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RESUMO

Staphylococcus aureus possui elevada importancia clinica e epidemioldgica, seja pela
sua capacidade de colonizar pacientes saudaveis ou de ocasionar processos infecciosos,
que podem ser restritos aos tecidos superficiais ou invasivos, como € nas pneumonias,
sepse e endocardite. O objetivo desse estudo foi avaliar a frequéncia e epidemiologia
molecular de isolados Oxacillin-Sensible Methicillin Resistant S. aureus (OS-MRSA)
isolados de hemocultura, bem como, avaliar os aspectos clinicos de pacientes com
infeccao de corrente sanguinea ocasionada por OS-MRSA. A identificacdo dos isolados,
bem como a determinagéao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, foi realizada
por metodologia manual, de acordo com o CLSI, 2021, e automatizada utilizando os
sistemas Vitek® 2 (bioMeriéux-USA), Phoenix® (Becton, Dickinson) e Microscan®
(Siemens-Califérnia). A concentragao inibitéria minima para vancomicina, linezolida,
teicoplanina, daptomicina e oxacilina foi determinada utilizando tiras de e-test®
(bioMeriéux-USA). A formacao de biofilme foi avaliada por técnica de cristal violeta, e o
DNA total dos isolados, extraido por protocolo enzimatico, foi utilizado para pesquisa dos
genes mecA, vanA, nuc, icaA, pvl e tst-1, além da analise dos Complexos Clonais (CC)
e Sequence Typing (ST). Avaliamos 801 isolados de S. aureus, provenientes de
infeccbes de corrente sanguinea, coletados de pacientes internados em um hospital do
sul do Brasil entre janeiro de 2011 a dezembro de 2020. Desses, 96 isolados foram
identificados como sensiveis a meticilina. Todos os isolados foram identificados,
molecularmente, através da amplificacdo do gene nuc. Quanto ao gene mecA, 27%
(26/96) dos isolados foram positivos, sendo caracterizados como OS-MRSA. O gene
vanA nao foi encontrado nessa pesquisa. O gene pv/ foi encontrado em 92% (24/26) dos
isolados e o gene tst-1 estava presente em 61% (16/26) dos isolados. Ainda, todos os
isolados foram positivos para o gene icaA e, ao teste fenotipico, foram caracterizados
como forte formadores de biofilme. Quanto aos elementos SCCmec, o tipo | foi 0 mais
prevalente, presente em 46% (12/26) dos isolados, seguido pelo tipo IV 23% (6/26) e tipo
I 4% (1/26). Ainda, 27% (7/26) foram caracterizados como néo tipaveis. Quanto aos CC
e ST, os isolados foram categorizados em 6 CC’s diferentes, sendo mai prevalente o CC5
41% (9/22) e 11 ST's, prevalecendo 0 ST99 41% (9/22). Quanto ao desfecho da infecgao
19/26 pacientes (73%) receberam alta hospitalar e 7/26 (27%) evoluiram para 6ébito. Com
esse estudo foi possivel observar elevada prevaléncia de isolados OS-MRSA, entre os
S. aureus causadores infecgao de corrente sanguinea, em um hospital do sul do Brasil.
A identificacdo destes isolados é importante, pois eles podem representar dificuldades
clinicas no tratamento dos pacientes, uma vez que sao falsamente caracterizados como
sensiveis, e podem induzindo ao de-escalonamento, errbneo, na terapia antimicrobiana
com oxacilina. Os OS-MRSA se mostraram virulentos e epidemiolégicamente diversos,
tanto pela analise dos SCCmec, quanto dos CC's.
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DUARTE, Felipe Crepaldi. Staphylococcus aureus sensitive to oxacillin, mecA
positive, isolated from a bloodstream infection in a hospital in southern Brazil:
epidemiological, molecular analysis and clinical characterization of patients. 2023. 88 p.
Thesis (Postgraduate Program in Clinical and Laboratory Pathophysiology) State
University of Londrina, Londrina, 2023.

ABSTRACT

Staphylococcus aureus has high clinical and epidemiological importance, whether due to
its ability to colonize healthy patients or to cause infectious processes, which can be
restricted to superficial or invasive tissues, such as pneumonia, sepsis and endocarditis.
The aim of this study was to evaluate the frequency and molecular epidemiology of
Oxacillin-Sensible Methicillin-Resistant S. aureus (OS-MRSA) isolated from blood
cultures, as well as to evaluate the clinical course of patients with bloodstream infection
caused by OS-MRSA. The identification of isolates, as well as the determination of the
sensitivity profile to antimicrobials, was carried out using manual methodology, according
to CLSI, 2021, and automated by the Vitek® 2 (bioMeriéux-USA), Phoenix® (Becton,
Dickinson) and Microscan® systems. (Siemens-California). The minimum inhibitory
concentration for vancomycin, linezolid, teicoplanin, daptomycin and oxacillin was
determined using e-test® strips (bioMeriéux-USA). Biofilm formation was evaluated using
the crystal violet technique and the total DNA of the isolates, extracted using an enzymatic
protocol, was used to research the mecA, vanA, nuc, icaA, pvl and tst-1 genes, in addition
to the analysis of the Clonal Complexes (CC) and Sequence Typing (ST). 801 S. aureus
isolates were evaluated, originating from bloodstream infections, collected from patients
admitted to a hospital in southern Brazil between January 2011 and December 2020. Of
these, 96 isolates were identified as sensitive to methicillin. All isolates were molecularly
identified through amplification of the nuc gene. As for the mecA gene, 27% (26/96) of the
isolates were positive, being characterized as MRSA. The vanA gene was not found in
this research. The pv/ gene was found in 92% (24/26) of the isolates and the tst-1 gene
was present in 61% (16/26) of the isolates. Furthermore, all isolates were positive for the
icaA gene and, after phenotypic tests, were characterized as strong biofilm formers. As
for SCCmec elements, type | was the most prevalent, present in 46% (12/26) of the
isolates, followed by type IV 23% (6/26) and type Il 4% (1/26). Furthermore, 27% (7/26)
were characterized as untippable. Regarding CC and ST, the isolates were categorized
into 6 different CC's, the most prevalent being CC5 41% (22/09) and 11 ST's, with ST99
prevailing 41% (22/09). Regarding the outcome of the infection, 19/26 patients (73%) were
discharged from hospital and 7/26 (27%) died. With this study, it was possible to observe
a high prevalence of OS-MRSA isolates, among S. aureus that cause bloodstream
infections, in a hospital in southern Brazil. The identification of these isolates is important,
as they can represent clinical difficulties in the treatment of patients, as they are falsely
characterized as sensitive, which can lead to erroneous de-escalation of the therapy with
oxacillin. OS-MRSA proved to be virulent and epidemiologically diverse, both by analysis
of SCCmec and CC's.



Key-words: OS-MRSA; Staphylococcus aureus; Sepsis; Molecular Epidemiology;
Staphylococcal infection.
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1. INTRODUGAO

1.1 Género Staphylococcus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva, pertencente ao filo
Firmicutes, descrita pela primeira vez pelo cirurgido Escocés Alexander Ogston no ano
de 1880. Na microscopia de luz, apresenta-se como cocos que podem formar arranjos
aglomerados; possui, aproximadamente, 0,8 micrometros de didametro. Esta espécie
bacteriana é classificada como anaerdbia facultativa, fermentadora de lactose e do agar
manitol, com crescimento ideal em temperaturas de 37°C (+2°C) e pH de 7,4; produz
beta-hemolise em agar sangue; ndo forma esporos nem apresenta flagelos, entretanto
possui capsula polissacaridica que tem como fungao proteger a célula bacteriana de
agentes agressores; caracteristico da espécie; apresentam atividade de

desoxirribonuclease e coagulase (Guo et al., 2020).

A espécie S. aureus é um patdégeno extremamente versatil. Esta distribuido de
forma ampla na natureza e pode ser encontrada como colonizante de pele e partes e
moles, glandulas, trato gastrointestinal, urinario e respiratério em seres humanos e
animais. Pode ser transmitido em ambientes hospitalares ou comunitarios. Ocasiona
desde infec¢des simples e superficiais, restritas a pele, até infecgbes sistémicas e
complicadas como as bacteremias, pneumonias e osteomielites (Kluytmans, 2010;
Turner et al., 2019).

Entre os principais sitios de colonizacao por S. aureus é possivel destacar a narina
anterior, sendo responsavel por 20-30% da taxa de colonizagao total. Tal taxa pode variar
entre paises, de acordo com os grupos demograficos e risco ocupacional. Contudo, essa
colonizacdo, por si sO, constitui um fator de risco para aquisicdo de infeccbes
estafilococécicas, sejam elas de origem comunitaria ou relacionadas a assisténcia a
saude. Em condicbes de quebra da barreira fisica da pele, ou imunodeficiéncia, esses
reservatorios sdo importantes fontes de patégenos potencialmente infecciosos (Kateete
et al., 2019).

A habilidade, e o sucesso, patogénico relacionada ao S. aureus é notavel. O que

favorece sua capacidade infectante sdo os mais variados mecanismos de
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patogenicidade que possibilitam escapar do sistema imune, coagular o plasma, formar
biofilme, invadir tecidos, bem como a sua grande capacidade de se tornar resistente aos
tratamentos com antimicrobianos. Com sua capacidade de adquirir genes relacionados
a viruléncia e resisténcia o patégeno tem se destacado, seja no contexto clinico como

epidemioldgico (Tasneem et al., 2022).

1.2 Infecgdo de Corrente sanguinea

Sao inumeros os sitios infecciosos que podem ser acometidos por S. aureus,
contudo, as infecgdes sistémicas possuem maior relevancia quanto aos desfechos
desfavoraveis. As Infecgdes de Corrente Sanguinea (ICS) ocasionadas por
estafilococos, principalmente aquelas relacionadas aos isolados resistentes a meticilina
(Methicillih-Resistant S. aureus - MRSA), sdo mais dificeis de tratar e possuem maior
percentual de mortalidade (20% a 25%), quando comparadas com as ocasionadas por
isolados sensiveis a meticilina (methicillin-sensible S. aureus - MSSA) (Tong et al., 2020;
Kawasuji et al., 2023). Segundo Minejima e colaboradores (2020) as bacteremias
estafilococicas acometem cerca de 100 mil pessoas anualmente, com indices de
mortalidade podendo chegar aos 57%, sendo que, um terco dos pacientes, mesmo apés

terem sido efetivamente tratados da bacteremia, continuam colonizados por S. aureus.

Conforme descrito por Otto e colaboradores (2021), a incidéncia de bacteremia
estafilocdcica, nos Estados Unidos, no ano de 2012, foi de 20-50 casos a cada 100 mil
habitantes, com taxa de mortalidade de até 30%. No ano de 2017, o total de mortes
relacionadas a infecgbes de corrente sanguinea, por S. aureus, foi de 20 mil/ 100 mil
habitantes. O maior numero de mortes foi notado entre pacientes que possuiam
comorbidades como: imunodeficiéncia, tuberculose e hepatites virais. (Cheung; Bae;
Otto, 2021).

E extremamente importante que se faga a distincdo entre os termos bacteremia,
Infeccéo de corrente sanguinea e sepse, que pode ser entendida como uma disfungao
organica, secundaria a um patégeno, que culmina com uma resposta imune exacerbada
(Laura et al., 2021). A bacteremia pode ser entendida como a presenga de

microrganismo no sangue. Essa, ndo necessariamente acarretara manifestagdes
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clinicas e é limitada, com duragdo maxima de 3 dias. A infecgdo de corrente sanguinea,
entretanto, ocorre quando a resposta inflamatoria se torna mais intensa e especifica.
Nesse quadro, a clinica do paciente encontra dois caminhos possiveis: a resolucido da
infeccdo ou uma resposta acentuada mediada por células Th1, com liberagao de TNF-q,
IL-1B, IL-6 e INF-y. Quando ha esse aumento expressivo de citocinas pré inflamatorias
e disfungéo organica associada é possivel afirmar que o quadro de Sepse esta instalado
(Lisowska-tysiak; Lauterbach; Miedzobrodzki, 2021; Minejima et al., 2020).

Entre os fatores de risco para que haja o desenvolvimento das ICS estafilococicas
€ possivel citar os extremos de idade (com maior risco para criangas e idosos), pacientes
renais, diabéticos, cardiopatas, quebra de barreiras integras e presenca de dispositivos

médicos invasivos (Kwiecinski; Horswill, 2021).

As manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes com ICS estafilocdcica,
bem como a severidade do caso, dependerao, portanto, das caracteristicas do patégeno,
como seu perfil de sensibilidade e viruléncia, assim como das comorbidades
apresentadas pelos pacientes. Alguns pacientes conseguem ter seus quadros
infecciosos solucionados na utilizagao do primeiro esquema terapéutico, enquanto outros
falham nessa fase e precisam de esquemas com espectro mais ampliado de terapia. Ha
de se considerar que: quanto mais persistir o quadro de infec¢ao de corrente sanguinea,
mais intenso é o processo inflamatério apresentado pelo paciente, o que piora o
prognostico e aumenta o risco de morte (Wozniak et al., 2021; Kouijzer; Fowler; Oever,
2023).

1.3 Resisténcia

O século 20 é tido como era de ouro no desenvolvimento e uso de agentes
antimicrobianos, havendo a descoberta de inumeros farmacos. Contudo, sua utilizagao
excessiva e indiscriminada, tém sido apontada como o principal fator relacionado ao

surgimento da resisténcia bacteriana (Diallo; Baron, 2020).

Antes do advento dos antimicrobianos, os isolados de S. aureus eram

considerados os principais agentes infecciosos, com mortalidade associada, que podia
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chegar até 82% dos pacientes, e geravam grande preocupacéo clinica principalmente
quando isolados de infec¢gbes graves, como no caso das ICS. Contudo, apds a
descoberta da penicilina por Alexander Fleming, em 1928, novas perspectivas para o
tratamento de pacientes com essa grave doenca infecciosa foram tragcados (Smith;
Jarvis, 1999; Moellering; Weinberg, 1971).

Apods extensas pesquisas e modificagdes na molécula da penicilina, para que ela
se tornasse estavel, o farmaco comecgou a ser utilizado em ampla escala. Contudo, em
meados da década de 40, surgiram isolados de S. aureus apresentando resisténcia ao
antimicrobiano. Esse fenbmeno se dava pela aquisicado de um plasmideo que continha o
gene blaZ. A expressao desse gene resulta na formagado de uma enzima, denominada
penicilinase, que possui, por objetivo, clivar o grupo funcional ativo do antimicrobiano,
conhecido como anel beta-lactamico. Apos a clivagem desse elemento, o antimicrobiano
se torna inativo e o tratamento ineficaz (Novick; Bouanchaud, 1971; Lobanovska; Pilla,
2017; Olsen; Christensen; Aarestrup, 2006; Pereira, et al., 2014).

Diante dessa dificuldade, a industria farmacéutica concentrou seus esforgos no
desenvolvimento de uma penicilina semissintética, que recebeu o nome de meticilina,
adicionando um radical no carbono alfa do grupo funcional do anel beta-lactamico. Dessa
forma, a enzima penicilinase ndo era mais ativa contra a antimicrobiano. A utilizagao, de
fato, desse novo farmaco se deu no inicio da década de 60, contudo, isolados
apresentando resisténcia ao novo antimicrobiano foram reportados em 1961 (Jevons,
1961; Harkins et al., 2017; Lobanovska; Pilla, 2017).

Entretanto, apenas no ano de 1981, foi descoberto o mecanismo de resisténcia a
meticilina. Foi demonstrado que tais isolados conduziam o gene mecA que, diferente do
gene blaZ, codifica a produgéo de uma proteina ligadora de penicilina (penicillin-binding
protein - PBP) modificada, denominada PBP-2a, que apresenta baixa afinidade a
meticilina. Apos os primeiros casos serem descritos na Inglaterra, isolados com esse
perfil se espalharam, sendo reportados também na Australia e Estados Unidos. Surgiam,
assim, os isolados MRSA, que a partir da década de 80 vém sendo responsaveis por

ocasionar grande numero das infecgdes estafilococicas ao redor do globo. No Brasil, o
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primeiro caso de isolados MRSA foi descrito no Rio de Janeiro, no ano de 1987
(Reichmann; Pinho, 2017; Sassine et al., 2017; Andrade et al., 2020).

