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RESUMO

Os Staphylococcus sao bactérias do grupo dos cocos Gram positivos que fazem parte
da microbiota, mas que podem provocar doencas. O aumento das condi¢cées que
induzem a internacao de individuos cada vez mais graves e imunocomprometidos,
somado ao surgimento da resisténcia a antimicrobianos, faz com que o uso de
antimicrobianos de ultima linha seja cada vez mais recorrente. O objetivo desse
estudo foi identificar os mecanismos de resisténcia antimicrobiana em bactérias do
género Staphylococcus associados a infecgdes clinicas em pacientes assistido em
hospital terciario do Recife/PE. A identificacdo dos isolados foi feita por MALDI TOF.
O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela técnica de
microdiluicdo em caldo. Os principais genes de resisténcia aos antimicrobianos foram
identificados por PCR e pelo sequenciamento de DNA. Os determinantes genéticos
pesquisados incluiram os cassetes SCCmec tipo |, II, I, IV, V e os genes mecA, que
conferem resisténcia a oxacilina, os genes vanA, vanB, que conferem resisténcia a
vancomicina e os genes cfr e mprF, responsaveis por conferir resisténcia a linezolida
e daptomicina, respectivamente. Foram coletados 36 isolados de Staphylococus
aureus e 34 de Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), resultando em um total
de 70 amostras bacterianas. A resisténcia a oxacilina em S. aureus foi de 75%, com
predominancia dos cassetes SCCmec tipo Il (37%). Entre os CoNS, o indice de
isolados resistentes foi de 85,2%, com predominancia dos cassetes SCCmec IV
(29%). A frequéncia do gene mecA nos isolados avaliados foi de 88,2% das amostras.
Nao foram detectados elementos genéticos de resisténcia a vancomicina, linezolida e
daptomicina. Entretanto, 4,2% das amostras apresentaram baixa susceptibilidade a
vancomicina e linezolida. A presenca desses isolados reforgca a necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias para combater a ameaca da resisténcia
antimicrobiana aos antibioticos de ultima linha.

Palavras-chave: Infecgcbes relacionadas a assisténcia a saude. Resisténcia
Antimicrobiana. Staphylococcus spp.
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ABSTRACT

Staphylococci are Gram-positive bacteria that are part of the microbiota but can cause
disease. The increase in the conditions that induce the hospitalization of increasingly
severe and immunocompromised individuals, together with the emergence of
antimicrobial resistance, makes the use of antimicrobial drugs of the last line more and
more recurrent. The aim of this study was to identify mechanisms of antimicrobial
resistance in bacteria of the genus Staphylococcus associated with clinical infections
in patients assisted at a tertiary hospital in Recife / PE. The identification of the isolates
was done by MALDI TOF. The antimicrobial susceptibility profile was determined by
broth microdilution technique. The major antimicrobial resistance genes were identified
by PCR and DNA sequencing. The genetic determinants studied included SCCmec
cassettes type I, I, lll, IV, V and the mecA genes conferring resistance to oxacillin,
vanA, vanB, vancomycin resistance genes and the cfr and mprF genes responsible for
conferring resistance to linezolid and daptomycin, respectively. Thirty-six isolates of
Staphylococcus aureus and 34 Coagulase-negative Staphylococcus (CoNS) were
collected, resulting in a total of 70 bacterial samples. The resistance to oxacillin in S.
aureus was 75%, with predominance of SCCmec type Il cassettes (37%). Among the
CoNS, the resistant isolates index was 85.2%, with SCCmec |V cassettes
predominating (29%). The frequency of the mecA gene in the isolates evaluated was
88.2% of the samples. No genetic elements of resistance to vancomycin, linezolid and
daptomycin were detected. However, 4.2% of the samples presented low susceptibility
to vancomycin and linezolid. The presence of these isolates reinforces the need to
develop new strategies to combat the threat of antimicrobial resistance to the last-line
antibiotics.

Key words: Health Care Associated Infections. Antimicrobial resistance.
Staphylococcus spp.
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1 INTRODUCAO

A terapia antimicrobiana é um dos componentes essenciais para a pratica
médica e o pilar para a intervencgao clinica em pacientes acometidos por infecgoes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). O crescente problema da resisténcia
antimicrobiana € agora reconhecido como uma grande ameaca para a Saude Publica,
comprometendo o controle de milhares de casos de infeccbes em pacientes no
mundo, inclusive no Brasil (CHENG et al., 2016).

Dentre os mais variados grupos de patdgenos, os Staphylococcus estéo entre
um dos mais prevalentes patdégenos bacterianos entre as IRAS (GALES et al., 2009),
sendo responsaveis por milhares de mortes todos os anos. Staphylococcus spp.
exibem notéria capacidade para se adaptar a condicdes adversas e desenvolver
resisténcia antimicrobiana mediante pressao seletiva exercida pelos antimicrobianos
utilizados na clinica, até mesmo aqueles utilizados como ultimas opg¢des para tratar
infeccbes causadas por bactérias Gram positivas multirresistentes aos
antimicrobianos (MDR). O uso excessivo dos antibidticos tem sido considerado um
dos principais fatores que contribuem para o aumento da resisténcia bacteriana
(LIVERMORE, 2005), que surge como uma resposta evolutiva mediada por um
imenso repertério genético, muitas vezes transferivel (WONG, 2017). Assim, a
resisténcia antimicrobiana deve ser encarada como um fenémeno evolutivo que exige
vigildncia constante e esforgos continuos para identificar mecanismos de resisténcia
emergentes, a fim de otimizar o uso de antibiéticos e criar estratégias para contornar
esse problema de Saude Publica (STEFANI; AGODI, 2000).

