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RESUMO

Staphylococcus aureus é uma importante bactéria associada a infeccdes hospitalares,
representando um desafio significativo devido ao surgimento de cepas resistentes a varios
antimicrobianos, como os Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e, mais
gravemente, os Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA). A determinagdo da
Concentra¢dao Inibitoria Minima (CIM) dos antibidticos € crucial para o tratamento eficaz
dessas infeccdes. Embora os métodos automatizados sejam os mais utilizados na pratica
clinica, sua precisdo, por exemplo para a vancomicina, pode ser limitada. Neste contexto, a
presente pesquisa tem como objetivo comparar métodos de detecgao da CIM de vancomicina
e oxacilina frente a isolados de S. aureus, utilizando amostras de sangue de pacientes com
bacteremia de um hospital tercidrio da rede publica do Ceara. Foram analisadas 62
hemoculturas positivas para Staphylococcus aureus, entre agosto de 2022 e julho de 2023. A
CIM dos antibioticos foi determinada pelos métodos: automatizado (Vitek®2), ensaio de
Microdiluigdo em Caldo (MDC), com adi¢do do método Epsilometes test® (E-test®)
exclusivamente para a vancomicina. Individuos do sexo masculino representaram 64,52% dos
casos, com a faixa etaria acima de 60 anos sendo a mais afetada tanto por MRSA (16,13%)
quanto por S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) (33,87%). A maioria dos casos ocorreu em
unidades de internagdo (67,74%) e uma menor frequéncia foi encontrada nas Unidades de
Terapia Intensivas (UTI) (9,68%). A resisténcia a oxacilina foi observada em 37,10% das
hemoculturas do estudo. A maioria das cepas de MSSA (88,68%) foi sensivel a todos os
antibidticos testados, com a Benzilpenicilina apresentando a maior taxa de resisténcia (100%
para MRSA e 87,18% para MSSA). Nao foi observada resisténcia a vancomicina. Um total de
22 pacientes (35,48%) evoluiram para 6Obito. A concordancia da CIM entre o Vitek®2 e o
MDC foi de 59,7% (r= 0,7106; p= <0,0001) para oxacilina e 79% (r= 0,6975, p=< 0,0001)
para vancomicina. A concordancia entre E-test® e Vitek®2 foi de 38,7%, ¢ entre E-test® e
MDC foi de 35,5%. Os valores de CIM do E-test® (0,4637 £ 0,02289) foram subestimados
em comparacdo com os valores de MDC (p > 0,05). MDC e Vitek®2 apresentaram
correlagdes positivas e moderadas (r = 0,6975, p = <0,0001), enquanto MDC e E-test®
apresentaram correlacdo positiva e fraca (r = 0,2563; p = 0,0444), mostrando que a CIM da
vancomicina determinada pelo Vitek®2 apresentou melhor correlagdo com os valores da CIM
da MDC em comparagdo com os valores da CIM do E-test®. O E-test® apresentou tendéncia
a subestimar os valores da CIM da vancomicina, embora os resultados do Vitek®2 devam ser

interpretados com cautela, devido a identificacdo de uma tendéncia a superestimacdo em uma



diluicdo da CIM da vancomicina. A pesquisa demonstra que pode haver variacdo nos valores
de CIM para vancomicina dependendo do método utilizado e que ¢ importante verificar a
necessidade da realizacdo de um teste adicional (MDC) a fim de resguardar o uso de uma

terapia adequada, especialmente diante da emergéncia de cepas resistentes.

Palavras-chave: Infeccdo de corrente sanguinea; Resisténcia bacteriana; Concentracdo

inibitéria minima; VVancomicina.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an important bacterium that causes hospital infections. A major
problem in the treatment of diseases caused by this bacterium is the emergence of strains
resistant to several antimicrobials, such as MRSA (methicillin-resistant S. aureus) and, more
seriously, the emergence of VRSA (vancomycin-resistant S. aureus). It is important,
therefore, to investigate the sensitivity profile of S. aureus strains in patients, especially those
with bacteremia, and to obtain the minimum inhibitory concentration (MIC) of antibiotics.
Currently, to obtain these values, automated methods are the most used in clinical laboratory
practice due to their practicality and cost-benefit. However, these may have limited accuracy,
for example for vancomycin. In this context, the present research aims to make a comparison
between methods for detecting the MIC of these bacteria against vancomycin and oxacillin.
The blood samples came from patients at a public tertiary hospital in Ceara from August 2022
to July 2023. A total of 62 blood cultures were positive for the bacteria during this period.
Male individuals (64.52%) had a higher frequency of cases, but there was no difference
related to sex regarding the distribution of strains, MRSA or methicillin-sensitive S. aureus
(MSSA). The age group over 60 years old was the most present for both MRSA infections
(16,13%) and MSSA strains (33,87%). Regarding the distribution of cases in the hospital
environment, hospitalization units presented a percentage of 67.74% and intensive care units
(ICU) 9.68%. Most of the patients involved had some related comorbidity, revealing yet
another risk factor for infection. Of the positive blood cultures for S aureus, 37.10% were
oxacillin-resistant strains. Overall, the MRSA phenotype showed the highest resistance rates,
with the majority of MSSA strains (88.68%) being sensitive to all antibiotics.
Benzylpenicillin was the antimicrobial with the highest resistance rate (100% for MRSA and
87.18% for MSSA). None of the isolates showed resistance to vancomycin. A total of 22
patients (35.48%) died as a result of as a clinical outcome. Regarding the comparison of
methods, it was seen that for oxacillin, the MIC agreement between Vitek®2 and the Broth
Microdilution (MDC) assay was 59.7% (r = 0.7106; p = <0.0001), while vancomycin was
79% (r = 0.6975, p = <0.0001). Exclusively for vancomycin, the manual Epsilometes test®
(E-test®) method was added, obtaining an agreement of 38.7% between E-test® and Vitek®2
and 35.5% between E-test® and MDC. The E-test® MIC values (0.4637 + 0.02289) were
underestimated when compared to the MDC values (p > 0.05). Furthermore, the MDC and
Vitek®2 methods showed positive and moderate correlations (r = 0.6975, p = <0.0001), while
MDC and E-test® showed a positive and weak correlation (r = 0.2563; p = 0.0444). The



vancomycin MIC determined by Vitek®2 showed a better correlation with the MDC MIC
values (r = 0.6975, p = <0.0001) when compared to the E-test® MIC values (r = 0.2563; p =
0.0444). Therefore, there is a tendency for E-test® to underestimate vancomycin MIC values.
However, even with better correlation and agreement, the results obtained by Vitek®2 must
be evaluated with caution, as a tendency to overestimate the MIC of vancomycin by 1 (one)
dilution was identified. The results showed that there may be variations in MIC values for
vancomycin depending on the method used and that it is important to verify the importance of
carrying out an additional test in order to protect the use of adequate therapy.

Keywords: Bloodstream infection; Bacterial resistance; Minimum inhibitory concentration;
Vancomycin.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria esférica que faz parte do grupo dos cocos
Gram positivos, ¢ comumente encontrada na microbiota humana e no meio ambiente.
Embora geralmente ndo cause infec¢do em pele saudavel, na presenca de lesdo pode adentrar
na corrente sanguinea ou tecidos moles e causar infec¢des potencialmente graves (TAYLOR;
UNAKAL, 2022). Dentre os estafilococos, o S. aureus ¢ o agente de maior patogenicidade
pois pode levar a infeccdes graves e de dificil tratamento devido sua alta viruléncia e
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (TAM; TORRES, 2019).

Infecgdes por esta bactéria estdo associadas a uma taxa de frequéncia anual de 50
casos por 100.000 habitantes, podendo ter um progndstico ruim, com mortalidade chegando a
20-30% em paises desenvolvidos (LAM; STOKES, 2023). A bacteremia se destaca como
uma manifestagao grave das infec¢des estafilococicas e que demanda tratamento urgente e
eficaz com antimicrobianos (LEE et al., 2018).

Desde os anos 1950, quando a penicilina foi introduzida para o tratamento de
infecgdes por Staphylococcus aureus, surgiram cepas resistentes a esse antibidtico. A
meticilina, um antimicrobiano beta-lactamico, desenvolvida como alternativa na década de
60, logo enfrentou resisténcia, com o surgimento de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (AQUINO; SILVA, 2022). Diante disso, a vancomicina, um glicopeptideo
cuja descoberta se deu na década de 1950 se tornou o antibidtico de escolha para pacientes
hospitalizados (GUIDO et al., 2020; LEE et al., 2018), entretanto, devido a sua larga
utilizagdo, as concentragdes inibitérias minimas (CIM) do antibidtico necessarias para
combater esses estafilococos estdo aumentando continuamente. Além disso, a bactéria pode
apresentar menor sensibilidade ao antimicrobiano e este ter menos eficiéncia frente ao
microrganismo, podendo resultar em falha terapéutica e aumento do tempo de internagdo
(ROSSATO et al., 2018).

A emergéncia de estafilococos resistentes a vancomicina (VRSA) tem gerado
preocupacdo na comunidade médico-cientifica. Relatos iniciais nos Estados Unidos em 2002
e no Brasil e ainda cepas com resisténcia intermedidria a vancomicina (VISA) encontradas
no Japao no ano de 1997 (HAHN, 2019; LEE et al.,, 2018; SANTOS et al., 2007),
destacam a necessidade de avaliar adequadamente a CIM deste antibidtico para garantir a

eficacia do tratamento (FREDERICO et al.,2017; TURNER et al., 2019).
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A determinagdo da CIM de vancomicina pode ser realizada por alguns métodos
quantitativos como: sistemas automatizados, fitas gradientes de concentragdo de
antibioticos e microdiluicdo em caldo (MDC). Embora a MDC seja considerada padrao
ouro pelos comités que padronizam a realizagdo dos testes de sensibilidade das bactérias
frente aos antibidticos, sua utilizacdo ¢ limitada devido a sua complexidade e demora de
resultados. (ROSSATO et al., 2014).

As diferentes técnicas para determinar a CIM de vancomicina podem apresentar
variacdes na sensibilidade e especificidade, levantando preocupacdes sobre a precisao dos
resultados e seu impacto na conduta clinica (KUO et al., 2020; CHEN et al., 2014). Diante
dessa problematica, este estudo propde investigar o perfil de sensibilidade aos antibioticos de
cepas de Staphylococcus aureus isoladas de hemoculturas de pacientes hospitalizados e
realizar uma avaliagdo comparativa de trés métodos de deteccdo de CIM (MDC, Vitek®2 ¢ E-
test®). O objetivo € fornecer informagdes relevantes para o manejo clinico e a prevencao do

surgimento de bactérias multirresistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria de grande importancia para a clinica
médica, cuja classificacdo cientifica estd descrita na tabela 1, é encontrada em forma de cocos,
em cachos, Gram positivo e possui aproximadamente 0,5 a 1,5 micrometros de didmetro
(figura 1) sem motilidade, ndo esporuladas e a maioria encontra-se nao encapsulada
(SANTANA et al., 2020). E anaerdbica facultativa e produz um pigmento carotenoide que
proporciona a bactéria uma coloragdo amarelada ou dourada (grego aureus = dourado)

chamado de staphyloxanthin.

Tabela 1 — Classificagdo cientifica taphylococcus

aureus
Categoria Classificacao
Reino Monera
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Espécie S. aureus

Fonte — Muller (2009).

Fi

)

Fonte: Pulse heacﬁines.
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Apresenta as provas de catalase, coagulase e DNAse positivas (figura 2). Em agar
manitol salgado é capaz de fermentar o manitol, exibe sensibilidade a novobiocina (ANVISA
2020; DOS SANTOS et al., 2021). A bactéria pode ser isolada em meio de cultura como o

agar sangue, onde forma coldnias normalmente beta-hemoliticas (figura 3) (CUSSOLIM;

JUNIOR, 2021).

Figura 2 — Fluxograma de provas bioquimicas para identificacdo de S. aureus

|
SATAEASE
_ ! ,
Staphylococcus Streptococcus

anko 1)
Dkset

Fonte: ANVISA 2020.

Figura 3 — Staphylococcus aureus
em meio de cultura dgar sangue

Fonte: Elaborada pela autora..



22

S. aureus foi inicialmente identificado em material de abscesso em ferida por
Ogston no ano de 1880, sendo posteriormente isolado por Rosenbach. E um microrganismo
bem adaptado ao hospedeiro humano e aos ambientes relacionados aos cuidados em salde
(TURNER et al. 2019).

Dentre os estafilococos, o S. aureus ¢ o agente de maior patogenicidade. A
bactéria pode contaminar a pele ¢ membranas mucosas do hospedeiro e ainda superficies e
outros individuos apenas por contato direto ou mesmo por aerossois, levando a infecgdes
graves e de dificil tratamento devido sua alta viruléncia e mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos. Este potencial infeccioso estd ligado a caracteristicas do hospedeiro, como
imunossupressdo ou comorbidades. Além da propria bactéria altamente virulenta, ela ainda ¢
capaz de liberar toxinas que também causam doengas, dentre elas: Sindrome do Choque
Toxico, Sindrome da Pele Escaldada, intoxicagdes alimentares, etc. (TAM; TORRES, 2019).

A presenca de infecgdes por esta bactéria em hospitais ocorre mais comumente em
pacientes de bergarios e em UTI (Unidades de Terapia Intensiva), onde pode ser encontrada
colonizando esses individuos. A bactéria também traz risco para pessoas que fazem dialise,
queimados, diabéticos e HIV-positivos, causando desde infecgdes cutaneas cronicas a

infecgOes sistémicas graves e até fatais (BALABAN et al., 1998).

2.2 Patogenicidade

S. aureus é capaz de causar doencas tanto em comunidade como em ambiente
hospitalar, sendo considerada uma das principais causas de infec¢do sistémica em todo 0 mundo.
As manifestacGes da doenca variam em gravidade e vdo desde infeccdes de pele e tecido mole a
abscessos em feridas, endocardite, pneumonia, necrose pulmonar fatal, bacteremia e ainda
sindromes em decorréncia de suas toxinas em individuos higidos e também naqueles com
comorbidades preexistentes (DOS SANTOS et al., 2021; SHARIATI et al., 2020).

Estudos apontam que o tempo de internagao prolongado ¢ um fator de risco para
que a infec¢do se instale. Outros fatores incluem procedimentos em satde invasivos como
acesso venoso, realizagdo de cirurgias, implantes ortopédicos, processos que comprometam a
integridade da parede cutdnea e ainda condigdes individuais como pacientes
imunodeprimidos, doencas inflamatérias de pele e outras comorbidades como hipertensao
arterial, pacientes diabéticos e outros (NEWSTEAD et al., 2020).