O gene mec esta inserido em elemento geneticamente mével denominado
Cassete Cromossomico Estafilococico (Staphylococcal Chromosomal Cassette mec —
SCCmec). Dentro desse cassete existem algumas regides importantes de estudo, séo
elas: o elemento cassete chromossome recombinase (ccr) responsavel pela mobilidade
do cassete; a regido onde esta contida o gene mec; as regides de nucleotideos repetidos
ao final e inicio da sequéncia, necessarios para o deslocamento do cassete e a regido
downstream common sequence (dcs) localizada na extremidade 3°'do cassete,
compreendida como sequéncia terminal. Ainda, outro elemento chave no cassete é
conhecido como a regido J. Essa, que é dividida em trés regides: J1; J2 e J3, pode conter
genes que sao responsaveis pela expressao de variados fatores de viruléncia e
resisténcia a outros grupos de farmacos que néo beta-lactdmicos. A regidao J1 esta
localizada entre a porgao inicial do cassete e 0 complexo ccr; J2 esta localizada entre o
complexo ccr e o gene mec e a regido J3 esta localizada entre o gene mec e a porgéo
final do cassete (figura 1) (Chanayat et al., 2021; Uehara, 2022).

Figura 1 - Elementos que compde o Cassete Cromossémico Estafilocdcico

J1. - IVa J2 J3

Complexo |

SCCmec tipo IVa mecR/ 1S431

Fonte: Adaptado de Milheirigo; Oliveira e Lencastre (2007)

Além do gene mecA, predominante na expressao da resisténcia aos farmacos
beta-lactamicos, outros genes da familia mec estdo descritos na literatura. No ano de
2011, na Irlanda, foi reportado um homologo do mecA, denominado mecC, relacionado

aos Livestock Associated— MRSA (LA-MRSA). De acordo com Shore e colaboradores
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(2011) e Garcia-Alvarez colaboradores (2011), que primeiro detalharam esse fenédmeno,
o gene variante apresenta 70% de homologia com o mecA produzindo uma PBP com
63% de similaridade a PBP 2a. Ha, também, relatos dos genes mecB e mecD, que séao
descritos com menor frequéncia do que o gene anterior, e sdo mais facilmente
encontrados em Macrococcus caseolyticus. Quanto ao sistema de regulagao, dentro do
cassete, 0 mecC depende dos genes mecl-mecRI, assim como ocorre para o mecA
(Silva et al., 2021).

Dessa forma fica evidente que, com as diferentes combinagdes, ha diversidade
nos tipos de elementos SCCmec. Até o momento, o International Working Group on the
Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC) ja
catalogou 13 diferentes tipos de SCCmec, contudo, em recente trabalho publicado por
Urushibara e colaboradores (2019) foi descrito o elemento SCCmec de numero XIV
(figura 2). Importante ressaltar que, além de conduzir a resisténcia a meticilina, o cassete
SCCmec, por estar em um elemento geneticamente mével, pode ser transferido entre
isolados de Staphylococcus spp., 0 que corrobora a importancia de se conhecer quais

os tipos de SCCmec prevalentes em cada servigo (Kang; Hwang, 2021).
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Figura 2 - Representacao esquematica dos diferentes tipos de elementos SCCmec, tipo
| ao XIV.
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Fonte: Uehara (2022).

Ha ainda, a descri¢ao de isolados de S. aureus, mecA positivos, que expressam
resisténcia heterogénea a oxacilina. Estes isolados apresentam Concentracao Inibitéria
Minima (CIM) para oxacilina que varia da faixa sensivel (< 2 yg/mL) a moderadamente
alta (2 — 16 yg/mL), ou extremamente alta (= 256 ug/mL). Devido a esse fenbmeno, o

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) trouxe em seu mais recente
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documento a seguinte definigdo: aqueles isolados que apresentam o gene mecA e/ou
CIM para oxacilina = a 4 ug/mL devem ser definidos como MRSA (CLSI, 2021).

Nao obstante a esses mecanismos de resisténcia, mais comumente apresentados
por isolados de S. aureus, foi descrito, em um estudo realizado com isolados
provenientes de swab nasal, coletados de trabalhadores de saude de trés hospitais
localizados na Alemanha, entre os anos de 1995 e 1996, um tipo diferente de MRSA. No
inicio, os pesquisadores o classificaram como sendo um MRSA “dormente”, pois,
embora, inicialmente, fossem sensiveis a oxacilina, apoés 4 dias de exposi¢cao ao
antimicrobiano esses se tornavam resistentes. Surgia, assim, o termo Oxacillin-
Susceptible MRSA (OS-MRSA) (Pournaras et al., 2015).

Apos isso, em estudo conduzido por Petinaki, Kontos e Maniatis (2002) foram
relatados isolados de S. aureus, de materiais clinicos diversos, oriundos de pacientes
internados em um hospital universitario de Thessalia (Grécia) que, embora
apresentassem CIM para oxacilina variando entre 0,5 e 1,0, foram positivos para o gene
mecA. Ainda em 2002, em outro estudo realizado com S. aureus coletados de pacientes
internados em quatro diferentes hospitais de Taiwan, foram descritos isolados MSSA que

apresentavam o gene mecA (Chen et al., 2009).

Saaed e colaboradores (2014) descreveram isolados com as caracteristicas OS-
MRSA em um estudo multicéntrico conduzido em sete hospitais do Reino Unido. Forbes
e colaboradores (2008) encontraram isolados OS-MRSA coletados de materiais clinicos
de pacientes internados em um hospital dos EUA. Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino
(2016) foram os primeiros a descrever a presenga de OS-MRSA no Brasil, assim como
Duarte e colaboradores (2019) descreveram a presenga dessa bactéria em um hospital

universitario do sul do Brasil.

Embora varios estudos tenham relatado a presenca de isolados OS-MRSA em
diversos servicos de saude ao redor do mundo, ndo se sabe ao certo qual o seu
mecanismo de resisténcia. Entre as hipoteses mais aceitas estdo a presenca de
mutacdes em genes da familia femXAB; ha ainda teorias que esses isolados, em seu
cassete cromossémico, apresentam um repressor nao funcional do gene responsavel

por produzir a enzima beta-lactamase (b/al) além de mutagédo na por¢cédo N-terminal de
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seu repressor (blaRl). Outros autores descrevem uma substituigdo de nucleotideos (-7G
para T e -33C para T) na sequéncia promotora do gene mecA em isolados OS-MRSA.
Ainda, além do gene mecA a falta da PBP4, alta atividade da enzima Fem e mutagdes
nos genes associados a RNA polimerase e RNAt foram descritas como potenciais
mecanismos para o surgimento de OS-MRSA (Boonsiri et al., 2020; Liu et al., 2020;

Pournaras et al., 2015).

Diante dos diferentes mecanismos de resisténcia apresentados por S. aureus aos
farmacos beta-lactamicos outras opgdes terapéuticas precisaram ser pensadas para
tratar pacientes com infecgoes ocasionadas por MRSA. No ano de 1980 a vancomicina,
bem como a teicoplanina, antimicrobianos da classe dos glicopeptideos, comegaram a
ser empregadas para o tratamento de pacientes graves internados em ambiente
hospitalar. O farmaco, que tem afinidade ao alvo D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala),
aminoacidos finais da cadeia de peptideoglicano da célula bacteriana, se complexa a D-
alanina, seu local de agao, e impede a sintese de parede celular do microrganismo (Unni;
Siddiqui; Bidaisee, 2021).

De acordo com Cong, Yang e Rao (2020) os isolados de S. aureus, que
apresentam reducdo em sua sensibilidade a vancomicina podem ser classificados da
seguinte forma: os que apresentam CIM para vancomicina <2 ug/ml sao classificados
como vancomycin-susceptible S. aureus (VSSA); os que apresentam CIM entre of 4—
8 ug/ml sdo denominados vancomycin intermediate S. aureus (VISA) e aqueles com
CIM = 16 pg/ml séo tidos como vancomicyn resistant S. aureus (VRSA). Ainda, isolados
sdo classificados como VRSA quando apresentam, por técnicas moleculares,
amplificacdo do operon van.

Apés ser amplamente utilizada para o tratamento de infec¢gdes graves
ocasionasas por MRSA os primeiros relatos de sensibilidade reduzida a vancomicina
comecaram a surgir. Hiramatsu e colaboradores (1997), foi o primeiro pesquisador que,
no Japao, descreveu isolados MRSA com baixa sensibilidade a vancomicina.
Atualmente, isolados VRSA ja foram reportados em diversos paises nos continentes

Americano, Africano, Europeu e Asiatico (Shahid et al., 2021)

Houve entdo grande preocupacédo da comunidade cientifica, pois surgiu a teoria

de que isolados S. aureus estariam herdando genes de resisténcia de Enterococcus spp..
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Entretanto, um ano apds a descricao do primeiro isolado com resisténcia dominuida a
vancomicna, evidenciou-se que esse fendmeno ocorrera nao pela aquisicdo do operon
van, principal hipdtesea a época, mas sim pela hiperproducéo de residuos de Acido N-
Acetil Muramico (NAM). Assim, isolados com a caracteristica VISA ocorrem por produzir
uma parede celular mais espessa do que as células padrdo, o que gera uma maior
concentragéo final de D-ala-D-ala, alvo do antimicrobiano na parede celular (Hiramatsu,
1998).

No ano de 2002, entretanto, foi descrita em Michigan (EUA) o primeiro isolado
VRSA. No mesmo ano, outro isolado foi detectado no estado da Pensilvania (EUA) e,
desde entdo, outros 52 isolados foram descritos em toda literatura, sendo 14 nos EUA,
16 na india, 11 no Iran, 9 no Paquistdo, 1 no Brasil e em Portugal. Como dito
anteriormente, a resisténcia total a vancomicina (VRSA) se da pela aquisicao e
expressdo do operon van. Esse operon modifica o aminoacido final na sintese do
peptideo-glicano bacteriano de D-ala-D-ala para D-alanina-D-lactato (D-ala-D-lac) ou D-
alanina-D-serina (D-ala-D-ser). Ao todo foram descritos 11 operons van, dos quais
vanA, vanB, vanD, van F, vanl, e vanM modificam o alvo para D-ala-D-lac e conferem
altos niveis de resisténcia a vancomicina (CIM > 256 mg/ml) e vanC, vanE, vanG, vanL
e vanN, que modificam o alvo para D-ala-D-ser e promovem baixos niveis de resisténcia
ao farmaco (CIM 8-16 mg/ml) (Cong; Yang; Rao, 2020).

A permeabilidade da membrana celular parece ter importante papel na resisténcia
aos antimicrobianos. Quanto menor for a permeabilidade menor sera a captagao de
substancias externas, inclui-se os antimicrobianos. Fato esse, visto na sensibilidade
reduzida de S. aureus aos aminoglicosideos por espessamento de parede celular. Ainda,
0s microrganismos podem apresentar bombas de efluxo, onde as proteinas de
membrana: QacA, NorA, e Sm possuem relevancia quanto ao fendmeno de resisténcia
em S. aureus, principalmente a proteina QacA. Essas proteinas trabalham as custas de
ATP e funcionam como bombas de prétons trocadoras de H*. Sua principal fungao é
trocar o ion do ambiente externo para dentro da célula e, em contrapartida, expulsar o

antimicrobiano do interior para o meio externo (Guo et al., 2020)
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1.4 Viruléncia

Os fatores de viruléncia sdo de extrema importancia para infectividade e sucesso
patogénico de S. aureus. Esses fatores auxiliam o microrganismo no ataque e invasao
ao tecido alvo, bem como na evasado dos mecanismos de defesa do hospedeiro ou de
agentes quimicos que tentam desestabilizar a célula. A produgdo de exotoxinas e
enzimas, como colagenases, proteases, lipases e nucleases é notadamente presente
nos isolados de S. aureus. Algumas exotoxinas, como é o caso da Panton-Valentine
Leukocidin (PVL), possuem a capacidade de lisar as células de defesa, promovendo
extravasamento de seu conteudo. Ha ainda a classe de toxinas superantigénicas, como
€ 0 caso da Toxic Shock Syndrome Toxin-1 (TSST). Essa toxina tem a capacidade de
induzir a proliferacdo de células T, ocasionando exacerbag¢ao da reacao inflamatoria
(Tasneem et al., 2022).

O gene responsavel por codificar a leucocidina PVL (lukF-PV e lukS-PV) é
conhecido por ter caracteristica binaria, ou seja, precisa que os dois componentes sejam
ativos e expressos para que haja formagao da toxina. Sua identificagao inicial se deu em
1932, e, atualmente, tem sido usualmente identificado em amostras oriundas do trato
respiratorio inferior e infecgdes de pele e partes moles, ocasionando abcessos e
pneumonia necrotizante. Ainda, a identificagdo do gene que codifica PVL, parece estar
relacionado aos clones oriundos da comunidade, denominados community-acquired
MRSA (CA-MRSA). Essa toxina tem a capacidade de formar poros na membrana das
células de defesa e gerar extrusao de seu conteudo, o que contribui para o aumento do
padrao inflamatdrio e, consequente, diminuicdo da efetividade da resposta imune. Ainda,
quanto aos pacientes com infecgédo de corrente sanguinea estafilococica, a presenga da
PVL, embora, diretamente, ndo aumente a mortalidade, esta relacionada ao
prolongamento do quadro febril (Da et al., 2022; Hasan; Jasim, 2021).

A sindrome do choque toxico, relacionada a expressdo do gene que codifica
TSST, € uma grave condigdo clinica sistémica, que ocasiona alteragdes fisioldgicas
importantes nos pacientes. O antigeno produzido pelo microrganismo gera ampliagao
da resposta inflamatéria mediada por células T, apds estimulo do receptor CD28,
presentes no complexo maior de histocompatibilidade 2 (major histocompatibility

complex - MHC-2). Essa ativacao intensa culmina na liberagao, exacerbada, de citocinas
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pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1 que, clinicamente, cursam com choque, hipotensao,
hipertermia, disturbio gastrointestinal, rash erimatoso e sintomas neuroldgicos, como
letargia e irritabilidade. Assim, é importante ressaltar a associagao da producédo dessa
toxina, principalmente nas ICS estafilocécicas, com elevados indices de morbi-
mortalidade (Abuzneid et al., 2021; Gossack-keenan; Kam; Kam, 2017).

Aliado a producédo de moléculas superantigénicas e leucocidinas, isolados de S.
aureus sao, notadamente, reconhecidos por sua capacidade de formar biofilmes. A
formacao dessa comunidade bacteriana, segundo dados do National Institute of Health
(NIH), é responsavel por até 80% das infecgdes nosocomiais relacionadas ao patégeno
(Harapanahalli et al., 2015).

Os biofilmes, envoltos por uma matriz polimérica extracelular, em geral composta
por polysaccharide intercellular adhesion (PIA), proteinas, acido teicdico e fragmentos
de DNA, formam o ambiente ideal para que haja proliferagdo do microrganismo, fora do
alcance das células de defesa ou dos agentes antimicrobianos. A formagéo do biofilme,
que ocorre em trés fases (maturacgao, proliferacao e lise) esta, intimamente, relacionada
a utilizagao de proéteses e dispositivos invasivos como sondas e cateter, que facilitam a
adeséo e proliferacédo do biofilme. Ainda, proteinas de ancoragem celular, presentes na
superficie das células, facilitam a formacdo do biofime em superficies humanas
(Cheung; Bae; Otto, 2021). A sintese, e acumulo dessa matriz, dependente de PIA,
ocorre pela expressao do operon ica, em S. aureus, com a expressao do icaA sendo
fortemente associada a formagéo do biofilme (Ghasemzadeh; Najafpour; Mohammadi,
2021; Harapanahalli et al., 2015; Kivang et al., 2017; Qiao et al., 2021).
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2. EPIDEMIOLOGIA

Staphylococcus aureus € um dos microrganismos mais prevalentes nas infecgoes
humanas. Fato esse, que pode ser explicado por esse ser um microrganismo residente
da microbiota normal, estando presente em 20-30% dos individuos saudaveis. Ao romper
as barreiras fisiologicas e/ ou, nos estados de imunodeficiéncia, tais microrganismos
conseguem invadir tecidos e ocasionar as mais variadas infecgdes, como abcessos,
pneumonia, infeccdo de corrente sanguinea, endocardite, osteomielite, entre outras. A
rapida aquisicdo de genes de resisténcia, bem como sua presenga na microbiota, sdo
importantes fatores de risco nas infecgcoes estafilococicas. Ha estimativas de que a
mortalidade, decorrente de infecgdes ocasionadas por microrganismos multirresistentes,
ira acometer cerca de 10 milhdes de pessoas, anualmente, até 2050 (Ahmad-Mansour
et al., 2021).

