) em 30/100.000 habitantes, enquanto
por CA-MRSA foi bem maior, aproximadamente 250 casos/100.000.

Inicialmente, as cepas classificadas como CA-MRSA permaneciam sensiveis a
maioria dos antimicrobianos, excetoaos farmacos B-lactimicos (NAIMI, 2003). Isolados de
CA-MRSAeram associados, predominantemente, a infec¢des de pele e partes moles (Skin and
Soft Tissue Infections - SSTIs), e ocasionalmente estavam presentes em infec¢des graves,
como pneumonia necrotizante e bacteremia(DAYAN et al., 2016; TONG et al., 2015).

Nos dltimos 20 anos, entretanto, ocoreram mudancas importantes na epidemiologia de
infeccdes por MRSA com novos clones emergindo e se espalhalhando rapidamente entre
pessoas, com e sem fatores de risco associados aos cuidados de saide (CALFEE, 2017).

Apesar do aumento observado nas infec¢des por CA-MRSA, a exposicao aos cuidados
de saide continua a ser um grande risco para o desenvolvimento de infec¢des invasivas por

MRSA. Em 2015, 78% dos casos foram classificados como associados a saide (incidéncia
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14,8 por 100.000), enquanto 21% foram classificados como associado a comunidade
(incidéncia 3,9 por 100.000)(CDC, 2015).

Isolados de MRSA, além de serem responsdveis por ocasionar ampla variedade de
processos infecciosos, apresentam grande potencial de disseminacdo, seja em ambiente
hospitalar ou comunitdrio. Esse fato faz com que as técnicas de biologia molecular sejam
necessdrias para o entendimento da diversidade e epidemiologia, local e global, dos isolados
de S. aureus. Entre as técnicas mais aceitas encontram-se o Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE), Multi Loccus Sequence Typing (MLST) e a Tipagem SCCmec Assim, linhagens de
MRSA, idénticas ou similares, podem ser definidas de acordo com o resultado de ST
associado ao SCCmec(MONACO et al. 2016).

O PFGE,devido ao seu elevado poder discriminatério, vem sendo aplicado para a
investigacdo de surtos desde a década de 90 (WOODFORD, LIVERMORE, 2009).
Utilizando-se esse método, osisolados eramnomeadas de acordo como a regido geografica
onde o clone foi primariamente detectado, ou a localidade onde estava espalhado mais
intensamente. Contudo, por se tratar de um método comparativo, ndo permite avaliar
claramente a propagacao internacional de linhagens de MRSA(MONECKE et al., 2011).

A utilizacdo de métodos moleculares combinadostorna possivel identificar linhagens
epidémicas, bem como determinar a epidemiologia local e global dosMRSA. Assim, a
tipagem MLST €é um método aplicidvel universalmente a qualquer isolado, em
qualquerlaboratério com capacidade para realizacdo de téncnicas de biologia molecular.Essa
técnica gera a amplificacdo de genes housekeeping. As diferentes sequéncias, denominadas
alelos, inferem um perfil alélico ndo ambiguo para cada cepa. Modificagdes em apenas um
dos nucleotideos sdo suficientes para distinguir entre os perfis(ENRIGHT; SPRATT, 1999;
MONACO et al., 2016). Esses nimeros alélicos, denominados gendtipos, sdo classificados
como Sequence Type (ST), tendo cada clone um ST especifico, contudo, trata-se se uma
metodologia de dificil realizacdo e custo elevado(FEIL et al., 2004).

Robertson et al.(2004) desenvolveu umametodologia baseada em Real-time
Polymerase Chain Reaction (RTq-PCR) que utiliza Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP)

para genotipar osisoladosde S. aureus. Baseado nosgenes housekeeping e em suas sequéncias,

geradas pelo MLST (http://saureus.mlst.net), o autor, e seus colaboradores, produziram um
algoritmo que consegue distinguir os SNP’s de cada sequéncia.Posteriormente, Lilliebridge et
al., (2011), descreveu um protocolo, de uma técnica denominada High Resolution Melting -

PCR (HRM-PCR), para classificar geneticamente os isolados, baseado no principio de
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Robertson.Utilizando a metodologia RTq-PCR “single-step, close tube” o autor determina as
pequenas variacdes de nucleotideos nos genes housekeeping. Os resultados das corridas sdao
confrontados com o banco de dados do MLST, gerando perfis de Complexo Clonal (CC) e ST
para cada cepa de interesse. Ao utilizar essa técnica foi possivel genotipar as amostras
clinicas, e correlacionar os resultados obtidos com o banco de dados do MLST, de forma
rdpida e menos custosa.

Enright et al. (2002) propds a combinacio de dados do ST com o tipo de SCCmec para
definir clones de MRSA; um clone sendodefinido como um grupo de isolados que possuem o
mesmo ST eo mesmo tipo SCCmec.Portanto, atualmente, as nomenclaturas mais aceitas
incluem o ST e CC de cada isolado em conjunto com o elemento SCCmec correspondente,
permitindo, assim, a avaliacdo de ancestralidade e comparacdes globais entre os isolados de
S. aureus(MONECKE et al., 2011).

A epidemiologia dos isolados deS. aureustem se mostrado diversa ao longo do tempo.
Amostras coletadas durante os anos de1960 a 2004 foram agrupadas em 11 CC’s diferentes,
sendo os mais prevalentes o CC5, CC8 e CC30 (CHAMBERS; DELEO, 2009).Isolados de S.
aureus pertencentes ao CC30,segundo McAdam et al. (2012), tiveram grande impacto na
saide humana, nos ultimos 60 anos, tendo sido responsavel por trés pandemias.Outro clone
comumente disseminado ao redor do mundo € o CC5. Nesses grupos estdo contidos isolados
de MRSA com origem hospitalar ou comunitdria. Além disso, fatores de viruléncia e
resisténcia variados, bem como diversos SCCmec, foram associados a esses complexos.
Assim como complexo clonal 5 os isolados contidos no CC8 também sao numerosos, €
podem estar presentes em cepas CA ou HA-MRSA. O primeiro clone de MRSA descrito, a
cepa ST250-MRSA-I "archaic clone", pertence ao CC8, o que sugere ser esse 0 precursor
dosisolados resistentes a meticilina (MONECKE et al., 2011).

O clone arcaico, gradativamente, foi substituido por outros isolados pandémicos, entre
eles o ST 239- SCCmec 111, conhecido como clone epidémico brasileiro (Brazilian/Hungarian
clone), que se diferencia do CC8 por uma insercdo de fragmento pertencente ao CC30,
tornando-se, assim, um clone hibrido.Com a elevada diversidade de isolados, clones distintos
sao encontrados nas diferentes regides do globo. Os clones mais prevalentes na América do
Norte sdo: ST5-SCCmec I (USA100), ST8-SCCmec IV (USAS500), ST36-SCCmec IV
(USA200), e ST45-SCCmec IV. Ao analisar o continente Sul Americano, entretanto, os
clones ST239 SCCmec 111, ST5 e ST1 sdo prevalentes no Brasil, ST5 SCCmec I na Argentina

e Chile além do ST8 SCCmecIV na Coldombia. Em todo o continente Europeu, os clones mais
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prevalentes estdo inseridos nos complexos STS (CC5), ST8 (CC8), e ST22 (CC22). Embora
os dados do continente Africano ainda sejam limitados, sabe-se que o STS, ST239, ST22,
ST36,ST612, ST8 e ST1 foram relatados, como os mais frequentes, com diferentes elementos
SCCmec. Para o continente Asidtico 90% das infeccdes de origem hospitalar sdo atribuidas ao
clone ST239 SCCmec I1I. A partir dos anos 90 no Japdo, China Coréia e Taiwan o clone ST5
SCCmecll predomina. O clone ST239 SCCmec 11l também era o prevalente na Oceania, tendo
sido substituido pelo ST22 SCCmec IV nos anos 90. Quantoa Nova Zelandia o clone
prevalente pertence ao ST1, isolados pertencentes aos CC1, CC30, CC59, e CC101também
foram descritos em hospitais na regido do PacificoMONACO et al., 2017).

O sequenciamento gendmico, técnica gold standard para caracterizaciao de cepas, tem
sido cada vez mais utilizado nos estudos moleculares. Com ele € possivel estudar exatamente
a composicao genética de um isolado, descobrindo seus fatores de resisténcia, viruléncia e
pesquisando biomarcadores especificos. Atualmente duas geracdes de sequenciadores
coexistem, os de primeira geracdo, ou sequenciadores de Sanger, garantem bons resultados
com baixo custo, porém os dados sdo gerados de forma lenta. J4 os de segunda geragdo, além
de gerar dados confidveis e permitir a possibilidade de sequenciar multiplos genomas ao
mesmo tempo, o fazem em menor tempo do que os de primeira geracdo, contudo a nova
técnica apresenta custo elevado (NURWIDYA, et al. 2018).

Muitos estudos tém evidenciado a crescente dificuldade para o tratamento de pacientes
em processo infeccioso ocasiondo por S. aureus(ABOUALIZADEH et al., 2017;
BEAUDOIN et al., 2017, OLUFUNMISO; TOLULOPE; ROGER, 2017). Esse fato parece
ser o responsdvel pelas extensas taxas de mortalidade entre os pacientes infectados por
isolados de MRSA, principalmente nas infec¢des invasivas (ARSHAD et al., 2017; GALAL,;
YOUSSEF; IBRAHIEM., 2016; MEHL et al., 2017). De acordo com Khan, Wilson e Gould
(2018),dados da Organizacdo Mundial de Satde (World Health Organization - WHO)
apontam que pacientes com infeccdes por MRSA apresentam 64% mais changes 6bito do que

aqueles com infec¢des por S. aureus nao resistentes.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar microbiolégica e  geneticamente isolados clinicos de S.
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aureusprovenientes de sangue e secrecao traqueal oriundos de pacientes internados no HUL.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1Avaliaro perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

2.2.2 Identificar a tendéncia de resisténcia para os antimicrobianos entre os anos de
2001 a 2015.

2.2.3Determinar a Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) para vancomicina entre os
isolados de S. aureus oriundos de cultura de sangue entre os anos de 2011-2015.

2.2.4 Identificar o gene de resisténcia aos fairmacos B-lactamicos, mecA, para isolados
de S. aureus de sangue e secre¢do traqueal entre os anos de 2015-2016.

2.2.5Detectar a presenga dos genes de viruléncia icaA, pvl e tsstpara isolados de S.
aureus de sangue e secrecao traqueal entre os anos de 2015-2016.

2.2.6Determinar a diversidade clonal dos isolados de S. aureus em oriundos de sangue

e secrecdo traqueal entre os anos de 2015-2016.

3MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, transversal, que foi realizado em
duas etapas. Na primeira foi avaliado o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de 720
amostras de S. aureus,provenientes de cultura de sangue, de pacientes do HUL, no periodo de
janeiro de 2001 a dezembro de 2015. Na segunda etapa foram selecionados 105 isolados,
vindos de pacientes, internados no HUL, com bacteremia e pneumonia, no periodo de 2015 a
2016. As amostras foramobtidasde pacientes com diagndstico infeccioso segundo o manual
de Critérios Diagndsticos de Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Sadde, disponibilizado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA — 2017, CDC, 2013),identificadas,
utilizando metodologia manual, de acordo com o CLSI 2018, e automatizada utilizando os
sistemas Vitek®2 (bioMeriéux-USA), Phoenix® (Becton, Dickinson) e Microscan® (Siemens-
Califérnia), isoladas e estocadas no banco de bactérias do Laboratério de Microbiologia

Clinica do HUL.
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3.2METODOS FENOTIPICOS

Amostras previamente estocadas foram selecionadas e reativadas em caldo soja
tripticaseina (TSB) e isoladas em dgarmanitol salgado. Apds incubacado, por 18 — 24 h em
estufa 37OC.suspensﬁes com densidade celular de 0,5 e 2,0 McFarland (aproximadamente
1,5)(108 e 6,0)(108 unidades formadores de coldnia por mL), mensurada com o auxilio de um
turbidimetro,foram preparadas.

A determinacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada para os
seguintes farmacos: cefoxitina (30ug); eritromicina (15ug); clindamicina (2ug); teicoplanina
(30ug); gentamicina (10 pg); amicacina (30 pg); tetraciclina (30 pg); linezolida (30 pg);
ciprofloxacina (10 pg); rifampicina (5 pg) e sulfametoxazol + trimetoprima (25 ug). Foi
utilizada metodologia de disco difusdo e os resultados foram avaliados e interpretados de
acordo com o descrito no CLSI, 2018.