Considerando o impacto negativo da resisténcia antimicrobiana e a sua
crescente ameaca para a saude da populagao, resultando em consequéncias clinicas
e econdmicas desfavoraveis, como: dificuldade na escolha tratamentos eficazes,
aumentando a mortalidade dos pacientes, prolongamento da hospitalizacdo e
elevacéo dos custos diretos e indiretos aos cuidados a saude (O'BRIEN; STELLING;
WEERASURIYA, 2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016); e tendo em
vista a importancia de Staphylococcus spp. como patdgenos relacionados as IRAS; a

limitada terapéutica antimicrobiana, a potencial transferéncia de determinantes
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genéticos de resisténcia para outros patdégenos, sua elevada capacidade de
disseminacado por contato direto e indireto, os crescentes gastos com internagdes
hospitalares para tratamento de infecgbes graves causadas por esses
microrganismos, desenvolvemos este estudo visando caracterizar a distribuigéo,
frequéncia, bases genéticas dos mecanismos moleculares de resisténcia as drogas
de ultima linha entre isolados clinicos de Staphylococcus spp. oriundos de hospital

terciario do Recife-PE.

As bases genéticas e bioquimicas dos mecanismos de resisténcia destes
patdégenos aos antimicrobianos empregados na terapéutica atual sdo imensas e
variam de espécie para espécie e as estatisticas quanto a prevaléncia desses isolados
resistentes as drogas de Uultima linha ainda permanecem desconhecidas. A
implantacdo de medidas de barreira e otimizagao do uso de antimicrobianos depende
de estudos epidemioldgicos que caracterizam os agentes causadores de IRAS, e em
curto prazo, pode-se assim ajudar na orientacdo do uso racional de antibidticos de
maneira que aumente a eficiéncia da terapia antimicrobiana empirica e reduza a
prevaléncia de clones resistentes e o tempo de internacdo para o tratamento de
infeccbes mais graves. Além disso, a obtencdo de informac¢des sobre esses
mecanismos genéticos de resisténcia permitem a construcdo de uma base de dados
que podera ser utilizada para orientar futuras pesquisas para o aprofundamento do

conhecimento destes mecanismos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Staphylococcus

Membros do género Staphylococcus séo bactérias Gram positivas, imoveis,
podendo ser aerdébios ou anaerébios facultativos, com metabolismo respiratério
fermentativo. A coloragcdo de suas colonias pode apresentar-se variada (branca,
creme, amarela e laranja), a maioria é catalase positiva e oxidase negativa (SANCHEZ
et al., 2017). Apresentam a capacidade de reduzir nitrato a nitrito. Susceptiveis a lise
por lisostafina, mas n&o a lisozima (BERA et al., 2005), geralmente sao halotolerantes

e apresentam crescimento 6timo entre 35°C e 37°C (BRIAN, 2014).

Algumas espécies de Staphylococcus produzem uma adesina denominada
coagulase, que cataliza a converséo do fibrinogénio em fibrina e formacao de coagulo.
Sua detecgao € usada em laboratorio para a identificagao das espécies desse género
e, assim, o género Staphylococcus é dividido em dois grandes grupos: i)
Staphylococcus coagulase positiva, representado principalmente pelo Staphylococcus
aureus; ii) Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), compreendido por varias
espécies como: S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. simulans, S. hominis, S. warneri,
S. capitis, S. caprae e S. xylosus e S. epidermidis (BECKER; HEILMANN; PETERS,
2014) (Figura 1).
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Figura 1 - Principais espécies do género Staphylococcus. spp.

-

Fonte: O autor a partir de Becker (2014).

Das 47 espécies pertencentes ao género Staphylococcus, 38 sao classificados
como CoNS (LAMERS et al., 2012). Dentre os CoNS, o Staphylococcus epidermidis
tem sido o mais frequentemente isolado de amostras clinicas (BECKER; HEILMANN;
PETERS, 2014) e superficies corporais, sendo isolado de axilas, regides inguinais,
mucosas, conjuntiva (OTTO, 2009). Outras espécies como S. haemolyticus e S.
hominis sao preferencialmente isolados de axilas e glandulas apocrinas (PIETTE;
VERSCHRAEGEN, 2009); S. capitis € encontrado em glandulas sebaceas e no couro
cabeludo; S. auriculares é encontrado como colonizante exclusivo da parte externa do
ouvido. S. saprophyticus coloniza o reto e o trato genitourinario (PIETTE;
VERSCHRAEGEN, 20009).

Muitos fatores de viruléncia podem ser encontrados em Staphylococcus
(Quadro 1). Esses fatores podem ser secretados ou permanecerem associados a
superficie da bactéria, possibilitando a esses microrganismos escaparem da resposta
imune, instalarem-se e multiplicarem-se contribuindo para o estabelecimento e
progress&o da infec¢do (GOTZ; ROSENSTEIN, 2013).



Quadro 1 - Fatores de viruléncia em Staphylococcus spp.
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Fatores de
viruléncia

Comentarios

Referéncias

Enzimas

a) Fibrinolisinas: Degradam o coagulo e facilitam a

infeccao de tecidos adjacentes;

b) Hialuronidase: Hidrolisam a matriz celular do tecido
do hospedeiro, facilitando os processos de invasao e

disseminagao;
como endonucleases e

c) Nucleases: atuam

exonucleases;

d) Lipases: Disseminam o microrganismo nos tecidos

cutaneos e subcuténeos;

(BOKAREWA,;
JIN;
TARKOWSKI,
2006; IBBERSON
et al., 2014)

Hemolisinas

a) a-hemolisina: provoca a lise de eritrocitos e

polimorfonucleares;

b) B — hemolisina: E uma esfingomielinase secretada
durante a fase de crescimento (fase Log). Atua junto
com o fator CAMP de Streptococcus spp. produzindo
hemodlise sinérgica;

c) 6 - hemolisina: Presente em mais de 97% das cepas
de S.aureus e 50-70% dos CoNS, a &- hemolisina

interage com membranas celulares formando canais e

extravasando o conteudo celular.

(ELEK;
1950)

LEVY,

Toxinas

a) Toxinas esfoliativas: produzida por algumas cepas
de Staphylococcus spp., consistem em duas proteinas
distintas: ET-A e ET-B. Atuam degradando a matriz

mucopolissacaridica da epiderme.

b) Enterotoxinas A, E, H e I: moléculas termoestaveis
e responsaveis pelas manifestagcdes clinicas das

intoxicagdes alimentares Estafilocécicas.