Diferente de outras bactérias que produzem uma ou apenas algumas toxinas para

estabelecer doenca, o Staphylococcus aureus disponibiliza vérios fatores de viruléncia que
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incluem inimeras toxinas e fatores de escape do sistema imunologico do hospedeiro. Possui
também fatores proteicos e ndo proteicos que possibilitam a colonizagdo do hospedeiro
durante o processo infeccioso e contribuem para sua alta patogenicidade (CHEUNG et al.,
2021). Na maioria dos casos ocorre colonizacdo antes de se instalar a infeccdo, mas pode
infectar também através de cateteres contaminados ou feridas que promovem acesso da
bactéria ao seu hospedeiro. Apesar de ser componente da microbiota nasal, S. aureus pode ser
encontrado colonizando outros locais como garganta e perineo e isto favorece a probabilidade
de infecgdes, pois com isso, existe o fato de se ter um reservatorio do microrganismo (LEE ef
al., 2018; LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Dentre os fatores de viruléncia destes microrganismos sdo destacados: fatores de
viruléncia secretados, entre eles toxinas e superantigenos; enzimas extracelulares, que tém
como fungdo a nutricdo e promocao da sobrevivéncia e perpetuagdo bacteriana; proteinas de
superficie que apresentam como fun¢do a adesdo, invasao e mecanismo de escape do sistema
imunologico e os PAMPs (padrdes moleculares associados a patogenos) cuja fungdo ¢
estabelecida nas respostas inflamatorias (CHEN et al., 2022). Hemolisinas alfa, beta, gama,
toxinas de leucocidina Panton-Valentine (PVL), exotoxinas e enterotoxinas sdo tipos de
toxinas secretadas pela bactéria e provocam doencas como a Sindrome do Choque Téxico,
doencas estafilococicas de origem alimentar (SFD) e a Sindrome da Pele Escaldada (CHEN et
al., 2018; SHOIAB et al., 2023).

As proteinas chamadas de ‘“componentes de superficie microbiana que
reconhecem moléculas de matriz adesiva” (MSCRAMMSs) se conectam ao fibrinogénio, a
fibronectina e as fibras de colageno das células alvo em seus hospedeiros para chegar aos
tecidos, resultando em infec¢des de proteses, Osseas, articulagdes e no sistema endovascular.
Esta proteina confere ainda protecio da bactéria contra a opsonizacdo. S. aureus também tem
o potencial de produzir biofilmes tanto nas superficies corporais como em superficies
inorganicas levando a um aumento da sua resisténcia aos antimicrobianos e promovendo uma

maneira de escapar do sistema imunologico do hospedeiro (SHOIAB et al., 2023).

2.3 Epidemiologia

Bacteremia em decorréncia de S. aureus esta no ranking das principais causas de
doenca com consequente morte a nivel mundial com um niimero de casos que pode ultrapassar
a 50 individuos em 100000 habitantes e com indices de mortalidade que chegam em torno de

20 a 30 % em paises industrializados mesmo com o uso de antimicrobianos e métodos de
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controle de infeccdo. A doenca supera até mesmo o0s casos de infarto agudo do miocérdio cuja
mortalidade chega a 10% (LAM; STOKES, 2023; KOURTIS et al., 2019).

A epidemiologia da infeccdo de corrente sanguinea por S. aureus pode variar de
acordo com a regido geogréafica. A incidéncia de MRSA envolvidos na doenca teve uma reducéo
significativa no Reino Unido na Gltima década em decorréncia de trabalhos de prevencdo e
promogcé&o de controle de infeccdo em ambiente hospitalar com medidas incluindo o simples e
ndo menos importante lavar das mios. Em contrapartida, nos EUA houve um aumento do
namero de casos de bacteremia por MRSA em comparacdo com as bacteremias causadas por
MSSA, fato este que pode ter sido em decorréncia de cepas MRSA adquiridas na comunidade
(LAM et al., 2019).

O surgimento, em meados de 1980, de cepas MRSA na comunidade (CA-MRSA)
envolvendo individuos saudaveis entre indigenas na Australia e até mesmo em criangas sem
hospitalizagdo prévia nos EUA na década de 90, trouxeram modificagdes significativas na
epidemiologia do MRSA. Houve ainda a aparicao de cepas MRSA ligadas a animais nos anos
de 2000 conhecidas como LA-MRSA (MRSA ligadas a exposicdo de gado) (LEE et al., 2018).
No Brasil, as primeiras cepas de CA-MRSA relacionadas a infec¢Ges em instituices de satde
foram relatadas em individuos com infeccdo de corrente sanguinea em hospitais do Rio Grande
do Sul. A partir dai, houve a distribuicdo de cepas com clones SCCmec tipo 1V em hospitais
de todo territorio brasileiro (DOS SANTOS et al., 2021).

A capacidade da bactéria se instalar na narina e permanecer no local
proporcionando colonizacdo no hospedeiro é preocupante. S. aureus encontra-se colonizando
esta regido do corpo humano em 28-32% da populacdo dos EUA, sendo que a incidéncia de
cepas MRSA se encontra entre 0,9 a 1,5% neste pais (TURNER et al., 2019). Segundo
demonstrado em estudos, essa colonizacdo exerce importante fator de risco e pode anteceder
uma infeccdo ativa. Pacientes com comorbidades como diabetes, doenca pulmonar crénica,
contato com equipamentos ou procedimentos invasivos, dias de internacdo aumentados,
individuos colonizados ou infectados em convivio no mesmo ambiente e ainda internacéo
prévia e administracdo de antibidticos constituem fatores de risco para infeccdo por MRSA
(MENEGUIN et al., 2020).

A doenca causada por estas cepas esta relacionada a piores desfechos clinicos do
que as ocasionadas por MSSA (WILCOX et al., 2019). As infec¢des por estes microrganismos
estdo envolvidas com altos indices de mortalidade, morbidade e necessidade de internagdo. As
taxas de resisténcia ao beta-lactdmico meticilina mudam de acordo com o pais envolvido e

variam de taxas mais baixas em paises escandinavos a valores aumentados a exemplo dos
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EUA e China. Apesar de uma diminuicdo de casos em infec¢fes nosocomiais nestes paises e
também na Europa, este nimero esta em crescimento em paises ndo desenvolvidos como a
Africa (CHEUNG et al., 2021). Apesar dessa recaida nos niimeros de casos na Europa, 10 dos
30 paises da Unido Europeia ainda apresentavam indices acima de 25% da doenca. Pacientes
com infeccdo de corrente sanguinea por MRSA demonstraram uma taxa de letalidade maior
(39%) do que aqueles acometidos por cepas MSSA (24%), de acordo com um estudo
realizado no Canada. Na Malasia outro estudo mostrou que MRSA foi a causa de 21% das
bacteremias a nivel hospitalar (SIT et al., 2018).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em sua
publicacdo no boletim de seguranca do paciente e qualidade dos servigos de satde do Brasil do
ano de 2022, indicou uma incidéncia alta de MRSA em circulacdo, em que em um total de
2978 Staphylococcus aureus detectados em Infecgdes Priméarias de Corrente Sanguinea
Laboratorial (IPCSL) isolados em UTI adulta, 56,1% eram cepas com resisténcia a oxacilina.
Esses dados demonstraram que no Ceard houve um total de 44 isolados de S. aureus com taxa
de MRSA de 54,3% (figura 4) (“Boletins e relatorios”, [s.d.]).

Figura 4 — Percentual de S. aureus resistentes a oxacilina e vancomicina no
estado do Ceard em 2022

Resisténcia aos antimicrobianos

Percentual de resisténcia antimicrobiana em 2022

vancomicing .

Antimicrobianos M. Isolados M. Testados M. Resistentes % Resisténcia
-
oxacilina 44 35 19 54,3

vancomicing 44 32 2 63

Fonte: ANVISA, 2022

Autores como Arias e colaboradores (Arias et al., 2018) realizaram um estudo de
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coorte e exploraram o perfil epidemiolégico de cepas MRSA em 9 paises da América Latina.
Eles demonstraram uma incidéncia de 45% de MRSA de todos os isolados em bacteremias
que contemplavam ambiente hospitalar, sendo que no Brasil esses indices chegaram a 62%
dos isolados (ARIAS et al., 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos traz sérios problemas a nivel mundial. Trata-se
de um grande problema para a satde publica. Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) divulgou uma lista de bactérias que representam uma urgéncia na necessidade de
desenvolvimento de novos antibiéticos, com Staphylococcus aureus sendo classificado como
prioridade 2: alta. Em decorréncia da gravidade da situacdo, a OMS implementou o Sistema
Global de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (GLASS), um sistema com a
responsabilidade de verificar e acompanhar de maneira eficaz todo o ensejo envolvendo o
tema (PILONETTO et al., 2021). O Brasil se uniu ao GLASS em 2017 e no ano seguinte
lancou seu respectivo programa nacional de vigilancia antimicrobiana, o BR-GLASS, com o
objetivo de rastrear a repercussdo da resisténcia a nivel nacional. Segundo dados deste estudo,
analisando a prevaléncia de Staphylococcus aureus em Infec¢des Relacionadas a Assisténcia
a Saude (IRAS) foi visto que o microrganismo foi detectado em 30% das infeccdes de trato
respiratorio inferior (ITRI) e em 19,3% das bacteremias destacando o patégeno como o
segundo isolado mais frequente em ambas as infeccBes de origem hospitalar. Os dados
também mostraram que a incidéncia de MRSA entre os S. aureus no pais esta em torno de
23% e quando comparado aos numeros internacionais, a taxa brasileira é levemente
aumentada em relacdo a média calculada de 19,9% (PILONETTO et al., 2021; PROVENZI,
2022).

2.4 Staphylococcus aureus e bacteremia

Bacteremia significa a presenca de bactérias vidveis no sangue. Ela pode ser
assintomatica em individuos higidos, sendo transitorias e sem deixar sinais de infeccdo.
Todavia, se houver hiperestimulacdo no sistema imunoldgico, a bacteremia pode progredir
para uma infec¢do de corrente sanguinea, conhecida como sepse. Esta condi¢do pode evoluir
para diferentes estagios clinicos, incluindo sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS), choque séptico e sindrome da disfungdo de multiplos 6rgdos (SDMO), se ndo for
tratada adequadamente. (SMITH; NEHRING, 2023).
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As bacteremias sdo classificadas como primérias ou secundarias. As primarias
ocorrem quando a fonte de infeccdo é desconhecida, sendo frequentemente associadas a
dispositivos intravasculares, como cateteres venosos centrais (OPLUSTIL et al., 2020).
Por outro lado, as bacteremias secundarias resultam da disseminacdo de infeccbes de
outros sistemas para a corrente sanguinea, sendo comuns focos primarios no pulméo, trato
urinario e regido abdominal pos-cirargica (CUNHA; LINARDI, 2013).

Uma das mais graves infeccGes nosocomiais € a infeccdo de corrente sanguinea,
pois aumenta o tempo de hospitalizacdo, eleva os gastos em assisténcia médica e pode
ocasionar desfechos ndo satisfatérios para os pacientes levando a uma alta taxa de mortalidade
(ARATANI et al., 2021).

Infeccdo de corrente sanguinea por S. aureus pode ser categorizada como de
origem comunitaria, quando ocorre dentro das 72 horas da admissdo hospitalar, ou
nosocomial, quando o paciente € diagnosticado com bacteremia 72 horas ou mais depois da
admissdo (LAM et al., 2019). Neste contexto, € necessaria a descoberta da causa inicial da
infeccdo a fim de promover o manejo clinico adequado do paciente com quadro de
bacteremia. Em pacientes de instituicdes hospitalares, elas podem ser originarias de trato
respiratorio, cateteres venosos centrais, infeccdes urinarias sem tratamento prévio ou ainda de
infeccdes de partes moles e intra-abdominais (SMITH; NEHRING, 2023).

Um dos patdgenos mais comuns de infeccdo da corrente sanguinea, tanto na
comunidade como em ambiente hospitalar, € o Staphylococcus aureus e entre 0s cocos Gram
positivos ele se destaca como a segunda maior causa de bacteremia, logo atras dos
estafilococos coagulase negativa, com uma mortalidade apresentando taxas que variam de 20
a 30% em 90 dias (NAMBIAR et al., 2018).

Em estudos recentes, 0 nimero de mortes por bacteremia em decorréncia de S.
aureus nos Estados Unidos é de 20.000 ao ano. E evidéncia também que a bacteremia por este
microrganismo apresenta numero superior de mortes do que as relacionadas a AIDS (Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida), tuberculose e hepatite viral em conjunto. As infeccdes por este
coco Gram positivo tém trazido sérios danos a saide mundial devido ao Staphylococcus aureus
apresentar com muita facilidade resisténcia aos antimicrobianos, tendo o MRSA como patogeno
de alta relevancia clinica (CHEUNG et al., 2021).
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2.5 Staphylococcus aureus e a resisténcia aos antimicrobianos

Um dos acontecimentos historicos para a ciéncia, a medicina ¢ a farmacia no
século XX foi a descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming. Este
antimicrobiano beta lactdmico abriu portas para o estudo da antibioticoterapia e, em
consequéncia, para a chegada de novos antibidticos e trabalhos investigativos na area
(PEREIRA; PITA, 2018). O farmaco proporcionou uma op¢ao terap€utica para as infec¢des
bacterianas, tendo seu maior uso na década de 1940, mas houve uma resisténcia gradual ao
uso deste medicamento antiestafilococico. Em 1944, havia relatos de que a resisténcia seria
mediada por um mecanismo enzimatico codificado pelo gene blaZ, a partir do qual a enzima
betalactamase seria responsavel por quebrar o anel beta-lactamico e promover a inativagao do
antimicrobiano (AGUAYO-REYES et al., 2018). Conhecidas como Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina (PRSA) estas cepas promoveram infecgdes espalhadas nao s6 em
hospitais como surgiram também na comunidade no decorrer da década de 1950 e principios
dos anos 60 (MCGUINNESS et al., 2017) alcangando nos dias atuais uma taxa de resisténcia
superior a 90% frente a penicilina, o que torna atualmente o uso deste antibidtico obsoleto
para infecgdes por este microrganismo (PEACOCK; PATERSON, 2015).