A CIM de vancomicina foi determinada com a utilizacdo de tiras dee-
test®(bioMeriéux-USA). As fitas sdo impregnadas com vancomicina em concentracdes que
variam entre 0,16pg/mL 4 256 pg/mL. Apds incubacdo por 18-24h 4 37°C, o valor da CIM foi

avaliado seguindo as recomendagdes do fabricante e CLSI, 2018.
3.3METODOS GENOTIPICOS

A extracdo do DNA total foi realizada por técnica de lise enzimdtica conforme
descrito porSambrook, Fritsch e Maniatis(1990).A genotipagem das cepas, identificacdo
dosCC e ST foi feita porRTq-PCRconforme descrito por Lilliebridge et al.(2011).

Os isolados pertencentes aos anos de 2015 -2016 foram submetidas a testes de RTg-
PCR para amplificacdo de seis fragmentos internos, housekeeping (arcC, aroE, gmK, pta294,
tpi36, and tpi241). Os ST e CC de cada amostra foram determinados de acordo com o banco
de dados do MLST (http://saureus.mlst.net) e metodologia proposta por Lilliebridge et al.
(2011).

A detecc¢do dos genes de viruléncia: [ukS-PV; lukF-PV; tsst;coagulase (coa) e biofilme
(icaA) foi realizada como descrito por Campbell et al. (2008). A avaliacdo da resisténcia,

para os farmacos B-lactamicos, foi avaliada de acordo com a presenca do gene mecA. Além da
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presenca do gene mecAos elementos SCCmec foram tipados de acordo com metodologia
proposta por Milheiri¢o, Oliveira e Lencastre(2007).

Uma amostra de OS-MRSA foi selecionada para sequenciamentogendmico total de
segunda geracdo, utilizando a plataforma Miseq® (Illumina) conforme descrito por

Deurenberget al. 2017.

4LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

Os testes descritos nesse trabalho foram realizados no setor de microbiologia do
laboratério de andlises clinicas do Hospital Universitirio de Londrina e no laboratério de
biologia molecular de microrganismos (NIP5) localizado na Universidade Estadual de
Londrina (UEL), Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB). O HUL € um hospital escola terciario
e um centro de referéncia para cuidados de saide no norte do Parand. Utilizando o Sistema
Unico de Satide, trata-se de um hospital exclusivamente de atendimento ptiblico. Conta com

313 leitos que atende pacientes oriundos de todo o Parand e regido.

S5ASPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa envolvendo seres

humanos da Universidade Estadual de Londrina. CEP/UEL - CAAE: 78657317.0.0000.5231.

6. RESULTADOS

Na primeira etapa o perfil de sensibilidade para 720 amostras de S. aureus oriundos de
corrente sanguinea, de pacientes internados no HUL em um periodo de quinze anos, foi
avaliado. Verificou-se que a frequéncia média de resisténcia para oxacilina (MRSA) foi de
43,74%. Os antimicrobianos que apresentaram os maiores indices de resisténcia foram
penicilina, ciprofloxacina, eritromicina, oxacilina e clindamicina. Por outro lado a frequéncia
de resisténcia foi menor para gentamicina, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprima e
tetraciclina, com valores de sensibilidade acima dos 90%, ao final do periodo analisado.
(Artigo 1).

Na segunda etapa foram caracterizados, fenotipica e genotipicamente, 105 isolados de

S. aureus obtidos de hemocultura (50) e secrecdo traqueal (55) no periodo de 2015-2016



29

como mostrado no apéndice A. Destes 71/105 (67,6%) foram classificados como MRSA, pelo
método fenotipico, e 34/105 (32,4%) como MSSA.

Ap6s, foram selecionados 74 isolados para deteccao dos genes de viruléncia icaA, tsst
e pvl, apéndice B. Verificou-se uma elevada prevaléncia do operon (icaA)65/74 (87,8%),
seguido pelo operon pvl, 12/74 (16,2%) e tsst, 11/74 (14,8%).

Das amostras submetidas a pesquisa do gene mecA, 86/105 (81,9%) foram positivas
sendo que, 65/86 (75,58%) foram resistentes a oxacilina (cefoxitina), consideradas
verdadeiramente MRSA. Contudo, 21/86 (25,30%) se mostraram sensiveis ao teste fenotipico,
sendo classificadas como isolados OS-MRSA. Por outro lado, 5/19 (26,31%) amostras,

resistentes para oxacilina (cefoxitina), ndo apresentaram o gene mecA (tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo entre PCR para gene mecA e sensibilidade a oxacilina, por método
fenotipico, para 105 isolados de S. aureus.

Oxacilina Oxacilina
PCR Resistente Sensivel Total
gene mecA (+) 65 21 86
gene mecA (-) 5 14 19
Total 70 35 105

OXA R: oxacilina resistente; OXA S: oxacilina sensivel; mecA (+); mecA positivo; mecA (-): mecA

negativo.

Das amostras MRSA, 60/70 (85,71%) eram tipdveis para os elementos SCCmec,
sendo que 37/60 (61,67%) pertenciam ao SCCmec tipo II, 14/60 (23,33%) ao tipo IV, 8/60
(13,33%) ao tipo 1 e 1/60 (1,67%) do tipo 3. Entre 21 OS-MRSA, no entanto, nenhuma foi
tipavel.

Verificou-se ainda, a presenca de 30 Sequence Type (ST) e 18 Complexos Clonais
(CC), sendo que os mais frequentes foram ST63 9/74 (12,16%), ST6 6/74 (8,1%) e STS3,
ST306 e ST835, 5/73 (6,8%), cada um. Quanto aos CC, os mais prevalentes foram CC5 com
37/74 (50%), CCT e CC445 com 5/74 (6,8%).
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Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em quatro artigos

cientificos intitulados:

Artigo 1. Bacteremia causada por Staphylococcus aureus: Uma andlise de quinze anos da
sensibilidade aos antimicrobianos em um hospital tercidrio do Brasil, enviado para a Revista
de Epidemiologia e Controle de Infec¢do, com qualificacao Qualis B4 (Quadriénio 2013-2016

- Medicina II). Artigo aceito para publicacdo.

Artigo 2. S. aureus resistente e meticilina, SCCmectipo II, disseminado em um hospital
tercidrio do sul do Brasil, enviado para a Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo, com qualificagdo quails B2 (Quadriénio 2013-2016 - Medicina II). Artigo em
avaliacdo.

Artigo 3. Sepse fatal causada por mecA-positivo oxacilina sensivel Staphylococcus aureus:
primeiro relato em um hospital terciario do sul do Brasil.Artigo em edi¢dao. Serd submetido
para a revista Journal of Infection and Chemotherapy, com qualificacdo quails B2 (Quadriénio

2013-2016 - Medicina II).

Artigo 4. Genoma completo de Staphylococcus aureus, OS-MRSA, Sequence Typel,
Complexo Clonal 1, SCCmec IV, isolado de um paciente com choque séptico em um hospital
tercidario do sul do Brasil. Artigo em edi¢do. Serd submetido para a revista Genome

Announcements, com qualificacdo quails B4 (Quadriénio 2013-2016 - Medicina II).



31
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Bacteremia causada por Staphylococcus aureus: Uma andlise de quinze anos da
sensibilidade aos antimicrobianos em um hospital terciario do Brasil.

RESUMO

Justificativa e Objetivo: Infec¢des da corrente sanguinea por Staphylococcus aureus
constituem uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo mundo. Devido a
elevada prevaléncia de resisténcia aos antimicrobianos,o tratamento de infec¢des ocasionadas
por S. aureusse tornou complexo. Compreender a epidemiologia e os padrdes de resisténcia
deste microrganismo € um ponto critico para a prescricdo empirica adequada de
antimicrobianos. Desta maneira, este estudo teve por objetivo avaliar a evolucdo de
resisténcia antimicrobiana de S. aureus num periodo de quinze anos. Metodologia: Foram
analisados os testes de sensibilidade aos antimicrobianos de 720 S. aureus isolados de
hemoculturas de um hospital terciario do sul do Brasil. Os dados foram obtidos do Sistema de
Informagdo AGTA Healthcare, médulo LABHOS®. Resultados: A frequéncia média de .
aureus resistentes a meticilina foi de 43,74%. Com excecdo de penicilina, ocorreu variagao
significativa da resisténcia para todos os antimicrobianos no periodo avaliado (p< 0,001).
Ciprofloxacina, eritromicina e clindamicina apresentaram os maiores indices de resisténcia
com tendéncia de aumento. Surpreendentemente, gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprima
apresentaram queda significativa nos percentuais de resisténcia. Analisando-se a vancomicina
do ano 2011 a 2015 pode-se evidenciar um aumento das concentracdes inibitérias minimas.
Conclusao: Embora a resisténcia aos antimicrobianos tenha aumentado nos quinze anos para
a maioria dos farmacos, para sulfametoxazol-trimetoprima e gentamicina ocorreu reducao
significativa, indicando uma possivel alteracdo clonal. Este estudo evidenciou, ainda, a
emergéncia do fendtipo S. aureus intermedidrio a vancomicina.

Descritores: Staphylococcus aureus, Agentes Anti-infecciosos, Bacteremia
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Bacteremia caused by Staphylococcus aureus: a fifteen year analysis of antimicrobial
susceptibility at a tertiary-care hospital in Brazil.

ABSTRACT

Background and Objectives:Bloodstream infection caused by Staphylococcus aureus are
one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide. Due to the high prevalence
of antimicrobial resistance, the treatment of infections caused by S. aureus has become
complex. Understanding the epidemiology and resistance patterns of this microorganism is a
critical point for an adequate empirical prescription of antimicrobials. Thus, this study aimed
to evaluate the evolution of antimicrobial resistance of S. aureus over a period of fifteen
years. Methodology: Antimicrobial sensitivity tests of 720 S. aureus isolated from blood
cultures of a tertiary hospital in southern Brazil were analyzed. Data were obtained from the
AGTA Healthcare information system, LABHOS® module. Results: The mean frequency of
methicillin resistant S. aureus was 43.74%. Except for penicillin, statistical variation was seen
for all evaluated antimicrobial (p <0.001). Ciprofloxacin, erythromycin and clindamycin had
the highest rates of resistance with a tendency to increase. Surprisingly, gentamicin and
sulfamethoxazole-trimethoprim presented the minors percentages of resistance, with decrease
tendency. The analysis of vancomycin in the year 2011 to 2015 may show an increase in the
minimum inhibitory concentrations. Conclusion: Although antimicrobial resistance increased
in the fifteen years for most antimicrobials, for sulfamethoxazole-trimethoprim and
gentamicin there was a significant reduction, indicating a possible clonal change. This study
also demonstrated an emergence of the intermediate phenotype of S. aureus to vancomycin.

Descriptors: Staphylococcus aureus, Anti-Infective Agents, Bacteremia
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € um patégeno eficiente, responsdavel por ocasionar ampla
variedade e sindromes clinicas, incluindo desde infec¢des localizadas na pele e partes moles
até doencgas invasivas como bacteremia, endocardite, pneumonia e osteomielite(WEINER et
al., 2016).Além da viruléncia, este patdgeno € notdrio pela rdpida evolucdo de resisténcia aos
agentes antimicrobianos(HO et al., 2016).

S. aureus resistentes a meticilina(MRSA - Methicillin Resistant S. aureus) surgiram
nos anos 60 e se disseminaram nos anos 80. Nos ultimos quinze anos, MRSA tem se
estabelecido como um dos patégenos mais frequentes em vdrias partes do mundo, além de ter
se tornado um dos maiores problemas no ambiente hospitalar na atualidade. Bacteremias por
estes microrganismos estdo frequentemente associadas a um pior progndstico, incluindo
mortalidade em até 30 dias ao redor de 20 a 40%(HOGBERG et al., 2014; WEINER et al.,
2016).

O tratamento de paciente com infec¢des por MRSA constituem um problema devido
ao numero restrito de antimicrobianos disponiveis. Conhecer os padrdes de resisténcia de S.
aureus em bacteremias € fundamental para adequada prescri¢do empirica de antimicrobianos
e na prevenc¢do de eventos que possam culminar na resisténcia bacteriana(ZBOROMYRSKA
et al., 2016).