E notavel a modificacdo epidemiolégica cujos isolados de S. aureus vém
passando ao longo do tempo. Essa alteragao se deve, entre outros, aos mais variados
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, bem como, aos diversos fatores de
viruléncia, que o tornam um patégeno de elevado interesse clinico. Ainda, € possivel
inferir que: o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, caracteristicas
populacionais, aglomeracgdes e subdiagndstico de doengas tém grande influéncia em sua
transformacgao epidemiolégica (Romero, 2021).

Uma tentativa de auxiliar na identificagcdo epidemioldgica dos isolados foi sua
distincdo entre healthcare-associated -MRSA (HA-MRSA), community-associated-
MRSA (CA - MRSA) e livestock-associated — MRSA (LA - MRSA). Tal classificagao é
realizada de acordo com o perfil de resisténcia exibido pelos isolados, bem como a
presencga de genes de viruléncia e tipificagdo do cassete cromossdmico. Contudo, existe
uma tendéncia de esses isolados se movimentarem de um ambiente para outro, o que
pode dificultar a distingao entre eles (Pimentel et al., 2021).

Por muito tempo os isolados de S. aureus que continham os cassetes
cromossOmicos dos tipos |, Il e lll foram relacionados com infec¢gdes adquiridas no
ambiente hospitalar, sendo esses classificados como HA-MRSA. Ja aqueles isolados

que apresentavam os cassetes dos tipos IV e V, que possuem como caracteristica:
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menor tamanho e presenga de menos genes de resisténcia, foram, notadamente,
associadas as infecgdes adquiridas na comunidade, sendo classificados em CA-MRSA.
Porém, com a integracdo do ambiente hospitalar e comunitario, bem como com a
dispersao dos microrganismos, essa distincdo tem se tornado cada vez mais dificil de
ser feita (Cohen et al., 2021).

Além dos cassetes cromossémicos € possivel entender a epidemiologia de S.
aureus através do Complexo Clonal (CC). Definidos pelo Multilocus Sequence Typing
(MLST) os CC’s com maior prevaléncia sao: CC1, CC5, CC8, CC22, CC30, CC45, CC59
e CC80. Entre eles, os clones pertencentes ao CC30 possuem grande impacto na saude
global, tendo sido relacionados a trés ondas pandémicas: MSSA tipo 80/81 (sequence
type 30 [ST30] -MSSA), MRSA-16 epidémico (EMRSA-16) (ST36 MRSA SCCmec type
Il [ST36-MRSA-II]) e clone do sudeste do pacifico (ST30-MRSA-1V). Ainda, a aquisicao
dos genes que codificam PVL e TSST, nos isolados pertencentes ao CC30, reforcam a
relevancia clinico-epidemioldgica de tais isolados (Di gregorio et al., 2021).

Igualmente, isolados pertencentes ao CC5 tém sido, particularmente, importantes
nas infecgdes de corrente sanguinea persistentes e choque séptico. Outro ponto de
interesse é a sua elevada prevaléncia em infecgdes ao redor do globo, bem como a
associagao do complexo a falta de regulagdo do complexo Agr, um operon importante
para sintese de fatores de viruléncia, como produgao de toxinas, formacgao de biofiime e
expressao do gene mecA (Chen et al., 2021; Fernandez-hidalgo et al., 2018; Lee et al.,
2021).

Ndo obstante os mecanismos de resisténcia e viruléncia apresentados pelo
patégeno, estimativas apontam que, aproximadamente, 21% das infecgdes de corrente
sanguinea possuem como agente etioldgico S. aureus. Essas infecgbes que podem ter
como fonte, tanto uma escovacao de dentes mais vigorosa, como serem associadas a
procedimentos e dispositivos médicos, necessitam de um diagndstico rapido e assertivo,
devido a sua rapida progressao e gravidade clinica. A incidéncia de infec¢des de corrente
sanguinea, ocasionadas por S. aureus, € de cerca de 20-50 por 100 mil habitantes, com
mortalidade estimada de 10-30% dos casos (Smith et al., 2021).

Quanto a resisténcia aos antimicrobianos, sua identificacdo, em laboratérios

clinicos, rotineiramente, é realizada por testes de sensibilidade, seja de forma manual,
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utilizando disco de difusdo, ou empregando os sistemas automatizados. Contudo, apés
o surgimento dos isolados OS-MRSA essa rotina de identificacdo se tornou ineficiente.
Embora tais isolados apresentem CIM para oxacilina na faixa do sensivel (< 2ul/mL),
sendo identificados, fenotipicamente, como MSSA, eles contém o gene mecA, e
possuem a capacidade de se tornarem altamente resistentes aos farmacos beta
lactdmicos quando expostos a ele, ou mesmo a mupirocina (Liu et al., 2021; Liu et al.,
2020).

A primeira descricdo de isolados OS-MRSA veio de um estudo conduzido na
Alemanha, com isolados coletados entre anos de 1995 e 1996, da regido nasal e
orofaringe de 447 trabalhadores da area da saude. Nesse estudo, seis isolados foram
caracterizados como OS-MRSA. Ja o segundo relato veio de um estudo conduzido na
Grécia em 2001, onde de um total de 225 isolados MSSA, 25 foram considerados OS-
MRSA. Em outro estudo, conduzido no territério de Taiwan, em 26 hospitais, entre os
anos de 2002 e 2008, encontrou como prevaléncia 21,4% (58/271) isolados OS MRSA
(Pournaras et al., 2015).

Desde entao, outros autores tém descrito achados de isolados OS MRSA, porém
sua prevaléncia é extremamente variavel. Uma série de fatores estao envolvidos em sua
epidemiologia, como: dificuldade de identificagdo, isolados oriundos da comunidade ou
do ambiente promotor de saude, além da variedade de sitios infecciosos de onde os
isolados sao captados. Assim, estudos apontam que a epidemiologia de OS-MRSA pode
variar entre 1,25 a 52% (Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino, 2016; Duarte et al., 2018; Liu
et al., 2021).

Em revisdo de literatura realizado por Ma e colaboradores (2021) é possivel
entender essa diversidade epidemioldgica entre os isolados OS-MRSA. Entre os estudos
avaliados pelos autores, houve variacdo entre 1,6%, em estudo conduzido com
trabalhadores da area da saude, e 11% em outro estudo realizado com pacientes
internados em um hospital grego. Em outro estudo, conduzido por He e colaboradores
(2013), em nove cidades chinesas, com 1588 isolados de diferentes sitios, foram
detectadas as maiores prevaléncias nas cidades de Guangzhou (30%); em Pequim
(18,3%); em Wuhan (15,1%) e Hangzhou (13,3%). (He et al., 2013; Ma et al., 2021).



31

Além de uma prevaléncia distinta entre as diversas regiées do globo, a presenca
do cassete cromossdmico, bem como os genes de viruléncia presentes em tais isolados
também é bastante variavel. Em estudo conduzido por Liu e colaboradores (2021),
isolados que continham o SCCmec tipo IV, ST 59, e o gene pvl foram os mais
prevalentes. Também, Liu e colaboradores (2020), que estudaram isolados clinicos
coletados em 10 hospitais de Shangai, encontram com maior prevaléncia de isolados
que continham o cassete cromossdmico tipo IV, contudo, diferente do primeiro estudo, o
gene pvl apenas foi detectado em um isolado (Liu; et al., 2021).

Boonsiri e colaboradores (2020), apos avaliarem 43 isolados OS-MRSA, oriundos
de diferentes materiais clinicos, identificaram maior prevaléncia de isolados
apresentando o SCCmec tipo V, com os ST's 121, 59 e 89, além do cassete tipo IV, com
o ST tipo 8.

Portanto, a diversidade epidemiologica apresentada pelos isolados OS-MRSA é
notavel, assim como a grande importancia dos S. aureus ocasionando infecgdo de
corrente sanguinea. Desse modo, esse estudo pretende descrever a frequéncia de
isolados OS-MRSA, provenientes de ICS, de pacientes internados em um hospital
universitario do sul do Brasil, bem como, avaliar as suas caracteristicas moleculares e

dados clinicos relacionados a internagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a frequéncia, e a epidemiologia molecular, de isolados OS-MRSA, de
pacientes com infeccdo de corrente sanguinea, internados em um hospital universitario
do Sul do Brasil, entre 2011 e 2020, bem como estabelecer sua correlagdo com os

aspectos clinicos do paciente.

3.2 Objetivos Especificos
- Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de S. aureus isolados de

hemocultura.

- Determinar a CIM para oxacilina, vancomicina, teicoplanina, daptomicina e

linezolida.

- Detectar os genes de resisténcia mecA e vanA, relacionados a resisténcia aos

antimicrobianos beta-lactamicos e glicopeptideos, por técnicas moleculares.

- Determinar a relacido clonal entre os isolados por técnica de High-Resolution
Melting (HRM)/ RTg-PCR

- Avaliar o desfecho clinico (alta ou 6bito) para pacientes com infecgao de corrente

sanguinea ocasionada por isolados OS-MRSA.

- Comprar variaveis demograficas, clinicas e relacionadas ao internamente de
pacientes com infecgao por isolados MSSA; MRSA e OS-MRSA.

- Descrever a evolucdo de clinica de pacientes com infeccdo de corrente

sanguinea ocasionada por isolados OS-MRSA.



33

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Estudo e Amostras

Trata-se de um estudo retrospectivo, transversal, descritivo e observacional de S.
aureus, isolados de hemocultura, coletadas de pacientes internados em um hospital do
Sul do Brasil, entre 2011 e 2020, diagnosticados com Infecgdo de Corrente sanguinea,
de acordo com os protocolos vigentes, cujas amostras estavam estocadas no banco de

bactérias do laboratdrio de andlises clinicas, setor de microbiologia, do hospital.

Neste periodo foram identificadas 9.888 culturas de S. aureus de diversos
materiais clinicos. Avaliando apenas uma amostra, de material clinico hemocultura, por
paciente, chegamos a um numero de 801 amostras. Desses, 509 foram identificados,
fenotipicamente, como MSSA e 292 como MRSA. Avaliando, apenas, isolados definidos
como MSSA, para uma prevaléncia descrita em literatura de 25%, de acordo com
Pournaras e colaboradores (2015) e Duarte e colaboradores (2018), com erro amostral
de 5% e intervalo de confianga de 95%, para relevancia estatistica epidemiolégica, esse
estudo deveria, no minimo, conter uma populagéo de estudo de 73 amostras. Assim,
tendo em mente tal informacao, foi possivel resgatar do banco de bactérias 96 amostras,

que foram incluidos e avaliados neste trabalho.

Como critérios de exclusao, os isolados repetidos nao foram avaliados nesse

estudo.

Ainda, entre os 801 isolados, 81, por conveniéncia, foram selecionados para

caracterizagao clinica e comparacéao entre grupos (26 MSSA; 29 MRSA e 26 OS-MRSA).
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Figura 3 - Fluxograma de coleta, processamento e analise amostral

9.888 culturas gerais de S. aureus
entre janeiro 2011 - dezembro de 2020

Excluidas as culturas repetidas e
apenas utilizando culturas de ICS

801 isolados de S. aureus

Apds analise do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos

509 isolados classificados 292* isolados classificados
como MSSA como MRSA

Busca ativa no
banco de bactérias

96 isolados MSSA
obtidos do banco de bactérias

Isolados submetidos ao teste fenotipico
com cefoxitina e teste genotipico com mecA
70* MSSA 26* 0S-MRSA

*Entre os 292 isolados classificados como MRSA, 70 MSSA e 26 OS-MRSA, 81 isolados (26
MSSA; 29 MRSA e 26 OS-MRSA), aleatoriamente, foram escolhidos para comparagdo dos
dados clinicos.

Legenda: MSSA — Methicillin Sensible Staphylococcus aureus; MRSA — Methicillin Resistant S. aureus;
OS-MRSA - Oxacillin Sensible — Methicillin Resistant.
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4.2 |dentificacédo de S. aureus

Os isolados foram identificados utilizando metodologia Manual, de acordo com
Jorsensen (2015) e automatizada, utilizando os sistemas Phoenix® (Becton, Dickinson),
Microscan® (Siemens-Califérnia) e Vitek® 2 (bioMeriéux-USA). Os isolados, retirados do
estoque, novamente, foram identificados por metodologia manual e pela amplificagdo de
sequéncias conservadas ndo ambiguas do DNA de S. aureus (Lourdes et al., 2004;
Martineau et al., 1998)

4.3 Formacéo de Biofilme

A capacidade de formacgao de biofilme dos isolados clinicos foi determinada
utilizando placas de poliestireno de fundo chato, 96 pocos, de acordo com Stepanovic e
colaboradores (2007), com modificagbes. As células foram cultivadas em TSB a 37°C
por 24 horas, semeadas em agar Columbia e incubadas sob as mesmas condi¢des. Para
a formacgado do biofilme, o indculo foi ajustado na escala 0,5 de McFarland (1 x 108
UFC/mL) e 20 pyL foram acresentados aos pogos contendo 180 pyL de meio TSB
(concentragao final de células = 1 x 108 UFC/mL) e a placa foi incubada novamente sob
as mesmas condicbes, sem agitacdo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Synergy TM HT, Biotek®) utilizando o software Gen5 Data Analysis, com a mensurag&o

da densidade 6ptica (DO) em comprimento de onda a 570 nm.

4.4 Determinacao da Sensibilidades aos Antimicrobianos

A determinacgao da sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada por técnica de
disco de difusdo (CLSI 2021) e por microdiluigdo automatizada (Phoenix® [Becton,
Dickinson], Microscan® [Siemens-California] e Vitek® 2 [bioMeriéux-USA]), de acordo
com cada periodo. Os antimicrobianos utilizados, bem como os pontos de corte

utilizados, foram os contidos no CLSI (2021).
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4.5 Determinagéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) pelo método de e-test ®
A determinacdo da CIM para oxacilina, vancomicina, teicoplanina, daptomicina e
linezolida, foi realizada por metodologia e-test® (BioMeriéux-USA) segundo as

recomendacgdes do fabricante e de acordo com o descrito no documento CLSI (2021).

4.6 ldentificagc&o de isolados hVISA através da Analise do Perfil Populacional (PAP)

Em placas de agar BHI, acrescidos de vancomicina, nas concentrag¢des 0,5; 1,0;
2,0; 4,0; 6,0 e 8,0ug/mL foram adicionados 10uL de inéculo bacteriano, ajustado na
concentragdo 1,5x10% UFC/mL. Apds distribuir o indculo em cada uma das placas com
as diferentes concentragbes de antimicrobiano, as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica (37°C +2°C) por 24h. Apds contagem do numero de colbnias, que se
desenvolveram em cada uma das diferentes concentracdes, foi feito um grafico, em
escala semi-logaritmica, utilizando o programa GraphPad-Prism 5, para a calcular a area
sob a curva (AUC). Os dados obtidos foram comparados com o resultado das cepas
padrao (S. aureus ATCC® 700698 Mu3 (hVISA) e S. aureus ATCC® 700699 Mu50
(VISA), classificando em hVISA aqueles isolados que apresentam valor de AUC >0,9 e
<1,3 e em VISA os isolados com AUV > 1,3 (Wootton et al., 2007).

4.7 Extracéo do Acido Nucleico
A extragdo do DNA total foi realizada de acordo com metodologia descrita em

Sambrook, Russel e Maniatis 1989, com modificagdes.

4.8 Detecgéo do gene mecA e Tipagem SCCmec

As reacoes de PCR para a detecgédo do gene mecA foram realizadas conforme os
parametros descritos por Milheirico e colaboradores (2007). A amplificagdo dos
elementos SCCmec foi feita conforme descrito por Boyle e colaboradores (2007). Em
todas as reagdes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional, como
controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).
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4.9 Deteccéo dos genes de Resisténcia a Vancomicina (vanA e vanB)
As reagbes de PCR para a detecgao dos genes vanA e vanB foram realizadas

conforme os parametros descritos por Clark e colaboradores (1993).

4.10 High-Resolution Melting (HRM)
As reacoes de HRM foram realizadas para determinagéo do Clonal Complex (CC)
e Sequence Typing (ST) dos isolados deste estudo conforme descrito por Lilliebridge e

colaboradores (2011).

4.11 Avaliagao clinica

A caracterizacao clinica dos pacientes foi realizada pela da busca ativa em
prontuarios clinicos e avaliagao das fichas de notificacdo de infeccdo da Comisséao de
Controle de Infecgdo Hospitalar (CCIH) do HU-UEL.