As infecgdes em decorréncia de microrganismos multirresistentes resultam em
cerca de 700.000 mortes ao ano e estima-se que, até 2050, chegara a cerca de 10 milhdes de
mortes anualmente, superando a mortalidade por agravos como o cancer e doencas
cardiovasculares (FELIX et al., 2023).

Staphylococcus aureus faz parte do grupo de bactérias chamadas ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.) que consiste em microrganismos
com alto padrao de resisténcia aos antimicrobianos em ambientes hospitalares, principalmente
em unidades de terapia intensiva (UTI). A ampla resisténcia destas bactérias aos antibioticos €
motivo de muita preocupa¢do devido ao nimero gradativamente menor de opgdes
terapéuticas, dificultando a melhoria no desfecho clinico (FELIX ef al., 2023; MIETHKE et
al.,2021).

Em época prévia aos antibioticos, a bacteremia em decorréncia de S. aureus foi
marcada por uma mortalidade de 80% havendo uma melhoria consideravel nessas

porcentagens apds o surgimento dos antimicrobianos (GOTO et al., 2017).
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A resisténcia aos antibidticos por parte do Staphylococcus aureus ocorre devido a
mutagdes em seus genes € ainda por aquisicdo de genes de resisténcia advindos de outras
bactérias que podem ser da mesma espécie ou ocasionalmente entre espécies diferentes. No
caso da mutacdo, pode ser devido a modificagdes no sitio de ligagdo do antibidtico ao receptor
e sendo por aquisi¢do pode ocorrer destruicdo ou inativagdo do farmaco. Os plasmideos e
transposons tem contribuicao importante para este ultimo mecanismo (CUSSOLIM; JUNIOR,
2021).

No Reino Unido, em 1959, foi introduzida na pratica clinica a meticilina, um beta-
lactamico semissintético resistente as beta-lactamases para uso em cepas PRSA (SHOIAB et
al., 2023). Essa resisténcia a enzima beta-lactamase se d4 devido a presenca do grupo orto-
dimetoxifenil que evita estericamente da penicilinase hidrolisar a ligagdo alvo
(RUNGELRATH; DELEO, 2021). No ano seguinte ao inicio da sua utilizagdo, foram isoladas
cepas de S. aureus resistentes ao medicamento em trés pacientes internados em um mesmo
hospital de cidade do Reino Unido sem que nenhum destes individuos tivesse feito uso prévio
de meticilina e que também apresentavam resisténcia a penicilina, estreptomicina e
tetraciclina em comum. Nos dois anos seguintes, foram evidenciados MRSA também em
paises da Europa, sendo isolados de infec¢des invasivas originadas na Dinamarca (HARKINS
etal. 2017).

Estas cepas multirresistentes possuem resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos
como as penicilinas (meticilina e oxacilina) e as cefalosporinas. Devido a sua toxicidade, a
meticilina ndo ¢ mais comercializada atualmente para uso em humanos e foi substituida por
outras penicilinas de maior estabilidade como a oxacilina (figura 5), antibidtico B-lactamico
que possui mesmo mecanismo de agdo da meticilina (ligagdo do antibidtico a PBP
interrompendo a formacgdo da parede celular bacteriana). Apesar disso ainda hoje estas cepas
com resisténcia a0 medicamento sdo conhecidas como Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (LEE et al., 2018; ALGHAMDI et al., 2023), no qual o ponto de corte para a
determinagdo da resisténcia a oxacilina para cepas de S. aureus segundo o BrCAST (BrCAST

2023) ¢ uma CIM de oxacilina > 2 pg/mL.



30

Figura 5 — Estrutura molecular da oxacilina

Fonte: Pub Chem (2024)

A década de 1960 foi marcada pelo surgimento de isolados MRSA em ambiente
hospitalar, mas em meados de 1980 houve a disseminacao destas cepas para a comunidade,
incluindo individuos jovens sem passagem anterior em unidades de assisténcia a saude
tornando a infeccdo uma ameaca mundial (TURNER et al., 2019; DI RUSCIO et al., 2019). O
CA-MRSA como ¢ conhecida a cepa resistente de ocorréncia na comunidade pode causar
infec¢ao de tecidos moles e de pele e estar relacionada também a infec¢cdes em ambientes de
cuidados em saude. Ele tem genética diferente do HA-MRSA (MRSA presente em ambiente
hospitalar) pois apresenta menos resisténcia aos antimicrobianos e frequentemente produzem
uma citotoxina chamada de leucocidina de Panton-Valentine (PVL). Devido a presenga de
CA-MRSA ja ser observada também em hospitais, estas cepas ndo sdo mais tdo passiveis de
serem distintas uma da outra tanto molecular como epidemiologicamente (LAKHUNDI;
ZHANG, 2018).

A resisténcia a meticilina pelo Staphylococcus aureus ocorre devido a presenga do
gene mecA, responsavel por codificar a proteina 2a de ligacdo da penicilina (PBP2a) (figura
6). Esta proteina esta implicada na rea¢do cruzada dos peptidoglicanos na parede celular da
bactéria e proporciona baixa afinidade aos beta-lactdmicos o que promove a resisténcia dos

MRSA a todos desta classe de antimicrobianos (TURNER et al., 2019).
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Figura 6 — Esquema representando a comparagdo dos dominios
transpeptidase PBP2 e PBP2a
PBP2 PBP2a
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Fonte: Aguayo-Reyes (2018).
Legenda: Em evidéncia a por¢ao mais estreita do local ativo em PBP2a, refletindo na baixa
afinidade pelo beta-lactamico

Este gene é carreado por um elemento mével de estrutura complexa conhecido
como cromossomo mec estafilocdcico (SCCmec) que além de transportar os determinantes de
resisténcia aos antibioticos, transporta determinantes de viruléncia e genes que sdo importantes
para sobrevida das bactérias em determinadas condicdes de estresse (ROLO et al., 2017).

Sdo encontradas oito formas de SCCmec (I-VI1I1). Os SCCmec | e IV em conjunto
com o0s genes de resisténcia a meticilina possuem ainda genes que conferem resisténcia a outros
antibioticos como eritromicina e tetraciclina. Nas cepas CA-MRSA esta presente o tipo SCCmec
IV, enquanto os outros tipos de SCCmec sdo menos comuns (ALI ALGHAMDI et al., 2023).

Com o surgimento de S. aureus resistentes a meticilina outras opgdes terapéuticas
precisaram ser consideradas. A vancomicina (figura 7), antimicrobiano da classe dos
glicopeptideos tem seu uso em evidéncia ha mais de 50 anos e ¢ de grande importancia no
tratamento destas cepas multirresistentes. Ela foi isolada em 1952 a partir da fermentagao de
Streptomices orientalis e seu uso foi aprovado em 1958 apds estudos confirmarem seu efeito
contra bactérias Gram positivas, incluindo os MRSA. Contudo, com a adesdo ao uso da
meticilina e efeitos toxicos envolvendo a propria vancomicina, seu uso foi reduzido para
individuos alérgicos a fArmacos da classe dos beta-lactamicos ou bactérias resistentes a outros

antibidticos, mas com sensibilidade ao glicopeptideo (TERRA; DA SILVA, 2017).
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Figura 7 — Estrutura molecular da vancomicina

Fonte: PubChem (2024)

Quando acontece a reproducdo bacteriana, o peptidoglicano que faz parte da
estrutura da parede celular necessita ser sintetizado, isto ocorre por adigdo de precursores ao
peptidoglicano em desenvolvimento através da transglicosilacdo e transpeptidacdo de PBP.
Para promover sua acdo o glicopeptideo hidrofilico vancomicina se une a por¢ao terminal D-
ala-D-ala do precursor peptidico e ira promover mudangas na conformagao, impossibilitando
a juncdo do precursor nas cadeias de peptidoglicano em desenvolvimento e a posterior
transpeptidagdo, causando prejuizo na formagdo da parede celular e morte bacteriana (figura

8) (DA CUNHA; BAIENSE, 2023).
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Figura 8§ — Mecanismo de a¢do da vancomicina

b Agdo da Vancomicina
em VSSA

\\ Vancomicina
B D-Lac

@® D-Ala

© D-Lys

@ DGlu

Q*:; Glys

e NAM
CO NAG

Fonte: adaptado de CONG; YANG; RAO (2020).

Legenda: (a) Sintese normal de peptidoglicano. (b) Inibicdo da sintese da parede celular
bacteriana, por ligacdo da vancomicina (a azul) a extremidade terminal D-alanil-D-alanina. (C)
Mecanismo de resisténcia a vancomicina: altera¢do do peptideo terminal de D-alanil-D-alanina
para D-alanil-D-lactato, formando igualmente, a parede celular bacteriana. D-Ala: D-Alaning;
D-lac: D-lactato; L-Lisina: L-Lisina; D-Glu: D-glutamato; Gly5:Pentaglicina; NAM: acido N-
acetilmuramico; NAG: N-acetilglucosamina.

Além de seu uso como terapia empirica para as infeccdes por MRSA, a
vancomicina ainda ¢ a base para o tratamento destes microrganismos multirresistentes
(SHARIATT et al., 2020; CHOO; CHAMBERS, 2016). Em meados de 1997 houve no Japao o
primeiro relato de Staphylococcus aureus intermediario a vancomicina (VISA), uma cepa com
concentragdo inibitéria minima (CIM) de 8 pg/mL e em 2002 o primeiro registro de
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) em um paciente diabético nos EUA,
com uma CIM acima de 128 pg/mL (SHARIATTI et al., 2020; CHUNG; LEE, 2022) e no
Brasil, em 2012, foi relatado uma cepa de VRSA denominada de BR-VRSA em amostra de

sangue de um homem de 35 anos com cancer de pele no Hospital da Clinicas de Sao Paulo
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(Rossi et al.,2014). Foram registradas a partir de entdo em torno de 52 isolados de VRSA ao
redor do mundo, os quais 16 foram na India, 14 nos EUA, 11 no Ird , 9 no Paquistdo, 1 no
Brasil e 1 em Portugal (CONG et al., 2019).

Estudos sugerem que o principal mecanismo de resisténcia do MRSA a
vancomicina € a bactéria possuir uma maior espessura da sua parede celular e uma menor
permeabilidade, reduzindo assim a disponibilidade do glicopeptideo no seu sitio alvo e
interrompendo a sua agdo (SHARIATI et al., 2020; DA CUNHA; BAIENSE, 2023). Outro
mecanismo seria por aquisicdo de genes de resisténcia ao antibidtico mediados por
plasmideos, no qual a resisténcia total de S. aureus a vancomicina se deve ao operon vanA,
cuja codificacdo se da pelo transposon Tnl546 transferido por espécies de enterococos
resistentes a vancomicina (VRE). O operon vanA codifica as proteinas VanS, VanR, VanH,
VanA, VanX, VanY e VanZ que assumem papel de grande importancia para a resisténcia ao
farmaco (DA CUNHA; BAIENSE, 2023).

Para que haja a resisténcia a vancomicina mediada por operon vanA dois
acontecimentos devem estar presentes: a quebra de precursores de peptidoglicanos
dipeptidicos D-Ala-D-Ala, os quais sao responsaveis pela ligagdo ao glicopeptideo ¢ a
formacao de novos precursores de peptidoglicanos D-Ala-D-lactato que possuem afinidade
reduzida em 1000 vezes pela vancomicina (MCGUINNESS et al., 2017). Quanto as cepas de
fenotipo VISA, estas ocorrem frequentemente pela preexisténcia do fendtipo intermedidrio
chamado de VISA heterogéneo (hVISA). Este fenotipo esta relacionado a uma populagdo de
c¢lulas originadas de uma unica colonia de S. aureus nas quais a maior parte delas possui ou
nao resisténcia a vancomicina, apresentando CIM dentro da sensibilidade (CIM < 2 ug/ml) e
ha também a presenga de uma subpopulacdo destas cepas que demonstra fenotipo de
resisténcia ao antibidtico ao nivel de VISA com uma CIM > 2 pg/ml. Os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do hVISA ainda estdo em estudo (SHARIATI et al., 2020;
MCGUINNESS et al., 2017).

As doengas estafilococicas envolvendo cepas VISA e hVISA representam maiores
taxas de falha terapéutica com vancomicina e se relacionam a maior nimero de dias de
internacdo, a infecgdes que possam se tornar persistentes e causam onerosidade para as
institui¢des hospitalares (SHARIATT et al., 2020).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) no ano de 2006 estabeleceu
uma reduc¢do nos limites das CIM para vancomicina frente a Staphylococcus aureus, tendo
como novos valores < 2 mg/L para cepas susceptiveis, de 4-8 mg/L para cepas intermediarias

e > 16 mg/L para aquelas consideradas resistentes ao glicopeptideo (CASAGRANDE et al.,
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2022). Essas modificagdes foram importantes para aumentar a efetividade na captagdo de
cepas ndo sensiveis ao medicamento e evitar problemas advindos do tratamento (DIAZ et al.,
2018). No entanto, uma atengdo especial deve ser mantida devido a uma reducdo da
sensibilidade das cepas MRSA a vancomicina relatadas em varios estudos ao longo do tempo,
fendmeno este conhecido como “MIC creep” (SILVA; SILVA JUNIOR, 2015).

“MIC creep” ou crescimento da CIM em que a vancomicina teria menor efeito
quando a CIM fica proximo ao valor limite da sensibilidade (2 mg/L), indicando que a CIM
do farmaco teve aumento progressivo com o passar do tempo o que levaria a uma retirada
precoce desta opcao terapéutica e a falhas no tratamento apesar de determinado isolado ser
considerado como sensivel ao medicamento (TURNER et al., 2019).

Em referéncia a isto, pesquisas (VAN HAL et al., 2012; SORIANO et al., 2008)
demonstraram desfechos indesejadveis em individuos que apresentaram bacteremia por
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina com uma CIM aumentada de vancomicina.
Outros estudos também relataram que hd maiores indices de mortalidade relacionados a este
aumento da concentracao inibitdria minima, independentemente do local de infecgao (SILVA;
SILVA JUNIOR, 2015). Além do fato dos MRSA terem uma tendéncia a apresentar essa
sensibilidade reduzida a vancomicina, estudos mostraram que cepas de MRSA sensiveis ao
glicopeptideo se tornam resistentes apds antibioticoterapia, o que ¢ preocupante, pois pode
com o decorrer do tempo, induzir a geragao de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) de
disseminagdo comunitaria (ROSSI et al., 2014)

A historia da resisténcia dos estafilococos a varias classes de antibidticos,
incluindo a vancomicina, ¢ motivo de apreensdo global ha mais de 7 décadas. Apesar de
poucos casos relatados ao redor do mundo, o VRSA ¢ temido por sua alta capacidade
virulenta o que limita as opg¢des terapéuticas para estes microrganismos. As cepas resistentes
de S. aureus (MRSA, VISA e VRSA) sdo destacadas como bactérias de alta prioridade e com
poder de causar altas taxas de mortalidade a nivel mundial se novas abordagens terap€uticas

nao surgirem (MAHARIJAN et al., 2021).