As altas taxas de morbidade, mortalidade, custos e a elevada frequéncia de S. aureus
multirresistentes associados a infec¢Oes evidenciam a necessidade de énfase a vigilancia local,
regional e global dos padrdes de sensibilidade aos antimicrobianos(SADER et al., 2015;
WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). Assim, considerando que S. aureus é um dos
agentes etioldgicos mais frequentemente identificados em infeccdes da corrente sanguinea,
este estudo tem como objetivo avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos e sua evolugcdo em

um periodo de quinze anos.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo retrospectivo, no qual foi avaliada a frequéncia de
resisténcia aos antimicrobianos, apresentada por S. aureus, isolados de hemoculturas

realizadas em um hospital tercidrio da regido sul do Brasil no periodo de 2001 a 2015. Para
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tal, utilizou-se o banco de dados do Sistema de Informacdo AGTA Healthcare, médulo
LABHOS®.

Os isolados de S. aureus foram obtidos a partir de hemoculturas realizadas em
Sistemas Automatizados BacT/ALERT® 3D (bioMérieux Durham, NC, USA) ou BD
BACTEC " FX Blood Culture System (Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA).

A identificacdo dos microrganismos e a determinagdo da sensibilidade aos
antimicrobianos, in vitro, foi realizada utilizando-se os sistemas MicroScan® (Siemens
Healthcare Diagnostic, Deerfield, IL.), Phoenix® (AB Biodisk, Solna, Sweden) ou VITEK2®
(bioMérieux- Durham, NC, USA), conforme o periodo avaliado. Para vancomicina,
entretanto, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada por microdilui¢do, de
acordo com padronizagdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Foi feita andlise estatistica dos dados obtidos utilizando o programa IBM SPSS 20.0.
(IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY:
IBM Corp). Foram feitos testes t Student e Mann Witney, quando apropriado. Os resultados
foram expressos como média e desvio padrdo, ou mediana e intervalos interquartis. Curvas de
tendéncia para os antimicrobianos analisados foram construidas. Foram tidos como resultados
significativamente estatisticos aqueles que apresentaram valor de p < 0,05, com intervalo de
confianca fixado em 95%.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres

Humanos da Universidade Estadual de Londrina sob o CAAE numero 0015.0.268.000-11.

RESULTADOS

Foram avaliadas 720 amostras de S. aureus isolados da corrente sanguinea durante o
periodo avaliado. Os percentuais médios de resisténcia e as variagdes durante o periodo sao
mostrados na figura 1. Maiores indices de resisténcia bacteriana foram apresentados
detectados para os antimicrobianos: penicilina (96,48%), -ciprofloxacina (51,14%),

eritromicina (44,99%), oxacilina (43,74%) eclindamicina (39,85%).
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Figura 1. Variagdo do percentual de resisténcia entre S. aureus (n=720) isolados de
hemoculturas realizadas no Hospital Universitario de Londrina entre os anos 2001 e 2015.
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Para os antimicrobianos ciprofloxacina, eritromicina, clindamicina e oxacilina
observou-se tendéncia de elevacgdo no perfil de resisténcia ao final do periodo analisado, como
pode ser observado na figura 2. Com excecdo de penicilina, ocorreu variacdo significativa da

resisténcia para todos os antimicrobianos avaliados (p< 0,001).

Figura 2. Curva de tendéncia para os antimicrobianos com maior indice de resisténcia
bacteriana durante o periodo avaliado.
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Legenda: CIP: ciprofloxacina, CLI: clindamicina, ERI: eritromicina, OXA: oxacilina. Os dados foram
agrupados em 5 categorias: Catl compreendeu a média de resisténcia do periodo entre 2001 e 2003,
Cat2, 2004 a 2006, Cat3, 2007 a 2009, Cat4, 2010 a 2012 e Cat5, 2013 a 2015
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Ao contrdrio, para gentamicina, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina
verificou-se tendéncia de queda, significativa, na resisténcia durante o periodo analisado (p<
0,01), como mostrado na figura 3.

Para vancomicina foram avaliadas 174 amostras de S. aureus entre 2010 e 2015.
Verificou-se que as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) variaram de 0,5 a 8,0 ug/mL,
sendo que 49 (29%) apresentaram CIM > 4 pg/mL e foram categorizadas como
intermedidrias. Nenhum isolado apresentou resisténcia a vancomicina. Analisando-se ano a
ano pode-se evidenciar um aumento das CIM para vancomicina ao longo do periodo, como

pode ser observado na figura 4.

Figura 3. Curva de tendéncia de resisténcia para os antimicrobianos com queda nos
percentuais de resisténcia ao longo dos periodos analisados.
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Figura 4. Variacao das Concentracdes Inibitorias Minimas (MIC) de vancomicina obtidas por
microdilui¢do para 174 amostras de S. aureus, isolados de sangue, no periodo de 2010 a 2015.
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DISCUSSAO

No presente estudo evidenciamos taxas elevadas de resisténcia aos antimicrobianos,
com tendéncia de aumento ao longo de quinze anos, para os farmacos betalactimicos,
fluoroquinolonas, macrolideos, lincosaminas e glicopeptideos. Por outro lado, indices baixos
de resisténcia, com tendéncia de reducdo, foram observados para gentamicina,
sulfametoxazol-trimetoprim, rifampicina e tetraciclina.

S. aureus representa um paradigma em termos de aquisicio de mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos. Atualmente, as cepas MRSA sdo um dos patégenos
multirresistentes mais comuns em hospitais no mundo todo. Mostram-se como cepas de
tratamento cada vez mais dificil, representando grande preocupacdo para 0s
clinicostcHOGBERG et al., 2014; WEINER et al., 2016).

Comparagdes entre estudos indicam que hd uma variagdo consideravel na prevaléncia
de infecgdes por MRSA ao redor do mundo, especialmente para bacteremias(TARNBERG;
NILSSON; DOWZICKY, 2016; YANG et al., 2017).

Em 2015, o Sistema Europeu de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana (ECDC)
relatou diferencgas significativas na proporcao de MRSA em isolados de sangue entre paises

europeus. De maneira geral, a prevaléncia variou de 0%, na Islandia, a 57,2%, na Roménia.
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Verificou-se ainda uma tendéncia decrescente da frequéncia de MRSA na Bélgica, Franca,
Alemanha, Irlanda, Pol6nia, Portugal e Reino Unido (ECDC, 2017).

Publicacdes e dados de vigilancia de paises da Asia do Sul, Leste e Pacifico Ocidental
também apontam os S. aureus como um patégeno significativo, com incidéncia de MRSA
variando de 1,0 a 84% (WHO, 2014).

Estudos multicéntricos realizados entre 2010 e 2014, sugerem indices de MRSA de
26% a 30% na Africa, Europa e Oriente Médio, 50% na América do Norte e 55% na América
Latina. Da mesma forma, nestes relatos, as taxas globais de MRSA diminuiram
significativamente entre os anos de 2004 e 2014(MENDES et al., 2016; TARNBERG:;
NILSSON; DOWZICKY, 2016; WEINER et al., 2016)

No Brasil tém sido relatadas frequéncias de 34,1% a 46%(CABOCLO et al., 2013;
FERREIRA et al., 2009; MARRA et al., 2011) Nossos dados (43,7%) sdo semelhantes aos
dos demais estudos brasileiros e da América Latina, mas diferem significativamente daqueles
realizados em outros continentes, especialmente na Asia(HANAKI et al., 2014; HOGBERG
et al., 2014; YANG et al., 2017).

O aumento na frequéncia de MRSA, em hospitais, constitui um sério problema
clinico, uma vez que, além da resisténcia aos Plactamicos, sdo resistentes de forma varidvel a
outros antimicrobianos, incluindo fluoroquinolonas, macrolideos e lincosamidas.

Mendes e colaboradores (2016) avaliaram 3.560 isolados de S. aureus coletados em 66
centros médicos de 33 paises, com exce¢do dos EUA, no ano 2014. Comparando-se os
isolados de MRSA e MSSA verificou-se resisténcia de 64,2% e 11,7% para eritromicina,
37,5% e 2,1% para clindamicina, 71,4% a 4% para levofloxacina, 25,8% e 4% para
gentamicina, respectivamente. Para sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina, no entanto, os
indices de resisténcia foram baixos, 4% e 0,3%, respectivamente(MENDES et al., 2016).
Nossos dados apontam percentuais de resisténcia superiores aos verificados neste estudo.

Em um estudo global realizado por Hoban e colaboradores (2015) a resisténcia a
levofloxacina aumentou de 32% em 2004 para 70% em 2012 na Asia, assim como na Europa,
de 28,6% em 2004 para 33,6% em 2013. Ao contrario, na América do Norte, verificou-se
reducdo de 47,0% para 37,6%(HOBAN et al., 2015).

Em uma avaliacdo realizada anteriormente pelo nosso grupo com isolados de S. aureus
oriundos de diversos materiais clinicos, verificou-se prevaléncia média de resisténcia para
eritromicina, clindamicina e ciprofloxacina de 49,4%, 41,8% e de 36,5%, respectivamente,

nao tendo sido verificada tendéncia de aumento, em um periodo de dez anos(PERIGINI et al.,
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2015). Ao contrdrio, no estudo atual, no qual foram avaliados apenas isolados de
hemoculturas, os percentuais de resisténcia foram maiores para estes antimicrobianos € a
tendéncia de aumento foi significativa.

Diversos autores tém relatados indices de resisténcia baixos para sulfametoxazol-
trimetoprim e gentamicina(KEJELA; BACHA, 2013; MENDES et al., 2016). Da mesma
forma, no nosso estudo, desde 2004 as taxas de resisténcia t€ém diminuido gradativamente.
Esta mudanca provavelmente reflete uma substituicdo clonal, como tem sido verificado em
outros hospitais brasileiros(CABOCLO et al., 2013; CAIAFFA-FILHO et al., 2013;
PEDINOTTI ZUMA et al., 2017).

Glicopeptideos sdo, ainda, os agentes antimicrobianos considerados como a opcao
terapéutica parenteral para tratamento de infec¢des por MRSA. A intensa pressdo seletiva
resultou na emergéncia de S. aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina (RVS -
Reduced Vancomycin Susceptibility)(CHAMBERS; DELEO, 2009; HOWDEN et al., 2010).A
elevada frequéncia de MRSA multirresistentes associado ao aumento de cepas com
sensibilidade diminuida a vancomicina t€ém complicado ainda mais o manejo de infecc¢des
estafilocdcicas graves(DE KRAKER; DAVEY; GRUNDMANN, 2011).

A prevaléncia deste fendtipo varia amplamente de acordo com hospitais, regides
geogrificas e populacdes de pacientes avaliados. Indices de 0 a 65% tém sido reportados em
varios estudos(HANAKI et al., 2014; HOWDEN et al., 2010). Entre as possiveis razdes para
esta divergéncia estdo a baixa frequéncia de células com sensibilidade diminuida e a
variedade de metodologias para deteccdo de cepas hVISA (heterogeneous Vancomycin
Intermediate S. aureus). O fendmeno conhecido como “MIC Creep”, aumento gradativo da
MIC, também foi observado no nosso estudo e constitui outra ameaga que pode levar a falha

terapéutica(HOWDEN et al., 2010).

CONCLUSOES

O presente estudo mostra que a frequéncia de MRSA € elevada em isolados da
corrente sanguinea no nosso hospital. Mostra, também, que a resisténcia tem aumentado nos
quinze anos para a maioria dos antimicrobianos utilizados, com excecdo de sulfametoxazol-
trimetoprim e gentamicina. Este estudo evidenciou, ainda, a emergéncia do fenétipo VISA,

além de atestar que resisténcia para linezolida ndo emergiu nesse hospital.
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Considerando que a vancomicina € o firmaco de escolha para terapia empirica de
infec¢Oes graves por microrganismos gram-positivos, a detec¢do de subpopulagdes de S.
aureus com resisténcia intermedidria a vancomicina, bem como p perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos apresentado pela cepa, evidencia a necessidade de técnicas alternativas para

deteccao dos diferentes mecanismos de resisténcia com o intuito de adequar acertar a terapia.
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RESUMO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicillin-resistant S. aureus- MRSA) € um
dos principais agentes causadores de infec¢des humanas em todo o mundo, com linhagens
dominantes especificas circulando nas diferentes regides geogrificas. O Clone epidémico
brasileiro (BEC, SCCmec III, ST239) tem sido predominante na maioria dos hospitais
brasileiros. Aqui, relatamos a prevaléncia de MRSA SCCmec tipo II exibindo STs diferentes,
a maioria deles pertencentes ao CC5 em um hospital terciario do sul do Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: MRSA. Resisténcia a multiplas drogas.PVL. Toxina da sindrome do
choque toxico.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the leading causes of human
infections worldwide, with major dominant lineage circulating in particular geographical
regions. The Brazilian Epidemic Clone (BEC, SCCmec 111, ST 239) has been predominant in
most of Brazilian hospitals. Here, we report the prevalence of MRSA SCCmec type 11
exhibiting different STs, most of them belonging to CC5 in a tertiary hospital in southern
Brazil.