Superantigenos

a) Toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1):
Pirogénica, superantigénica e apresenta a capacidade
em aumentar cerca de 1000 vezes os efeitos letais de

endotoxinas em coelhos.

(DINGES;
ORWIN;
SCHLIEVERT,
2000)

Fonte: o autor.
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2.2 Importancia clinica dos Staphylococcus sp.

Constituintes do microbioma do corpo humano, os Staphylococcus séo
encontrados na pele, garganta, fossas nasais, uretra e vagina, podendo ocasionar
infeccdo quando ha rompimento da barreira cutdnea ou comprometimento da
imunidade do hospedeiro (GELATTI et al., 2009). Como patdégenos, sao importantes

agentes etiolégicos de infecgcdes hospitalares e comunitarias (LIMA et al., 2015).

O Staphylococcus aureus é um dos membros mais patogénicos do grupo dos
Staphylococcus sp. Apesar de constituir parte da microbiota normal, sendo encontrado
nas narinas externas de 20-40% dos adultos (MCLOUGHLIN MULCARHY,
MCLOUGHLIN; 2016), esse microrganismo pode causar infec¢gdes oportunistas em
condigbes apropriadas como: lesbées cutaneas (queimaduras, incisées cirurgicas,
eczema), uso de linhas intravenosas e proteses, infecgdes por outros agentes (virus
influenza), doencas crénicas, neoplasias e cardiopatias (MOREILLON; QUE, 2014).
Nessas circunsténcias, o S. aureus pode causar uma variedade de processos
infecciosos, que incluem desde infec¢des cutdneas benignas até doencas sistémicas

potencialmente fatais (LIMA et al., 2015).

As infecgbes cutaneas incluem foliculite simples e impetigo, furunculos e
carbunculos, que afetam os tecidos subcutdneos e produzem sintomas sistémicos
como febre (JATON et al., 2016). Com frequéncia, S. aureus é isolado de infecgbes
pos-cirurgicas de feridas, que podem atuar como foco primario para infecgdes
sistémicas (ALEXIOU et al., 2017). A broncopneumonia estafilococica adquirida na
comunidade é habitualmente observada em individuos idosos e esta associada a
pneumonia viral como fator predisponente (DE LA CALLE et al., 2016). A pneumonia
hospitalar ocorre no contexto de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
intubacado e aspiragcdo (MALLIA et al.,, 2018). A bacteremia por S. aureus pode
propiciar a disseminagéo deste microrganismo para locais distantes do foco primario
de infecgcdo, resultando em endocardite, osteomielite, pioartrite e formacao de
abscessos metastaticos, particularmente nos pulmdes, cérebro e rins (ALMEIDA et
al., 2016; CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015; LIMA et al., 2015) .
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A meningite causada por S. aureus é observada em pacientes com
anormalidades no sistema nervoso central associada a traumatismo, cirurgias e
neoplasias (OORDT-SPEETS et al., 2018). As toxinas produzidas por S. aureus séo
responsaveis pela necrose epidérmica téxica (sindrome da pele escaldada) e pela
sindrome do choque téxico (MISHRA; YADAV; MISHRA, 2016; SHARMA et al., 2018).
Esses microrganismos também podem causar intoxicagdes alimentares devido a
liberagdo de exotoxinas durante o seu crescimento em alimentos contaminados (HAIT
et al., 2014).

A maior parte das espécies do género Staphylococcus pertencem ao grupo dos
Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), que é o mais diversificado grupo que
habita a pele e a mucosa de humanos e animais. A importancia clinica desse grupo
vem sendo destacada vem ha cerca de duas décadas (KLOOS; BANNERMAN, 1994).
Como tipicos patdégenos oportunistas, representam o maior grupo de agentes
etiologicos de infeccdes hospitalares, tendo um substancial impacto sobre a saude
humana (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014).

Os CoNS, assim como o S. aureus estdao frequentemente associados a
contaminagcdo de equipamentos hospitalares indispensaveis na medicina moderna
tais como: catéteres intravasculares, proteses valvares, estetoscopios, stents
coronarios e proteses articulares (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014) e como
colonizadores de diferentes partes da pele e mucosas do hospedeiro, sendo essas
uma importante fonte para infec¢gées enddégenas por CoNS (BECKER; HEILMANN;
PETERS, 2014).

Quanto aos achados clinicos relacionados aos CoNS, S. epidermidis é, sem
duvida, o microrganismo mais isolado. Esse microrganismo pode causar infec¢des de
trato urinario, infecgbes de feridas cirurgicas, dispositivos de protese, infecgbes de
derivac¢des do liquido cefalorraquidiano (LCR), acesso venoso e proteses valvares
(CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015). Outro CoNS que também tem sido isolado
com frequéncia € o S. saprophyticus, visto que essa espécie € um patdégeno que causa
primariamente infeccées de trato urinario em mulheres jovens e sexualmente ativas
(VASUDEVAN, 2014). Na atualidade, varias outras espécies desse grupo tem sido

descritas como causadoras de infecgdes em humanos, principalmente em feridas



24

operatérias, trato urinario, bacteremia, osteomielite, sepse relacionada ao uso de
catéteres, infec¢cbes de derivagdo ventriculoperitoneal e endocardite associada ao
implante de préteses valvares. As espécies mais comumente implicadas nesses
processos incluem: S. haemolyticus, S. lugdunensis, S. schileiferi, S. warneri, S.
hominis, S. simulans, S. saccharolyticus (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014;
HELDT MANICA; COHEN, 2017; SUEN et al., 2017).