2.6 Testes de Sensibilidade in vitro

O exame que detecta a presenca de provaveis microrganismos em amostras de
sangue laboratoriais e ¢ considerado padrao ouro para o diagnostico de doencas infecciosas na
corrente sanguinea ¢ a hemocultura (FRIEDRICH et al., 2022). Para realizar as hemoculturas

existem disponiveis muitos aparelhos automatizados como BacT/ALERT® 3D 60/120/240



36

(BioMérieux, Durham, NC, EUA), BACTEC® modelos FX , série 9000 (9050, 9120, 9240) e
BC120 (AutoBio Diagnostics,China) (figura 9), que utilizam método colorimétrico ou
fluorescéncia para detectar crescimento dos microrganismos (GUAREZE; BORDIGNON,
2016).

Figura 9 — Aparelho BC120 (Autobio) para realizagdo de
hemoculturas

Fonte: autobio.com

A execucdo deste exame pelo laboratorio de Microbiologia clinica torna possivel
isolar e identificar o patogeno, tragar o perfil de sensibilidade dos microrganismos frente aos
antibioticos e ¢ de grande importancia para o uso correto dos antimicrobianos. Além disso, os
antibiogramas fornecidos sdo fundamentais para o programa de gerenciamento do uso
racional de antimicrobianos (FRIEDRICH et al., 2022).

Tendo em vista a questdo de que a resisténcia aos antibidticos € uma ameaca a
saude publica de destaque mundial e a importancia do uso correto dos antimicrobianos, varios
métodos foram elaborados e instalados para promover o controle, estimar o problema e
conseguir maneiras de evitar que os patdogenos adquiram resisténcia a esta classe de
medicamentos (MACHADO et al., 2021).

A vancomicina ¢ o antimicrobiano de maior uso em doencas causadas por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina em diversos paises devido a sua a¢do contra
MRSA. Todavia, sua utilidade na pratica clinica estd em observagdo critica devido cada vez
mais registros de seu uso estar vinculado a maiores taxas de mortalidade e falha terapéutica
em individuos com infec¢do por cepas MRSA com CIM de vancomicina estando no limite

superior da sensibilidade. Em vista disto, ¢ importante que os laboratorios de Microbiologia
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utilizem em sua rotina testes de sensibilidade que identifiquem com o maximo de seguridade
a resisténcia in vitro do microrganismo a este medicamento e trazer opcdes terapéuticas
adequadas in vivo (CHEN et al., 2014).

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos discorrem frequentemente a
respeito dos valores da CIM nos resultados dos antibiogramas. Neste sentido, eles referem a
menor concentragdo de antibidtico que inibe o crescimento visivel de bactérias. Para este
método sao utilizadas solugdes padrao de bactérias (0,5 escala de McFarland) inoculadas em
agar ou caldo com concentragdes conhecidas dos antibidticos (SALAM et al., 2023).

No caso da deteccao da presenca de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) indicada pelo CSLI (2019), uma triagem inicial € frequentemente feita pelo teste
(screening) de cefoxitina, em que esta ¢ uma cefamicina considerada de segunda geragao que
substitui a oxacilina para testar a resisténcia do S. aureus a meticilina devido ter melhor
inducdo para mecA e mecC tendo maior estabilidade em relacdo a oxacilina (LEE et al.,
2018).

Um conjunto de fatores estdo envolvidos para alcangar valores exatos da
concentracdo inibitéria minima frente aos antimicrobianos tais como uso de metodologia
apropriada, normas bem estabelecidas e a correta analise dos resultados finais. Dentre as
metodologias disponiveis para fornecer a CIM, pode-se destacar métodos automatizados a
exemplo do Vitek®2 (BioMerieux, Franga) e métodos manuais como as tiras gradientes (E-
test®) e microdiluicao em caldo (MDC) (SALAM et al., 2023; KOWALSKA-KROCHMAL;
DUDEK-WICHER, 2021).

O Vitek®2 (figura 10), de fabricagdo da bioMerieux, utiliza uma tecnologia
baseada em métodos colorimétricos e em microdiluicdo em caldo para proceder com suas
etapas de identificacdo e realizagdo de antibiograma (SALAM et al., 2023; JIMENEZ et al.,
2021). Para este sistema ¢ preciso a preparacdo de uma suspensdo de bactérias em salina no
padrao de turbidez da escala de McFarland e a partir de entdo, todas as etapas envolvidas para
identificacdo do microrganismo e Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) serdo
feitas de maneira automatica (BENKOVA et al., 2020). As cartelas (figura 10) de testes do
aparelho apresentam 64 pocos contendo provas bioquimicas liofilizadas e usam, a cada 15
minutos trés comprimentos de ondas diferentes para as leituras de crescimento dos
microrganismos. Ele foi desenvolvido com um banco de dados para identificacdo de
microrganismos e possui cartdes de identificagdo que variam do tipo GN, para bacilos Gram
negativo; GP, para cocos e bacilos Gram positivos; ANC, para anaerobios e corinebactérias;

NH, para espécies de Neisseria e Haemophilus e ainda cartdes YST para leveduras (JIMENEZ
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et al., 2021). Para o antibiograma os pocos possuem concentragdes conhecidas de antibidticos

e também um poco contendo somente o meio liofilizado sem fArmacos para servir de controle

positivo (SALAM et al., 2023).

Figura 10 — Ilustrag¢do do aparelho Vitek®2 e cartdo ID GP
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Fonte: Adaptado de BioMérieux Industry (2024).
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O Vitek®2 ¢ capaz de processar paralelamente um total de 30 a 240 testes e
fornecer resultados em 4 a 8 horas (YAMIN et al., 2023). O sistema foi um dos grandes

avangos para a praticidade da obtencao de resultados (figura 11) e fluidez dos recursos

laboratoriais (SALAM et al., 2023).

Figura 11 — Exemplo de antibiograma de Staphylococcus aureus MRS A
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Devido ao grande numero de antibidticos disponiveis, ndo ¢ pratico testar a
sensibilidade a todos eles. Cada laboratorio deve elaborar suas proprias opgoes de antibidticos
com base no organismo isolado, local e tipo de infec¢do, condi¢des do paciente e protocolos
institucionais. A interpretacdo dos resultados ¢ feita com base nos pontos de corte
estabelecidos por sistemas de padronizacdo global (GAJIC et al., 2022).

Nos dias atuais, a realizag¢ao dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos estao
mais dificeis de manejo, pois as normas preconizadas pelos comités de padronizagao dos
mesmos como o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), o
CLSI e a versdao brasileira Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BrCAST), estdo em constantes inovagdes e acaba limitando algumas metodologias
(KOWALSKA-KROCHMAL; DUDEK-WICHER, 2021). Além disso, estudos anteriores
mostram que muitos fenotipos de resisténcia sdo de dificil deteccdo por parte dos métodos
automatizados tdo usados em muitos laboratdrios atualmente para os testes de sensibilidade
(GAJIC et al., 2022).

E importante salientar que no Brasil, o Ministério da Salde/Secretaria de
Vigilancia em Saude, através da Portaria n° 64 de 11 de dezembro de 2018 estabeleceu que
todos os laboratorios, envolvendo a rede publica e rede privada no pais, devem ter como base
para a interpretacdo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) as normas
preconizadas pelo documento da versdo brasileira do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST/versdao BrCAST), a fim de padronizar a realizacdo destes
testes (NACIONAL, [s.d.]).

Assim como outras metodologias automatizadas, o Vitek®2 possui muitas
vantagens, mas a sua credibilidade para obtencdo da CIM esta sendo contestada em alguns
estudos principalmente em relacdo aos Staphylococcus aureus e isso acaba prejudicando a
obtencdo de resultados reais (KOWALSKA-KROCHMAL et al., 2023). A superestimacao
de valores da CIM pelo sistema Vitek®2 em estudos tém se tornado bem evidentes. Este
fato pode ser devido a uma adaptacdo matematica do método de interpolacdo no sistema e
que ndo era validado pelo CLSI. Em atencdo a esta possivel falha, os resultados encontrados
devem ser analisados com prudéncia, devendo entdo considerar que erros técnicos sejam
uma limitacdo do sistema (KUO et al., 2020).

Outra metodologia quantitativa para determinacdo da CIM dos antibiticos é o
método epsilométrico (E-test®). Ele é uma versdo comercial do método de gradiente de

antimicrobiano e utiliza em conjunto as técnicas dos metodos de diluicdo e difusdo para
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encontrar os valores das concentracfes inibitorias minimas (BALOURI et al., 2016). O método
manual fenotipico foi desenvolvido por Bolmstrom e Eriksson no final da década de 1980.

O E-test® (figura 12) utiliza um tira plastica que possui impregnado um gradiente
de concentracdo crescente de antibidtico e € colocada na superficie do agar juntamente com o
inoculo do patdogeno em estudo. A leitura € feita apos incubagdo de 24 horas ¢ a interpretagdo
da CIM ¢ feita onde ocorre a intersecdo da tira e da elipse de inibi¢do formada. A
interpretacdo dos valores de CIM obtidos serd considerada como ‘“sensivel”, “sensivel
aumentando a exposi¢ao” ou “resistente” de acordo com as referéncias dos comités de

padronizacdo dos testes de sensibilidade (SALAM et al., 2023).

Figura 12 — Ilustracdo do método da fita gradiente para deteccao de
CIM
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Fonte: a autora

Apesar do E-test® facilitar a identificacdo e demonstracdo dos fendtipos de
resisténcia bacteriana por ser um método rapido e descomplicado e trazer praticidade para a
rotina do laboratorio de microbiologia atualmente ele tem caido em desuso. Isto porque

estudos tém revelado que as CIM obtidas por este método variam de acordo com outras
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metodologias o que pode levar a valores inconsistentes incluindo para vancomicina frente a
Staphylococcus  spp. (KOWALSKA-KROCHMAL et al., 2021) (KOWALSKA-
KROCHMAL; DUDEK-WICHER, 2021).

O método quantitativo considerado padrdo ouro para a determinagdo da
sensibilidade de isolados de S. aureus a vancomicina ¢ a microdilui¢do em caldo, cujos
critérios para interpretacdo encontram-se em documentos atualizados pelos comités de
padronizacdo (OPLUSTIL et al., 2020). Este método ¢ o mais confiavel para avaliar a
sensibilidade aos antimicrobianos, pois demonstra resultados quantitativos e ndo tem
interferéncia da velocidade de crescimento dos microrganismos segundo Ostrosky et al.
(2008). No entanto, devido a sua robustez, ¢ considerado de dificil procedimento nio se
adaptando bem a rotina laboratorial (ROSSATO et al., 2014) (ROSSATO et al., 2014).

A microdiluicdo trouxe beneficios a0 método de macrodiluigdo em 1977, pois
otimizou o volume utilizado (~100 puL) e melhorou sua capacidade. O método consiste em
avaliar dilui¢cdes dos antibioticos em placas de plastico descartaveis contendo 96 pocos (figura
13). Ap6s ajustes a concentracdo final de indculo nos pogos deve estar em 5 x 10° UFC/mL. A
placa ¢ incubada de 12 a 24 h a 37° C e apds esse periodo observa-se a presenga ou ndo de

turbidez de maneira visual ou utilizando um leitor automatico (SALAM et al., 2023).

Figura 13 — Placa com 96 pog¢os de microdilui¢ao em caldo
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Fonte: Elaborada pela autora (Biorender).
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Estudos relacionados com o desempenho dessas metodologias de determinagdo da
concentragdo inibitéria minima de Staphylococcus aureus frente a vancomicina tém apontado
que os sistemas automatizados tendem a obter resultados inexatos quando esta CIM de
vancomicina chega a 2 pg/mL (KUO et al., 2020). Ja outras pesquisas, demonstraram que 0s
resultados das CIM obtidas de E-test® tiveram uma concordancia baixa em relacdo aos valores
da microdilui¢do em caldo principalmente em isolados de Staphylococcus spp. frente aos
glicopeptideos (KOWALSKA-KROCHMAL et al., 2023). Em vista disto, resultados erroneos
da CIM podem acarretar no uso indevido de medicamentos de segunda escolha para o
tratamento de bacteremia por S. aureus. Esses fatos levam a indagacdo de que os
profissionais médicos devem entdo, ao avaliarem as opdes de manejo clinico disponiveis,
levar em consideragdo a realizagdo de exames que se complementem a fim de embasar a
decisdo da mudanca da terapéutica (KUO et al., 2020; BOBENCHIK et al., 2014).

Assim sendo, além da compreensdo dos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos ser de grande relevancia para o uso racional dos mesmos e para a produgdo
de novos farmacos (CUSSOLIM; JUNIOR, 2021), o conhecimento precoce e assertivo dos
perfis de resisténcia ¢ também uma ferramenta imprescindivel para a elaboragao de planos de
gerenciamento de antimicrobianos evitando assim o surgimento de cepas resistentes (KUO et

al., 2020).



3 OBJETIVOS

3.1 Geral
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Comparar o perfil de sensibilidade de Staphylococcus aureus isolados de

hemoculturas em hospital tercidrio obtido por diferentes métodos laboratoriais de

determinacdo da concentracdo inibitdria minima.