KEYWORDS: MRS A .Multi-drugresistance.PVL.Toxic shock syndrome toxin.

Staphylococcus aureus, assintomaticamente, podem colonizar vérios locais do corpo
humano. No entanto, também sdo importantes patégenos que ocasionam grande diversidade
de infecc¢oes, variando de infec¢des de pele e tecidos moles até moléstias complicadas, com
evolucdo para ébito. Crucialmente, esta bactéria tem desenvolvido numerosos mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos, limitando as opg¢des de tratamento para as infeccdes
estafilocdcicas (TONG et al., 2015). A aquisi¢do do mec cassete cromossomico estafilocécico
(SCCmec), condutordos genes de mec (A ou C) e os genes de recombinase (ccr) (ccrAB ou/ e
ccr(C), desempenham um papel central na resisténcia antimicrobiana em S. aureus. Os genes
mec codificam uma proteina ligadora de penicilina especifica (PBP2a ou PBP2') com
afinidade significativamente mais baixa para os farmacos de p-lactimicos. Além disso, varios
outros genes de resisténcia aos antimicrobianos e resisténcia aos metais pesados podem ser
inseridos no cassete por acao da recombinase (HIRAMATSU et al., 2014).

Atualmente MRSA € responsdvel por uma elevada propor¢do de infeccdes
estafilocdcicas, sejam em &ambientes hospitalares ou comunitdrios (ARIAS et al., 2017;
TONG et al., 2015; DUARTE, et al., 2018). Particularmente, na América Latina, MRSA €

altamente prevalente em hospitais, com diferentes clones e circulando em cada uma das
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regidoes (ARIAS et al., 2017). Notavelmente, o clone epidéimico brasileiro (BEC, ST239,
SCCmec 1lII), detectado pela primeira vez no Brasil na década de 1990, tem sido
predominante na maioria dos hospitais brasileiros (ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL-
BALBINO, 2016; SADER et al., 1994) Contudo, mudancas na estrutura da populacdo de
MRSA também foram relatadas em alguns hospitais no pais.Caiaffa-Filho et al., 2013,
relataram a prevaléncia de MRS As conduzindo SCCrmec tipo II em um hospital de Sdo Paulo.
O USA800/Pedidtrica (STS, SCCmeclV) e USA400/MW2/WA-1 (ST1, SCCmeclV) foram as
linhagens mais predominantes de MRSA em cinco hospitais do Rio de Janeiro(PEDINOTTI
ZUMA et al., 2017). Por outro lado, o USA100 (anteriormente designado clone NY/Japao
STS/CCS5/SCCmecll), associado com multirresisténcia, foi a linhagem predominante de
MRSA em um hospital military (CHAMON et al., 2017). Arias et al.2017, relataram
prevaléncia superior a 80% de USA100 em trés hospitais brasileiros, localizados em Sao
Paulo e Porto Alegre.

O Hospital Universitario de Londrina (UHL) € um hospital-escola e um centro de
referéncia importante no norte do estado do Parand, Brasil para o sistema Unico de satide
(SUS). Este € um centro de cuidados tercidrios, com 313 leitos, que serve a cidade de
Londrina, além de cerca de 250 localidades do estado do Parana e mais de 100 cidades de
outros estados, principalmente Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Ronddnia. O
nimero de isolados MRSA detectado neste hospital tem aumentado ao longo dos anos
(DUARTE et al., 2018). Aqui, n6s relatamos a prevaléncia de MRSA CC5/SCCmecll
emergindo no HUL. Um total de 59 isolados de MRSAs, nao-duplicados, provenientes de
pacientes internados no HUL durante 2015-2016, aleatoriamente, foram selecionados da
colecdo bacteriass do laboratério de Microbiologia clinica de UHL. O estudo foi aprovado
pelo comite de ética envolvendo seres humanos da Universidade Estadual de Londrina
(CAAE n ° 78657317.0.0000.5231 CEP-UEL). Os isolados foram recuperados de aspirados
traqueal (n = 45) e sangue (n = 14), oriundos de pacientes com diagnéstico infeccioso
confirmado, pelos clinicos do HUL, seguindo os protocolos ANVISA, 2017 e CDC,2013.
Aidentificacdo das espécies foi baseada no perfil fenotipico gerado pelo VITEK® 2 Compact
usando o cartdo de identificagao do VITEK® 2 GP (bioMérieux- Durham, NC, USA).

Ao mesmo tempo, coloragdo de Gram, catalase, DNase e fermentacdo domanitol
também foram determinados. A sensibilidade aos antimicrobianos foi determinada para os
seguintes farmacos: cefoxitina (30 u g), penicilina (10 U), eritromicina (15 u g), Clindamicina

(2 p g), gentamicina (10 u g), ciprofloxacina (5 p g), sulfametoxazol-trimetoprima(23.75/1.25
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ng), ritampicina (5 pg), linezolide (10 pg) e tetracilcina(30 pg). Foi realizado ensaio de disco-
difusdo de acordo com clinica laboratorio Standards Institute (CLSI).A concentragcdo
inibitéria minima (CIM) de vancomicina foi determinada por e-test® (ABBiodisk, Solna,
Suécia). A cefoxitina foi usada para definir os isolados MRSA fenotipicamente (CLSI, 2018).
Todos os isolados foram sensiveis a rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprima,
linezolida, tigeciclina e vancomicina.Além de oxacilina, todos os isolados exibiram
resisténcia a penicilina, e somente um isolado, apresentou resistenténcia a eritromicina,
clindamicina, ciprofloxacina e gentamicina. O mecanismo de resisténcia a meticilina €
mediado pelo gene mecA, para a maioria dos isolados (52/59, 88,1%), como julgado pelos
resultados da multiplex-PCR (MILHEIRICO; OLIVEIRA; DE LENCASTRE, 2007). Sete
(11,9%) isolados ndo continham o gene mecA e em seguida foram investigados para a
presenca do mecC (anteriormente mecALGA251 gene) (STEGGER et al., 2012). Nao foram
obtidos sinais de amplificacdo entre esses isolados, indicando outros mecanismos de
resisténcia para oxacilina. Isolados de MRSA, ndo condutores do gene mecA, mas
fenotipicamente resistentes a oxacilina, penicilina e cefoxitina anteriormente foram relatadas
por Ba et al., 2014. Os autores relataram mutacdes pontuais nos genes codificadores para
PBP 1, 2 e 3, resultando em substitui¢cdes de aminodcidos nos dominios das transpeptidases
dessas proteinas, o que pode estar relacionado a resisténcia oxacilina/cefoxitina. Além disso,
um gene codificador do plasmideo mecB foi recentemente descrito em um isolado de MRSA
recuperado de swab de vigilancia nasal em um hospital alemao (BECKER et al., 2018).
Usando a multiplex-PCR descrita por Milheirico et al. 2007, o gene mecA foi
pesquisado nos isolados de MRSA (n = 52). Esses, foram distribuidos em quatro tipos de
SCCmec. Notavelmente, a predominancia de SCCmec tipo II (34/52, 65,4%) foi observada
entre os MRSA. Oito isolados cada (15,4%) foram classificados como SCCmec tipo I e IV.
Um isolado (1,9%) abrigou o SCCmec tipo III e um isolado (1,9%) foi nao tipavel. Usando a
andlise High-Resolution Melting (HRM) de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs),
conforme descrito por lilliebridge et al., 2011, foi investigado o parentesco clonal entre os
SCCmec tipo II. Doze tipos diferentes de Sequence Typing (STs) foram detectados, incluindo
0s ST5 (n =3), ST6 (n=2), ST9 (n=2), ST27 (n=2), ST53 (n=2), ST63 (n=7), STI9 (n =
2), ST306 (n = 3), ST445 (n =5), ST835 (n =4), ST1307 (n=1) e ST1502 (n = 1). Com base
em semelhancgas de STs, estes MRSAs foram agrupadas em cinco Complexos Clonais (CC)
(tabela 1). A maioria dos isolados de MRSA SCCmec II pertencia ao CC5 (n = 23, 67,6%),

comumente associado com infec¢des humanas em todo o mundo (BAL et al., 2016).
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Tabela 1 - caracteristicas moleculares e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de 34
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus SCCmec tipo 11, isolados entre 2015-2016.

CC (n) ST PVL (n) TSST (n) Resistance (1)
5(23) 5 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (3)
- - PN, OX, ERI, CLI, CIP (2)
9 1 - PN, OX, ERI, CLI, CIP (2)
27 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (2)
63 1 - PN, OX, ERI, CLI, CIP (7)
99 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (2)
1307 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (1)
835 3 - PN, OX, ERI, CLI, CIP (3)
835 1 - PN, OX (1)
7 (3) 306 1 - PN, OX, ERI, CLI, CIP (3)
80 (1) 1502 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (1)
445 (5) 445 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (5)
1290 (1) 53 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP, GN (1)
1290 (1) 53 - - PN, OX, ERI, CLI, CIP (1)

CC: Complexo Clonal; n: total nimero de isolados; ST: Sequence Typing; PVL:Panton-Valentine
Leukocidin; TSST: toxina da sindrome do choque téxico; PN: Penicilina, OX: oxacilina, CLI: clindamicina, ERI:
eritromicina, CIP: ciprofloxacina; GN: gentamicina.

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa relataram a predominancia de MRSA
abrigando elementos SCCmec 1II isoladas de diferentes fontes clinicas no UHL durante os
anos de 2010 a 2013, com prevaléncia de 53,7% (66 de 123 MRSAs isolados) e de 43,6% (24
de 55 MRSAs isolados) descritas por De Oliveira et al., 2015 e Bodnar et al., 2016,
respectivamente. Em ambos os estudos a maioria dos isolados apresentou resisténcia para
eritromicina, clindamicina e ciprofloxacina.Em contraste com os nossos resultados, ambos os
estudos relataram isolados MRSA com resisténcia intermediaria a vancomicina.

Também investigamos a presenca dos genes [ukS-PV, lukF-PV e tst-1 em isolados com
0 SCCmec 11, utilizando PCR como descrito por Campbell et al. 2008.0s genes LukS-PV e
lukF-PV codificam a Panton-Valentine leukocidin (PVL), uma toxina que tem sido associada
com S. aureusem infeccOes de pele e tecidos moles, pneumonia necrotisante e choque
séptico(SPAAN; VAN STRIJP; TORRES, 2017). Sete isolados com o SCCmec 11 (20,6%)
abrigaram os genes codificadores de PVL, o que contrasta com os resultados de De Oliveira et

al., 2015, que detectou esses genes em isolados de MRSA SCCmec tipo 1V (3/123, 2,4%). O
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gene tst-1, que estd localizado em uma ilha de patogenicidade movel, codifica a toxina da
sindrome do choque téxico (TSST-1), um membro da familia dos superantigenos bacterianos,
que induz a ativacdo de mondcitos/macréfagos e linfécitos T, acarretando em uma Sindrome
de choque téxico potencialmente fatal(KRAKAUER, 2010). Nenhum tipo de MRSA SCCmec
IT abrigou o gene tst-1 nesse estudo. Contudo, esse gene foi detectado em 5,7% (7 de 123) de
MRSA, abrigando os mesmos elementos de SCCmec em estudo conduzido por De Oliveira et
al., 2015.