Atualmente, os Staphylococcus spp. assumem destacado papel no contexto
das Infeccbes Relacionadas a Saude Assistencial (IRAS). A portaria 2.616 do
Ministério da Saude considera as Infec¢des Relacionadas a Saude (IRAS) como risco
significativo a saude dos usuarios dos servigos hospitalares definindo-as como
infec¢cdes adquiridas durante o processo de cuidado em um hospital ou outra unidade
prestadora de assisténcia a saude, que néo estavam presentes ou em incubacao na
admiss&o do paciente. Sua origem se da a partir da interacédo com os profissionais de
saude, como internacao, cirurgias, procedimentos feitos em ambulatério, cuidados
domiciliares, podendo manifestar-se inclusive apés a alta. Além disso, incluem as
infeccdes ocupacionais adquiridas pelos profissionais de saude (BRASIL, 1998). O
termo IRAS vem substituindo a expresséo infec¢cao hospitalar, pois engloba tanto
infeccbes relacionadas a assisténcia, quanto aquelas relacionadas a falha na
assisténcia, prevencao, diagndstico e tratamento. (HORAN; ANDRUS; DUDECK,
2008).

Estima-se que, pelo menos 10% dos pacientes em paises em
desenvolvimento e 7% dos pacientes em paises desenvolvidos adquiram IRAS
durante o periodo de hospitalizagdo. Na Europa, 37.000 mortes provocadas por essas
infeccbes causam um impacto financeiro de 07 bilhdes de euros por ano
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014) Nos Estados Unidos, os custos
hospitalares podem chegar a 45 bilhées de ddélares por ano (SCOTT, 2009). O Brasil,
apesar de nao haver uma sistematizacao dos dados (ROSSI, 2011), estima-se que
aproximadamente de 5% a 15% dos pacientes hospitalizados e que 25% a 35% dos
pacientes admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) adquiram algum tipo de
IRAS, sendo esta, em geral, a quarta causa de mortalidade (OLIVEIRA et al., 2012).

No Brasil, os Staphylococcus spp. representam o grupo de patdgenos mais isolados
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em IRAS, representando cerca de 28% das notificagdes (BOLETIM DE SEGURANCA
DO PACIENTE E QUALIDADE EM SERVICOS DE SAUDE, 2017). A taxa de
mortalidade por IRAS causadas por Staphyloccocus sp. € de 100.000 pacientes por
ano (LIMA et al., 2015).

Dados levantados por estudos multicéntricos realizados nos Estados Unidos
revelaram que as infecgbes por Staphylococcus resistente a meticilina em sitio
cirurgico elevam o tempo de internagdo e os custos hospitalares em até 105%.
Quando associados a infecgbes de corrente sanguinea (ICS), os custos aumentam
em até 51% (ZIMLICHMAN et al., 2013). Outro estudo realizado por analise de dados
de hospitalizagédo nos Estados Unidos entre 2010 e 2014 revelou que os custos por
paciente para tratamento de pneumonias causadas por MSSA podem chegar a US$
40.725. Quanto as infeccbes de corrente sanguinea (ICS) provocadas por esse
microrganismo, os custos chegam a US$ 34.536 por paciente (ALMEIDA et al., 2016;
KLEIN et al., 2018). No Brasil, ainda nao existem dados oficiais mais amplos sobre o
tema. Entretanto, algumas pesquisas realizadas dao a dimensao do problema. Por
exemplo, uma pesquisa realizada em 2012 no Hospital Santa Casa de Minas Gerais
identificou que o gasto diario por pacientes com IRAS provocadas por Staphylococcus
sp. pode chegar a R$ 1.502,18 (NANGINO et al., 2012).

2.3 Epidemiologia

Os estudos epidemiologicos das infecgdes por S. aureus tém focado na
distribui¢cao de isolados resistente a meticilina (MRSA). Entretanto, no século passado
o S. aureus meticilina sensivel (MSSA) foi um importante causador de surtos
hospitalares e, até hoje, permanece como o principal patégeno associado a IRAS
(MONACO et al., 2016). Um exemplo desse passado é representado pela cepa de S.
aureus denominada de phage type 80/81 que foi prevalente na metade do século
passado, causando infec¢des e levando a morte neonatos de diversos hospitais dos
Estados Unidos, Reino Unido e Canada (UHLEMANN et al., 2014), tornando-se o
primeiro clone de S. aureus pandémico a ser identificado (CHAMBERS; DELEO,

2009). As cepas phage type 80/81, resistente a penicilina e altamente virulenta,
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possuiam os genes para a leucocidina de Panton—Valentine (PVL), uma importante
leucotoxina que, mais tarde tornou-se um marcador para a identificagdo de cepas
relacionadas a infec¢des de individuos da comunidade (CA-MRSA) (MONACO et al.,
2016).

Apds a introducéo da meticilina na pratica clinica, esse clone desapareceu do
ambiente hospitalar. Entretanto, o S. aureus permaneceu como o principal patégeno
associado a IRAS em funcdo do aumento no numero de pacientes
imunocomprometidos, uso cada vez mais frequente de instrumentos invasivos como
catéteres intravasculares e o aparecimento de isolados com fenétipo MRSA (LOWY,
1998; UHLEMANN et al.,, 2014). A frequéncia de isolados MRSA aumentou
consideravelmente na década de 70 na Europa e nos Estados Unidos e, mais tarde,
mundialmente, permanecendo o S. aureus, até o momento, como um dos patégenos
lideres como causadores de IRAS em diferentes paises (DELEO; CHAMBERS, 2009;
HOLMLOM et al., 2016).