4.12 Avaliagao Estatistica

Foi feita analise 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 padrao, ou mediana e
intervalos interquartis. Foram tidos como resultados significativamente estatisticos

aqueles que apresentaram valor de p < 0,05, com intervalo de confianga fixado em 95%.

4.13 Locais de Realizacédo do Estudo

4.13.1 Coleta das Amostras
O processamento das amostras, identificacdo e avaliacdo do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos, foi realizada no laboratério de analises clinicas, setor

de microbiologia, do HU-UEL.
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4.13.2 Analise Molecular
A caracterizagao genotipica dos isolados, bem como a pesquisa dos genes de
resisténcia aos antimicrobianos, viruléncia e analise de expansao clonal foi realizada no
laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos do Nucleo Integrado em Pesquisa
(NIP-5), localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de

Londrina.
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5. ASPECTOS ETICOS

O estudo foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/ UEL), tendo sido aprovado em
22 de junho de 2021, sob o parecer: 4.796.146.
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6. RESULTADOS

Inicialmente, 9.988 S. aureus isolados de amostras clinicas, de pacientes
internados em um hospital universitario do sul do Brasil, entre os periodos de janeiro de
2011 a dezembro de 2020, foram incluidos nesse estudo. Desses, excluindo as culturas
repetidas, e apenas avaliando uma amostra por paciente, material clinico hemocultura,
restaram 801 isolados, classificados como: 292 MRSA e 509 MSSA. Finalmente, dos S.
aureus considerados sensiveis a meticilina, 96 isolados, estocados em freezer -20°C no
banco de bactérias no laboratério de patologia, analises clinicas e toxicoldgicas, setor de
microbiologia, de um hospital universitario do sul do Brasil foram selecionados para os

testes subsequentes.

Para todos os isolados, inicialmente, a identidade da espécie foi confirmada por
PCR utilizando como alvo o gene nuc. Todos os isolados continham a sequéncia
pesquisada. Posteriormente, a sensibilidade a cefoxitina foi determinada por técnica de
disco de difusdo, confirmando a sua classificagdo como MSSA. Posteriormente, a
pesquisa do gene mecA revelou que 27% (26/96) dos isolados apresentaram o gene em
seu genoma, sendo classificados como OS-MRSA. Nenhum isolado foi positivo para a

presencga dos genes vanA ou vanB.

Para os isolados OS-MRSA (n=26), a CIM de oxacilina, variou de 0,125 - 0,5ug/ml;
vancomicina de 0,5 - 4,0 ug/ml; Teicoplanina de 0,75 — 4,0 ug/ml; Daptomicina de 0,38 —
1,0 yg/ml e Linezolida de 0,75 — 3,0 pg/ml.

Quanto aos genes de viruléncia (icaA, pvl e tst), estes foram identificados,
respectivamente, em 26 (100%), 24 (92,3%) e 16 (61,53%) genomas. A biomassa dos
biofilmes, formados em superficie de poliestireno, foi analisada apds coloragcdo com
cristal violeta, resultando em valores de densidade 6ptica variando de 0,61 a 2,03. Todos
os isolados foram classificados como fortemente formadores de biofilmes nesta

superficie analisada.

Os elementos SCCmec também foram caracterizados para os isolados OS-
MRSA. O SCCmec tipo | foi detectado em 42,30% (11/26) dos isolados, seguido do tipo
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IV 23,07% (6/26) e tipo Il 3,84% (1/26). Em 30,76% (8/26) dos isolados nao foi possivel

tipificar o elemento SCCmec.

A analise dos Clonal Complex (CC), bem como dos Sequence Typing (ST) foi
realizada utilizando a técnica de High Resolution Melting PCR. Entre os ST, 11 diferentes
tipos foram identificados, sendo os mais prevalentes os ST 99 (9/26 - 34,61%) e ST 32
(2/26 - 7,69%). Quanto aos CC, os isolados foram distribuidos em 6 complexos distintos,
sendo os prevalentes o CC 5 (9/26 - 34,61%) e CC15 (6/26 - 23,07%).

Em relagcdo as caracteristicas clinicas da populagédo estudada, 46,15% (12/26)
eram do sexo feminino e 53,85% (14/26) do sexo masculino. A idade variou entre 0 e 82
anos. Quanto ao desfecho clinico, 69,23% (18/26) tiveram alta hospitalar e 23,07% (6/26)
evoluiram para obito. A infegao foi caracterizada como hospitalar em 61,53% (16/26) e

como comunitaria em 30, 76% (8/26) dos casos.

Os resultados desta tese serdo discutidos com mais detalhes nos dois trabalhos

apresentados a seguir:

6.1 Trabalho 1.
Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de Staphylococcuus aureus sensivel a
oxacilina, mecA positivo, isolados de pacientes com infecgao de corrente sanguinea em

um hospital terciario do Sul do Brasil.

Resumo

S. aureus sao microrganismos responsaveis por ocasionar uma gama de processos
infecciosos, sejam simples, restritos a pele, ou infecgdes invasivas como bacteremia. O
surgimento dos isolados Oxacillin Sensible — Methicillin Resistant S.aureus (OS-MRSA)
impds dificuldades ao tratamento de pacientes com infecgao estafilocécica, visto que tais
isolados podem ser erroneamente classificados como sensiveis e induzir a uma falha na
terapia empregada. Assim, o proposito desse estudo é avaliar a prevaléncia, e

caracteristicas fenotipicas e genotipicas, de isolados OS-MRSA, provenientes de
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infeccdo de corrente sanguinea, coletados de pacientes internados em um hospital do
sul do Brasil, bem como avaliar o tratamento empregado. Para isso, 801 isolados unicos
de S. aureus, coletados de hemocultura, entre janeiro de 2011 a dezembro de 2020,
foram avaliados. Desses, 96 isolados foram classificados como sensiveis a oxacilina. Os
isolados foram identificados e tiveram seu perfil de sensibilidade realizado por
metodologia manual e automatizada. A concentragao inibitéria minima para vancomicina,
daptomicina, oxacilina, linezolida e teicoplanina foi realizada por e-test. Os genes mecA,
vanA, tipagem dos elementos SCCmec, bem como a pesquisa dos genes de viruléncia
icaA, tst-1 e pvl foram realizadas por PCR. A formacao de biofilme foi realizada por
técnica de cristal violeta. O Sequence Type (ST), bem como o Clonal Complex (CC) dos
isolados foi avaliado por RTq-PCR. As caracteristicas clinicas dos pacientes foram
avaliadas através de busca ativa em prontuarios. Apds pesquisa do gene mecA 27,1%
(26/96) dos isolados foram considerados OS-MRSA, desses, o0 SCCmec tipo | foi o mais
prevalente, 46,1% (12/26). Entre os isolados avaliados, 41% (9/22) foram incluidos no
CC5 e ST9. Quanto a viruléncia, todos isolados foram positivos para o gene icaA e
caracterizados como forte formadores de biofilme. O gene pv/ foi encontrado em 92,3%
(24/26) dos isolados e a toxina da sindrome do choque toxico estava presente em 61,5%
dos isolados (16/26). Todos foram negativos para a presenga do gene vanA. Quanto ao
desfecho clinico, 73% (19/26) dos pacientes receberam alta hospitalar e 27% (7/26)
evoluiram para 6bito. Com esse estudo, foi possivel observar, elevada frequéncia de
isolados OS-MRSA ocasionando infec¢des de corrente sanguinea. Ainda, tais isolados

contém variados genes de viruléncia, o que pode contribuir para um pior desfecho clinico.

Palavras-chave: OS-MRSA; Sepse; Viruléncia; Resisténcia Bacteriana; Infecgao
Estafilocdcica.
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Phenotypic and genotypic characteristics of mecA-positive oxacillin-sensitive
Staphylococcus aureus isolated from patients with bloodstream infection in a tertiary
hospital in southern Brazil.

Abstract

S. aureus are extremely important microorganisms, either from an epidemiological point
of view or as a pathogen, responsible for causing a series of infectious processes,
whether simple, restricted to the skin, or invasive infections such as bacteremia. The
appearance of S.aureus Oxacillin Sensitive-Methicillin Resistant (OS-MRSA) isolates has
imposed difficulties in the treatment of patients with staphylococcal infection, as such
isolates can be mistakenly classified as sensitive and lead to failure of the therapy used.
Thus, the objective of this study is to evaluate the prevalence, and genotypic and
phenotypic characteristics, of OS-MRSA isolates, from bloodstream infections, collected
from patients admitted to a hospital in southern Brazil, as well as to evaluate the treatment
employed. For this, 801 unique isolates of S. aureus, collected from blood cultures,
between January 2011 and December 2020 were evaluated. Of these, 96 isolates were
classified as sensitive to oxacillin. The isolates were identified and had their sensitivity
profile performed by manual and automated methodology. The minimum inhibitory
concentration for vancomycin, daptomycin, oxacillin, linezolid and teicoplanine was
performed by e-test. The mecA, vanA genes, typing of the SCCmec elements, as well as
the search for the icaA, tst-1 and pv/ virulence genes were performed by PCR. Biofilm
formation was performed using the crystal violet technique. The Sequence Type (ST), as
well as the Clonal Complex (CC) of the isolates was evaluated by the RTg-PCR. The
clinical characteristics of the patients were evaluated through an active search in medical
records. After researching the mecA gene, 27.1% (26/96) of the isolates were considered
OS-MRSA, with SCCmec type | being the most prevalent, 46.1% (12/26). Among the
evaluated isolates, 41% (9/22) were included in CC5 and ST9. As for virulence, all isolates
were positive for the icaA gene and characterized as strong biofilm formers. The pv/ gene
was found in 92.3% (24/26) of the isolates and the toxic shock syndrome toxin was
present in 61.5% of the isolates (16/26). All were negative for the presence of the vanA

gene. As for the clinical outcome, 73% (19/26) of the patients were discharged from the
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hospital and 27% (7/26) died. With our study, it was possible to observe a high frequency
of OS-MRSA isolates causing bloodstream infections. Furthermore, such isolates contain

several virulence genes, which may contribute to a worse clinical outcome.

Keywords: OS-MRSA; Sepsis; Virulence; Bacterial resistance; Staphylococcal Infection.

1. Introducao

Staphylococcus aureus € notadamente um patdégeno de grande importancia
clinica, podendo ocasionar uma variedade de infec¢des, que se manifestam desde casos
assintomaticos, infeccbes de tecidos superficiais, até infeccbes profundas, como
osteoartrite, piomiosite, celulite, endocardite e bacteremia. Esta versatilidade pode ser
explicada, em parte, pela adaptacdo em diferentes ambientes e a presenca de um

arsenal de fatores de viruléncia (Enger et al., 2022).

Além disso, isolados de S. aureus estdo, comumente, associados com resisténcia
a multiplos agentes antimicrobianos, o que justificou sua insercdo no grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.). Este microrganismo €
reconhecido por sua capacidade de ocasionar processos infecciosos de dificil tratamento
devido a grande variedade de mecanismos de resisténcia a diferentes classes de

antimicrobianos (Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

Em geral, Methicillin resistant S. aureus (MRSA) carreiam o gene mecA, que
expressa uma Penicillin Binding Protein (PBP) modificada, denominada PBP 2a, que
apresenta baixa afinidade aos farmacos beta-lactamicos, resultando em Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) para oxacilina = 4 ug/mL. Contudo, o surgimento de isolados
oxacillin-susceptible mecA-positive Staphylococcus aureus (OS-MRSA) trouxe novas
dificuldades a interpretacao clinica da resisténcia aos beta-lactamicos, bem como das

formas de tratamento para pacientes infectados por S. aureus (Liu et al., 2020).

Isolados OS-MRSA geram dificuldade de identificacdo nos laboratorios clinicos,

pois, sao equivocadamente reportados como sensiveis a meticilina, por técnicas
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fenotipicas de rotina. O emprego de técnicas moleculares, para detec¢gao do gene mecA,
ou a proteina MecA, sao fundamentais para definicdo de OS-MRSA, entretanto essas
ferramentas ndo estdo disponiveis em grande parte dos laboratérios clinicos.
Crucialmente, durante o tratamento clinico com farmacos beta-lactamicos, OS-MRSA
tendem a desenvolver resisténcia ao antimicrobiano, ocasionando falha na terapia

guiada por cultura (Boonsiri et al., 2020; Song et al., 2017).

Relatos de isolados OS-MRSA tém surgido ao redor do mundo, porém, sua real
epidemiologia ainda € incerta, bem como real mecanismo de resisténcia, viruléncia,
expansao clonal e sua relagcdo com o tratamento clinico de pacientes infectados por
essas bactérias (Brahma et al., 2019; Conceigao et al., 2015; Duarte et al., 2018; Mistry
et al., 2016). Assim, o proposito desse estudo foi avaliar a prevaléncia de isolados OS-
MRSA, provenientes de infecgdo de corrente sanguinea, coletados de pacientes
internados em um hospital do sul do Brasil, bem como avaliar o tratamento empregado,
além de comprar os dados de internacao e caracteristicas de pacientes infectados por
isolados MSSA; MRSA e OS-MRSA.

2. Métodos
2.1 Selecao das amostras

Foram selecionados, para o levantamento epidemiolégico e comparagao entre
grupos Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus (MSSA), MRSA e OS-MRSA, 801
isolados, unicos, de S. aureus provenientes de hemocultura, coletados de pacientes
internados em um hospital do sul do Brasil, no momento da identificagcdo da infecgao de

corrente sanguinea, entre janeiro de 2011 e dezembro de 2020.

Previamente identificados como MSSA, pelos métodos de rotina, 96 isolados
foram selecionados para o seguimento do estudo e pesquisa do gene mecA, que codifica

resisténcia a meticilina.
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2.2 |dentificagédo dos isolados

A identificagdo dos isolados, bem como o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, foi realizada, fenotipicamente, utilizando metodologia automatizada
Phoenix® (BD Biosciences); Microscan® (Dade/Microscan) ou Vitek 2® (bioMérieux),
dependendo do periodo de analise, seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds
liberacdo do laudo da cultura, os isolados de interesse foram estocados em caldo
Tryptice Soya Broth (TSB) acrescidos de 30% de glicerina e armazenados em freezer -
20°C.

No momento do estudo, 96 isolados MSSA foram reativados do estoque, tendo
sua identificacdo confirmada por metodologia manual, de acordo com Jorgensen (2015)
e teste de sensibilidade de acordo com o documento Clinical and Labarotory Standards
Institute (CLSI -2021).

2.3 Comparacao clinica

Para comparagdo dos dados clinicos 82 isolados, gerais, de S. aureus
provenientes de hemocultura, coletados de pacientes com infeccdo de corrente
sanguinea, entre jan. de 2011 e dez. de 2020, foram separados, por conveniéncia, em
trés grupos distintos: MSSA; MRSA e OS-MRSA para avaliagdo das caracteristicas

demograficas, clinicas e laboratoriais.

2.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) aos antimicrobianos

Os valores de CIM para vancomicina; oxacilina; linezolida; teicoplanina e
daptomicina foram determinados por metodologia e-test® (BioMérieux, Marcy I'Etoile,

France), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
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2.5 Biofilme

O teste de formacgao de biofilme, por metodologia cristal violeta, foi realizado em
microplacas de poliestireno contendo 96 pocos de acordo com o descrito por Stepanovic

e colaboradores (2007).

2.6 Testes moleculares

A extracdo de DNA dos 96 isolados MSSA foi realizada de acordo com o descrito

por Sambrook e Fritsch (1990), com modificagdes.

A identidade dos isolados foi confirmada pela amplificagdo do gene nuc que
codifica uma termonuclease (Brakstad; Aasbakk; Maeland, 1992). O gene mecA foi
identificado de acordo com o descrito por Milheirigo, Oliveira e Lencastre (2007). A
tipagem dos elementos SCCmec, bem como a detecgdo dos genes icaA (codifica N-
acetilglucosaminiltransferase), tst-1 (codifica toxina da sindrome do choque téxico) e
lukF-PV e lukS-PV (codifica Leucocidina de Panton Valentine) foram realizados de
acordo com o descrito, respectivamente, por Boye e colaboradores (2007) e Campbell e
colaboradores (2008).

A deteccdo dos genes vanA e vanB, que resultam em resisténcia aos
glicopeptideos, foi realizada de acordo com o descrito por Clark e colaboradores (1993)
As andlises dos Clonal Complex (CC) bem como dos Sequence Typing (ST) foram

realizadas de acordo com o descrito por Lilliebridge e colaboradores (2011).