Em conclusio, esse estudo relata a predominancia de MRSA SCCmec tipo 1I exibindo
STs diferentes, a maioria dos quais pertence ao CC5 no UHL. O SCCmec tipo Il permaneceu
relativamente estdvel ao longo do periodo de cinco anos estudado pelo nosso grupo de
pesquisa; no entanto, um aumento na presenca de PVL e auséncia de genes codificadores para
a TSST foram detectados entre as linhagens estudadas. Isolados com a presenca de elementos
genéticos moveis, conduzindo novos padrdées de resisténcia aos antibidticos e viruléncia,
podem emergir a qualquer momento.A vigilancia continua de S. aureus é crucial para o
desenvolvimento de abordagens preventivas e terapéuticas para o tratamento de infec¢des
causadas por essa bactéria. Corroborando com isso, um estudo recente de Wang et al. 2017
mostrou que isolados CC5, SCCmec tipo II, resistentesntes a eritromicina sao fator de risco
independente associado com 30 dias mortalidade de pacientes com infec¢cdes por MRSA.
Além disso, maior risco de morte foi relatado em pacientes com pneumonia causada por
isolados MRSA positivos para PVL, em compara¢do com isolados ndo produtores de PVL

(GILLET et al., 2002).
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RESUMO

Staphylococcus aureus mecA-positivo oxacilina, fenotipicamente, sensivel (OS-MRSA) esta
sendo cada vez mais relatados em todo o mundo. Esses isolados ameacam o bom andamento
da terapia, pois sdo erroneamente identificados como isolados sensiveis a oxacilina por
métodos fenotipicos, que sdo rotineiramente usados na maioria dos laboratérios de
microbiologia clinica. Neste trabalho, relatamos o primeiro caso de sepse fatal em uma
paciente do sexo feminino, 43 anos, causada por um isolado OS-MRSA, SCCmec 1V,
ST1/CC1, em um hospital tercidrio do sul do Brasil, que destaca as dificuldades em
diagnosticar esta bactéria. Culturas de sangue e testes de sensibilidade fenotipica aos
antimicrobianos renderam, na admissdo, um S. aureus resistente somente a penicilina. Embora
a terapia com vancomicina tenha sido iniciada, esse agente antibacteriano foi substituido por
oxacilina, com base no resultado dos testes de sensibilidade. No entanto, as condi¢des clinicas
da paciente se deterioraram rapidamente, evoluindo para choque séptico com desfecho fatal.
Laboratérios de microbiologia clinica devem considerar o uso de testes adicionais para
distinguir com precisdo entre os diversos fendtipos antimicrobianos de S. aureus.

Palavras-chave: Sistema operacional-MRSA, bacteremia, relato de caso.

ABSTRACT

mecA-positive oxacillin phenotypically susceptible Staphylococcus aureus (OS-MRSA) is
increasingly reported worldwide. This bacterium poses a therapeutic threat, as it can be
misidentified as an oxacillin-susceptible organism by phenotypic methods that are routinely
used in the majority of clinical microbiology laboratories. Herein, we report the first case of
fatal sepsis in a 43-year-old female patient caused by an OS-MRSA SCCmec type IV
ST1/CCI1 in a tertiary hospital in southern Brazil, which highlights the difficulties involved in
diagnosing this bacterium. Blood cultures and phenotypic susceptibility tests on admission
yielded a penicillin-resistant S. aureus. Although vancomycin therapy was initiated, this
antibacterial was replaced by oxacillin, based on the susceptibility result. However, the
clinical conditions of the patient deteriorated rapidly evolving to fatal septic shock. Clinical
microbiology laboratories should consider the use of additional tests to accurately distinguish
between various antimicrobial phenotypes of S. aureus.

Keywords: OS-MRSA, bacteremia, case report.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus, de forma assintomatica, podem colonizar as fossas nasais
anteriores e areas umidas da pele em até 30% dos seres humanos (WERTHEIM et al., 2005).
Em individuos imunodeprimidos, e hospitalizados, esta colonizagdo representa um risco
importante para o desenvolvimento de infec¢des de corrente sanguinea em comparagdo com
os nao-colonizados (VON EIFF, et al., 2001; WERTHEIM et al., 2005).Na verdade, S. aureus
¢ a principal causa de bacteremia em todo o mundo, muitas vezes associado com progndsticos
desfavoraveis. Além do curso clinico, que pode levar a complicacdes, como endocardite
infecciosa, sepse e choque séptico, a resisténcia aos antimicrobianos impde desafios
importantes no tratamento desta infeccio (HASSOUN, LINDEN, FRIEDMAN, 2017; SEAS
te al.,2018). Na verdade, uma alta proporcdo de bacteriemias sdo ocasionadas por S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), que, além da resisténcia aos medicamentos B-lactamicos,
tornou-se resistente a quase todos agentes antibacterianos usados para tratd-lo, limitando as
opgoes terapéuticas (DUARTE et al., 2018; HASSOUN, LINDEN, FRIEDMAN, 2017).

O mecanismo mais comum de resisténcia a meticilina ¢ mediado pela aquisicdo do
gene mecA,que codifica a proteina ligadora de penicilina 2a (PBP2a) com baixa afinidade
para antibacterianos B-lactamicos (BECKER, et al., 2018; HIRAMATSU et al., 2014).

O teste de resisténcia para o disco de cefoxitina, in vitro, ou oxacilina, com
concentracdo inibitéria minima (CIM) > 4 pg/mL, s@o rotineiramente usados para
identificacdo fenotipica de MRSA nos laboratérios clinicos (CLSI, 2018). Além disso, a
presenca do gene mec, geralmente detectada por testes de amplificacdo de acidos nucléicos,
tem sido usadocomo marcador genético de MRSA (HIRAMATSU et al., 2014). No entanto,
isolados que conduzem o gene mecA, mas sao fenotipicamente sensiveis a
cefoxitina/oxacilina, referida como oxacilina-sensiveis MRSA (OS-MRSA), tém sido
relatados em todo o mundo (SAKOULAS et al., 2001; SONG et al., 2017). Esses isolados sao
propensos a serem incorrectamente identificados comoS. aureus meticilina-sensiveis (MSSA),
levando a falha terapéutica, quando iniciado tratamentocom farmacos [B-lactdmicos. Neste
trabalho, apresentamos um caso fatal de infeccao causada por um isolado OS-MRSA em um

hospital tercidrio do sul do Brasil.

RELATO DE CASO
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Uma mulher caucasiana, 43 anos, foi tranferida de um hospital secundério para a sala
de emergéncia de nosso hospital, com um histérico de sete dias de edema e dor em membros
inferiores. Na admissdo, ela apresentou-se com um baixo nivel de consciéncia e dor
abdominal, com uso de ceftriaxone intravenosa (2 g a cada 12 h). Ao exame de seus sinais
vitais revelou estar em sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) (BONE et al.,
1992),batimentos cardidcos de 95 bpm, temperatura de 37,5 °C, frequéncia respiratéria de 22
respiracdes/min e contagem de células brancas do sangue de 24.800/mm’, com avaliacdo de
marcador sequencial rdpido de faléncia de 6rgdos (@QSOFA) = 3 (SINGER et al., 2016),
atividade mental alterada e pressdo sanguinea sistélica de 72 mmHg. Com a deteccao de falha
respiratdria a paciente foi entubada, passando a realizer as trocas gasosas com o auxilio de um
ventilador mecanico. O diagndstico de sepse foi confirmado. Histérico médico significativo,
incluido diabetes mellitus tipo II, com uso irregular de metformina, e infec¢des recorrentes do
trato urinario, além de furunculose. Exame laboratorial inicial mostrou moderada anemia com
hematdcrito de 28,4 g/dL, hemoglobina de 11,0 g/dL e contagem de plaquetas de 153 x
109/L. Niveis elevados de proteina C - reativa (CRP, 502,7 mg/L; referéncia valor <9 mg/L)
e lactato (7,3 mmol/L) também foram detectados. Além disso a paciente apresentou quadro
hipotenso, requerindo terapia com droga vasopressora, apesar da adequada suplementacdo de
fluidos.Diagnostico de choque séptico foi confirmada (SINGER et al., 2017). No dia seguinte
a sua admissao apresentou febre (39.2°C) e sua condicdo clinica deteriorou-se rapidamente,
apresentando instabilidade hemodinamica e taquicardia, mesmo estando sob sedagdo.
Amostras de sangue para culturas foram coletadas e a ceftriaxona foi substituida,
empiricamente, por piperacilin-tazobactama (2,25 g cada 6 h). As culturas de sangue foram
realizadas usando o sistema automatizado BD™ Automated Blood Culture System BACTEC
(Becton-Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, EUA), que ap6s apresentar resultado
e feita coloracdo de gram, constatou-se ser um coco Gram-positivo.Assim, por via venosa
vancomicina (I g — dose de ataque- 500mg 8/8) foi adicionada ao regime de terapia
antimicrobiano. No 3° dia, a identificagdo do isolado, bem como o perfil de sensibilidade aos
agentes antimicrobianos, foi gerado pelo cartao Vitek2® sistema ATS-P585 (bioMérieux,
Durham, NC, EUA) mostrando-se ser um S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e resistente
somente a penicilina (CLSI, 2018). Tendo em conta esses resultados a terapia com
vancomicina foi descontinuada e oxacilina endovenosa (2 g, a cada 4 h) foi iniciada. Cinco

dias ap6s o tratamento inicial com oxacilina a paciente ndo apresentava qualquer melhoria em
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sua condi¢do clinica. Culturas de sangue seriadas e testes de susceptibilidade antimicrobiana,
novamente, identificaram o isolado MSSA, resistente apenas a penicilina. No 6° dia de terapia
com oxacilina a paciente entrou em choque séptico. Nesse momento a oxacilina foi
descontinuada e foi introduzida terapia com daptomicina (500 mg cada 24 h); no entanto, a
paciente veio a 6bito no dia seguinte.

Novas andlises laboratdriais confirmaram a identificagdo de S. aureus por multiplex-
PCR, tendocomo alvo o gene nuc (HIROTAKI et al., 2011). Além disso, a CIM para
oxacilina foi de 0,75 pg/mL, conforme determinado pelo e-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia).
O gene mecA foi detectado e, de acordo com a multiplex-PCR descrita por Milheirico, de
Oliveira e Lencastre, 2007, esse gene foi inserido no cassete cromossomico estafilococico
(SCCmec) IV. Utilizando técnica de RTq-PCR, com metodologia de High Resolution Melting
(HRM), como descrito por Lilliebridge, et al., 2011,com a andlise de single nucleotide
polymorphism (SNPs), revelou que o isolado estava inserido no Sequence type (ST) 1 e
Complexo Clonal (CC) 1. O isolado ndo conduzia os genes [ukS-PV e lukF-PV (codificadores
para a Panton-Valentine leukocidin) e #st-1 (toxina da sindrome do choque t6xico), que foram
analisados por PCR, como descrito anteriormente por de Oliveira et al., 2015. O estudo foi
aprovado pelo comite de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade

Estadual de Londrina (CEP-UEL CAAE n ° 78657317.0.0000.5231).

DISCUSSAO

No presente estudo descrevemos um caso de sepse fatal causada por um isolado OS-
MRSA, SCCmec IV/ST1/CC1, em paciente do sexo feminine, internada em um hospital de
ensino do Sul do Brasil, que foi confundido com um isolado MSSA por métodos fenotipicos.
De acordo com as diretrizes do CLSI os seguintes métodos fenotipicos sdo recomendados
para a detecdo de resisténcia a meticilina, entre espécies de Staphylococcus spp.,: 1) CIM de
oxacilina para S. aureus e estafilococos coagulase-negativa (incluindo Staphylococcus
lugdunense); 2) CIM de cefoxitina para S. aureus e S. lugdunense; 3) teste de disco de difusao
de cefoxitina de 30 ug para S. aureus e estafilococos coagulase-negativa (incluindo S.
lugdunense); e 4) triagem por agar diluicdo com oxacilina 6ug/mL e 4% NaCl para S. aureus.
Além disso, se o isolado for positivo para o gene mecA, este deve ser relatado como oxacilina-

resistente. No entanto, resultados discrepantes entre os métodos fenotipicos e pesquisa do
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gene mecA, ou detec¢do de proteina PBP2a para identificacdo de MRSA, foram relatados em

outros estudos (tabela 1).

Tabelal.Caracteristicas de isolados de S. aureus mecA-positivo oxacilina sensiveis descritos
ao redor do mundo.