3.2 Especificos

a)

b)

d)

Determinar a frequéncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA) em amostras de sangue de um hospital tercirio;

Analisar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de cepas MRSA e

MSSA em amostras de hemocultura em ambiente hospitalar;

Determinar a CIM de oxacilina e vancomicina para S. aureus pelo método

automatizado Vitek®?2

Determinar a CIM de oxacilina e vancomicina para S. aureus por

microdiluicao em caldo

Determinar a CIM de vancomicina para S. aureus pelo método de fita

gradiente

Comparar as metodologias do Vitek®2, microdiluicio em caldo e fita
gradiente quanto a determinagdo da sensibilidade de MRSA e MSSA frente a

oxacilina e vancomicina
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho trata-se de um estudo de carater transversal analitico de
abordagem quantitativa, no qual foram avaliados 62 isolados de Staphylococcus aureus de
amostras de hemoculturas coletadas de pacientes do Hospital Carlos Alberto Studart
(Hospital do Coracdo de Messejana) no Ceara, no periodo de agosto de 2022 a julho de
2023. O hospital é uma instituicdo publica terciaria especializada no diagndstico e tratamento
de doencas cardiacas e pulmonares que conta com 491 leitos de internagdo, incluindo 70
leitos de UTI e realiza procedimentos de alta complexidade, como transplantes cardiacos
adulto e pediatrico. Foram incluidas no estudo somente hemoculturas positivas para S.
aureus e excluidas as que apresentaram crescimento polimicrobiano.

O estudo foi realizado em 4 etapas: inicialmente foram selecionadas as
hemoculturas dos pacientes que eram amostras positivas para Staphylococcus aureus e
realizada a andlise de prontuarios. Foram observadas as seguintes variaveis para analises:
sexo, idade, enfermarias, comorbidades, tempo de internacdo (data de entrada do paciente
no hospital, até a alta hospitalar) e desfecho clinico (alta hospitalar/ébito). Na segunda
etapa, ainda no hospital referido no estudo, foram observadas as sensibilidades aos
antimicrobianos por método automatizado Vitek®2 (BioMerieux, Franca) e averiguados
dados do sistema do laboratério a fim de verificar o perfil de sensibilidade e resisténcia aos
antibioticos. Na terceira etapa, os isolados de S. aureus foram encaminhados ao
Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicologicas Professor Doutor Eurico Litton
Pinheiro de Freitas (LACT/FFOE/UFC) onde foram feitas as determinac6es de CIM por
método de microdiluicdo em caldo e Etest. Por fim, foram comparadas as CIM da
vancomicina obtidas das cepas com as diferentes metodologias abordadas (automacéo, E-
test e microdilui¢cdo em caldo).

As analises foram feitas em triplicatas e foram utilizadas como controle as
cepas ATCC MRSA 33591 e MSSA 6538p. No estudo foram incluidas apenas amostras
de hemoculturas e que tivessem crescimento de Staphylococcus aureus, sendo excluidas

aguelas hemoculturas com crescimento polimicrobiano.
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Figura 14 — Fluxograma demonstrando critérios de inclusdo e exclusdo e
variaveis consideradas para o estudo
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Fonte: Elaborada pela autora

4.1 Obtencao das cepas

Para identificacdo das cepas de S. aureus, as hemoculturas dos pacientes
foram incubadas em aparelho BC120 (AutoBio Diagnostics,China) para deteccao
microbioldgica na realizacdo das culturas de sangue. Apds indicacdo de crescimento pelo
aparelho, foram feitas semeaduras do material nos meios agar chocolate e dgar sangue
para posterior identificacdo dos microrganismos e realizacdo de antibiograma em
automac&o no aparelho Vitek®2 (BioMerieux, Franca), utilizando cartio GP ID (Figura 14) e
cartdo AST-P585 respectivamente. Todos os isolados foram testados por essa metodologia
automatizada, de acordo com as normas do BrCAST (2022), cujo ponto de corte para
interpretar a sensibilidade de S. aureus a vancomicina ¢ uma CIM < 2 pg/mL a bactéria é

considerada sensivel e para uma CIM > 2 pg/mL ¢ relatada resisténcia ao antibiotico.
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Figura 15 — Cartdo de Identificacdo e antibiograma do

Vitek®2
Zomesane  ||NUNIIIININAROIN o
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Fonte BioMerieux

As cepas foram transportadas refrigeradas para o LACT-UFC, armazenadas
em meio inclinado (Mueller-Hinton) e congeladas a -80°C para depois processar 0s testes

de microdiluicdo em caldo e método de Etest.

4.2 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima

4.2.1 Determinacéo de CIM por Sistema Comercial Automatizado (Vitek®2)

Apos a deteccdo do microrganismo, utilizando-se cepas recém-isoladas durante a
rotina laboratorial, foi feita uma inoculagdo padronizada e adicionada aos cartdes de
identificacdo GP (Gram positivo) e no cartdo de antibiograma do aparelho Vitek®2 utilizando
diluicdo seguindo escala de McFarland. O indculo foi preparado com o auxilio de uma alca
estéril sendo transferida uma quantidade suficiente da coldnia da bactéria apds 24/48 h de
cultivo para um tubo de ensaio de material poliestireno transparente 12x5 mm com 3 ml de
salina estéril. Com aparelho densitbmetro Densichek (BioMerieux, Franga) (Figura 15)
ajustou-se a turbidez entre 0,50 a 0,63 unidades escala de McFarland para bactérias Gram

positivas.
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Figura 16 — Densicheck

Fonte: BioMerieux

Para o preparo da realizacdo do teste de sensibilidade foram adicionados 3 ml de
salina estéril em outro tubo de mesma referéncia e transferido com pipeta automatica um
volume de 280 pL proveniente do tubo de identificacdo. Os tubos de ensaio com as
suspensdes bacterianas foram colocados em cassetes com os referidos cartdes de identificacao

e antibiograma e introduzidas no aparelho (Figura 16).

Figura 17 — Desenho esquematico da identificacdo e antibiograma da bactéria

utilizando o Vitek®2
‘ A%

3 ML DE SALINA DENSICHEK
TUBO A ESCALA MCFARLAND
(0,50 - 0,63)

-TUBO A : IDENTIFICAGAO
«TUBO B : ANTIBIOGRAMA

Fonte: Elaborado pela autora (Canva).
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Os resultados ficaram disponiveis apds periodo de incubagdo, com a probabilidade
em porcentagem (%) de ser reconhecido como determinado microrganismo, revelando

género/espécie.

4.2.2 Determinacédo de CIM por Microdiluicdo em Caldo (MDC)

Segundo o CLSI (2019) este método quantitativo € o padrdo ouro para determinar
a CIM dos isolados de S. aureus frente a vancomicina. Para o teste foram utilizadas placas
de microdiluicdo com 96 po¢os e uma suspensao bacteriana preparada em caldo Mueller
Hinton (MH), onde a concentracdo foi ajustada a 0,5 da escala de McFarland por
comparacgdo visual através de um tubo de ensaio comercial com turbidez devidamente
padronizada. Em seguida, obteve-se uma suspencdo de diluicdo (1 x 10 UFC/mL) em caldo
MH de onde foram pipetados 50 pL da suspensao bacteriana em cada poco da placa aos
quais foram acrescentados 50 puL do antimicrobiano, totalizando 100 pL de volume por
poco. As dilui¢Bes para oxacilina e vancomicina usadas foram de 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125
e 0,075 pg/ mL, estas concentracbes foram determinadas a partir das distribuicdes de CIM
para MSSA e MRSA informados pelo BrCAST e CLSI. As placas foram devidamente
inoculadas e incubadas por 18 a 24 horas em estufa bacteriolégica a 35 + 2°C em

atmosfera adequada (Figura 17).

Figura 18 — Desenho esquematico da deteccdo da concentracdo inibitdria minima
por microdilui¢cdo em caldo
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Fonte: Elaborado pela autora (Biorender).
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Apds a incubagdo, foi feita leitura da CIM. Para interpretagdo, € avaliada a
presenca ou ndo de turbidez, na qual a presenca indica crescimento bacteriano e a
auséncia de turbidez é indicativa de que o antimicrobiano foi eficaz. Na interpretacao
final, a menor concentracdo do antibidtico que ndo houver turvacao é considerada a CIM.
Para o estudo foram determinadas as CIM por microdilui¢cdo em caldo para vancomicina

e oxacilina.

4.2.3 Determinagdo de CIM por Etest®

O Etest® (BioMérieux, Franca) ¢ um teste comercial manual quantitativo para
avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos. Ele apresenta tiras de gradiente onde a
concentracdo de vancomicina varia de 0,016 a 256 pug/mL. As bactérias armazenadas foram
ativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI). Para a CIM por Etest® foi inoculada uma
suspensdo bacteriana apos ajuste em 0,5 de McFarland em agar Mueller Hinton (BioMerieux
Brasil) utilizando um swab estéril, depois foi depositada a fita na parte central da placa e
realizada a incubacédo por 35£2°C em estufa bacterioldgica. Apds 24 h de incubacéo, a leitura
da CIM é realizada de maneira visual no local onde a elipse toca a tira do Etest (Figura 18).

Este método foi utilizado apenas para deteccao de CIM da vancomicina.
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Figura 19 — Esquema da realizacdo do Etest para vancomicina
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Fonte: Elaborado pela autora (Biorender).

4.2.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados nos softwares estatisticos IBM-SPSS® versdo 20 e
GraphPad Prism® versdo 9.5.1, tendo sua normalidade verificada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Dessa forma, foram analisadas as concordancias entre os métodos (Vitek®2 vs MDC; MDC vs
E-test; Vitek®2 vs E-test) e sua confiabilidade pelo teste de Kappa de Cohen, utilizando como
parametros de interpretacdo a Tabela 2. Além disso, para avaliacdo quantitativa paramétricas
foi realizado a correlagdo de Pearson, utilizando como base para interpretacdo a Tabela 3, e
para a analise das variaveis quantitativas independentes de distribuicdo normal foi realizado o
Teste T ndo paramétrico, para 2 categorias, e ANOVA, para mais de duas categorias. E ainda,
as variaveis categoricas tiveram suas distribuicdes verificadas por teste de Qui-quadrado.

Portanto, um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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Tabela 2 — Interpretagdo do coeficiente de Kappa de Cohen

Valor de Kappa | Nivel de concordancia % de dados que sao Fonte:
confidveis McHugh,
0-0.2 Nenhum 0-4% 2012.

0.21-0.39 Minimo 4 —15%
0.40-0.59 Fraco 15 - 35%
0.60 - 0.79 Moderado 35-63%
0.80 - 0.90 Forte 64 — 81 %

Acima de 0.90 Quase perfeito 82 — 100%

Tabela 3 — Interpretacdo da correlagédo de Pearson

Valorder Correlagdo
0.1-03 Fraco
0.4-0.6 Moderado

07-1 Forte

Fonte: Brito et al., 2009.

4.2.5 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicio
sob Numero do Parecer: 5.557.687/2022, seguindo todas as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Saude, através da Resolucéo n° 466 de 12 de dezembro de 2012, que

incorpora projetos de pesquisa envolvendo seres humanos (Anexo A) (BRASIL, 2012).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos pacientes

Durante o periodo do estudo, o hospital teve um total de 7361 solicitacGes de
hemoculturas. Destas, 1299 (17,65%) apresentaram resultado positivo, sendo 62 (4,80%)
positivas para S. aureus. Dos pacientes atendidos, 40 (64,52%) eram do sexo masculino e 22
(35,48%) eram pacientes do sexo feminino. Analisando a distribuicdo por sexo para cepas
resistentes a oxacilina obteve- se uma porcentagem aproximada de MRSA para ambos 0s
sexos (20,97% masculino e 16,13% feminino), mostrando que ndo houve diferenca entre eles
(p =0,079) (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas Gerais dos pacientes com S. aureus (MRSA e MSSA) presentes
em hemoculturas, no periodo de agosto de 2022 a julho de 2023

MRSA n=23 MSSA N =39 P

(37,10%0) (62,90%0)
Sexo n(%o)
Masculino 13 (20,97%) 27 (43,55%) 0.0788¢
Feminino 10 (16,13%) 12 (19,35%) :
Idade (anos) 51,46 + 5,092 55,25 + 4,379 0,5860°
Faixa etaria (anos)
0-10 3 (4,84%) 4 (6,45%)
11-19 0 (0,00%) 2 (3,23%)
20-39 1(1,61%) 4 (6,45%) 0,0045%
40-59 9 (14,52%) 8 (12,90%)
>60 10 (16,13%) 21 (33,87%)
Desfecho n(%o)
Alta 12 (19,36%) 28 (45,16%) 0.1188%
Obito 11 (17,74%) 11 (17,74%) :
Tempo de internacéo (dias) 50,91 £ 5,069 32,13 + 3,084 0,0014°
Unidade n(%)
Emergéncia 3 (4,84%) 11 (17,74%)
UTI 3 (4,84%) 3 (4,84%) 0,02472
Unidades de internacéo 17 (27,42%) 25 (40,32%)
Comorbidades n(%o)
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva 9 (40,90%) 13 (59,10%)
Hipertensao Arterial Sistémica 7 (36,84%) 12 (63,16%)
Diabetes Mellitus 3 (30%) 7 (70%) 0.469 2

Insuficiéncia Renal Cronica 2 (28,57%) 5 (71,43%)
Cardiopatias 3 (42,86%) 4 (57,14%)
Doenca Arterial Cronica 0 (0,0%) 7 (100%)
Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: *p<0,05; *Qui-quadrado; "Teste T néo pareado.
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Quanto ao perfil de sensibilidade a meticilina verificou-se que 23 (37,10%) foram
caracterizadas como MRSA e 39 (62,90%) apresentaram sensibilidade a oxacilina (MSSA).
Ao analisar o tempo de internagdo dos pacientes, foi visto que as cepas MRSA estdo
associadas a um maior periodo de permanéncia hospitalar (p= 0,014). No entanto, ndo foi
observada diferenca em relacdo ao desfecho clinico, uma vez que 22 pacientes (35,48%) foram
a Obito sendo que dentre estes 50% foram de pacientes acometidos por bacteremia por MRSA
(p=0,1188) (tabela 4).

Em se tratando da média de idade dos internos acometidos por infeccdo por MRSA
e MSSA correspondeu a 51,46 + 5,092 e 55,25 + 4,379 anos, respectivamente. Observou-se
que individuos com uma faixa etéria acima de 60 anos foram os mais associados a bacteremia
tanto por cepas MRSA (16,13%) como pelas MSSA (33,87%) (p = 0,045). Ao se analisar em
quais unidades do hospital houve maior nimero de casos de infec¢do de corrente sanguinea por
este microrganismo, foi visto que houve uma maior incidéncia para as unidades de internacéo
(incluindo Posto 1V, Unidade H, Unidade I, Unidade G, Estabilizacdo e outros) (67,74%),
seguida da Emergéncia (22,58%) e Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (9,68%) (p = 0,0247)
(Tabela 4).