2.6 Analise de prontuario clinico

As informagdes clinicas dos pacientes foram coletadas pela busca ativa em
prontuario clinico, fichas de notificacdo de infecgéo relacionada a assisténcia a saude e
dados presentes no sistema de informagdo LABHOS/ MEDVIEW®.
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2.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa IBM SPSS Statitics 20.0°.
Foram realizados testes de homogeneidade de varidncia e para os dados com
distribuicdo normal foram realizados testes t-student e ANOVA, com os dados sendo
representados como média e desvio padrdo. Para os dados ndo paramétricos foram
utilizados testes de Mann Whitney e Kruskal Wallis, com os dados sendo expressos
como mediana e intervalo interquartil. Ainda, para as variaveis qualitativas foram
utilizados os testes Qui-quadrado e Exato do Fisher, quando necessario. Os dados foram
considerados significativamente estatisticos quando o valor de p obtido foi < 0,05,

intervalo de confianga de 95%.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos, da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) em 22 de julho de 2021, e

responde ao parecer: 4.796.146.

3. Resultados

Entre os 96 isolados provenientes de hemocultura, 26 (27%) foram positivos para
amplificacdo do gene mecA, sendo caracterizados como OS-MRSA. Para comparagéao
das caracteristicas clinicas, 81/801 isolados, entre MSSA; MRSA e OS-MRSA, foram

avaliados (Tabela 1.).
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Tabela 1 - Avaliacdo comparativa de dados demograficos, laboratoriais e clinicos de
isolados MSSA, MRSA e OS-MRSA (n=81).

Caracteristicas MSSA
Demograficas (n) (26)
37
Idade (1Q: 41)
Fem.
Sexo (31) 6
Dados
Laboratoriais (n) MSSA (26)
CIM 0
Vancomicina (1Q: 1,6)
150,55
PCR (1Q:204)
11.240
(1Q:
Leucdcitos Totais 10.465)
190.000
(IQ:
Plaquetas 183.750)
Dados
Internacao (n) MSSA (26)
20
Dias Internagao (1Q: 20)
Obito
Desfecho (27) 6
Obito em 30 dias  (19) 6
Obito
relacionado (26) 6
Hosp.
Tipo de Infecgédo (62) 22
UTI prévia (18) 5

freq.

(%)

23,1

freq.

(%)

freq.

(%)

22,2
31,6

23,1

35,5
27,8

MRSA
(29)

61 (1Q: 27)

12

MRSA
(29)
2,0 (IQ:
0,8)
196,4
(IQ: 138,5)

12.530
(IQ: 9.720)
254.000
(Q:
90.000)

MRSA
(29)

28 (1Q: 23)

10
3

9

24
11

freq.
(%)

41,4

freq.(
%)

freq.
(%)

37,1
15,8

34,6

38,7
61,1

OS-MRSA freq. p
(26) (%) valor
54 (1Q:43) — 0,009
13 50 0,151
OS-MRSA freq. p
(26) (%) valor
1,5 (1Q: 1,0) — 0,008
101 (IQ:
226,6) — 0,750
9.820
(IQ: 7.630) — 0,346
211.000
(IQ:
186.000) — 0,204
OS-MRSA freq. p
(26) (%) valor
11 (1Q: 19) — 0,004
11 40,8 0,578
10 52,6 0,059
11 42,3 0,109
16 25,8 0,064
2 11,1 0,075

Legenda: MSSA - Methicillin Sensible Staphylococcus aureus; MRSA - Methicillin Resistant S. aureus; OS-
MRSA - Oxacillin-Sensible Methicillin Resistance S. aureus; freq. — Frequéncia; IQ — Intervalo Inter-Quartil;
Fem- Feminino; CIM Vancomicina — Concentracdo Inibitdria Minima Vancomicina; Hosp. — Relacionado

com Hospital; PCR — Proteina — C - Reativa.

Como avaliado na tabela 1, ha diferenca estatistica entre os grupos quanto as

variaveis: idade, sendo o grupo com maior idade o OS-MRSA com mediana de 54 anos

(1Q:43); dias de internagao, com o grupo MRSA apresentando numero superior de dias

sob cuidados hospitalares, com mediana de 28 dias (IQ: 23), em relagdo aos demais

grupos, e CIM para vancomicina, com a maior valor de mediana no grupo MRSA,

apresentando o valor de 2,0 ug/mL para vancomicina (1Q: 0,8).
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Tabela 2 - Distribuigdo entre comorbidades, uso de dispositivos invasivos e tratamento,
entre 81 pacientes, alocados em trés grupos: MSSA; MRSA e OS-MRSA.

MSSA freq. MRSA freq. OS-MRSA freq.

Comorbidades (n) (26) (%) (29) (%) (26) (%) pvalor
Pulmonar (12) P 18,2 6 54,5 3 27,3 0,171
Cardiovascular (22) 8 36,4 6 27,2 8 36,4 0,177
Renal (12) 5 45,5 2 18,2 4 36,3 0,093
Neuroldgico (16) 3 18,7 9 56,3 4 25 0,104
Neoplasia (8) 2 25 2 25 4 50 0,175
HIV (1) 1 100 0 — 0 — 0,054

MSSA freq. MRSA freq. OS-MRSA freq.

Dispositivos Invasivos  (n) (26) (%) (29) (%) (26) (%) pvalor
Cateter Venoso Central (33) 10 30,3 11 33,3 12 36,4 0,264
Sonda Vesical de Demora (31) 6 19,3 14 45,2 11 35,5 0,137
Tubo Orotraqueal (29) 5 17,2 15 51,7 9 31,1 0,07
Cirurgia prévia (13) 5 38,5 3 23 5 38,5 0,267

MSSA freq. MRSA freq. OS-MRSA freq.

Tratamento (n) (26) (%) (29) (%) (26) (%) pvalor
Oxacilina (13) 4 30,8 2 15,4 7 53,8 0,022

Vancomicina (n8) 6 33,3 8 44,5 4 22,2 0,111
Linezolida (6) 1 16,7 4 66,6 1 16,7 0,12

Teicoplanina (5) 1 20 0 — 4 80 0,012

Daptomicina (1) 0 — 0 — 1 100 0,058

Piperacilina +

Tazobactam (11) 3 27,3 7 63,6 1 9,1 0,087

Sulfametoxazol +
Trimetopima (4) 1 25 1 25 2 50 0,717

Legenda: MSSA - Methicillin Sensible Staphylococcus aureus; MRSA - Methicillin Resistant S. aureus; OS-
MRSA - Oxacillin-Sensible Methicillin Resistance S. aureus; freq. — frequéncia; HIV - Human
Immunodeficiency Virus.

Em relagdo as comorbidades, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos,
com tendéncia para a varavel HIV, onde apenas 1 paciente, incluso no grupo MSSA, foi
diagnosticado com o virus. Quanto ao tratamento, houve diferenga estatistica entre os
grupos para os farmacos oxacilina, teicoplanina e daptomicina. Vale observar que o

grupo OS-MRSA foi que mais recebeu esses farmacos. Quanto aos dispositivos
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invasivos nao foi observado diferenga estatistica entre os grupos. Tais fatos comprovam

a homogeneidade entre grupos analisados.

Partindo de 96 isolados MSSA, coletados de hemoculturas de pacientes com

diagnéstico infecgdo de corrente sanguinea, apds confirmagdo fenotipica da
sensibilidade e pesquisa molecular do gene mecA, foi possivel estimar que a frequéncia
de isolados OS-MRSA foi de 27% (26/96). A tabela 3. traz os resultados da avaliagao
molecular para os 26 isolados identificados como OS-MRSA, relacionando as

caracteristicas genéticas quanto ao desfecho do processo infeccioso (alta/ 6bito).

Tabela 3 - Caracteristicas moleculares e concentracao inibitéria minima de 26 isolados
identificados como OS-MRSA quanto ao desfecho clinico.

Resultado Alta (19) | Freq. (%) | Obito (7) | Freq. (%) | p valor

vanA Pos 0 0,00 0 0,00 0,014
Neg 19 100,00 7 100,00

mecA Pos 19 100,00 7 100,00 | 0,014
Neg 0 0,00 0 0,00

nuc Pos 19 100,00 7 100,00 | 0,014
Neg 0 0,00 0 0,00

icaA Pos 19 100,00 7 100,00 | 0,014
Neg 0 0,00 0 0,00

pvl Pos 17 89,47 7 100,00 | 0,043
Neg 2 10,53 0 0,00

tst-1 Pos 11 57,89 5 71,43 0,062
Neg 8 42,11 2 28,57

Biofilme Forte Formador 19 100,00 7 100,00 | 0,014
Fraco Formador 0 0,00 0 0,00

SCCmec tipo | 10 52,63 2 28,57 0,172
tipo Il 0 0,00 1 14,29
tipo IV 5 26,32 1 14,29
N3o Tipavel 5 26,32 2 28,57

Legenda: Pos — Positivo; Neg — Negativo; Freq. — frequéncia; vanA — gene promotor de resisténcia aos
glicopeptideos; mecA - gene promotor de resisténcia aos beta-lactamicos; NUC- gene para confirmagao
da espécie S. aureus; icaA — gene que codifica expresséo do biofilme; pv/— gene codificador da leucocidina
de panton valentine; tst-1 — gene codificador da toxinina da sindrome do choque toxico; SCCmec —
Staphylococcal Chromossomal Cassette mec.
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A tabela 4. mostra a variacdo de CIM para os principais antimicrobianos na comparacao
dos grupos.

Tabela 4 — Caracteristicas da CIM de 26 isolados OS-MRSA quanto ao desfecho clinico:
obito.

Antimicrobiano | Alta (19) 1Q Obito (7) 1Q p valor

MIC pg/mL ‘ Vancomicina 1,5 0,9 1,75 1,6 0,298
Teicoplanina 1 0,75 1,25 1,75 0,305

Daptomicina 0,6 0,3 0,6 0,6 0,744

Linezolida 2 0,75 2,25 1,69 0,999

Oxacillina 0,25 0,18 0,25 0,18 0,299

Legenda: MIC- Minimum Inhibitory Concentration; IQ — Intervalo Inter-Quartil.

Quanto as caracteristicas dos pacientes OS-MRSA, é possivel avaliar que as
unicas variaveis que nao apresentaram diferenga estatistica foram a presenca do gene

tst-1 e a tipagem dos elementos SCCmec.

Em relagdo aos Sequence Type, 22 isolados OS-MRSA foram divididos em 11
diferentes tipos de ST, sendo o mais prevalente o ST 99 (9/22).

Entre os Complexos Clonais o mais prevalente foi o CC5, presente em 41% dos
isolados (9/22), seguido pelo CC 15 com 27,3% (6/22), CC 30 com 13,6% (3/22). CC 8
com 9,1% (2/22) e CC’s 154 e 101 com 4,5 % cada (1/22). Ja entre os Sequence Type
temos como mais prevalente o ST 99 com 41% dos isolados (9/22), seguido pelo ST32
com 14% (3/22), ST 15 com 9% (2/22). Os ST's 58, 72, 101, 260, 486, 571 e 1031 foram

identificados em um isolado cada (5% - 1/22), Figura 1.
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Figura 1 - Distribuigdo dos Clonal Complex e Sequence Typing presente em 22 isolados
OS-MRSA
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Legenda: CC — Complexo Clonal; ST — Sequence Type.

4. Discussao

Entre os 96 isolados de S. aureus, provenientes de infeccdo de corrente
sanguinea, previamente classificados como MSSA, no periodo de 10 anos, 27% (26/96)
continham o gene mecA, sendo assim identificados como OS-MRSA. Em estudo
realizado por Liu e colaboradores (2021), com isolados coletados de pacientes
internados em 10 hospitais da China a prevaléncia de OS-MRSA relatada foi de 4,5%
(17/377). Ja Balbino; Figueiredo (2016), em estudo realizado com 89 isolados
provenientes de amostras clinicas, em Recife -PB- Brasil, descreverem que desses 58
isolados foram caracterizados como MSSA e 30 (52%) foram positivos para o gene mecA
(OS-MRSA). Ainda, de acordo com uma reviséo de literatura, publicada por Pournaras e
colaboradores (2015) a prevaléncia de isolados OS-MRSA, ao redor do mundo, variou
entre 3% e 47,6%.

Diante deste cenario, é necessario que tenhamos técnicas eficazes para identificar
OS-MRSA e que se conhega, de fato, 0 mecanismo de resisténcia dessa bactéria. O
documento Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI — 2021) recomenda que a
cefoxitina, por ser forte indutor de resisténcia, seja utilizada, in vitro, para detec¢ao de
isolados MRSA. Contudo, isolados OS-MRSA induzem a uma identificacdo clinica

errbnea, uma vez que sao identificados como sensiveis a meticilina, quando testes de
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producédo de PBP2a ou a detecgdo do gene mecA néo é feita rotineiramente (Liang et
al., 2021).

Até o momento, o mecanismo envolvido na emergéncia de isolados OS-MRSA,
nao foi totalmente elucidado. Contudo, ha a sugestdo de que mutagdes em regides
promotoras do gene mecA, bem como os genes gryA/ grlA e do complexo FemXAB, que
estdo relacionados a producédo da parede celular bacteriana e ligados a resisténcia
borderline estejam presentes nos isolados OS-MRSA, assim como genes relacionados
a RNA polimerase (rpoBC), glicolise e sintese de tRNA (pykA e lysS). Outro ponto de
estudo, seria mutagdes nas sequencias regulatorias e indutoras dos genes bla e mecA,
que, surpreendentemente, ndo foram encontradas nos estudos sobre o tema (Boonsiri
et al., 2020; Giannouli et al., 2010; Pournaras et al., 2015; Pu et al., 2014).

Outro ponto de interesse, para avaliagdo epidemioldogica dos isolados, € a
classificagdo dos elementos SCCmec, ST e CC. Desde seu primeiro registro, no inicio
dos anos 2000, com os SCCmec tipo I; Il e lll, os elementos SCCmec vém sendo
utilizados para demonstrar a epidemiologia molecular de S. aureus. Tais elementos
podem ser classificados de acordo com seus tipos e subtipos, pela analise molecular de
seus constituintes, gene mec, complexo ccr, necessarios para incorporagao de novos
elementos no cassete, e regides J, que apresentam genes ndo essenciais ao cassete,
como genes de resisténcia e viruléncia. As combinag¢des de tais elementos, entre outros
genes presentes no cassete, dao origem aos 14 diferentes tipos de SCCmec descritos
atualmente (Uehara, 2022).

Isolados MRSA que carreiam SCCmec tipo I; Il e Ill, normalmente, estdo
associados as infecgdes adquiridas no ambiente hospitalar, sendo classificados como
healthcare-associated — MRSA (HA-MRSA). Ja aqueles isolados que carreiam os
elementos IV e V estdo mais associados aos processos infecciosos oriundos da
comunidade, sendo classificados como community-associeted — MRSA (CA-MRSA).
Isolados HA-MRSA tendem a apresentar resisténcia a varias classes de antimicrobianos,
como beta-lactamicos, quinolonas, aminoglicosideos e macrolideos. Por outro lado,

isolados CA-MRSA, geralmente, sdo sensiveis a varios agentes antimicrobianos e
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tendem a apresentar varios genes de viruléncia, como é o caso da toxina esfoliativa PVL
(Harada et al., 2018; Nakano et al., 2022).

Dados parecidos com os descritos em literatura foram encontrados nesse
trabalho, pois, entre os isolados OS-MRSA, 17/26 (65,4%) foram considerados de
infeccbes relacionadas ao ambiente hospitalar e, desses, 10/26 (38,5%) apresentaram
SCCmec tipo | ou Il. Entretanto, 9/26 (34,6%) isolados foram considerados originarios de
infecgdes comunitarias, contudo, apenas 2/26 (7,7%) apresentaram o SCCmec tipo 4,
com 3/26 (11,5%) isolados carreando o SCCmec tipo |. Tal dado demonstra a divergéncia
epidemioldgica dos isolados e a sua capacidade de tramitar entre os ambientes

hospitalar e comunitario.

Para facilitar a avaligao epidemioldgica e evolugao clonal de S. aureus, nos anos
2000 foi publicada a técnica conhecida como Multilocus Sequence Typing (MLST). Dessa
forma, através da amplificacdo de sete genes housekeeping seria possivel identificar
bactérias cujos ST estivessem relacionados. Assim, isolados que exibem a mesma
sequéncia de nucleotideos para cada um dos genes estariam alocados num mesmo ST,
ja aqueles isolados que apresentam variagdo de um unico ou dois nucleotideos (single -
double polymorphism variant/ SNP - DNP), estariam alocados em um mesmo CC. Os
primeiros CC’s relatados foram: CC8, relacionado ao clone MRSA arcaico, CC5, cujos
complexo abriga a maioria dos isolados Vancomyecin Intermediate S. aureus (VISA) e os
complexos CC 22, 30 e 45 cujos clones originarios foram o UK EMRSA-15, UK EMRSA-
16 e MRSA epidémico de Berlim, respectivamente (Lakhundi; Zhang, 2018; Robinson;
Enright, 2004).