Regido

Geografica

Prevaléncia

% (n/N)

Material (n)

CIM para

oxacilinayg/mL

Caracteristicas

Genotipicas

Comentarios

Referéncias

USA

0.62

(2/324)

Blood (1),

leg wound

1)

025-2

VITEK-1 GPS-
106 card,
VITEK-2 AST-
GP 55 card and
agar dilution

assays

Not performed

The MRSA-Screen
latex agglutination for
the detection of PBP2a
showed similar
accuracy of PCR based
assay for the detection

of mecA gene.

VITEK-2 showed
higher sensibility and
lower specificity than
VITEK-1 for MRSA

detection.

Sakoulas et

al., 2001

Germany

4.6

(7/151)

Nasal and
oropharynge
al carriage
surveillance

swabs

Not determined

Six distinct
clones were
observed by
PFGE

Oxacillin-resistance
was detected by
oxacillin disk diffusion
and broth screening
assays. The authors
called mecA-positive
oxacillin susceptible S.
aureus as “dormant
MRSA”. None isolates
were capable to grow
in tryptic soy agar

containing 0.3 ug/mL

Kampf et al.,
2003

Japan

1.25

(6/480)

Not

identified

05-2

Agar dilution

assay

SCCmec type
III (n=4);
SCCmec type 1
(n=1);
SCCmectype IV

The term OS-MRSA
was used for the first
time. Positive for -

lactamase production

by nitrocefin disk

Hososaka et

al., 2007
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(n=1)

method; positive for
blaZ gene by PCR. All
isolates were negative
for PVL and TSST-1

coding genes.

Germany

NA

Not

identified

05-20

Broth
microdilution

assay

Isolates with
MIC=1.0 ug/mL

were analyzed:

ST80 (n=33),
ST45 (n=28),
ST22 (n=8)

The study compared
different phenotypic
methods for
determination of
oxacillin susceptibility
profile. One ug
oxacillin disk and 30
g cefoxitin disk
accurately detect low-
level oxacillin
resistance (MIC=1

pg/mL).

Besisde MIC
determination, the
authors suggested
performing an
additional test to detect

MRSA.

Witte et al.,
2007

Greece

NA

Sputum (1),
pus (2),

urine (1)

0.25-1.0

Agar dilution

assay

SCCmec type
IV/ST728

Two isolates were
initially classified as
oxacillin resistant by
VITEK-2 GPS-105
card, and were
categorized as oxacillin
heterogeneous by the
population analysis
assay. In a mouse thigh
model of infection, the
OR-MRSA isolates
yielded similar
bacterial load after

dicloxacillin treatment

Tkonomidis

et al., 2008
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compared to MSSA

infection.

USA 3.0 Various <20 All isolates MRSA isolates were Forbes et al.,
harbored the detected by using 2008
(25/832) VITEK-1 GPS .
SCCmec type II | growth on oxacillin
103 card
screen agar plate at 48
Most isolates L
h. 1 ug oxacilin disk
belonged to spa ) )
diffusion and VITEK-1
clonal complex . .
assigned these isolates
t2 (n=13). Other
as MSSA. 30 ug
five spa types . cpp
cefoxitin disk diffusion
were detected. .
detected oxacillin
resistance in 22
isolates. PBP2a was
detected in all isolates
after exposure to
oxacillin.
USA Case report | Blood (2) 0.5 SCCmec type E-test showed MIC of | Sharff et al.,,
IV/CCS/ 1 pg/mL for both 2012
VITEK-2 . . I
Pediatric clone, | isolates. 1 ug oxacillin
pvl disk reported both
isolates as susceptible.
SCCmec type e
30 ug cefoxitin disk
IV /CC8/ .
reported one isolate as
USA300 clone, .
susceptible and the
pvl’ :
other as resistant.
Taiwan 214 Blood and 1.0-2.0 SCCmec type V | Inclusion criterion was | Chen et al.,
other sterile (n=56), oxacillin MICs of 1 2012
(58/271) . Broth
body sites SCCmec type and 2 yg/mL, as
microdilution .
IV (n=2). determined by broth
using custom- . L
microdilution assay.
designed Most OS- .
mecA-positive tests
Sensititre panels | MRSA

belonged to spa
clonal complex

1437 (n=43)

were detected in 6 and
52 isolates presented
MIC values of 1.0 and
2.0 ug/mL,

respectively. Retesting
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the oxacillin MICs of
OS-MRSA with
Sensititre broth
microdilution
GPALLIF panel and
VITEK-2 AST-P583
card yielded MIC > 4
pg/mL for 28 and 16
isolates, respectively.
Oxacillin and cefoxitin
disk-diffusion were the
best assays to detect

MRSA.

China 39 Various 0.25-2 OS-MRSA Cefoxitin MIC range of | He et al.,
belonged to 21 8.0 —32.0 pg/mL 2013
60/1558 Agar dilution
( ) & " spa types and 5 | determined by agar
assay S
SCCmec types. | dilution assay.
Most of the
isolates
belonged to the
following clonal
types: spa t437
SCCmec type
IV (n=15), spa
t437 SCCmec
type V (n=8).
Iran 4.9 Nasal 1.0 Not determined | 30 ug cefoxitin disk Jannati et al.,
carriage diffusion and PCR for 2013
(2/41) . Agar dilution .
surveillance mecA detection were
assay .
swabs used to determine
oxacillin-resistance.
Espanha 0.78 Abscess 05-1.0 Not determined | Oxacillin MIC range of | Aleixandre-
secretion (1), 0.5 - 1.5 ug/mL was Gorriz et al.,
(2/255) VITEK-2 AST-
wound detected by E-test. 2014
P626 card

secretion (1)

Both, cefoxitin disk-
difusion and E-test

reported susceptible
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results.

United 1.2 Skin and soft | 0.25-1.5 OS-MRSA All isolates included in | Saeed et al.,
Kingdom tissue belonged to this study were initially | 2014
(6/500) . . Oxoid . .
infections distinct clones, classified as MSSA.
ML.IC. as determined None OS-MRSA
Evaluator by PFGE, and harbored the mecC
none harbored gene.
the PVL
encoding genes.

Sao Tomé 8.33 Nasal 0.5-3.0 Most of the Detection of MRSA in | Conceigdo et
and Principe/ carriage isolates both countries is based | al., 2015
(29/348; . E-test .

Angola surveillance belonged to the | only on the oxacillin
n=20 in Sao . . . .
swabs following clonal | disk-diffusion method.

Tomé and .
types: PFGE One isolate of the

Principe;
type B, spa PFGE type H1, spa

=9 in

" types type t590, ST1 and

Angola))
t186/t325/t786/t | SCCmec type V
1814/t1951, harbored the [ukS-PV

and [ukF-PV genes.
ST88 and
SCCmec type
IVa (n=15),
PFGE type C-
t451/t648-ST8-
SCCmec V
(n=9)
Brazil 33.7 Various Not determined | OS-MRSA MSSA isolates Andrade-

belonged to 15 presented 30 ug Figueiredo

(30/89) e 1 e
spa types and 12 | cefoxitin disk diffusion | and Leal-
STs; range of 25 — 30 mm of | Balbino,

diameter, and MIC <4 | 2016

Two and three
isolates were
nontypeable by
spa typing and
MLST,

respectively.

pg/mL, as determined

by agar dilution assay.
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Democratic 9.0 Nasal 2.0 The spa types Results of VITEK-2 Phaku et al.,
Republic of carriage and STs were and E-test were 2016
(9/100) i VITEK-2
the Congo surveillance extracted from concordant for
AST632 card .
swabs whole genome oxacillin. For
sequencing data | cefoxicitin, VITEK-2
and all belonged | screen test was
to t1476 spa negative, whereas E-
type and ST8 test showed a MIC
range of 16 — 24
pg/mL.
Taiwan 1.1 Various 05-2 All were mecA* | Isolates with discrepant | Ho et al.,
- and harbored the | results between 2016
(40/3717) BD Phoenix . .
SCCmec type oxacillin and cefoxitin
Automated .
IV (n=2) or by the BD Phoenix
System
SCCmec type V | Automated System
(n=38). The were included in this
most prevalent study. Cefoxitin MIC
spa types were range: 8 — 16 ug/mL
t437 (n=19) and
t1081 (n=14).
Sixteen isolates
were positive
for ukS-PV and
lukF-PV genes
USA Case report | Blood (2) 0.5 For one isolate, | The study reported the | Proulx et al.,
PFGE analysis reversion from 2016
VITEK-2 AST- A
showed 83% methicillin
GP67 card

similarirty with
USA100 clone,
and was pvl.
The other isolate
was not

characterized.

susceptibility to
methicillin resistance
among mecA-positive
MSSA within a patient
during antibiotic
therapy. The
mechanisms of
reversion were also

described.
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China

1.64 Various 05-2 Most prevalent | Cefoxitin MIC range: 8 | Song et al.,
clones were: — 16 ug/mL as 2017

34/2068 diluti
( ) agar arution ST338-t437- determined by agar

assay SCCmecV dilution assay.

(n=11), ST59-
t437-
SCCmecIV/V
(n=7), ST120-
t8660-

SCCmecV
(n=3).

pvl* (n=17)

n=ndmero de isolados apresentando o gene mecA com oxacilina fenotipicamente sensivel; N=nimero
total de S. aureus analisados; MIC=concentrac¢ao inibitéria minima;PBP= penicillin-binding protein;
MRS A=methicillin-resistantStaphylococcus aureus; PEGE=Pulsed Field Gel Electrophoresis; SCC=
cassete cromossomico estafilococico; MLST=multilocus sequence typing; ST=sequence type;
PVL=Panton-Valentine Leukocidin,; MSS A=methicillin-susceptible Staphylococcus aureus.

O termo OS-MRSA, para a descricdo de S. aureus abrigando o gene mecAmas
sensiveis a oxacilina, foi primariamente usado no Japao por Hososaka et al., 2007. No
entanto, isolados com estas caracteristicas tinham sido relatados anteriormente nos EUA, por
Sakoulas et al., 2001 e na Alemanha, por Kampf et al., 2003. Nos dltimos anos a ocorréncia
de isolados OS-MRSA tem sido relatada em diferentes paises do mundo, mostrando uma taxa
de prevaléncia que varia de 0,62 a 51,7% (POURNARAS et al., 2015). No Brasil, Andrade-
Figueiredo e Leal-Balbino, 2016, relataram a maior prevaléncia de OS-MRSA (51,7%, 30 de
58 isolados) entre isolados anteriormente identificado como MSSA em hospitais em Recife,
no nordeste do Brasil.

Uma limitacdo do nosso estudo é ndo termos executado uma andlise sistemadtica de
todas as infec¢Oes de corrente sanguinea ao longo do periodo deste estudo. Essa busca
forneceria uma melhor visualizacdo sobre a real frequéncia de isolados OS-MRSA em nosso
hospital. Apesar desta limitagdo, o achado de isolados OS-MRSA representa uma ameaca

adicional para a terapia antimicrobiana das infecc¢des estafilococicas. O uso de agentes de [3-

lactamicos poderia selecionar células bacterianas altamente resistentes, dentro da populagdo,
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levando a insuficiéncia do tratamento. Dessa forma, Jones et al., 2017, mostrou que a falha na
terapia antimicrobiana foi significativamente maior em pacientes com infec¢des de corrente
sanguinea causadas por OS-MRSA em comparacdo com aquelas causadas por isolados
MRSA.

Além do erro na identificagdo do fendtipo para oxacilina, a maioria dos, acima
mencionados, fatores de risco foram detectados na paciente, que poderia ter contribuido para
sua morte, apds dez dias de internacdo em nossa instituicdo. O grau de colonizag¢do de S.
aureus da paciente era desconhecido e o foco da bacteriemia ndo pode ser identificado,
embora algumas evidéncias mostram que poderia ser devido a uma infecao de pele e tecidos
moles. Assim, a admissdo da paciente em um hospital local foi devido ao edema e dor em
membros inferiors, e os registros médicos anteriores descreviam a presenca de furunculose
recorrente; no entanto, o agente causador nao foi relatado.