Nos Estados Unidos, o S. aureus foi o mais prevalente patégeno associado a
pneumonia em pacientes sob ventilagdo mecénica e infecgbes em sitios cirurgicos.
Cerca de 58% dos isolados foram MRSA (SIEVERT et al., 2013). Na Europa, um
recente estudo realizado pelo European Center for Disease Control and Prevention
(ECDC), revelou que o S. aureus é o segundo microrganismo mais isolado depois da
Escherichia coli e o primeiro em infecgdes de sitios cirurgicos (EUROSURVEILLANCE
EDITORIAL TEAM, 2015). Dados do projeto Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiologic Importance (SCOPE), que monitorou infecgdes de corrente sanguinea
em 16 hospitais das cinco regides brasileiras entre 2007 e 2010, indicaram que 33,7%
das infeccbes em pacientes hospitalizados foram causadas por bactérias Gram
positivas (GP). Staphylococcus aureus foram responsaveis por 15,4% das infecgoes
de corrente sanguinea, seguidos pelos CoNS (13,8%). O mesmo estudo também
mostrou que o indice de mortalidade dos pacientes foi de 31 % e 32 % para aqueles
acometidos por infec¢des causadas por CoNS e S. aureus, respectivamente (MARRA
et al., 2011). Em 2015, no Brasil, esse patdégeno foi o terceiro microrganismo mais

isolado de IRAS em UTI adulto com uma frequéncia de 13,2% e o quarto em UTI
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pediatrica, sendo responsavel por 11,7% das notificagées (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

No Brasil, os CoNS foram os patdégenos Gram positivos mais notificados em
unidade de terapia intensiva (UTlI) em 2016. Das 22.499 notificagbes de
microrganismos causadores de IRAS, os CoNS foram responsaveis por 16,5% dessas
infecgdes, sendo o segundo patégeno mais frequente. Aproximadamente 75% dos
isolados de CoNS apresentavam resisténcia a oxacilina, um antibiético analogo a
meticilina que, atualmente é utilizado para caracterizar os MRSA (BRASIL, 2016). Nos
Estados Unidos, os CoNS foram responsaveis por 15,5% das IRAS de 2010 a 2015
(MENDES et al., 2016).

Na Europa, os CoNS foram o segundo patégeno mais isolado em infecgées
associadas a procedimentos cirurgicos, representando cerca de 12% dos isolados
entre 2013 e 2014. Em infec¢des de corrente sanguinea, os CoNS foram os mais
prevalentes, sendo isolados em 22% dos casos (EUROSURVEILLANCE EDITORIAL
TEAM, 2015). Esses dados demonstram a necessidade e a importancia de medidas
de controle cada vez mais eficazes para prevenir as IRAS causadas pelos CoNS. Os
programas de vigilancia epidemiolégica assumem papel central nesse processo. E,
nesse contexto, a utilizagdo de técnicas moleculares tem mostrado perspectivas
totalmente inovadoras, possibilitando, com maior resolutividade, a elucidacéo de
surtos e de mecanismos de resisténcia, evidenciando assim, aspectos que nao sao

perceptiveis através dos métodos fenotipicos tradicionais.

2.4 Disseminacao clonal de isolados de Staphylococcus sp.

Clones bacterianos sao células geneticamente idénticas que descendem de um
mesmo ancestral comum (SEAS et al., 2010). Membros de um mesmo clone podem
diferenciar-se por meio de mutagdes pontuais, recombinagdes e pela aquisigdo ou
delecao de elementos genéticos moveis (ZURITA et al., 2016). Essa diferenciacéo

resulta em meios adicionais para a aquisi¢éo de caracteristicas patogénicas, como a
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resisténcia a antibidticos. Como resultado dessa variagdo genética, surge uma

extensa diversidade gendmica e fenotipica (SEAS et al., 2010).

Estratégias terapéuticas locais adequadas podem ser tracadas a partir da
caracterizacdo clonal de isolados bacterianos (MOLTON et al., 2013). Exemplificando,
pode-se utilizar um conhecimento mais completo dos clones circulantes em
determinada regido para avaliar a relagdo entre tipos clonais, sintomas da doenca,

escolha dos antibiéticos e resultados clinicos (MARTIN et al., 2017).

A disseminacédo de clones de Staphylococcus aconteceu de maneira muito
rapida por todo o mundo, com uma evolugéo do fendtipo sensivel para meticilina para
o fendtipo resistente a meticilina (SEAS et al., 2010). A maior parte das infecgdes por
MRSA em todo o mundo sao derivadas de uma entre cinco linhagens importantes,
conhecidas como complexos clonais (CC): 5, 8, 22, 30 e 45 (CAMPBELL et al., 2015;
JONES et al., 2015; ZURITA et al., 2016). Entre 1994 e 2000, dados de vigilancia
coletados em um estudo multicéntrico identificaram cinco clones pandémicos
predominantes (Brasileiro, Ibérico, Hungaro, Pediatrico e Nova lorque/Japao [NYJ])
dentro desses complexos clonais, e esses clones representavam praticamente 70%
dos isolados de MRSA em todo o mundo (OLIVEIRA; TOMASZ; DE LENCASTRE,
2002).

Nesse contexto, a tipagem molecular representa uma importante ferramenta de
controle de infeccao para monitorar a prevaléncia de certas cepas dentro de uma
instituicdo de saude ou para investigar surtos hospitalares (SABAT et al., 2013). A
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) é o atual padrao ouro na subtipagem
microbiana e oferece consideravel poder discriminatério, com alto grau de
reprodutibilidade (STEFANI; AGODI, 2000). Outras técnicas empregadas incluem
metodologias baseadas em PCR como: tipagem do Cassete Cromossomal
Estafilococico (SCCmec), Multi —Locus sequence typing (MLST), genes regulatorios
acessorios (agr) e proteina Estafilococica A (spa). Alguns métodos sao descritos a

sequir:
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2.4 .1 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Esta metodologia tem demonstrado ser um dos mais discriminatérios métodos
de tipagem para estudos de surtos hospitalares e transmissdo de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). O DNA cromossomal é cuidadosamente
extraido e acondicionado em blocos de agarose low melting (plugs) e digerido com a
enzima de restricdo Smal seguido por eletroforese, fixagdo e visualizagédo. A
separagao adequada dos diversos fragmentos gerados pela macrorrestricao € feita
em campo pulsado (eletroforese que emprega pulsos alternados em um campo
elétrico orientado perpendicularmente (SCHWARTZ; CANTOR, 1984). O padrao de
bandas gerado pode ser analisado visualmente ou através de softwares que
identificam semelhancgas e diferencas entre os perfis de restricdo. O mais comum
método para a construcao da arvore de similaridade € o Método de grupo de pares
nao ponderados usando médias aritméticas” (UPGMA) (TENOVER et al., 1995).
Diferencas interlaboratoriais quanto aos resultados obtidos, equipamentos caros e
protocolos laboriosos sdao as maiores desvantagens dessa técnica (STRUELENS et
al., 2009). Entretanto, esse método permanece como padrdao ouro para estudos

epidemiolégico moleculares.