De acordo com reviséo realizada por Lakhundi e Zhang (2018) isolados MRSA,
desde seu primeiro relato em 1959, tém se espalhado ao redor do mundo e produzido
clones diferentes. Entre esses, os mais frequentes podem ser alocados nos CC5, CC8,
CC22, CC30 e CC45. Contudo, a epidemiologia global mostra que os clones mais
relatados sao os pertencentes ao CC5 e CC8, com apenas mutacdes pontuais diferindo
entre os dois. Indo de encontro com essa revisao, 40,9% (9/22) dos isolados descritos
neste estudo pertencem ao CC5, 13,6% (3/22) pertencem ao CC30 e 9,1% (2/22) estao

alocados no CCS8.
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No presente trabalho analisamos a presengca de genes de viruléncia na
caracterizagcao dos isolados OS-MRSA. Tais fatores, como a produgcdo de toxinas,
biofilme e adesinas, auxiliam os microrganismos a evadir dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, bem como, a acdo dos agentes quimioterapicos, resultando em maior
efetividade para ocasionar doengas invasivas, como é o caso da sepse (Pimentel et al.,
2021).

A producéo da Leucocidina de Panton Valentine (PVL) ocorre pela expressao de
dois genes, lukF/lukS -PV, que conduzem a produgdo de duas unidades proteicas,
responsaveis pela formacdo de uma proteina formadora de poros na superficie dos
leucdcitos polimorfonucleares (Chenouf et al., 2021). A formacéo da PVL é de extrema
importancia nas afecgdes invasivas, conferindo maior toxicidade aos isolados e
agravando, ainda mais, o quadro infeccioso. Historicamente, isolados CA-MRSA
apresentam com maior frequéncia esses genes (Bai et al., 2021; Otto, 2013; Tsouklidis
et al., 2020).

Contudo, de acordo com dados publicados por Zhao e colaboradores (2022), ndo
podemos avaliar tal evidéncia de forma incisiva. Em seu estudo, 40,9% dos isolados
pesquisados que continham o gene PVL foram classificados como isolados HA-MRSA.
Zhao e colaboradores (2022), em estudo com isolados provenientes de pacientes
hospitalizados no sudeste da China, demonstrou que 35,7% de seus isolados HA-MRSA
continham os genes que codificam PVL. Neste estudo, 92% (24/26) dos isolados,
classificados como OS-MRSA, continham os genes lukF/lukS - PVL desses, 62,5%
(15/24) foram relacionados com microrganismos provenientes do ambiente hospitalar e
37,5% (9/24) da comunidade.

A producao da Toxina da Sindrome do Choque toxico é outra fonte de viruléncia,
presente em S. aureus, que possui papel fundamental na fisiopatologia do processo
infeccioso. Pela expressdo de tst-1 os isolados sido capazes de produzir um
“superantigeno” que promove aumento na proliferacdo de células T e exacerba o
processo inflamatério. Em geral, a presenca desse gene esta associado aos isolados
pertencentes aos clones CC5, 22 e 30 (Laceb et al., 2022).



S7

A sindrome do choque téxico produz grave risco a saude do paciente, sendo
necessario um rapido e assertivo diagnodstico. Segundo publicagdo do Center for
Diseases Control (CDC) o diagnéstico dos pacientes com a sindrome pode ser feito
através de sinais clinicos, como febre, rash, descamacgao epitelial, hipotensédo e
desordem sistémica gastrointestinal ou elevacédo das enzimas hepaticas (SUZUKI et al.,
2022). Infecgbes ocasionadas por S. aureus produtores de tst-1 podem ser
potencialmente fatais, além de gerar grande morbi-mortalidade nos pacientes (Danelli et
al., 2020).

A epidemiologia de isolados S. aureus tst-1 positivos é variavel. Em estudo
realizado por Wang e Zhang (2022), com isolados provenientes de materiais clinicos
diversos, coletados de pacientes internados em um hospital chinés, encontrou 2,7% de
isolados carreando o gene. Ja em estudo conduzido por Da Silva e colaboradores (2022),
com isolados provenientes de amostras clinicas, coletadas de pacientes internados em
um hospital terciario, mostrou que 57,1% de seus isolados eram tst-1 positivos. No
presente estudo, 61,5% (16/26) dos isolados foram caracterizados, geneticamente, como

positivos para o gene.

A formacgao de biofilme é outra forma de os isolados escaparem dos mecanismos
de defesa, bem como, adquirir genes que conduzem a resisténcia ou viruléncia. Estima-
se que 80% das infeccbes em humanos sao relacionadas a capacidade do
microrganismo formar biofilme (Penesyan; Gillings; Paulsen, 2015). S. aureus séao
conhecidos por sua elevada capacidade de formar biofilme, seja em superficies bidticas
ou abioticas. Nesses isolados, a produgao do biofilme ocorre pelo reconhecimento de
proteinas de adesao celular, como a fibrinogen-binding proteins (FnBPs), fibrinogen-
binding clumping factors (CIfs), elastin-binding protein (EbpS) e a produgc&o uma adesina
intracelular polissacaridica (polysaccharide intercellular adhesin — P1A), sintetizada pela
expressao do operon icaA. Neste estudo, todos dos isolados foram positivos para o gene
icaA, bem como, foram capazes de formar biofilme em superficie de poliestireno (Silva
et al., 2021; Xinlong et al., 2022).

Conhecer a epidemiologia, bem como os fatores de viruléncia e resisténcia,

apresentados por S. aureus sao ferramentas muito importantes na rapida deteccéo e
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enfrentamento de moléstias ocasionadas pelo patdgeno. Tal fato se torna ainda mais
importante quando se trata de bacteremia, pois S. aureus sao frequentemente
associados as infecgbes de corrente sanguinea, sejam adquiridas na comunidade ou no
ambiente hospitalar, com uma incidéncia de 20 a 30 casos a cada 100 mil habitantes e

uma mortalidade associada, em 90 dias, préximo de 30% (Vaart et al., 2022).

Para que haja sucesso na terapia, € necessario que o diagndstico e tratamento de
pacientes com sepse seja 0 mais rapido e acertado possivel. A vancomicina tém sido
muito utilizada como primeira escolha no tratamento empirico de pacientes com
bacteremia por MRSA, contudo em 30% dos casos, o emprego deste antimicrobiano ndo

tém se mostrado efetivo (Zasowski et al., 2022).

Ainda, guidelines, e programas como stewardship sustentam a teoria de que, com
resultados de cultura, o tratamento de pacientes com bacteremia deve ser reavaliado,
escalonando o tratamento, utilizando antimicrobianos de maior espectro, ou de-
escalonando, administrando farmacos de menor espectro de agado, com o fim de evitar
pressao seletiva e fendbmenos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (Id et al.,
2022).

Tal recomendagéo se torna perigosa quando estamos frente a microrganismos
gue se mostram sensiveis nos testes in vitro, fenotipicos, como é o caso dos OS-MRSA,
que contém o gene de resisténcia aos farmacos beta-lactamicos e 0 expressa ao longo
da terapia, ocasionando falha terapéutica ao de-escalonar a terapia empirica empregada,
de vancomicina para oxacilina, conduzindo o paciente a um pior prognostico (Liu et al.,
2021).

Em revisao publicada por Rose e colaboradores (2022) o uso de daptomicina e
ceftaroline foi comparado com a vancomicina no tratamento de pacientes com infeccdes
invasivas. Dos 942 pacientes avaliados, quando tratados apenas com ceftarolina ou
daptomicina, a mortalidade em 30 dias foi de 14,5% contra 10,7% respectivamente. Ja
para aqueles pacientes que trataram com vancomicina e aqueles que tiveram sua terapia
alterada para daptomicina no terceiro dia a mortalidade ficou em 17,4% e 8,3%. Quando

avaliados os pacientes que trataram apenas com vancomicina, ou daptomicina, o indice
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de mortalidade em 30 dias foi consideravelmente menor no grupo que tratou apenas com

daptomicina, em relagdo a vancomicina (0,9%/ 10,9%) (Rose et al., 2022).

Resultado parecido foi encontrado em estudo conduzido por Schweizer e
colaboradores (2022) com 124 pacientes diagnosticados com bacteremia estafilococica,
internados no hospital dos veteranos, entre 2007 e 2014. Segundo o autor, apos analises
multivariaveis, a mudancga de terapia de vancomicina para daptomicina, no terceiro dia
pos uso de vancomicina foi significativamente associada com redugdao na mortalidade
em 30 dias dos pacientes estudados. Ainda, segundo os autores, tal evidéncia nao foi
visualizada na modificacdo de terapia apds trés dias de tratamento inicial com

vancomicina.

Nichols e colaboradores (2021) avaliaram 286 pacientes hospitalizados com
bacteremia estafilococica entre 2011 e 2019. Nesse estudo os autores avaliaram a
eficiéncia de monoterapia com daptomicina, vancomicina ou ceftarolina versus a
combinagcdo de daptomicina e ceftarolina. Interessantemente, nao houve diferenca
estatistica de mortalidade ou readmiss&o entre os pacientes tratados com monoterapia
ou aqueles que utilizaram apenas um dos antimicrobianos propostos (Nichols et al.,
2021).

Um numero maior de amostras seria necessario para avaliarmos, de fato, a melhor
forma de terapia, bem como, aos desfechos relacionados ao tratamento empregado.
Ainda, quanto a daptomicina, apenas um paciente fez uso do farmaco em nosso periodo

de estudo, o que nao colabora para avaliagao dos dados quanto ao antimicrobiano.

5. Conclusao

Portanto, com esse estudo foi possivel observar elevada frequencia de isolados
OS-MRSA (27%). Esses isolados continham o elemento SCCmec tipo | como o mais
prevalente 42% (11/26) e estédo alocados, principalmente, no CC 5 e ST 99. Quanto ao
desfecho clinico, comparando-se os trés grupos, MSSA; MRSA e OS-MRSA, é possivel
observar que o grupo OS-MRSA exibe os maiores percentuais de desfecho ébito 42,3%

(11/26); obito em 30-dias 47,6% (10/21) e obito relacionado ao processo infeccioso



60

52,3% (11/21) em comparagao aos outros grupos, o que evidencia a importancia de se
conhecer a epidemiologia de isolados OS-MRSA. Ndo ha dados na literatura que
compare as caracteristicas de pacientes com isolados OS-MRSA, MSSA e MRSA,

assim, somos pioneiros em tal caracterizagao.
Consideracoes.

Conhecer as caracteristicas e a epidemiologia dos isolados OS-MRSA, bem como
as formas de tratamento € fundamental para que haja sucesso na terapia dos pacientes
com bacteremia estafilocécica. A dispersdo genética desses isolados, bem como as
formas ideais de tratamento dos pacientes sdo variaveis a serem exploradas, um
consenso ainda nao foi descrito na literatura. Com este estudo foi possivel avaliar e
epidemiologia dos isolados OS-MRSA em um hospital universitario do sul do Brasil, bem
como correlacionar dados clinicos de pacientes infectados com esses isolados com
aqueles infectados por isolados MSSA e MRSA. Embora mais estudos sejam
necessarios para entender de fato a terapia que deva ser empregada e qual o real
impacto no progndéstico dos pacientes, foi possivel observar que pacientes infectados
com isolados OS-MRSA apresentaram maiores indices de mortalidade em 30 dias e
maior percentual de mortalidade relacionada ao processo infeccioso em comparagao

com pacientes infectados por MSSA e MRSA.
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6.2 Trabalho 2.
Aspectos clinicos da infecgdo de corrente sanguinea por S. aureus — mecA positivo —

oxacilina sensivel, com resisténcia intermediaria a vancomicina: Relato de Casos.
Resumo

Staphylococcus aureus podem colonizar pessoas saudaveis ou desencadear infeccoes
cujo espectro de apresentagao varia de superficial leve a sistémica grave. O surgimento
de isolados Oxacillin Sensible -Methicillin Resistant S. aureus (OS-MRSA) tém imposto
dificuldades no tratamento de pacientes com infecgdo ocasionada por S. aureus,
principalmente naquelas consideradas graves, como € o caso das infecgdes de corrente
sanguinea. Assim, esse estudo tem como objetivo relatar dois casos de infeccdo de
corrente sanguinea, fatais, ocasionadas por isolados OS-MRSA. Os isolados, derivados
de hemocultura, vieram de pacientes com infec¢gao de corrente sanguinea, internados
em um hospital do sul do Brasil no ano de 2015. Os isolados foram caracterizados
fenotipicamente utilizando metodologia automatizada. A identificagdo genotipica dos
isolados foi realizada através da amplificagdo do gene nuc. O gene mecA foi utilizado
para caracterizar a resisténcia a oxacillina. O método Modified Population Analisys Perfil
(PAP) foi utilizado para caracterizar os isolados como hetero- Vancomicyn Intermediate
S. aureus (h-VISA). A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada por
metodologia e-test e os dados clinicos dos pacientes foram avaliados através da busca
ativa de informagbdes em prontuario clinico. Os isolados foram positivos para o gene
mecA, considerados hVISA pelo PAP e apresentaram CIM para vancomicina entre 1,5 e
3,0 pyg/ml e para oxacilina entre 0,125 e 0,5 pg/ml. Quanto a clinica, houve de-
escalonamento na terapia dos pacientes, apds resultado de cultura e ambos evoluiram
para 6bito. Com esse relato de caso, € possivel observar a importancia de se conhecer
a epidemiologia molecular dos isolados OS-MRSA e as formas de tratamento a serem

empregadas para o manejo eficaz da terapia.

Palavras-Chave: Sepse; OS-MRSA; Staphylococcus aureus Vancomicina-

Intermediario; S. aureus; Infec¢des estafilocdcicas
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Clinical aspects of bloodstream infection by S. aureus — mecA positive — sensitive to

oxacillin, with intermediate resistance to vancomycin: Case Report.
Abstract

Staphylococcus aureus can colonize healthy people or trigger infections whose spectrum
of presentation varies from mild superficial to severe systemic. The emergence of
Oxacillin- Sensible Methicillin- Resistant S. aureus isolates (OS-MRSA) has imposed
difficulties in treating patients with infections caused by S. aureus, especially those
considered serious, such as bloodstream infections. Therefore, this study aims to report
two cases of fatal bloodstream infection caused by OS-MRSA isolates. The isolates,
derived from blood cultures, came from patients with bloodstream infections, admitted to
a hospital in southern Brazil in 2015. The isolates were phenotypically characterized using
an automated methodology. The genotypic identification of the isolates was carried out
through amplification of the nuc gene. The mecA gene was used to characterize oxacillin
resistance. The Modified Population Analysis Profile (PAP) method was used to
characterize the isolates as hetero-Vancomycin Intermediate S. aureus (h-VISA). The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined using the e-test methodology
and the patients' clinical data were evaluated through an active search for information in
clinical records. The isolates were positive for the mecA gene, considered hVISA by PAP,
and presented an MIC for vancomycin between 1.5 and 3.0 pg/ml and for oxacillin
between 0.125 and 0.5 ug/ml. As for the clinic, there was a de-escalation in the patients'
therapy, following the culture results and both died. With this case report it is possible to
observe the importance of knowing the molecular epidemiology of OS-MRSA isolates and

the forms of treatment to be used for effective therapeutic management.

Key words: Sepsis; OS-MRSA; Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus; S.

aureus; Staphylococcal infections.
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Introducéo:

As infeccbes de corrente sanguinea ocasionadas por Staphylococcus aureus
possuem grande relevancia clinica, seja pela dificuldade de tratamento ou pela elevada
morbimortalidade. Segundo uma revis&o de literatura sobre o tema, Bai e colaboradores
(2022), reportaram que a incidéncia de bacteremia estafilococica varia entre 4,8 a 38,2
a cada cem mil pessoas, com uma mortalidade associada em 30 dias de 10-40% (Choi
et al., 2021).

Os procedimentos invasivos, assim como o uso de cateter venoso central, sdo um
dos fatores de risco mais associados as bacteremias ocasionadas por S. aureus. Ainda,
histérico de cancer, doenca renal cronica, hospitalizagdo pregressa e uso prévio de

antimicrobianos também podem ser associados ao quadro (Ishikawa; Furukawa, 2021).