A presenca de doencas preexistentes tambem foi analisada e foi visto que apenas 2
pacientes (3,23%) ndo tinham doenca prévia a hospitalizacdo. A maioria dos pacientes tinha
entre 1 e 2 doencas relatadas (80,65%) e 16,13% apresentavam historico de mais de 3 agravos
clinicos. Dentre estas foram destacadas: insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), hipertensao
arterial sisttmica (HAS), diabetes mellitus (DM), insuficiéncia renal cronica (IRC),
cardiopatias e doenca arterial cronica (DAC). Todas elas tiveram maior frequéncia em
pacientes com infeccdo por MSSA, mas ndo houve uma diferenca significativa entre os dois
grupos MSSA e MRSA (p= 0,469) (Tabela 4).

5.2 Resisténcia aos antimicrobianos pelas cepas MSSA e MRSA

Staphylococcus aureus fen6tipo MRSA apresentaram maiores taxas de resisténcia,
no geral. Para os antimicrobianos levofloxacino (p= 0,0008) e trimetoprim/sulfametoxazol (p=
0,0470) a incidéncia de resisténcia foi significativamente maior em comparagdo com as cepas
de MSSA, conforme ilustrado na figura 19. Foi observado que 88,68% dos isolados MSSA
foram sensiveis a todos os antibidticos testados e que suas taxas de resisténcia foram maiores
para Benzilpenicilina, clindamicina e trimetoprim/sulfametoxazol. Um percentual

consideravel de cepas de Staphylococcus aureus foi sensivel a gentamicina (fig. 19). Todas
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as cepas tiveram sensibilidade de 100% a vancomicina, teicoplanina, linezolida,

daptomicina e tigeciclina (tabela 5).

Figura 20 — Taxas de resisténcia aos antibidticos dos isolados MRSA e MSSA em valores
relativos e absolutos

— FC ey

Rmpicin | 17.39% (9 p=0,1146
Clindamicina w 35.90% (14) p=0,1210
Levofloxacine _0%(0) p=0,0008
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Trimetoprim/Sulf 4
a m 26,09% (0) p=0.0470
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: *p<0,05; Qui-quadrado.
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Tabela 5 — Perfil de Sensibilidade dos S. aureus MSSA e MRSA isolados das hemoculturas, no

periodo de agosto de 2022 a julho de 2023

Antimicrobiano MRSA (n=23) MSSA P
(n=39)
Benzilpenicilina Sensivel 0 (0,00%) 5 (12,82%) 0,0733
Resistente 23 (100%) 34(87,18%)
Oxacilina Sensivel 0 (0,00%) 39 (100%) < 0,0001
Resistente 23 (100%) 0 (0,00%)
Vancomicina Sensivel 23 (100%) 39 (100%) }
Resistente 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Gentamicina Sensivel 22 (95,65%) 39 (100%) 0,1892
Resistente 1 (4,35%) 0 (0,00%)
Levofloxacino Sensivel 17 (73,91%) 39 (100%) 0,0008
Resistente 6 (26,09%) 0 (0,00%)
Clindamicina Sensivel 19 (82,61%) 25(64,10%) 0,1210
Resistente 4 (17,39%) 14(35,90%)
Linezolida Sensivel 23 (100%) 39 (100%) }
Resistente 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Daptomicina Sensivel 23 (100%) 39 (100%) -
Resistente 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Teicoplanina Sensivel 23 (100%) 39 (100%) -
Resistente 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Tigeciclina Sensivel 23 (100%) 39 (100%) -
Resistente 0 (0,00%) 0 (0,00%)
Rifampicina Sensivel 19 (82,61%) 37 (94,87%)  0,1146
Resistente 4 (17,39%) 2 (5,13%)
Trimetoprim/Sulfametoxazol Sensivel 17 (73,91%) 36 (92,31%)  0,0470
Resistente 6 (26,09%) 3 (7,69%)

Fonte: Elaborado pela autora,
Legenda: *p<0,05; Qui-quadrado.
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5.3 Comparagdo dos métodos para determinacédo da CIM de Oxacilina

Na determinacdo da CIM de oxacilina a partir do método de MDC foram obtidos
resultados de CIM entre 0,125 e 4 pg/ml, sendo 7 isolados com CIM de 4 pg/mL, 5 isolados
com CIM de 2 pg/mL, 7 isolados com CIM de 1 pg/mL, 6 isolados com CIM de 0,5 pg/mL, 34
isolados com CIM de 0,25 pg/mL e 3 isolados com CIM de 0,125 pg/mL (Tabela 6). A
concordancia atribuida entre eles foi de 59,7 %, valor que expressa a quantidade em percentual
de resultados idénticos alcancados pelos métodos; sendo 45,2% concordantes com CIM igual a
0,25 pg/mL, 3,2% para 0,5 pg/mL e 11,3% para 4 pg/mL.

As CIM de oxacilina obtidas pelo método automatizado Vitek®2 variaram entre
0,25 e 4 pg/ml, sendo 22 isolados com CIM de 4 pg/mL, 1 isolados com CIM de 2 pg/mL, 6
isolados com CIM de 0,5 pg/mL e 33 isolados com CIM de 0,25 pg/mL. Dessa forma, ao
comparar esses resultados, foi identificado divergéncia nas CIM de 25 dos 62 isolados
(40,32%), com variacdo de até 4 diluicbes, podendo ser identificado visual no mapa de calor

que o Vitek tende a apresentar valores mais altos de CIM (Figura 20).

Tabela 6 — Concordancia entre os métodos Vitek®2 e MDC para determinacio CIM  de
oxacilina de isolados de S. aureus (n=62)
Vitek®2 MDC

0,125 0,25 05 1 2 4 Total
0,125 00% 0(0%)  0(0%) 0(Q%)  0(0%)  0(0%) 0 (0%)
0,25 3(4,8%) 28(452%) 2(32%) O0(O%)  0(0%)  0(0%) 33 (532%)

0,5 0(0%) 4(65%) 2(32%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 6 (9,7%)
1 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 1(1,6%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,6%)
4 0 (0%) 2 (3,2%) 2(3,2%) 2(3,2%) 6(9,7%) 7(11,3%) 22 (35,5%)
Total 3(4,8%) 34 (54,8%) 6(9,7%) 7 (11,3%) 5(11,3%) 7 (11,3%) 62 (100%)
Concordancia 59,7 %

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 21 — Mapa de calor das CIM de oxacilina
obtidas pelo Vitek®2 e MDC dos 62 isolados de S.
aureus

1
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Vitek®2 MDC CiM
Metodos

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: MDC — Microdilui¢do em Caldo; CIM — Concentragio Inibitéria Minima

No geral, os resultados emitidos pelo Vitek®2 apresentaram uma média mais
elevada de CIM (1.633 + 0.2266 pg/mL) que a MDC (0.9153 + 0.1542 pg/mL) (p = 0,01)
(Figura 21).
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Figura 22 — Média da CIM de oxacilina de isolados de S. aureus
obtidas pelo Vitek®2 e MDC
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Fonte: Elaborada pela autora.
Teste t ndo pareado (* p < 0,05); CIM — Concentragdo Inibitéria Minima; MDC —
Microdiluicdo em Caldo. resultados mostrados como média = erro padrio da média.
Buscando avaliar a correlagdo entre os métodos MDC e Vitek®2, foi realizado o
teste de correlacdo de Pearson, identificando uma correlacéo positiva forte entre os métodos (r
= 0.7106; p = <0.0001), sugerindo que o aumento da CIM no Vitek®2 estd sendo

acompanhado pelo aumento da CIM na MDC (Figura 22).

Figura 23 — Correlacdo de Pearson das CIM (ug/mL) de
Oxacilina de isolados de S. aureus obtidas peloVitek®2 e MDC

2 r=0.7106
p=<0.0001 .

MDC

Vitek®2

Fonte: Elaborada pela autora.
Correlacdo de Pearson (p <0,05); MDC — Microdilui¢do em Caldo.
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O teste de Kappa de Cohen aplicado as CIM de oxacilina obtidas por esses
métodos mostrou uma confiabilidade minima entre Vitek®2 e MDC (K= 0,387; P < 0,001;

concordancia= 59,7%), com intervalo de confianga entre 4% e 15%.

5.4 Comparacdo dos métodos para determinacao da CIM de vancomicina

As CIM da Vancomicina foram determinadas para os 62 isolados a partir de trés
diferentes métodos (MDC, Vitek®2 e E-test®), a fim de avaliar seu grau de concordancia, média
geométrica, correlacdo e confiabilidade.

Na determinacdo da CIM de vancomicina a partir do método de MDC foram obtidos
resultados de CIM entre 0,5 e 2 pg/ml, sendo 1 isolado com CIM de 2 pg/mL, 8 isolados com
CIM de 1 pg/mL e 53 isolados com CIM de 0,5 pg/mL. No que tange as CIM de vancomicina
obtidas pelo Vitek®2, também houve variacéo entre 0,5 e 2 pug/ml, sendo 2 isolados com CIM
de 2 pg/mL, 17 isolados com CIM de 1 pg/mL e 43 isolados com CIM de 0,5 pg/mL. Assim,
ao analisar os resultados das CIM de vancomicina obtidas pela MDC e Vitek®2, foi identificado
divergéncia nas CIM de 13 dos 62 isolados, com variacdo de 1 diluicdo, obtendo-se uma

concordancia de 79% dos resultados (Tabela 7).

Tabela 7 — Concordancia entre os métodos Vitek®2 e MDC para determinagdo CIM de
Vancomicina de isolados de S. aureus (n=62)

Vitek®2 MDC
0,5 1 2 Total
0,5 42 (67,7%) 1 (1,6%) 0 (0%) 43 (27,4%)
1 11 (17,7%) 6 (9,7%) 0 (0%) 17 (27,4%)
2 0 (0%) 1 (1,6%) 1 (1,6%) 2 (3,2%)
Total 53 (85,5%) 2 (12,9%) 1 (1,6%) 62 (100%)

Concordancia 79 %

Fonte: Elaborada pela autora.
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Adicionalmente aos métodos mencionados, ao determinar a CIM de vancomicina
pelo método manual E-test® foram obtidas CIM entre 0,25 e 1 pg/ml, sendo 4 isolados com
CIM de 1 pg/mL, 41 isolados com CIM de 0,5 pg/mL e 17 isolados com CIM de 0,25 pg/mL.
Ao comparar esses resultados com os obtidos pelo Vitek®2, foram identificas divergéncias em
CIM de 29 dos 62 isolados, com variacdo de até 2 dilui¢bes. Além disso, a concordancia
obtida foi de 38,7 % (Tabela 8).

Tabela 8 — Concordancia entre os métodos Vitek®2 e E-test® para determinagdo CIM de
Vancomicina de isolados de S. aureus (n=62)

Vitek®2 E-test®
0,5 1 2 Total
0,5 13 (21%) 30 (48,4%) 0 (0%) 43 (69,4%)
1 4 (6,5%) 10 (16,1%) 3 (4,8%) 17 (27,4%)
2 0 (0%) 1 (1,6%) 1 (1,6%) 2 (3,2 %)
Total 17 (27,4%) 41 (66,1%) 4 (6,5%) 62 (100%)

Concordancia 38,7 %

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao comparar as CIM de vancomicina obtidas pelo E-test® e MDC, identificou-se
discordancia em 27 dos 62 dos isolados, com variacdo de até 2 dilui¢cbes. Logo, a
concordancia obtida foi de 35,5 % (Tabela 9).

Tabela 9 — Concordancia entre os métodos E-test® e MDC para determinacdo CIM de
Vancomicina de isolados de S. aureus (n=62)

E-test® MDC
0,5 1 2 Total
0,25 15 (24,2%) 2 (3,2%) 0 (0%) 17 (27,4%)
0,5 35(56,5%) 6 (9,7%) 0 (0%) 41 (66,1%)
1 3 (4,8 %) 0 (0%) 1 (1,6%) 4 (6,5%)
Total 53 (85,5 %) 8 (12,9%) 1 (1,6%) 62 (100%)
Concordancia 35,5 %

Fonte: Elaborada pela autora.
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O mapa de calor contido na figura 23 representa graficamente as distribuigdes das
CIM de acordo com o teste realizado. Ao analisar as médias geométricas das CIM obtidas entres
esses métodos, os resultados do Vitek®2 produziram uma maior média (0.6855 + 0.04183
pg/mL), seguido pela MDC (0.5887 + 0.03154 pg/mL) e uma menor média atribuida ao E-test
(0.4637 + 0.02289 pg/mL). Dessa forma, houve diferenga estatistica entre as médias obtidas
pelo Vitek®2 e E-test®, bem como entre 0 MDC e E-test® (p < 0,01) (Figura 24).

Figura 24 — Mapa de calor das CIM de VVancomicina obtidos pelo
Vitek®2, MDC e E-test® dos 62 isolados de S. aureus

2.0

1.5

Isolados

1.0

0.3

Vitek®2 MDC  E-test®

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: MDC — Microdiluigdo em Caldo; CIM — Concentracdo Inibitoria
Minima; E- test® - Epsilometes test®.
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Figura 25 — Média geométrica da CIM de
Vancomicina de isolados de S. aureus obtidas

pelo Vitek®2, MDC e E-test®

p = < 0.001
1.0
0.6856 + 0.04183
0.8+
05887 £ 0 03154

0.6+ 0.4537 + 002289
041
|
£
D024
=2
o 0.0-

MDC Vitek®2 F-test®
Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: ANOVA (p < 0,05); CIM — Concentragdo
Inibitéria Minima;
MDC — Microdiluigdo em Caldo; E-test® - Epsilometes test®.

Ao avaliar a correlagéo entre os métodos MDC e Vitek®2, obteve-se uma correlagio
positiva e moderada (r = 0.6975, p = <0.0001); entre MDC e E-test® houve uma correlagio
positiva e fraca (r = 0.2563; p = 0.0444) (Figura 25). Ja entre E- test® e Vitek®2 houve uma
correlacdo positiva fraca (r= 0.3915; p = 0.0017) (Figura 26).

Figura 26 — Correlacao de Pearson das CIM de VVancomicina de
isolados de S. aureus obtidas pelo MDC vs Vitek®2 e MDC

vs E-test®
25- e
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= 1.0 g // .
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Fonte: Elaborada pela autora.
Correlacdo de Pearson ( p <0,05); CIM — Concentragio Inibitoria
Minima; MDC —Microdilui¢io em Caldo; E-test® - Epsilometes test®.
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Figura 27 — Correlagdo de Pearson das CIM de
Vancomicina de isolados de S. aureus obtidas pelo
Vitek®2 vs E-test®
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Fonte: Elaborada pela autora. 7
Correlagdo de Pearson (p <0,05); E-test® - Epsilometes test®.