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos do isolado (resisténcia apenas a
penicilina) parecia estar condizente com uma innfeccdo adquirida na comunidade CA-
MRSA, que em geral apresentam susceptibilidade a varios antimicrobianos ndo-p-lactdmicos
(FIGUEIREDO, 2017).Além disso, o isolado abrigou o SCCmec tipo IV, que tem sido
relacionado aos clones de CA-MRSA. No entanto a codificagdo do gene PVL, marcador
genético que tém sido relacionados aos CA-MRSA,ndo foi detectado em nosso estudo. Da
mesma forma, o clone predominante de CA-MRSA nos hospitais brasileiros, multi-resistente
ST1-SCCmec tipo IV, relacionados ao clone USA400 CA-MRSA, ndo abriga os genes
dodificadores da PVL (FIGUEIREDO, 2017).

A escolha, e o tempo de terapia antimicrobiana, afetam amplamente o curso de uma
bacteremia grave (HASSOUN, LINDEN, FRIEDMAN, 2017; GUILLAMET, et al., 2018). A
primeira cultura de sangue, realizada em nossa institui¢do, detectou a presenca de cocos
Gram-positivos nas primeiras 18 horas de incubagado, apés a qual a terapia com vancomicina
foi iniciada, de acordo com as orientagdes do hospital. Uma vez que todas as culturas de
sangue, subsequentes, foram positivas para isolados MSSA, a terapia empirica com
vancomicina foi descalonada para oxacilina.

Estudos in vitro mostraram que OS-MRSA podem consistir de uma populacio
heteroresistante, onde a maioria das células € suscetivel a baixas concentragdes de
oxacilina/meticilina, mas uma pequena proporcdo dessas sdo capazes de crescer em altas
concentracoes do antimicrobiano (CHUNG et al., 2016; KAMPF et al., 2003;
IKONOMIDISet al., 2008; PHAKU et al., 2016; PROUXL et al., 2016; SAKOULAS et al.,
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2001;; WITTE, PASEMANN, CUNY, 2007). Além disso, a subpopulacdo resistente tem,
muitas vezes, elevado nivel de resisténcia, apresentando altos valores CIM na exposicdo a
oxacilina (CHUNG et al., 2016; PROULX et al., 2016). Em estudo conduzido por Prouxl et
al.,, 2016, é notdvel como os autores relataram a reversdo, in vivo, de susceptibilidade a
meticilina, para resisténcia, em isolados de S. aureusmecA-positivo, meticilina sensiveis,
durante a terapia antimicrobiana. Eles também mostraram que a reversdo pode ocorrer in vitro
em uma frequéncia de aproximadamente 107, e a exposicio a oxacilina aumentou
significativamente as taxas deste evento.

O mecanismo pelo qual alguns isolados OS-MRSA exibem susceptibilidade a
oxacilina é ainda obscura, porém algumas evidéncias tem contribuido para uma melhor
compreensdo da natureza deste fenétipo: 1) o elemento transposdvel, IS1181, inserido no gene
mecA evita a expressio do PBP2a, sendo retirado do gene na presenca de oxacillina,
restaurando o fendtipo resistente (PROUXL et al., 2016). 2) A delecdo de um tnico
nucleotideo na regido codificadora terminal N- da PBP2a, regido com fungdo ainda
desconhecida, produz um cédon precoce de parada no gene mecA, para isolados sensiveis, € a
insercdo de um nucleotideo na mesma regido reverte para o fenétipo resistente (PROUXL et
al., 2016). 3) Mutagdo em genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese da ponte
de pentaglicina, femXAB podem afetar a formacdo da parede celular, mas ndo a
susceptibilidade a oxacilina (GIANNOULI et al., 2010; PHAKU et al.,, 2016) 4) Um
plasmideo-codificado nado-funcional truncado na regidao terminal N- do gene blaRI leva a
repressao do gene mecA, mesmo na presenca de B-lactimicos (SABAT et al., 2015). Em
conjunto, esses dados indicam que a deteccdo do gene mecA, em S. aureus, ndo € suficiente
para predizer os fenétipos de resisténcia.

No presente estudo a identificagcdo de S. aureus, fenotipicamente sensiveis a oxacilina,
pode ter favorecido o desfecho clinico desfavordvel da paciente. Embora ainda nao hajam
dados definitivos sobre a prevaléncia do fenétipo OS-MRSA em nossa instituicdo, nossas
descobertas destacam a necessidade de testes adicionais para distinguir, com precisdo, entre
os diversos fendtipos antimicrobianos apresentados por S. aureus, que nao sio realizadas
rotineiramente pelos laboratérios de microbiologia clinica no Brasil. Os dados, a partir desses
ensaios, ajudaria os clinicos na escolha da terapia antimicrobiana maisadequada para cada

paciente.
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6.4 ARTIGO 4

Genoma completo de Staphylococcus aureus, OS-MRSA, Sequence Type 1, Complexo
Clonal 1, SCCmec IV, isolado de um paciente com choque séptico em um hospital tercidrio
do sul do Brasil.
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RESUMO

Staphylococcus aureus 549, oriundo de uma infec¢do da corrente sanguinea, de um paciente
com choque séptico, foi classificados com o STI e CCIl. Com a andlise do genoma
completofoi observado que esseisolado, embora tenha sido classificado, fenotipicamente,
como sensivel a meticilina, conduz o gene mecA, responsavel pela resistente aos agentes de 3-

lactamicos.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus 549 from a blood stream infection of a septic shock patient, classified
with ST1 and CC1. With the whole genome analysis we could see that this strain, although it
has been shown to be sensitive to methicillin, phenotypically carries the mecA gene, been
resistant to beta B-agents.

N

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um microorganismo
geneticamente diverso.Isolados pertencentes a essa espécie apresentam grande variabilidade
genética e estdo espalhados por todo o mundo (HISATSUNE et al., 2017).S. aureus foi
primeiramente descrito em pacientes hospitalizados, no entanto, atualmentesao classificados,
também, como agente causador de infec¢des comunitdrias (HAU et al.,2017). Esses isolados,
muitas vezes relacionado a processos infecciosos, t€m um alto potencial para se tornar
resistente aos antimicrobianos (LINDSAY; HOLDEN, 2004; LIN, KOSKELLA, LIN, 2017).
Ao redor do mundo € possivel notar um aumento de microorganismos multi-droga resistentes
(MDR), o que para o paciente, dificulta o tratamento e piora o prognéstico (ODUOR et al.,
2016). De acordo com Boucher et al. 2009, na América do Norte, mais mortes, no ambiente
hospitalar, foram ocasionadas por isolados MRSA do que aquelas causadas pelo virus do HIV
e Mycobacterium tuberculosis combinados. Neste trabalho, mostramos o sequénciamento
genomico complete de um isolado de S. aureus que causou choque séptico em uma paciente
de 43 anos em um hospital tercidrio do sul do Brasil. Esse isolado pertence ao Complexo
Clonal (CC) 1 e Sequence Typing (ST) 1. Os isolados bacterianos agrupadas nesse CC e ST
sao frequentemente associadas com infeccdes adquiridas na comunidade. Esses
microrganismos, prioritariamente, sio encontrados em paises europeus € em animais de
convivio rural.Esses isolados parecem ser bactérias muito adaptdveis, ajustando-se as

condi¢des de seu hospedeiro, seja ele animal ou humano (LOZANO et al., 2011). Apéds a
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andlise genOmica, observou-se que, além de outros genes, esse isolado, que era sensivel a
meticilina in-vitro, transportava o gene mecA, responsdvel por codificar uma proteina que
gera falha terapéutica para agentes P-lactamicos. Assim, esse microrganismo € classificado
como oxacilina-sensivel MRSA (OS- MRSA) (CHUNG et al., 2016).

S. aureus, resgatado de uma amostra clinica de cultura sanguinea e estocado no banco
de bacterias do laboratério de microbiologia do Hospital Universitario de Londrina (HUL), foi
cultivado em 4gar Brain Heart Infusion (BHI), a 37°C, por 24 horas. Apds incubacio, trés a
cinco colonias foram transferidas para caldo BHI e incubado em estufa 37°C durante 24 horas,
sob agitacdo de 200 rpm. Essa cultura foi utilizada para obten¢do do DNA total. Seguindo o
crescimento bacteriano, como descrito acima, o DNA total foi recuperado utilizando o kit
comercial Sigma Aldrich GenElute™ 2010, seguindo as recomendagdes do fabricante.

Uma vez que o DNA total foi obtido e avaliado, o material genético foi submetido ao
sequénciamento total na empresa brasileira de pesquisa agropecudria - Embrapa-Soja, unidade
de Londrina utilizando a plataforma MiSeq® (Illumina) com o reagent MiSeq v3 (600 ciclos)
na estratégia de parada de 2 x 300. Apds obentcdo da sequéncia de leitura, a qualidade foi
avaliada usando a ferramenta Fast Quality Control (FastQC) para determinar o indice de
qualidade Phred (Q).Todos os contigs construidos seguiram os parametros padrdes da
plataforma de computagdo Genomics Workbench CLC versao 10 (bio CLC, Dinamarca -
bioinformética QIAGEN). A anotacdo denovo foi feita usando o algoritmo de Brujin, graficos
disponivel na plataforma CLC bio. O arquivo com as sequéncias construidas foi submetido ao
alinhamento de sequéncias e pesquisa de proteinas codificadoras utilizando a plataforma
BLASTX. Os dados foram gerados e analisados através do aplicativo Blast2GO.

O mapeamento de sequéncias com alinhamento significativo foi obtido usando o
banco de dados Gene Ontology. Para determinar a anotagao funcional, os dados sequénciados
foram enviados para os bancos de dados KEGG para determinar as possiveis vias metabdlicas
associadas aos cddigos enzimdticos. Apds toda a montagem e anotagdo funcional de genes, foi
realizada uma verificacdo para identificar o gene mecA e outros possiveis components
genéticos associados a falha na terapia com agentes B-lactdmicos, fatores de resisténcia e
viruléncia.

Por dltimo, depois de todas as andlises realizadas, foi obtido um total de 2.8260,497 pb
inseridas em 36 contigs com N50 de 430,944. Foram observadas 2,663 sequéncias de

codificagdo e 84 RNAs (figura 1).
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Figura 1. Genoma Circular S. aureus 549
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Embora o isolado estudado tenha apresentado, in vitro, sensibilidade a oxacilina
(cefoxitina), houve amplificacdo do gene mecA na andlise por PCR. Apds o sequénciamento,
foi realizado alinhamento do gene mecA com um isolado de referéncia (S. aureus NCTC
8325), obtendo 98% de similaridade entre os genes. Através do software BioEdit 7.2.5 e
Clustal Q, foi observado a existéncia de duas modificacdes nos nucleotideos 435 e 552, que
alteram a codificacdo do aminodcido tirosina para histidina (figura 2).

Além de ser um OS-MRSA, que apresenta falha terapéutica quando o paciente é
tratado com agentes [B-lactamicos, este isolado tem uma grande variedade de genes de
viruléncia e resisténcia (CHUNG et al., 2016). Analisando o genoma observou-se a presenca
de genes codificadores de adesinas,como proteinas de adesdo extracelular de ampla
especificidade Eap/mapa; Proteinas ancoradoras como SasA; SasC; SasD; SasF; SasH.
Capacidade para formagdo de biofilme, (familia AraC/XylS) e operon icaA.Resisténcia a
bacitracina mediada por genes YvcR; BceA; BceB; BceR; BceS; Yvcp. Produgdo da enzima B-
lactamase, genes de resisténcia para teicoplanina mediada:TcaA; TcaB e TcaR, além do
regulador de resistente a multiplas drogas. Foi observada resisténcia para as fluoroquinoldnas,
mediada por gyrA e ParC e resisténcia a multiplas drogas mediada por bomba de efluxo da
familia MATE. Além de resisténcia a multiplas drogas, o isolado também aprestava genes de
resisténcia para metais pesados, como cadmio, cobalto, arsénico, mercirio e outros. Ainda
foram encontradas as sequéncias de inser¢do IS1541, relacionadas com algumas espécies de
Yersinia spp. e IS1272, descrita em alguns isolados de S. aureus com delecdo no fragmento

mecRI (DEVALCKENAERE:Eet al., 1999; KOBAYASHI et al., 1999).
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Ainda, as ligases do tipo fem (glycyl-tRNA-dependent ligase), em S. aureus, sao
importantes para formacdo e maturacdo do peptideoglicano. Isolados que contenham
mutagdes nos genes do complexo fem, e conduzam o gene mecA, apresentam sensibilidade
fenotipica a oxacilina (OS-MRSA), exibem baixa concentracdo inibitéria minima para o
farmaco e alteracdes na sintese de parede cellular bacteriana. (POURNARAS et al.,2015). O
isolado de S. aureus sequénciado apresentou, em seu genoma, presenca do gene femC com
mutacdo em um de seus nucleotideos. Esta mudanca de base muda o aminodcido a ser

codificado pelo isolado, que originalmente seria uma valina, para isoleucina (figura 3).