A bacteremia estafilocécica pode ser classificada em complicada e néao
complicada. De acordo com o descrito pelo Infectious Diseases Society of America
(IDSA) bacteremia ndo complicada pode ser definida naqueles pacientes que
apresentem hemocultura negativa pos 2-4 dias do diagnadstico inicial; normotermia pos
72 de efetivo tratamento antimicrobiano; auséncia de dispositivos invasivos/ proéteses;
auséncia de sinais de infeccbes em outros sitios e/ ou endocardite. Ja a bacteremia
complicada pode estar presente naqueles pacientes que apresentem outro foco
infeccioso além da infeccdo de corrente sanguinea; hemoculturas positivas no
seguimento; hipertermia persistente; presenca de proteses ou dispositivos invasivos,
além da indicagao de hemodialise. importante salientar que as bacteremias complicadas

estéo fortemente associadas a um pior prognostico e morte (Kouijzer; Jr; Oever, 2022).

A presenga de bacteremia pode levar ao fenbmeno conhecido como systemic
inflammatory response to infection. Neste caso, a resposta inflamatoria € exacerbada e
paradoxalmente, pode ocorrer junto de imunossupressao. O mecanismo supressor e pro-
inflamatoério desregulado gera danos ao tecido do hospedeiro, formando espécies
reativas de oxigénio, dano endotelial, coagulacdo intravascular disseminada com
plaguetopenia associada, diminuigdo na oxigenacao tecidual, dificuldade na manutencao
de niveis pressoricos e, em casos graves, faléncia de érgaos (Kwiecinski; Horswill, 2021).

Portanto, esse relato tem como objetivo, descrever dois casos de infecgdo de corrente
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sanguinea, ocasionados por isolados OS-MRSA com sensibilidade reduzida a

vancomicina, que ocorreram em um hospital do sul do Brasil.

Materiais e métodos

A coleta de hemocultura foi realizada através de puncao intravenosa, amostra
pareada, sitio central e periférico. Para verificagdo da positividade utilizou-se o
equipamento BACTEC® (BD). Apds, as amostras foram plagueadas em meios de cultura
especificos e, aguardado crescimento bacteriano, a identificacdo dos isolados, bem
como o perfil se sensibilidade aos antimicrobianos ocorreu, de forma automatizada,
utilizando o equipamento Vitek® 2 (bioMeriéux-USA). Os isolados foram estocados em

freezer, -20°C até o momento das analises.

Os isolados foram resgatados do estoque, no laboratorio de analises clinicas,
setor de microbiologia do hospital, e identificados de forma manual, utilizando os critérios
de Jorgensen e colaboradores (2015). A identificacdo genotipica foi realizada através da
pesquisa do gene nuc (Brakstad; Aasbakk; Maeland, 1992) e a presenca do gene mecA,
bem como a tipagem dos elementos SCCmec, foram realizadas de acordo com o
descrito, respectivamente, por Milheirico e colaboradores (2007) e Boye e Colaboradores
(2007).

A Minimum Inhibitory Concentration (MIC) para oxacilina, vancomicina, linezolida,
daptomicina e teicoplanina foi determinada utilizando metologia e-test® (BioMeriéux-
USA), adotando como padréo as recomendacgdes do fabricante o os pontos de corte
descritos no Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2018). Ainda, para
determinar a hetero resisténcia a vancomicina, foi utilizada técnica de Population
Analysis Profile (PAP) modificado, de acordo com o descrito por Wooton e colabores
(2001).

Os dados clinicos foram analisados de acordo com o descrito nos prontuarios
clinicos do paciente. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo

seres humanos, da Universidade Estadual de Londrina, com parecer: 4.796.146.
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Resultados:
Caso 1

Paciente |.R.S, sexo feminino, 71 anos, deu entrada no pronto socorro médico,
encaminhada da Unidade de Pronto Atendimento (UPA), no dia 01/07/2014 devido a
presenca de ulcera necrosada em pé diabético. Paciente ndo apresentava pulsos
periféricos, em membro inferior a esquerda, e foi classificada como (Insuficiéncia Arterial
Periférica Crénica) IAPC IV, sendo indicada amputagao e realizada colocagéo de prétese
axilo-bi-femoral para revascularizagao. Paciente recebeu Piperacilina + Tazobactam (49)
e Vancomicina (1g) nos sete dias subsequentes, recebendo alta hospitalar apés término

de terapia.

No dia 19/01/2015 foi admitida no Pronto Socorro, lucida, e orientada em tempo e
espaco, corada, hidratada, anictérica, aciandtica e eupneica. Havia hiperemia e colegao
purulenta em regido periférica, no trajeto da protese, com edema (2+/4+) em membro
inferior esquerdo, sendo realizada a drenagem no mesmo dia, além de inicio terapéutico

com vancomicina (750mg — 12/12h), que perdurou até o dia 17/02/2015.

No dia 05/01/2015 foi iniciado Piperacilina+Tazobactam (4g — 6/6h), sendo
retirado no dia 30/01/2015. Ainda, foram utilizados Meropenem (1g) de 12/12h e
Amicacina (120mg) 1 vez ao dia até o dia 18/02/2015. Colistina (450) foi iniciada em
17/02 e, por fim, Tigeciclina (100mg — 12/12h) foi utilizada entre os dias 18 e 19/02/2015.

Quanto a hemocultura, coletada na admissao, houve identificacdo de S. aureus.
O teste de sensibilidade aos antimicrobianos se mostrou sensivel a todas os farmacos
testados e a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) de vancomicina, determinada por e-
test, foi de 3 ug/mL (quadro 1). A pesquisa molecular evidenciou o gene mecA, bem
como, utilizando metologia de population analysis profile (PAP), foi possivel caracterizar
tal isolado como sendo hVISA. A paciente apresentava Proteina C Reativa (PCR) de
274,10mg/dL (VR: 3,0 mg/dL) e ndo havia presenga de leucdcitos jovens no sangue

periférico.

Quanto as comorbidades havia acometimento cardiovascular pregresso, bem

como alteragdes no tecido conjuntivo/ 6sseo por inser¢cao de protese femoral pregressa.
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Paciente apresentava o escore de gravidade Acute Physiology and Chronic Health
Evalution (APACHE) igual a 24, bem como o indice Sequential Sepsis-related Organ
Failure Assessment (SOFA) de 11. Quanto aos procedimentos invasivos houve uso de
Catéter Venoso Central (CVC) por 7 dias, Catéter Vesical de demora (CVD) por 7 dias,
Intubacdo Orotraqueal (TOT) por 3 dias e dreno de penrose por 7 dias. Portanto, o
processo infecioso foi relacionado ao sitio cirurgico. O quadro clinico da paciente era
considerado grave e, no dia 19/02/2015, foi constatado ébito por choque séptico de foco

cuténeo, pela Comissao de Controle de Infec¢ao Hospitalar (CCIH).

Figura 1 - Linha do tempo paciente |.R.S.
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Legenda: PS- Pronto Socorro; CGP — Cocos Gram Positivos; OS-MRSA — Methicillin Sensible Oxacillin
Resistant S. sureus; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; Tige: Tigeciclina; Fuco: Fluconazol; D: dias de
internagdo; PCR: Proteina C Reativa.

Caso 2.

Paciente R.S, sexo masculino, 25 anos, deu entrada no pronto socorro no dia
28/01/2015, encaminhada de servigo secundario, para investigagdo de quadro

pancitopénico, queixando-se de letargia, astenia e hipertermia ha 2 meses.

Negava comorbidades prévias, ao exame fisico se apresenta em bom estado
geral, lucido e orientado em tempo e espaco, descorado (2+/4+), hidratado, taquipneico

(FR: 24) e ictérico (1+/4+). Foram administradas duas bolsas de concentrado de
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hemacias e o paciente foi encaminhado ao setor de hematologia para investigagao,

sendo diagnosticada Leucemia Linféide Aguda e iniciado ciclo de quimioterapia.

No dia 15/02/2015, apés ultimo ciclo de quimioterapia, paciente se sentiu mal e
procurou atendimento no pronto socorro médico. No momento de sua entrada estava
febril, apresentava disuria, dor abdominal difusa e vémito, descorado (3+/4+) e com
auséncia de sinais meningeos. Foi coletada hemocultura para rastreio infeccioso,
positiva para S. aureus. No antibiograma, apenas foi detectada resisténcia para o

antibidtico penicilina (Quadro 1).

No momento de sua entrada no servigo de saude a PCR era de 32,60 mg/dL (VR:
3,0 mg/dl) e ndo foram detectadas células jovens no sangue periférico. O paciente nao
apresentava comorbidades pregressas. Seu indice APACHE era de 10 e escore SOFA
5. Como procedimentos invasivos houve uso de CVC por 5 dias, CVD por 6 dias e TOT

por 6 dias.

Foi utilizada Vancomicina (1g - 8/8) com inicio em 16/02/15 e término em
18/02/2015, além de Polimixina B (1g - 12/12), com inicio em 18/02/2015 e término em
28/02/2015.

No dia 28/02/2015 o quadro clinico do paciente decaiu consideravelmente,
evoluindo para 6bito devido a choque séptico refratario. Como nao havia dados de
internagcdo prévia e o paciente, no momento de sua entrada, apresentou hemocultura
positiva, a origem infecciosa foi considerada comunitaria.

A CIM de vancomicina foi de 1,5 ug/mL e, posteriormente, foi detectada a
presenca do gene mecA, bem como a caracterizagdo de isolado hVISA, de acordo com

o teste de Perfil de Analise Populacional (PAP).
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Figura 2 - Linha do tempo Paciente R.S.
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Legenda: Hemo: Hemocultura; CGP — Cocos Gram Positivos; OS-MRSA — Methicillin Sensible Oxacillin
Resistant S. sureus; UTI: Unidade de Terapia Intensiva; D: dias de internagéo; Leuco: Leucécitos; PCR:
Proteina C Reativa.

Quadro 1 - Dados laboratoriais e moleculares de dois isolados OS-MRSA coletados de

corrente sanguinea.

MIC MIC MIC MIC MIC PAP/
Paciente | ANTIBIO | Vanco | Teico | Dapto | Line Oxa |[mecA| AUC

3,0 2,0 0,5 3,0 0,125 hVISA/
Caso 1 A pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml Mg/ml | Pos 0,98

1,5 1,5 0,5 3,0 0,5 hVISA/
Caso 2 B pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml pMg/ml | Pos 1,09

Legenda: Antibio: Antibiotipo (A: sensivel a oxacilina, penicilina, eritromicina, clindamicina, ciprofloxacino,
gentamicina, sulfametoxazol+trimetropima, rifampicina, linezolida e tigeclicina; B: sensivel a oxacilina,
eritromicina, clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina, sulfametoxazol+trimetropima, rifampicina,
linezolida e tigeclicina, Resistente a Penicilina); MIC: minimum inhibitory concentration; Vanco:
Vancomicyn; Teico: Teicoplanin; Dapto: Daptomycin; Line: Linezolid; mecA: gene that encodes production
of alterated proteins biding penicillin; PAP: population analysis profile; Pos: Positive; hVISA:
Heterogeneous Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus.
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Discussao

Isolados classificados como Methicillin Resistat S. aureus (MRSA), em geral,
possuem resisténcia a uma gama de antimicrobianos, como aqueles pertencentes as
classes das penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas,
entre outros. Fato esse que torna o patégeno uma bactéria de extremo interesse clinico
e, por vezes, prolonga e dificulta o tratamento de pacientes. Dessa forma, os MRSA sé&o,
notadamente, um dos maiores responsaveis pelos acometimentos infecciosos ao redor
do mundo (Guo et al., 2020).

Sabe-se que a resisténcia aos beta-lactamicos, em isolados MRSA, ocorre pela
producao de uma penicillin-binding protein (PBP) modificada, PBP2a, codificada pelo
gene mecA. Contudo, isolados que possuem o gene, mas sao fenotipicamente sensiveis
a oxacilina, in vitro, comecaram a ser identificados, sendo denominados Oxacillin-
Sucseptible — MRSA (OS-MRSA). Tais microrganismos possuem MIC para oxacilina <
2,0 yg/mL, inseridos na faixa sensivel, mas possuem o gene mecA e passam a expressar
resisténcia aos farmacos beta lactamicos ao serem expostos a eles ou a mupirocina (Liu;
et al., 2021).

Assim se faz necessario que a terapia para pacientes com infecgdo de corrente
sanguinea por MRSA seja a mais efetiva possivel. De acordo com os mais recentes
guidelines do Infectious Diseases Society of America (IDSA), o tratamento de escolha
preconizado para pacientes com bacteremia por MRSA deve ser feito com vancomicina

ou daptomicina (Mahjabeen et al., 2022).

Tal recomendacao € reforgcada por outros institutos como Ubicin Outcomes
Registry and Experience (CORE-US) e European Cubicin Outcomes Registry and
Experience (EU-CORE; Europe, Latin America, and Asia) que ratificam esse
aconselhamento e ainda dizem: para que se evite fenbmenos de resisténcia e diminua a
pressao seletiva sobre microrganismos multirresistentes, € necessario que um regime
com altas doses de daptomicina (8-10mg/kg/d) seja iniciado para pacientes com
bacteremia por MRSA (Andrew Seaton et al., 2016).
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Murray e colaboradores (2013) realizaram um estudo de coorte em 4 hospitais de
Detroit comparando o sucesso terapéutico ao se utilizar vancomicina e daptomicina em
pacientes com infeccdo por MRSA. Sabe-se que, mesmo dentro da faixa de
sensibilidade, isolados com CIM 21,5 ug/mL apresentam falha na terapia com
vancomicina. Assim, para tal estudo, os pesquisadores incluiram pacientes com CIM
para vancomicina acima de 1,0. Comparando aqueles que receberam vancomicina
(17,6mg/Kg/d) e daptomicina (8,4mg/kg/d) para tratamento inicial, os autores
encontraram menor falha na terapia com daptomicina, quando comparada com
vancomicina (20/40%), bem como uma menor mortalidade em 30 dias no uso de
daptomicina/ vancomicina (3,5%/ 12,9) (Mahjabeen et al., 2022).

Portanto, € importante pensar nos programas de manejo eficiente dos
antimicrobianos, como o caso do Antimicrobial Stewardship. De acordo com o guideline,
€ necessario que se escolha o medicamento correto, na dose acertada para determinado
sitio e patégeno. Dessa forma, existe a preconizagdo de se adequar a terapia empirica
com base nos resultados de cultura, muitas vezes, de-escalonando o antimicrobiano a

fim de evitar fenbmenos de resisténcia (Shrestha; Zahra; Cannady, 2022).

Porém, tal recomendacao necessita ser clinicamente avaliada e pensada, pois,
fenbmenos de resisténcia como os isolados OS-MRSA e Heteregeneous Vancomycin
Intermediate S. aureus (hVISA) dificultam a escolha terapéutica e ocasionam falhas na
terapia com oxacilina e vancomicina, respectivamente (Pournaras et al., 2015; Unni;
Siddiqui; Bidaisee, 2021).

O surgimento de isolados com sensibilidade reduzida a vancomicina trouxe ainda
mais dificuldades para o tratamento de pacientes com bacteremia estafilocécica. Em uma
populagao de células a sensibilidade reduzida a vancomicina pode ocorrer em todas as
células da cultura, sendo denominadas vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) ou
ocorrer em subpopulagdes, sendo denominadas de hVISA. Esses ultimos, mais
associados as falhas de tratamento e infeccbes persistentes. Nao se sabe, ao certo, a
fisiopatologia da formacgao de tais caracteristicas, contudo, ha relatos de espessamento

da parede celular do microrganismo, com mutacdes nos genes vraSR, graSR e walKR,
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responsaveis por regular a sintese da parede bacteriana (Kang et al., 2022; Srisrattakarn
et al., 2021).

Assim, o tratamento de pacientes com bacteremia estafilocécica deve ser pensado
empiricamente e apds culturas. Ha a predilecdo de se utilizar vancomicina em
combinacdo com medicamentos anti-MRSA, como ceftarolina/ ceftobiprole, para terapia
empirica. Contudo, somado aos fendmenos de resisténcia associados a vancomicina,
bem como a frequéncia de toxicidade, a daptomicina passou a ser uma boa escolha para
tratamento de pacientes com bacteremia estafilocococia, cujos agentes etioldgicos
apresentem CIM de vancomicina = 2,0 ug/mL. Ainda ha a possibilidade de se utilizar
linezolida, porém, além de interagir com outros medicamentos, aumentar niveis de acido
latico e ser associada a mielossupressdo em uso superior a duas semanas, maiores
indices de mortalidade foram associados a terapia com linezolida, em bacteremias,
quando comparado com daptomicina e vancomicina, que continuam sendo os agentes
de escolha nas infecgdes de corrente sanguinea ocasionada por MRSA (Lam; Stokes,
2022; Mahmoud et al., 2020).