2.4.2 Classificagdo do cassete génico SCCmec de Staphylococcus spp.

O cassete génico Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) € um
elemento genético movel presente em espécies bacterianas do grupo dos
Staphylococcus. Esses elementos carreiam genes de viruléncia, como os
responsaveis pela producao de biofilme e genes de resisténcia, como os genes mec
que conferem resisténcia a meticilina/oxacilina (SABER et al., 2017). Além disso,
esses elementos podem carrear plasmideos e transposons responsaveis por conferir
resisténcia a antimicrobianos como: sulfametoxazol, tetraciclina, macrolideos,
lincosaminas e fluorquinolonas (SABER et al.,, 2017). Sao caracterizados pela
presenca de repeti¢cdes terminais invertidas, além de dois componentes genéticos (o

complexo do gene mec e do gene ccr) e as regibdes junkyard (J) (ITO et al., 2001). O
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complexo mec génico € composto de /IS431mec, mecA e os conjuntos de genes
reguladores, mecR1 e mecl. O complexo ccr codifica as recombinases que medeiam
a integracao de SCCmec ao cromossomo e também a sua excisao, sendo, portanto,
responsaveis por sua mobilidade. O restante do elemento SCCmec é composto por
regides J (J1, J2 e J3) proximas ao complexo mec e regides ccr. Essa regido pode
conter varios genes ou pseudogenes que nao parecem ser essenciais para a bactéria,
embora excec¢des notaveis incluam mediacao plasmidial ou transposénica de genes
de resisténcia para antibiéticos nao - B -lactdmicos ou metais pesados (ITO et al.,
2001). Até o momento, existem trés classes (A, B e C) do complexo mec e quatro
aldtipos (tipos 1, 2, 3 e 5) do complexo ccr. Diferentes combinac¢des destes complexos
classes e alotipos geram varios tipos SCCmec (Figura 2). Os elementos SCCmec séao
atualmente classificados com base na natureza do gene mec e complexo ccr, e sao
ainda classificados em subtipos de acordo com diferengas no DNA da regido J (ITO
et al., 2001). Atualmente existem 13 subtipos de cassetes SCCmec (BAIG et al., 2018)
(Figura 2).
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Figura 2 - Caracteristicas genéticas dos SCCmec I-XIII.
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Fonte: Baig et al. (2018)

Nota: Repeti¢cdes diretas que compreendem sequéncias de integragdo de SCC estao localizadas em
ambas as extremidades do SCCmec (setas vermelhas). O gene mec e os complexos do gene ccr séo
sombreados rosa e azul, respectivamente. Sequéncias de insergcéo e transposons identificados s&o
indicados em amarelo. Genes relacionados a resisténcia a metais pesados e plasmideos integrados
localizados nas regides J também s&o indicados.

Varios métodos de tipagem SCCmec baseados em PCR multiplex encontram-
se disponiveis. O primeiro método de PCR descrito por Oliveira e colaboradores

baseia-se em genes e motivos especificos da regido J (OLIVEIRA; DE LENCASTRE,
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2002). Devido a elevada similaridade de sequéncias nucleotidicas entre as regides J
de alguns cassetes SCCmec, métodos de tipagem baseados no complexo de genes
ccr e mec passaram a ser utilizados (ZHANG et al., 2005). Os métodos baseados em
PCR em tempo real também foram desenvolvidos (CHEN et al., 2009). Eles sao

rapidos, menos trabalhosos e faceis de interpretar.

2.5 Opcodes terapéuticas para tratamento das infeccdes causadas por

Staphylococcus spp.

A maioria dos isolados de Staphylococcus é resistente a penicilina e os MRSA
sdo comuns nos hospitais e em infecgcbes comunitarias (ARIAS et al., 2017). As
penicilinas resistentes as penicilinases (flucloxacilina, dicloxacilina e oxacilina)
permanecem como os antibidticos de escolha para o tratamento de infecgbes
Estafilocécicas graves sensiveis a meticilina. Cefalosporinas de primeira geragao
(cefazolina, cefalotina e cefalexina), clindamicina, lincomicina e eritromicina tem
importante papel terapéutico contra infecgdes ndo complicadas provocadas por MSSA
em pele e tecidos moles. Esses antimicrobianos também s&o indicados para pacientes
com hipersensibilidade a penicilina (CLINICAL LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2018).

Infecgdes causadas por Staphylococcus resistentes a meticilina/oxacilina sao
tratadas através de infusdes intravenosas de vancomicina ou teicoplanina (este
antibidtico é usado principalmente quando o paciente é alérgico a vancomicina).
Combinagdes de antibidticos também podem ser empregadas nessas situagoes,
como rifampicina e acido fusidico, por exemplo (CLINICAL LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2018).

Novos antibiéticos como a daptomicina, linezolida, quinupristina/dalfopristina e
cefalosporinas de 52 geragao (cefbiprole e ceftarolime) s&o indicados quando para o
tratamento de infec¢gbes causadas por Gram positivos resistentes a vancomicina.

Esses antimicrobianos sao conhecidos como drogas de ultima linha, representando a
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ultima esperanca para o tratamento de infecgdes causadas por Staphylococcus

multirresistentes (MDR).