O teste de Kappa de Cohen aplicado as CIM de vancomicina obtidas por esses
métodos mostrou uma confiabilidade fraca entre Vitek®2 e MDC (K= 0,435; P < 0,001;
concordancia= 79%), com intervalo de confianca entre 15% e 35%. N&o houve uma
confiabilidade consideravel entre Vitek®2 e Etest® (K= 0.107; P > 0,05; concordancia=
38,7%), com intervalo de confianca de 0% a 4%. O valor de Kappa para o cruzamento de
Etest® e MDC foi negativo, nédo sendo possivel enquadrar esse resultado nos parametros de
confiabilidade (K< 0.01; P > 0,05; concordancia = 35,5%).
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6 DISCUSSAO

A determinacdo do perfil e da prevaléncia dos microrganismos presentes em
hospitais € um pardmetro importante para o auxilio de medidas de prevengdo e controle de
infecgBes, e atraves destes dados sdo elaborados critérios para o uso racional de antimicrobianos
adotados nas instituicdes (DE WAELE, 2018).

O presente trabalho mostrou que infeccdo de corrente sanguinea por
Staphylococcus aureus acometeu uma porcentagem maior de pacientes do sexo masculino. Em
estudo temporal na Dinamarca (THORLACIUS-USSING et al., 2019) entre os anos de 2008 a
2015, foram encontrados 11054 casos de ICS por este agente, em que 62% dos pacientes eram
do sexo masculino e a idade mediana foi de 68 anos. Dallacort e colaboradores
(DALLACORT et al.,, 2016) também demonstraram incidéncia maior em individuos
masculinos (59,54%). Com relacdo a idade dos participantes neste estudo, foi visto maior
namero de pacientes acima de 50 anos (70,29%). Nossa pesquisa acompanhou essas
evidéncias visto que os resultados mostraram que o fator idade esta relacionado a ser de maior
risco para adquirir infeccdo de corrente sanguinea por esta bactéria, apresentando uma
frequéncia maior em individuos acima de 60 anos, visto que essa populacéo, juntamente com
pacientes de sexo masculino fazem parte do atendimento do referido hospital os quais séo
mais acometidos por doencas de base como doencas cardiacas e hipertenséo.

Nossa pesquisa constatou que as UTIs tiveram uma incidéncia menor de casos
(9.68%) devido ao menor nimero de leitos disponiveis no hospital. Estudos de outros autores
(FERREIRA et al., 2015; AQUINO; SILVA, 2022) corroboram a vulnerabilidade dos
pacientes de unidades de terapia intensiva (UTI) a maior frequéncia desse tipo de infeccdo
associada a fatores como procedimentos invasivos (cateteres, cirurgias complexas), uso de
antimicrobianos potentes, uso de imunossupressores, dentre outros. No presente estudo a
maior frequéncia de S. aureus ficou distribuida entre as unidades de internacdo, em que estas
sdo unidades pos cirdrgicas cujos pacientes permanecem maior tempo de hospitalizacdo e
ficam mais propensos as IRAS (InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a Saude), devido a
exposicdo de equipamentos e procedimentos invasivos, condi¢cdes nutricionais, presenca de
pacientes colonizados ou infectados no mesmo local ou ainda pelas maos dos profissionais de
satde que podem contribuir para a disseminacdo de cepas multirresistentes (MENEGUIN et
al., 2020).



65

Aratani e colaboradores (Aratani et al., 2021) relataram em seu trabalho que a
identificacdo de fatores inerentes aos pacientes podem ser utilizados e séo indicativos de
infeccdo por MRSA, sendo de importancia para definicdo do tratamento de individuos com
infeccdo por estas cepas. Um estudo recente sobre salde na regido canadense buscou analisar
a epidemiologia e os fatores de risco relacionados a mortalidade por infeccdo de corrente
sanguinea causada por Staphylococcus aureus (LAM et al., 2019). Em compara¢do com o
periodo anterior a década de 2010, quando pacientes em hemodialise enfrentavam um maior
risco dessa infeccdo pelo referido patdgeno, observa-se que 0S riscos atuais estdo mais
vinculados a outras condicdes, tais como doencas cardiacas, pulmonares e crénicas como o
diabetes mellitus. Essa constatagcdo foi corroborada por nosso estudo, que identificou essas
comorbidades como as mais prevalentes entre os pacientes analisados.

A resisténcia dessas cepas aos antimicrobianos dentre eles as penicilinas,
fluoroguinonas, lincosaminas, oxacilina e até mesmo a vancomicina, leva a diminui¢do das
opcOes terapéuticas para tratar as infecgbes por S. aureus (CLSI, 2019; KUO et al., 2020). Os
dados do presente estudo demonstram que os perfis de resisténcia frente aos antimicrobianos
observados para as cepas MRSA merecem ser avaliados em destaque visto que apresentaram
uma frequéncia maior e que requer atencao.

Este trabalho avaliou a sensibilidade de Staphylococcus aureus a 13
antimicrobianos pelo aparelho Vitek 2 e mostrou que para essas cepas multirresistentes algumas
taxas de resisténcia foram altas como as observadas frente a Benzilpenicilina (100%),
clindamicina  (17,39%), rifampicina  (17,39%), levofloxacino  (26,09%) e
sulfametoxazol/trimetoprim (26,09%); sendo que, para as taxas destes dois Ultimos
antimicrobianos houve diferenca da frequéncia de cepas resistentes entre MRSA e MSSA.
Dados com frequéncias mais altas de resisténcia frente a estes antimicrobianos para as
bactérias relacionadas foram encontrados em um estudo de vigilancia e epidemiologia de
infeccdes hospitalares pelo mesmo microrganismo em hospital universitario em Minas Gerais
(DALLACORT et al., 2016).

Todas as cepas foram sensiveis a vancomicina, o que € muito favoravel, pois este
glicopeptideo é a opcao de escolha para tratamento de cepas MRSA, embora ja se tenha relatos
de casos de resisténcia ao medicamento (DUARTE et al., 2018). Ambos os fenotipos (MSSA
e MRSA) tiveram sensibilidade de 100% frente a daptomicina, linezolida e tigeciclina,
medicamentos tidos como opgdes para infecgdes por MRSA (TURNER et al., 2019).

A daptomicina € outro agente de primeira linha para bacteremias por MRSA com

aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA), mas ja existem relatos na literatura de
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resisténcia cruzada entre cepas de CIM aumentada de vancomicina e daptomicina (VAN HAL
et al., 2012). E importante ainda salientar que mesmo diante de fatos que revelem falha
terapéutica em relacdo a vancomicina em infecgdes por cepas VISA ou hVISA, estudos
mostraram ndo haver melhores resultados com outros antibidticos ((LEE et al, 2018; DOS
SANTOS et al., 2021).

Apesar do perfil de sensibilidade para vancomicina das cepas MRSA, trabalhos
relatam que estas podem apresentar CIM aumentada mesmo estando inserida na faixa de
sensibilidade (ROSSATTO et al., 2014). Este fendbmeno cujo nome foi dado de “MIC
creep” foi observado em uma analise de quinze anos relacionada a sensibilidade de
antimicrobianos e é relatada em estudos (LAM; STOKES, 2022), podendo ser responsavel
pelo sério risco de falha de éxito da antibioticoterapia . Em decorréncia disso é de
fundamental importancia o uso de metodos de deteccdo de CIM adequados dentre a
variabilidade de metodologias utilizadas para se chegar a valores assertivos do perfil de
sensibilidade dessas cepas multirresistentes de menor sensibilidade a vancomicina (DUARTE
et al., 2018).

A juncdo de terapias antimicrobianas corretas e medidas de controle de infeccéo
sdo de grande importancia para a reducdo do surgimento de bactérias com alta resisténcia aos
antibioticos. A epidemiologia de ICS pode variar de acordo com a localidade ou entre paises
desenvolvidos ou ndo. Um estudo feito em amostras de hemocultura no Canada (LAM et al.,
2019) mostrou que a distribuicdo de S. aureus MRSA aumentou na Ultima década, enquanto no
Reino Unido houve uma queda significativa. Este trabalho mostrou a incidéncia de MRSA no
Canada como sendo de 20% dentre as bacteremias e 80% para MSSA. No Brasil tem-se
relatos (DUARTE et al., 2018) de frequéncia de MRSA de 43,7% , podendo variar de 34,1% a
46%, o que foi de acordo com nossos dados, onde 23 (37,10%) isolados de S. aureus
apresentaram resisténcia a meticilina.

Outro parametro analisado em nosso estudo foi o tempo de internacdo no qual foi
verificado um periodo de internacdo mais prolongado nos pacientes com bacteremia por cepas
MRSA, que ficou em torno de 50 dias, quando comparado com o fenotipo sensivel (MSSA).
Esse resultado pode implicar que infeccBes por estas bactérias mais resistentes tragam mais
onus para os sistemas de saude devido a longa permanéncia dos pacientes em hospitais
(MENEGUIN et al.,, 2020). Lee e colaboradores (LEE et al.,, 2018), em trabalho
epidemiologico sobre MRSA, ndo demonstraram diferenca quanto ao tempo de internacéo
entre bacteremias pelos 2 grupos ja que para ambos o tempo foi prolongado. Dados analisados

em estudo sobre fatores que podem estar relacionados a infec¢cdes por MRSA em unidades de



67

terapia intensiva (MENEGUIN et al., 2020) corroboraram com nosso estudo, mostrando
diferenca significativa para a maior quantidade de dias de internacéo relacionados a ICS por
estas bactérias multirresistentes.

No Japéo foi relatado que a taxa de mortalidade de ICS por S. aureus MRSA ocorre
1,5 a 2 vezes mais do que ICS pelas cepas MSSA, entretanto outros estudos tiveram resultados
divergentes quanto a associacdo de bacteremias por estes agentes as taxas de mortalidade
(ARATANI et al., 2021). Em nosso trabalho 35,48% dos pacientes tiveram 6bito como desfecho,
mas estes tiveram porcentagens iguais para ambos os fenétipos de S. aureus. Ja Horvath e
colaboradores (HORVATH et al., 2020) em seu estudo sobre a populacio de Staphylococcus
aureus em hospital terciario na Hungria identificou que a mortalidade geral em 30 dias foi de
39,9% para MRSA e 30,7% para MSSA mostrando uma diferenca significativa entre os grupos.

O presente trabalho buscou também avaliar a concordancia das CIM de oxacilina e
vancomicina obtidas por diferentes metodologias. Um dos achados deste estudo foi a
identificacdo de maiores médias geométricas obtidas pelo método automatizado Vitek®2 para
as CIM de oxacilina (1.633 + 0.2266) e vancomicina (0.6855 + 0.04183), quando comparado a
MDC. Em conformidade a isso, o estudo realizado por Chung identificou que 69,5% dos
resultados de CIM de vancomicina obtidos pelo Vitek®2 foram superiores aos resultados
determinados pela MDC (CHUNG,; LEE, 2022). Entretanto, ndo foi identificado na literatura
registros sobre a superestimacédo da CIM de oxacilina pelo Vitek®2.

Um estudo conduzido por Madhavan avaliou a capacidade do Vitek®2 em
identificar cepas MRSA em 100 isolados de amostras clinicas, obteve-se uma especificidade de
100% e sensibilidade de 97,2%, identificando corretamente os isolados de MRSA com CIM de
oxacilina > 4 pg/ml (MADHAVAN et al., 2021). No entanto, nossos resultados diferem do
estudo mencionado no grau de concordancia (59,7%), mesmo apresentando uma correlacéo
positiva e forte (r =0.7106; p = <0.0001). Apesar de ser considerado o padrdo ouro para
determinacdo da CIM, a MDC apresenta limitacdes por utilizar um método de diluicdes duplas,
ndo identificando pequenas alteraces nos valores de CIM e fornecendo valores mais baixos,
além disso a consisténcia nas leituras da CIM pode resultar em divergéncia, principalmente por
se tratar de uma analise visual (WILCOX et al., 2019).

Todos os isolados analisados neste estudo foram identificados como VSSA (CIM <2
ng/mL) (BrCAST, 2020) pelos métodos de MDC, Vitek®2 e E-test®. Contudo, os resultados de
CIM de vancomicina determinados pelo Vitek®2 apresentaram uma melhor correlagdo coma MDC
(Correlagdo de Pearson r = 0.6975) quando comparado aos resultados obtidos pelo E-test®

(Correlagdo de Pearsonr = 0.2563), indicando que o Vitek®2 (concordancia = 79%) apresentou
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uma maior concordancia com a MDC na determinac&o da CIM de vancomicina em comparagao ao
E-test® (concordancia = 35,5 %), mesmo assim, a comparagio apresentou um nivel de
confiabilidade fraco e ndo foi possivel atribuir parametros de confiabilidade entre MDC e- test®.
De maneira semelhante, o estudo conduzido por Phillips e colaborados identificou um nivel baixo
de concordancia entre a MDC e esses dois métodos (PHILLIPS et al., 2016).

A média geométrica obtida pelas CIM de vancomicina de MDC (0.5887 +0.03154)
e a faixa de concentragdo identificada para esses isolados (0,5 e 2 pg/ml) foi maior em
comparacio ao E-test®, cuja média foi de 0.4637 + 0.02289 e faixa de concentragdo da CIM dos
isolados foi de 0,25 e 1 pg/ml, havendo uma tendéncia a do E-test® a subestimar os valores de
CIM de vancomicina.

Um estudo conduzido por Song e colaboradores, demonstrou uma concordancia de
56,9% entre o E-test® e MDC, identificando uma tendéncia de superestimacdo pelo E-test® em
isolados que apresentaram baixas CIM de vancomicina identificadas pela MDC (0,5 pug/mL), e
uma tendéncia a subestimar em isolados que apresentaram elevadas CIM de vancomicina pelo
MDC (2 ug/mL) (SONG et al., 2017). Ademais, o estudo realizado por Kuo e colaboradores
também identificou uma tendéncia do E-test® em subestimar as CIM reais de vancomicina
(KUO et al.,, 2020). Em contrapartida, outros estudos descreveram uma tendéncia a
superestimacio da CIM de vancomicina pelo E-test® (COSTA, 2021; HIMANI et al., 2015;
MANFREDINI et al., 2011; HOS et al., 2017).