Mais estudos sé&o necessarios para avaliar a terapia mais eficaz a ser empregada

no caso infecgdes ocasionadas por OS-MRSA.

Conclusao

Com o relato desses dois casos clinicos € possivel observar a relevancia dos
isolados OS-MRSA. Os dois pacientes apresentados receberam terapia empirica com
vancomicina, e tiveram seus isolados caracterizados como hVISA, bem como, para um
dos pacientes, houve adequacdo farmacoldgica, para oxacilina, apds resultado
laboratorial. Tal decisao terapéutica pode ter sido fundamental no desfecho desfavoravel
apresentado pelos pacientes. Dessa forma, fazer a correta identificacdo dos isolados,
utilizando técnicas moleculares em pacientes graves, pode auxiliar na adequagao da

terapia de forma efetiva, algo fundamental para que haja sucesso terapéutico.
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Vale ressaltar que, no momento do diagnostico, tais mecanismos de resisténcia
eram desconhecidos do corpo clinico, apenas sendo identificados, inicialmente, trés anos

apos internagao dos pacientes citados.

Referéncias

ANDREW SEATON, R. et al. Real-world daptomycin use across wide geographical
regions: Results from a pooled analysis of CORE and EU-CORE. Annals of Clinical
Microbiology and Antimicrobials, v. 15, n. 1, p. 1-11, 2016.

BAI, A. D. et al. Staphylococcus aureus bacteremia mortality across country income
groups: A secondary analysis of a systematic review. International Journal of
Infectious Diseases, v. 122, p. 405411, 2022.

BOYE, K. et al. A new multiplex PCR for easy screening of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus SCCmec types |1-V. Clinical Microbiology and Infection, v.
13, n. 7, p. 725-727, 2007.

BRAKSTAD, O. D. D. G.; AASBAKK, K.; MAELAND, J. A. Detection of Staphylococcus
aureus by Polymerase Chain Reaction Amplification of the nuc Gene. Journal of
Clinical Microbiology, v. 30, n. 7, p. 1654-1660, 1992.

CHOI, S. H. et al. Risk Factors for Recurrent Staphylococcus aureus Bacteremia.
Clinical Infectious Diseases, v. 72, n. 11, p. 1891-1899, 2021.

GUQO, Y. et al. Prevalence and Therapies of Antibiotic-Resistance in Staphylococcus
aureus. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 10, n. March, p. 1-11,
2020.

ISHIKAWA, K.; FURUKAWA, K. Staphylococcus Aureus Bacteremia Due to Central
Venous Catheter Infection : A Clinical Comparison of Infections Caused by Methicillin-
Resistant and Methicillin-Susceptible Strains. v. 13, n. 7, 2021.

KANG, Y. R. et al. Impact of vancomycin use trend change due to the availability of
alternative antibiotics on the prevalence of Staphylococcus aureus with reduced
vancomycin susceptibility : a 14 - year retrospective study. Antimicrobial Resistance &
Infection Control, p. 1-10, 2022.

KOUIJZER, I. J. E.; JR, V. G. F.; OEVER, J. guiding diagnostic and therapeutic
management. Journal of Infection, n. xxxx, 2022.

KWIECINSKI, J. M.; HORSWILL, A. R. Staphylococcus aureus bloodstream infections:
pathogenesis and regulatory mechanisms. Current Opinion Microbiology, p. 51-60,
2021.

LAM, J. C.; STOKES, W. The Golden Grapes of Wrath — Staphylococcus aureus
Bacteremia : A Clinical Review. 2022.



76

LIU;, R. et al. Clonal Diversity , Low-Level and Heterogeneous Oxacillin Resistance of
Oxacillin Sensitive MRSA. p. 661-669, 2021.

MAHJABEEN, F. et al. An Update on Treatment Options for Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) Bacteremia: A Systematic Review. Cureus, v. 2022, n.
11, p. 1-9, 2022.

MAHMOUD, E. et al. Ceftobiprole for Treatment of MRSA Blood Stream Infection : A
Case Series. p. 2667-2672, 2020.

POURNARAS, S. et al. Driving Forces of Mechanisms Regulating Oxacillin-Resistance
Phenotypes of MRSA: Truly Oxacillin-Susceptible mecA-Positive Staphylococcus
aureus Clinical Isolates also Exist. Current Pharmaceutical Design, v. 21, n. 16, p.
2048-2053, 27 abr. 2015.

SRISRATTAKARN, A. et al. Synergistic effect of vancomycin combined with cefotaxime,
imipenem, or meropenem against Staphylococcus aureus with reduced susceptibility to
vancomycin. p. 2150-2158, 2021.

UNNI, S.; SIDDIQUI, T. J.; BIDAISEE, S. Reduced Susceptibility and Resistance to
Vancomycin of Staphylococcus aureus : A Review of Global Incidence Patterns and
Related Genetic Mechanisms. cereus, v. 13, n. 10, 2021.

WOOTTON, M. A modified population analysis profile (PAP) method to detect hetero-
resistance to vancomycin in Staphylococcus aureus in a UK hospital. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 47, n. 4, p. 399-403, 1 abr. 2001.



7

7. CONSIDERACOES FINAIS

Apos analise de 801 isolados, coletados de infec¢des de corrente sanguinea, de
pacientes internados no HU-UEL, entre os anos de 2011 e 2020, encontramos uma
elevada prevaléncia de isolados OS-MRSA (27%). Tal dado possui extrema importancia
clinica, pois, esses isolados se mostram falsamente sensiveis nos testes fenotipicos,
induzindo os clinicos, embasados pelos guidelines, a de-escalonar a terapia empregada,

0 que pode gerar falha na terapia antimicrobiana e conduzir a um pior progndstico clinico.

Ainda, foi possivel avaliar a diversidade epidemiolégica dos isolados. Foi
demonstrando os 6 diferentes complexos clonais e 11 Sequence Type, bem como os 3
tipos de elementos SCCmec e os genes de viruléncia. Foi avaliada a resisténcia aos
principais antimicrobianos, com a CIM de vancomicina, linezolida, oxacilina, daptomicina

e teicoplanina.

Assim, com este trabalho, demostramos a importancia de se conhecer a
epidemiologia local dos microrganismos, bem como, langamos luz a um grave fendbmeno
de resisténcia bacteriana. Outro ponto impotente, é clara demonstracdo necessidade de
implementacgao de estes moleculares, na rotina clinica, para identificagdo dos fenémenos
de resisténcia, pouco convencionais, em pacientes com infecgdes graves. Mais estudos
se fazem necessarios, contudo, para entender, de fato, qual a melhor forma de

tratamento a ser empregada para pacientes infectados por isolados OS-MRSA.
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8. CONCLUSAO

No presente trabalho foi decotada 27% de prevaléncia de isolados OS-MRSA,
entre os isolados, inicialmente, caracterizados como sensiveis e meticilina, isolados de
hemocultura. A média de idade dos pacientes infectados por MRSA e OS-MRSA foi
maior do que a encontrada por MSSA. Pacientes infectados por OS-MRSA apresentaram
frequencia maior de mortalidade, em relagdo aos outros pacientes, sem que houvesse
diferenga de variaveis entre os grupos quanto a origem da infecgdo (comunitaria ou
hospitalar), internagao em UTI, uso de dispositivos invasivos ou comorbidades. A maioria
dos pacientes infectados OS-MRSA receberam oxacilina para seu tratamento clinico.
Pacientes infectados por OS-MRSA apresentaram maiores indices de mortalidade em
30 dias e maior percentual de mortalidade relacionada ao processo infeccioso, quando

comparados com pacientes infectados por MSSA ou MRSA.

Quanto a sensibilidade, a maioria dos isolados se mostrou sensivel a clindamicina
e sulfametoxazol + trimetropima. Elevag¢des na Concentragdo Inibitéria Minima elevagéo

para vancomicina foram detectadas em isolados OS-MRSA e MRSA.

Na avaliacdo molecular, a presenga do gene vanA nao foi encontrada em nenhum
isolado testado, porém, todos foram positivos para os genes: mecA, nuc e icaA. Os genes
pvl e tst-1 foram encontrados em 92% e 61% dos isolados, respectivamente. Quanto aos
SCCmec o prevalente foi o tipo |, seguido dos tipos IV e Il. Ainda, quanto a caracterizagéo
epidemioldgica molecular, de acordo com o MLST, encontramos 6 complexos clonais,
sem o prevalente o CC 5 e 11 sequence typing, sendo o ST 99 com maior frequéncia. foi
Todos os isolados foram caracterizados, fenotipicamente, como forte formadores de

biofilme.
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Apresentagdo do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Analise epidemioldgica, molecular e caracterizag@o clinica de pacientes com infecgéo
ocasionada por Staphylococcus aureus Methicillin Resistant - Oxacilin Sensible em um hospital universitario
do sul do Brasil. Pesquisador orientador Responséavel: MARCIA REGINA ECHES PERUGINI e equipe (o
verdadeiro pesquisador é o aluno de doutorado: FELIPE CREPALDI DUARTE Aluno). Vinculado ao |
Programa de Poés-Graduagdo em F. Clinica Laboratorial. Conforme o autor: "Trata-se de um estudo
retrospectivo, transversal, observacional. Nele, sera avaliado isolados de S. aureus provenientes de
infecgbes de corrente sanguinea coletados de pacientes internados no Hospital Universitario de Londrina
(HU-UEL) entre os anos de 2011 - 2020 e estocados no banco de bactérias do laboratério de analises
clinicas e toxicoldgicas, setor de microbiologia do HU-UEL. (Bactérias da espécie Staphylococcus aureus
sdo extremamente virulentas, resistentes aos agentes antimicrobianos e estdo associadas a diversas
infecgbes, tanto de origem comunitarias quanto hospitalares. Entre os isolados de S. aureus, aqueles
resistentes a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus - MRSA), estdo frequentemente
associados aos processos infecciosos. Nao obstante a dificuldade terapéutica ocasionada pelos isolados
MRSA, ao redor do mundo, o aparecimento dos S. aureus resistente a meticilina (positivos para o gene
mecA), porém sensiveis fenotipicamente a oxacilina (Oxacilin Sensible — Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus - 0OS- MRSA) vem dificultado o diagndstico e tratamento de pacientes infectados por
esses
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microrganismos. Ha mais de uma década esses isolados vendo sendo descritos na literatura mundial e, até
o momento, ndo ha um consenso sobre as formas de tratamento e identificagdo eficazes do patdgeno, ou
dados sobre sua real prevaléncia. Portanto, com esse estudo retrospectivo, transversal e observacional de
pacientes internados em um hospital universitario, localizado no sul do Brasil, diagnosticados com infecgao
estafilocdeica invasiva, entre os anos de 2015 — 2019, espera-se encontrar a real prevaléncia das isolados
0S-MRSA, bem como uma correlagdo positiva entre os genes envolvidos no processo de resisténcia e a
falha terapéutica nessas infecgées. Os achados laboratoriais/ moleculares serdo comparades com a
evolugéo clinica do paciente. Sera proposta a prevaléncia desses isolados, envolvidos nas infecgbes
invasivas, bem como, utilizando as bases genéticas, sua epidemiologia molecular e correlagbes entre o
patdgeno e o progndstico da infecgéo).

METODOLOGIA: os pesquisadores Utilizardo amostras estocadas no banco de bactérias do Hospital
Universitario de Londrina. Serdo verificadas 135 amostras. Propde-se como estudo multicéntrico.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Determinar a prevaléncia de isolados OS-MRSA, provenientes de infecgbes invasivas coletadas de
pacientes internados no Hospital Universitario de Londrina (HU — UEL) entre os anos de 2011-2020, bem
como a epidemiologia molecular e correlagbes com a evolugao clinica do paciente.

Objetivo Secundario:

Avaliar o perfil de sensibilidade de S. aureus oriundas de infec¢tes invasivas.

Determinar a CIM para oxacilina, vancomicina e ceftarolina.

|dentificar o gene de resisténcia aos beta-lactamicos por técnicas moleculares.

Determinar a relagdo clonal entre os isolados e a composigdo alélica de cepas relacionadas aos clones
prevalentes.

Sequenciar o genoma de cepas OS-MRSA para avaliar possiveis mutacoes em regides responsaveis pela
transcricdo de proteinas envolvidas em mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos.

Verificar a expressao de proteinas envolvidas em mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos nas cepas
que apresentarem discrepancia entre os métodos fenotipicos e genotipicos na detecgédo de resisténcia a
oxacilina.

Correlacionar os genes de resisténcia aos farmacos beta-lactdmicos com o tratamento antimicrobiano
utilizado e a evolugéo clinica do paciente.

Avaliar o progndstico para pacientes com infecgdo por cepas OS-MRSA.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este estudo ndo constitui risco para a integridade fisica efou salude dos participantes e pesquisadores
envolvidos, pois ndo serdo realizadas coletas de material biolégico diretamente nos pacientes. Utilizaremos
amostras estocadas no banco de bactérias do Hospital Universitario de Londrina.

Beneficios:

Com este estudo conseguiremos propor a epidemiologia local dos isolados OS-MRSA, bem como descrever
suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Assim, munidos dessas informacdes, esperamos que o0s
clinicos tenham maior no manejo das infecgbes e tomada de decisdo para uma terapia mais direcionada

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Pesquisa importante para os estudos da area, pois constitui revisdo e investigagdo para as condutas
meédicas no controle de infecgdes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Como se trata de pesquisa a banco de dados solicita dispensa de TCLE.

FOLHA DE ROSTO: preenchida com os dados da orientadora que se coloca como pesquisadora principal e
assinada pela vice-coordenadora de Pés-Graduacao /UEL - ok.

TSC: preenchido e assinado pela orientadora como pesquisadora principal. Os demais membros da equipe
nao apresentaram o mesmo doc, mas a responsabilidade da declarante é suficiente.

DOC COPARTICIPANTE: entregue e assinado pela responsavel no HU (Viviane Feijo)

DOC PLATAFORMA BRASIL: Com as mesmas informagdes que os demais doc. Cronograma: ok.
Orgcamento: financiamento proprio, ok

PROJETO: apresenta o aluno Felipe Crepaldi Duarte (Biomedico) como o autor de os estudos.

ESTUDO MULTICENTRICO: A autora descreve indevidamente que se trata como estudo multicéntrico, mas
néo se configura.

Recomendagdes:

1. Readequar na plataforma Brasil a descrigho em estudo multicéntrico, uma vez que ndo foram
apresentados documentos de vinculos com outras instituigoes (diversas da UEL) nesta pesquisa. Favor
retirar a informagao na PB.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Né&o ha pendéncia, recomenda-se aprovagao.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Prezado(a) Pesquisador(a),

Este & seu parecer final de aprovagdo, vinculado ao Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina. E sua responsabilidade apresenta-Lo aos érgdos efou
instituigbes pertinentes.

Ressaltamos, para inicio da pesquisa, as seguintes atribuigbes do pesquisador, conforme Resolugao CNS
466/2012 e 510/2016:

A responsabilidade do pesquisador & indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais,
cabendo-lhe:

- conduzir o processo de Consentimento e de Assentimento Livre e Esclarecido;

- apresentar dados solicitados pelo sistema CEP/CONEP a qualquer momento;

- desenvolver o projeto conforme delineado, justificando, quando ocorridas, a sua mudanga ou interrupgao;

- elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;

- manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
perfiodo minimo de 5 (cinco) anos apds o término da pesquisa;

- encaminhar os resultados da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos aos pesguisadores e
pessoal técnico integrante do projeto;

- justificar fundamentadamente, perante o sistema CEP/CONEP, interrupgao do projeto ou a nao publicacéo
dos resultados.

Coordenagao CEP/UEL.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informages Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 26/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1693099.pdf 11:04:09
Projeto Detalhado / | projetodouel2021enviarComitedeetica.d | 26/05/2021 | MARCIA REGINA Aceito
Brochura ocxX 11:02:51 ECHES PERUGINI

Enderego: LABESC - Sala
Bairro: Campus Univer
UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep2

CEP: 86.057-970