2.6 Antimicrobianos de ultima linha para o tratamento de infecg6es causadas
por Staphylococcus: histérico, mecanismos de acao e de resisténcia

bacteriana

A era moderna dos antibiéticos comegou com a descoberta da penicilina por
Sir. Alexander Fleming em 1928. Desde entdo, os antibidticos transformaram a
medicina e salvaram milhares de pessoas, passando a serem prescritos para o
tratamento de infecgbes graves no ano de 1940, principalmente durante a segunda
guerra mundial (SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013), contribuindo
para aumentar a expectativa de vida da populacéo, principalmente em paises onde os
servicos de vigilancia sanitaria eram bastante precarios (VENTOLA, 2015). No
entanto, pouco tempo depois, a resisténcia a penicilina tornou-se um problema clinico
substancial, de modo que, os avangos alcangados naquele ano foram ameagados
(SPELLBERG; GILBERT, 2014). Em resposta, novos antibioticos -lactamicos foram
descobertos e implantados na pratica clinica, como a meticilina, uma penicilina de
segunda geracao resistente a acdo das B-lactamases. Todavia, na mesma década
foram identificados os primeiros casos de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina
no Reino Unido em 1962 e nos Estados Unidos em 1968 (SENGUPTA;
CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2013).

A vancomicina foi introduzida na pratica clinica em 1972 para o tratamento de
infec¢cbes causadas por MRSA (VENTOLA, 2015). Entretanto, casos de resisténcia a
vancomicina foram registrados em CoNS em 1979 e 1983 (SRINIVASAN; DICK;
PERL, 2002).

Desde o final dos anos 1980 até o inicio dos anos 1990, a industria farmacéutica
introduziu novos antibidticos para o tratamento desses isolados resistentes a
vancomicina como a daptomicina e linezolida (READ; WOODS, 2014). Essas drogas,

conhecidas como drogas de ultima linha, representam a ultima estratégia de combate
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aos Staphylococcus spp. resistentes a todas os outros antibioticos disponiveis. Esses
antimicrobianos ainda apresentam elevada eficacia no tratamento de infecgdes por
Staphylococcus, apesar de casos de resisténcia na pratica clinica serem reportados
(DE ALMEIDA et al., 2013; HUMPHRIES; POLLETT; SAKOULAS, 2013). Entretanto,
essas drogas sdo mais caras e apresentam graves efeitos colaterais (RAYNER;
MUNCKHOF, 2005). Um estudo realizado no Canada mostrou que a utilizacao de
linezolida, daptomicina e vancomicina para o tratamento de infec¢ées graves de pele
causadas por S. aureus podem gerar um custo direto total por paciente de US$18,057,
US$20,698 e US$23,671, respectivamente (STEPHENS et al., 2013).

Os antibidticos de reserva ou de ultima linha, em determinadas situacdes de
tempo critico como circunstancias de mortalidade elevadas, podem ser utilizadas
como primeira escolha para o tratamento (DEAN, 2016). Esses agentes apresentam
alta eficacia terapéutica. Devido a possibilidade de potenciais efeitos colaterais
severos como: mialgia, supressdo medular e elevacdo da funcado hepatica
(VAZQUEZ-GUILLAMET; KOLLEF, 2014), essas drogas s&o administradas
combinadas com outros antimicrobianos para reduzir as chances de desenvolvimento
de resisténcia durante o tratamento. Apds o isolamento, identificacéo e caracterizagao
do perfil de sensibilidade antimicrobiana do patégeno, o tratamento é modificado
(VAZQUEZ-GUILLAMET; KOLLEF, 2014).

A disseminacdo de microrganismos resistentes resulta da combinacado de
multiplos fatores, tais como: mutagcées dos genes de resisténcia que aumentam seu
espectro de atividade; troca de informagbes genéticas nas quais os genes de
resisténcia sao transferidos para novos microrganismos; pressao seletiva exercida
pelas condicbes do meio que favorece a emergéncia e disseminacao de
microrganismos resistentes; proliferacao e disseminacao de clones multirresistentes
as quais podem ocorrer em nivel global (STRAUSS et al., 2017). Os principais
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos encontrados em Staphylococcus sp.

sdo descritos a seguir:
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2.6.1 B- lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos representam uma classe de antibidticos de amplo
espectro que apresentam em sua estrutura o anel B-lactdmico, que consiste em uma
amida ciclica cujo grupamento azoto esta ligado ao atomo de carbono 3 da cadeia
principal em relagdo ao grupamento carbonila (Figura 3A). Essa classe inclui os
derivados das penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Figura
3B). Os antibidticos B-Lactamicos inibem a sintese da parede celular por bloquear a
atividade transpeptidase das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), enzimas que
realizam o cross link do peptidoglicano nascente (MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015).
Todavia, a introdugdo de cada novo (- lactdmico na pratica clinica tem sido
consistentemente seguida pelo aparecimento de mecanismos de resisténcia
antimicrobiana. Em Staphylococcus spp. existem dois mecanismos de resisténcia aos
B- lactdmicos: degradagao enzimatica do anel - lactédmico (Figura 3C) ou pela
expressao de PBP’s de baixa afinidade pelos 8- lactdmicos (MUNITA; BAYER; ARIAS,
2015).

Figura 3 - Estrutura quimica do anel B-Lactamico.
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Fonte: Adaptado de Livemore (1995).

Nota: A- A carateristica basica dessa estrutura é o arranjo ciclico com o grupamento amida
ligado ao carbono B em relagdo um grupamento carbonila;
B- Antibidticos representantes da classe dos p-Lactamicos;
C- Mecanismo de degradacéo enzimatica pela agédo das B-Lactamases.
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A disseminacao da resisténcia entre os Staphylococcus spp. aos B-lactamicos
aconteceu em varias “ondas epidémicas”: Em um primeiro momento, foi caracterizado
pela aquisicdo de plasmideos codificadores de penicinilases aconteceu em 1950,
apos a introdugdo da penicilina na pratica clinica, seguido por um segundo apés a
introduc&o da meticilina em 1959, caracterizado pela rapida disseminagao de clones
resistentes entre os hospitais europeus até a década de 1970 (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2014; VENTOLA, 2015). A terceira fase inicia-se com a
disseminacéao de isolados MRSA pelo mundo (CORNICK; BENTLEY, 2012). A quarta
fase foi marcada pela disseminagcdo dos MRSA entre isolados relacionados as
infecgées comunitarias nos anos 1990 (CHAMBERS; DELEO, 2009).