Uma hipotese a essa variagdo nas CIM de vancomicina obtidas pela E-test®,
pode estar relacionada ao momento da realizacdo do teste, pois foi observado CIM mais
elevadas de vancomicina de amostras recém isoladas de MRSA ao comparar as que foram
armazenadas (até 6 meses) para determinacdo posteriormente (WILCOX et al., 2019). Outro
ponto importante esta relacionado ao analista, sendo a interpretacdo do teste de carater
subjetivo, este fato relatado por estudo realizado por Bouiller e colaboradores em que foi
identificada uma discordancia em 18% nas leituras das placas. Assim, resultando em uma
superestimacao ou subestimacdo da CIM de vancomicina (BOUILLER et al., 2018).

Uma das limitagGes ao comparar a MDC com o E-test® é a inexisténcia de uma faixa
de concentracdo equivalente entre os testes, uma vez que a MDC dependente de uma diluicdo
dupla que representa limitagGes quantitativas, e o E-test® possui uma extensa faixa de
concentracdo, variando de 0,016 a 256 pg/ml (MANFREDINI et al., 2011). Portanto, é
importante estar ciente dessa possibilidade de subestimac&o nas determinaces nas CIM de
vancomicina, dado que essa CIM menor que a real pode resultar em falha terapéutica (COSTA,
2021).
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Além disso, o presente estudo identificou uma concordancia de 38,7 % das CIM
de vancomicina obtidas pelo Vitek®2 e E-test®, maior percentual que o identificado pelo estudo
Bloomgren, cuja concordancia na determinagcdo da CIM de vancomicina em isolados MRSA
entre esses dois métodos foi de apenas 12%, sendo identificados maiores CIM de vancomicina
pelo E-test® em 85,3% dos isolados (BLOOMGREN; LAIBLE, 2013). Outro estudo
demonstrou discordancia em mais de 30% dos resultados obtidos pelo E-test® e Vitek®2 (HSU
et al., 2008).

No presente trabalho, houve variagédo de 1 (uma) diluicdo nas CIM de vancomicina
de 13 dos 62 isolados obtidos pelo Vitek®2 comparado a MDC. Esse resultado chama atencao,
visto que o ponto de corte para modificacdo do tratamento com vancomicina para antibidticos
de segunda linha é a identificagdo de CIM superiores a 2 u g/mL (BROWN et al., 2021), estando
bem documentado a ocorréncia de superestimacdo nas CIM de vancomicina obtidas pelo
Vitek®2 e a maior chance de substituicdo da antibioticoterapia. Corroborando esses dados, 0
estudo realizado por Kuo e colaboradores, mostrou que 47% dos pacientes incluidos na sua
pesquisa podem ter recebido um antibidtico de segunda linha sem necessidade, pois apenas
53,57% das CIM elevadas de vancomicina era concordante com os resultados identificado pela
MDC. Seus resultados mostraram que o Vitek®2 tendeu a superestimar isolados com elevadas
CIM de vancomicina, em torno de 1 e 2 p g/mL (KUO et al., 2020).

Portanto, ja esta muito bem documentado que a pressao seletiva das cepas resistente
esta diretamente relacionada ao aumento do consumo e uso irracional de antibiéticos (I.K et al.,
2023). Um levantamento recente realizado por Massarine e colaboradores, identificou um
aumento de quase 30% em 2021 do consumo de antibioticos no ambiente hospitalar apds o
inicio da pandemia em 2019, assim como 0 aumento nos registros das bactérias multirresistente
(MASSARINE et al., 2023).

Conforme descrito nas diretrizes praticas da Infectious Diseases Society of America
(IDSA) e diretrizes do Reino Unido sobre o manejo de infeccdes por MRSA, o antibiotico de
escolha para bacteremia por MRSA €é a vancomicina. Seu uso deve ser continuado caso 0
isolado apresente um CIM de vancomicina < 2 pg/mL ou resposta clinica do paciente. Caso o
isolado apresente um CIM de vancomicina > 2 pg/mL, deve recorrer a antibioticos alternativos,
como a Linezolida ou Daptomicina, visto que dosagens mais elevadas de vancomicina podem
levar a toxicidade renal. Além disso, mesmo o isolado apresente uma CIM de vancomicina < 2
ug/mL e o paciente ndo esteja apresentando resposta clinica, recomenda-se alterar sua
antibioticoterapia. Dessa forma, ¢ importante que os resultados de CIM de vancomicina > 2

pg/mL sejam avaliados com um teste complementar, exigindo mais aten¢do antes que seja
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decidido modificar o esquema de antibiéticos do paciente, visto que 0s métodos
automatizados apresentam limitacGes, além da possibilidade de ocorréncia de erros técnicos
(BROWN et al., 2021; LIU et al., 2011).

Alguns fatores podem estar relacionados ao aumento CIM identificada pelo
Vitek®2. Em primeiro lugar, sua metodologia utilizada na determinacdo da CIM dos
antibidticos é baseada na avaliagdo da curva de crescimento do isolado em comparagdo com
as curvas de isolados conhecidos. Essa interpretacdo é realizada pelo Advanced Expert
System (AES), cujo desempenho é questionado quanto a determinacdo da CIM em algumas
espécies de bactérias (ALI ALGHAMDI et al., 2023; CHEN et al., 2014; FRIEDRICH et
al., 2018).

A diminuigéo da preciséo dos métodos na determinacdo das CIM também pode estar
relacionada ao fenémeno descrito como Vancomycin MIC creep, que representa um aumento
lento e gradual da CIM de vancomicina nos isolados em todos os paises. Esse aumento pode
estar relacionado a disseminacdo clonal, intensidade do uso de vancomicina e inconsisténcia
dos métodos de analise, podendo haver subestimacdo ou superestimacdo a depender do
método utilizado (HO et al., 2010; KUO et al., 2020).

Um estudo realizado com 247 isolados clinicos de MRSA, coletados em trés
periodos diferentes ao longo de 10 anos, identificou um aumento da CIM de vancomicina ao
longo dos anos, identificado individualmente e pelo aumento da média geométrica ao longo dos
trés periodos do estudo. Uma hipotese para o aumento CIM de vancomicina, principalmente
nos isolados de hemocultura, esta atrelado ao aumento do uso de vancomicina parenteral. Além
disso, individuos com uso prévio de vancomicina tendem a apresentar CIM do antibi6tico
superior em infeccdes de recorréncia (HO et al., 2010). Corroborando esse achado, o estudo
realizado com 140 isolados de MRSA, identificou diferenca consideravel no aumento da CIM
de vancomicina de 2001 a 2009 (YEH et al., 2012).

Em 2006, o CLSI diminuiu o ponto de corte de sensibilidade a vancomicina de 4
para 2,0 pg/ml, e da resisténcia de 32,0 ug/ml a 16,0 pg/ml, pelo aumento dos registos de
ineficacia terapéutica da vancomicina frente a isolados de S. aureus com CIM > 4 pg/ml
(TOMCZAK et al., 2013). Visto disso, estudos apontam que pacientes com bacteremia por
MRSA com elevadas CIM de vancomicina ( > 1,5 pg/mL), mesmo consideradas susceptiveis
a vancomicina, apresentavam uma maior chance de desenvolver bacteremia recorrente e
maior tempo de internagdo, em comparagdo a pacientes com isolados que apresentam uma
menor CIM de vancomicina (< 1,5 pg/mL), estando a menor CIM relacionada a uma maior

chance de sucesso terapéutico (BLOOMGREN; LAIBLE, 2013; OTHMAN et al., 2019;
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PHILLIPS et al., 2016).Em contrapartida, ¢ importante mencionar que a presenca de CIM
elevadas de vancomicina (>1,5 mg), de acordo com os estudos conduzidos por Hos, Yeh, Son
e seus respectivos colaboradores, ndo apresentou correlagdo com aumento da mortalidade
(HOS etal., 2017; SONG et al., 2017; YEH et al., 2012).

Ademais, a auséncia de resposta ou resposta reduzida a vancomicina mesmo em
isolados suscetiveis (CIM < 2 pg/mL) representa uma séria dificuldade no manejo das
bacteremias principalmente quando ha presenca de heteroresisténcia, cuja identificacdo dessas
subpopulacdes resistentes a vancomicinas sdo de dificil deteccdo pelos métodos de
MDC,Vitek®2 e E-test®. (HIMANI et al., 2015; MANFREDINI et al., 2011).

Vale salientar, a MDC consiste em uma metodologia demorada e de dificil
implementacdo na rotina dos laboratorios de microbiologia, sendo usual a utilizagdo de
sistemas automatizados, como o Vitek®2, e o E-test®, que apresentam especificidade de
sensibilidade variavel. A determinacéo real da CIM de vancomicina € complexa, visto as
limitacGes inerentes a cada metodo (HIMANI et al., 2015; WILCOX et al., 2019).

De acordo com os dados obtidos foi verificado que os resultados das
concentracdes inibitérias minimas de vancomicina apresentaram variacdo de concordancia
entre os métodos indicando que deve ser feita avaliacdo segura desses resultados e teste
confirmatorio (microdiluicdo em caldo) de casos suspeitos de superestimacdo, além da
realizacdo de controle de qualidade periodico dos métodos utilizando cepas ATCC, com CIM
conhecidas, a fim de validar o processo interno e correcdo de falhas segundo recomendacdes
de outros estudos (TOMCZAK et al., 2013; WILCOX et al., 2019).

Nosso estudo teve como limitagdo a ndo realizagao da investigacao da presenca do
gene mecA nas amostras classificadas como resistentes a meticilina pelo screening de
cefoxitina. Para preencher essa lacuna e promover uma avaliagdo mais abrangente dos
métodos de detecgdo de resisténcia, ¢ importante conduzir estudos prospectivos amplos. Esses
estudos devem incluir a andlise do gene mecA, juntamente com uma avaliagdo detalhada dos
varios métodos de medicdo das concentragdes inibitorias minimas (CIM). Essa abordagem
permitird uma compreensdo mais completa da resisténcia a meticilina e auxiliara na

otimizagdo das estratégias de diagnostico e tratamento.
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7 CONCLUSAO

A presente pesquisa destaca a relevincia do entendimento da epidemiologia
das infecgdes por cepas multirresistentes, fornecendo uma base para o desenvolvimento de
estratégias preventivas eficazes e métodos de tratamento adequados.

Os dados do estudo demonstraram que as bacteremias causadas pelo fenotipo
MSSA predominaram, destacando a idade e a presenca de doengas preexistentes como
fatores de risco relevantes para este tipo de infecgdo. A analise ainda evidenciou que as
bacteremias por cepas MRSA estdo associadas a periodos prolongados de hospitalizagao
dos pacientes, embora ndo tenham influenciado significativamente o desfecho clinico em
comparagdo com os isolados MSSA.

Foi observado um alto indice de mortalidade entre individuos com bacteremia
por S. aureus, ressaltando a necessidade de estudos de vigilancia para minimizar a
propagacdo de microrganismos multirresistentes. Além disso, a alta taxa de resisténcia a
Benzilpenicilina foi comum entre os isolados de S. aureus, indicando a ineficacia desse
antibidtico contra essas infecgoes. A resisténcia antimicrobiana foi mais pronunciada entre
as cepas MRSA, especialmente frente ao levofloxacino e trimetoprim/sulfametoxazol.

Quanto a determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), os
resultados sugerem que o Vitek®2 e o método de microdiluicao em caldo (MDC) possuem
uma correlagdo positiva e forte para oxacilina, embora observada a superestimacao das
CIM pelo Vitek®2. Para vancomicina, o Vitek®2 demonstrou uma melhor correlagdo com
a MDC do que o E-test®, indicando uma tendéncia do E-test® em subestimar a CIM deste
antibiodtico. No entanto, ¢ recomendada uma abordagem cautelosa na interpretacdo dos
resultados do Vitek®2, visto que foi identificada superestimacao na CIM de vancomicina,
sugerindo a realizacdo de métodos complementares, como a microdiluicdo em caldo, para
confirmacao.

Dessa forma, os achados deste estudo contribuem para ressaltar a importancia
da vigilancia continua e do uso prudente de antimicrobianos para combater o surgimento
de cepas resistentes. A investigacdo adicional é necessaria para validar e aprimorar os
métodos de determinacdo da CIM, visando uma abordagem mais eficaz no tratamento

dessas infecg¢des.
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aureus resistentes a meticilina (MRSA) em amostras de hemoculturado Hospital do Coracao de Messejana,
Fortaleza-CE.Objetivo Secundario:a) Determinar a frequéncia de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA) em amostras de hemocultura;b) Comparar a concentragao inibitéria minima (CIM) da
vancomicina em isolados deStaphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e sensiveis (MSSA):c)
Avaliar o perfil de sensibilidade do MRSA a outros farmacos destinados a cocos resistentes como linezolida,
daptomicina e tigeciclina:d) Avaliar o desvio padrao da média aos se comparar a obtencao da CIM por
diferentes métodos laboratoriais como automatizacao, E-test emicrodiluicao em caldo:e) Associar a
influéncia dos valores de CIM para vancomicina no desfecho terapéutico de pacientes com bacteremia por
S. aureus em Hospital dereferéncia na area cardiovascular e de pneumologia para o Estado do Ceara.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:O presente estudo apresenta riscos minimos ao paciente, visto que trata apenas da utilizacao de
amostras de culturas ja solicitadas e isoladas pelolaboratério de microbiologia do hospital. Os riscos podem
estar relacionados a divulgacao de dados pessoais ou contaminacdo dos manipuladoresassociada ao
manejo dos microrganismos. Os riscos serdo minimizados através da assinatura do termo de compromisso
e confidencialidade dospesquisadores e seguimento das normas de bioseguranca.Beneficios:O projeto
apresenta beneficios em potencial quanto ao melhor entendimento acerca do gerenciamento de
antimicrobianos, melhorando a questaosocial associada a multirresistencia bacteriana que gera alta
mortalidade, gastos em saGde e impactos na salde publica.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Sera utilizado, ap6s aprovacao do comité de ética, amostras de sangue total (hemoculturas) para coleta e
identificacdo de Staphylococcus aureus,além disso o seu perfil de sensibilidade/resisténcia aos
antimicrobianos, e a incidéncia da bactéria em estudo sera analisada a partir de dadosfornecidos pelo setor
de laboratorio. Posteriormente, as bactérias isoladas serdao encaminhadas para o LACT-UFC a fim de
realizar os métodos deEtest e microdiluicdo em caldo, para comparagao das CIM (concentracao inibitoria
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