Numero de Acesso:

O gendma complete do isolado S. aureus 549 foi depositado no DDBJ / ENA /
GenBank sob o nimero de acesso PGGL00000000. A versdao descrita nesse artigo é:

PGGLO01000000. BioProject ID PRINA416852 e BioSample SAMN07967050.

Figura 2.Alteracdo de nucleotideos no gene mec.
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Figura 3.Alinhamento para o gene femCno isolado S. aureus 549.
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7CONCLUSAO

Analisando 720 amostras de S. aureus, coletados de pacientes internados no HUL com
bacteremia em um periodo de quinze anos, foi observado que a resisténcia bacteriana para os
antimicrobianos penicilina, oxacilina, ciprofloxacina, eritromicina e clindamicina
apresentouelevados indices de resisténcia, com tendéncia de aumento durante o periodo
avaliado. Entretanto, para os farmacos gentamicina, rifampicina, tetracilcina e
sulfametoxazol-trimetropimaocorreu o contrario, apresentando os menores indices de
resisténcia. Ao analisar a vancomicina, entre os anos de 2011 a 2015, evidenciou-se um
aumento das concentragdes inibitérias minimas.Esses dados mostram que, no HUL, durante o
periodo analisado, uma mudanca clonal parece ter ocorrido. Com as andlises moleculares de
105amostras de S.aureusisolados de sangue e secre¢ao traqueal, essa inferéncia ganhou poder,
pois foram encontrados quatro tipos de elementos SCCmec presentes no hospital, sendo o tipo
IT o mais frequente, seguido pelos tipos I; IV e III, esse dltimo, outrora tido como sendo o
clone epidémico brasileiro, conforme dados da literatura, ndo esta presente no hospital de
forma significativa. Quanto aos CC e ST’s, ampla diversidade genética foi relatada no HUL,
sendo o ST63 e o CC5 os mais prevalentes no hospital. Ainda, foi constatado que, no
HUL,existem cepas OS-MRSA como agente causador de infec¢des graves. Diante do
exposto, ressaltamos a importancia da vigilancia continua e conhecimento da epidemiologia

local de isolados deS. aureus.
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APENDICES

APENDICE A

Dados gerais 105 amostras de S. aureus isolados de pacientes com diagnéstico de
bacteremia e pneumonia internados no HUL durante o periodo de 2014-2016. Dados de

resisténcia aos antimicrobianos, pesquisa do gene mecA e tipagem SCCmec.

Tabela 1. Dados gerais 105 amostras de S. aureus coletados de pacientes internados no HUL

entre os anos de 2015-2016 com diagndstico de bacteremia e pneumonia.

PSAM Amostras Clinica Resisténcia aos Antimicrobianos genemecA MRSA SCCmec

5 SANGUE PN POS OS-MRSA  Nao Tipavel
12 SANGUE PN OX ER CLI CIP POS MRSA v

13 SECRECAO TRAQUEAL PN POS OS-MRSA  Nio Tipavel
14 SANGUE PN OX ER CLI CIP GN POS MRSA v

17 SECRECAO TRAQUEAL PN OX ER CLI CIP POS MRSA v

22 SANGUE NENHUM NEG MSSA Nao Tipavel
31 SANGUE PN OX ER CLI CIP GN POS MRSA Nao Tipavel
37 SECRECAO TRAQUEAL PN POS OS-MRSA  Nio Tipavel
47 SANGUE PN OX ER CLI CIP POS MRSA Nao Tipavel
50 SANGUE PN NEG MSSA Nio Tipavel
52 SANGUE PN ER CLI POS OS-MRSA  Nio Tipavel
53 SANGUE PN ER CLI NEG MSSA Nao Tipavel
55 SECRECAO TRAQUEAL PN OX POS MRSA v

64 SANGUE PN OX ER CLI CIP NEG MRSA Nao Tipavel
67 SECRECAO TRAQUEAL PN POS OS-MRSA  Nao Tipavel
68 SECRECAO TRAQUEAL PN OX ER CLI CIP POS MRSA v

70 SANGUE PN OX NEG MRSA Naio Tipavel
76 SECRECAO TRAQUEAL PN ER CLI POS OS-MRSA  Nio Tipavel
77 SECRECAO TRAQUEAL PN POS OS-MRSA  Nio Tipavel
78 SANGUE PN POS OS-MRSA  Nao Tipavel
80 SECRECAO TRAQUEAL PN OX ER CLI CIP GN POS MRSA I

83 SECRECAO TRAQUEAL PN OX ER CLI CIP POS MRSA Nao Tipavel
87 SECRECAO TRAQUEAL ER CLI POS OS-MRSA  Nao Tipavel
88 SECRECAO TRAQUEAL Nenhum NEG PSSA Nio Tipavel
95 SANGUE PN OX ER CLI CIP POS MRSA v

93 SECRECAO TRAQUEAL ER GN POS OS-MRSA  Nio Tipavel
98 SANGUE PN NEG MSSA Nio Tipavel
104 SECRECAO TRAQUEAL PN OX ER CLI CIP NEG MRSA Nao Tipavel
108 SANGUE ER CLI POS OS-MRSA  Nio Tipavel



110
112
117
136
138
148
157
160
163
165
166
175
176
177
180
184
185
193
198
208
209
211
215
219
253
265
271
282
291
298
299
302
311
312
313
324
332
346
352
353
355
356
360

SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE

PN OX ER CLI CIP
PN
PN OX ER CLI
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER
PN OX ER CLI CIP

PN OX ER CLI CIP GN

PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN ER CLI
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN

PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP

ER CLI

PN ER CLI
PN
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN ER CLI CIP
PN OX ER CLI

PN CIP
PN OX ER CLI CIP

PN OX
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP

POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG

92

MRSA II
OS-MRSA  Nao Tipével
MRSA v
MRSA v
MRSA I
MRSA I
MRSA I
MRSA I
MRSA v
MRSA I
MRSA Nao Tipavel
MRSA II
MRSA I
MRSA II
OS-MRSA  Nao Tipével
MRSA I
MRSA II
MRSA I
MRSA II
MRSA I
MRSA I
MRSA II
MRSA I
MRSA I
MSSA Nao Tipavel
MRSA I
MRSA Nao Tipavel
MRSA II

MSSA Nao Tipével
MSSA Nao Tipavel
OS-MRSA  Nao Tipével
MRSA Nao Tipével

MRSA I
MSSA Nao Tipével
MRSA v
MSSA Nao Tipavel
MRSA I
MRSA v
MRSA I
MRSA I
MRSA v
MRSA I

MRSA Nao Tipavel



362
369
374
382
392
400
411
412
413
415
416
419
437
453
457
465
469
483
484
492
523
530
533
549
577
578
596
624
630
631
645
646
657

SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL
SECRECAO TRAQUEAL
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SANGUE
SECRECAO TRAQUEAL

Nenhum
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP

PN OX
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP

PN OX ER CLI CIP GN

PN ER CLI
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN OX CLI
PN
PN ER CLI
PN
PN OX ER CLI CIP
PN OX ER CLI CIP
PN
PN
PN
PN OX ER CLI CIP
ER CLI
PN
PN OX ER CLI CIP

NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
NEG
POS
POS
POS
POS

PSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA

OS-MRSA
OS-MRSA
OS-MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
OS-MRSA

MSSA

MRSA
OS-MRSA
OS-MRSA

MRSA

93

Nao Tipavel
I
II
v
v
I
I
I
II
I
I
II
I
II
I
I
Nao Tipavel
I
II
II
Nao Tipavel
Nao Tipavel
Nao Tipavel
Nao Tipavel
II
I
Nao Tipavel
Nao Tipavel
Nao Tipavel
II
Nao Tipavel
Nao Tipavel
II

POS: positivo; NEG: negativo; PSSA: S. aureus sensivel a penicilina; MRSA: S. aureus

N

resistente a meticilina; OS-MRSA: S. aureus oxacilina sensivel meticilina resistente; PN:

penicilina; OX: oxacilina; ER: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; GN:

gentamicina.



APENDICE B

94

Dados gerais 74 amostras de S. aureus isolados de pacientes com diagndstico de bacteremia e

pneumonia internados no HUL durante o periodo de 2015-2016. Dados de genes de viruléncia

(icaA, TSST e PVL), Complexo Clonal e Sequence type.

Tabela 1. Dados gerais de viruléncia e clonalidade de 74

amostras de S. aureus coletados de pacientes internados no

HUL entre os anos de 2015-2016 com diagndstico de

bacteremia e pneumonia.

PSAM icaA TSST PVL CC ST
362 Positivo Positivo ~ Negativo 30 30
88 Positivo  Negativo = Negativo 1290 1290
469 Positivo  Negativo = Negativo 8 195
630 Positivo Positivo  Negativo 30 30
596 Positivo  Negativo = Negativo 45 341
166 Positivo  Negativo  Positivo 5 5
360 Positivo  Negativo = Negativo 5 6
104 Positivo  Negativo = Negativo 1290 1290
549 Positivo  Negativo = Negativo 1 1
299 Positivo  Negativo = Negativo 5 835
646 Positivo  Negativo = Negativo 8 72
67 Positivo  Negativo = Negativo 8 72
37 Positivo  Negativo = Negativo 8 72
76 Positivo  Negativo = Negativo 657 657
645 Positivo  Negativo = Negativo 657 657
112 Positivo Positivo ~ Negativo 1073 1073
184 Positivo  Negativo  Positivo 15 15
157 Positivo Positivo Positivo 5 9
416 Positivo Positivo ~ Negativo 5 63
148 Positivo Positivo  Negativo 5 99
80 Positivo Positivo  Negativo 5 192
457 Positivo  Negativo = Negativo 5 5
412 Positivo  Negativo = Negativo 5 6
208 Positivo  Negativo = Negativo 5 6
400 Positivo  Negativo  Negativo 8 8
374 Positivo ~ Negativo  Positivo 5 9
332 Positivo  Negativo  Positivo 5 835
176 Positivo  Negativo  Positivo 5 835



165
138
631
453
437
419
415
413
411
369
356
353
352
219
215
211
209
198
193
185
177
160
265
110
175
657
578
577
492
465
484
17
117
355
68
382
346
624
77
523
533
530
483

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

N 9 e b b b i b b L b b b b b b i e e WD

(2]
(e}

445
445
445
445
1289
1289

22
88
317
15
101
657
657
657
445

63
835
99
1307

63

99

27

27

63
63
835

63
63
63
63
306
306
306
1502
445
445
445
445
53
53
109
306
306
1095
255
317
14
101
657
657
657
445

95



163
55
83

Negativo
Negativo
Negativo

Positivo
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

5
5
386

99
6
386

96



APENDICE C

97

Fluxograma com o ndmero de amostras selecionadas para realiza¢do de cada um dos4 estudos

conduzidos nessa dissertagao.

720 isolados de S. qureus,ormndos de

bacteremia_entre os anos de 2001-2015

105 isolados de sangue e secreciio
traqueal entre os anos de 2015-2016

74 isolados de S. qureus orndos de sangue e

Bacteremia cansada por Staphyvlococcus aureus: Uma analise de quinze anos
da sensibilidade a antimicrobianos em um hospital terciario do Brasi

secrecio traqueal entre os anos de 2015-2016

39 isolados de S. aureus provenientes de bacteremia
e secregio traqueal no periodo de 2015-2016

3. aureus resistemte e meticiina, SCCmec tipo 11, disseminado em um

hospital terciario do sul do Brasil.

" 1isolado de 5. aureus
proveniente de bacteremia 2016

Sepse fatal causada por mecA positivo oxacilina sensivel Staphylococeus
aureus: primeiro relato em um hospital tercidrio do sul do Brasil

1isolado de 5. aureus
4° estudo proveniente de bacteremia 2016

Genoma completo de Staphylococcus aureus, OS-MRSA, Sequence Type 1.Complexo Clonal 1,
SCCmec IV, isolado de um paciente com choque séptico em um hospital tercidrio do sul do Brasil