A resisténcia a meticilina/oxacilina (Figura 04) é conferida pela aquisi¢cdo do
cassete cromossomal mec (SCCmec) contendo o gene mecA, que codifica uma
PBP2a andmala, uma transpeptidase com baixa afinidade por todos os B-lactdmicos
(exceto as cefalosporinas de 5% geragao). A expressao do gene mecA € altamente
regulada e requer a presenca do antibidtico B-lactdmico como indutor (DELEO;
CHAMBERS, 2009). Baseado na sequéncia do SCCmec, os MRSA podem ser
classificados nos tipos de | a V, sendo que os cassetes SCCmec tipo IV e V estao
presentes em Staphylococcus aureus associados a infecgdes comunitarias (CA-—
MRSA), enquanto que os SCCmec tipo |, Il e lll estdo mais associados a infecgdes
hospitalares (HA-MRSA) (UHLEMANN et al., 2014; MITSUMOTO-KASEIDA et al.,
2016). Dados da Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitaria (2017) demonstraram que
54% dos Staphylococcus aureus e 75% dos CoNS isolados de corrente sanguinea

foram resistentes a meticilina.

Desde 2004, o CLSI passou a recomendar o teste com este antimicrobiano para
a deteccao de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina, pois este é
um forte indutor do sistema regulatério do gene mecA que apresenta elevada acuracia
e reprodutibilidade. A avaliagdo da sensibilidade a este microbiano pode ser feita por
microdiluicdo em caldo ou agar difusdo. Os isolados de S. aureus sao classificados
como resistentes a oxacilina (MRSA) quando apresentam CIM para a cefoxitina = 8
Mg/mL e/ou PCR postivo para o gene mecA, independente do CIM para a oxacilina.

Por sua vez, isolados que apresentem CIM para oxacilina < 2 pg/mL, CIM para a
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cefoxitina < 4 yg/mL e auséncia do gene mecA, sao classificados como MSSA.
Quando sensiveis a cefoxitina e a oxacilina (CIM < 2 yg/mL) e com presenca do gene
mecA, esses isolados sdo denominados como OS-MRSA (Staphylococcus aureus

oxacilina sensivel — meticilina resistente).

Diferente do mecanismo de producédo de PBP2a pelo gene mecA, a resisténcia
a meticilina/oxacilina pode ser determinada por outros mecanismos. Um exemplo sao
os BORSA (Borderline oxacillin-resistant S. aureus), que sao definidos como isolados
que podem apresentar concentragdo inibitéria minima (CIM) para a oxacilina entre 4
e 16 pg/mL sem a presenca do gene mecA (LEAHY et al., 2011). A resisténcia
boderline em S. aureus pode ser determinada por varios mecanismos. O primeiro
documentado foi a hiperproducdo de beta-lactamases. McDougal e Thornsberry
(1986) demonstraram que isolados de S. aureus podem superexpressar genes que
codificam enzimas que degradam penicilinas rapidamente, mas inativam outros beta-
lactdmicos lentamente, incluindo a oxacilina. A identificacdo de isolados BORSA pode
ser facilmente realizada pela utilizagcado de inibidores de beta-lactamase, onde os
isolados borderlines revertem a resisténcia a penicilina, enquanto que os MRSA néao
(HRYNIEWICZ; GARBACZ, 2017). O fendtipo borderline é observado principalmente
em pacientes que fazem uso de cefalexinas e aminoglicosideos (LEAHY et al., 2011).
A taxa de mortalidade entre pacientes portadores de IRAS causadas por BORSA pode
chegar a 24,6%, significantemente mais baixa que em isolados MRSA (38,5%)
(HUANG et al., 2018). A incidéncia desse fendtipo é certamente subestimada, dado
que muitos laboratérios de microbiologia clinica usam apenas o teste da cefoxitina
para a detec¢éo da resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. De fato, o teste de
cefoxitina € um marcador de resisténcia a oxacilina pela aquisicdo do gene mecA e é
incapaz de detectar cepas de BORSA (SWENSON et al.,, 2007). Um terceiro
mecanismo menos frequente é mediado pelo gene mecC. Identificado em 2011, esse
gene confere 0 mesmo fendtipo que o mecA. Entretanto, a similaridade entre esses
genes é de 70% e o mecC ndo necessita de uma PBP2 nativa para ser funcional
(PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014).
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Figura 4 - Mecanismo de resisténcia a meticilina/oxacilina por produ¢do de uma PBP anémala (PBP2a).
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Fonte: Wikimidia (PBP..., 2018; traduc&o nossa).

Nota: A) Em microrganismos sensiveis, a meticilina bloqueia o sitio ativo da PBP, impedindo a
estruturagéo do peptidoglicano;
B) Em microrganismos resistentes, a meticilina apresenta baixa afinidade pelo sitio ativo da
PBP andémala, que apresenta mudancgas estruturais no sitio ativo enzimatico.

Outra importante classe de B-lactédmicos s&o as cefalosporinas de 52 geragao
(ceftarolina e cefbiproble). Introduzidas na pratica clinica para o tratamento de MRSA,
uma vez que apresentam afinidade pela PBP codificada pelo gene mecA. Resisténcia
a ceftarolina (CIM = 4 ug/mL) entre isolados clinicos MRSA é bastante incomum. No
entanto, isolados resistentes (CIM = 32ug/mL) tem sido relatados (BROBERG;
PALACIOS; MILLER, 2014; KELLEY et al., 2015; MENDES et al.,, 2012). Os
mecanismos que levam a esse fendtipo de resisténcia sdo desconhecidos, porém,
acredita-se que o mecanismo possa estar associado duas substituicées (Y446N and
E447K) encontradas no dominio ativo da PBP2a codificada pelo mecA (KELLEY et
al., 2015; LONG et al., 2014).

2.6.2 Vancomicina

A vancomicina é antibiotico glicopeptideo (Figura 5) de ultima linha que atua
ligando-se ao motivo D-alanil-D-alanina do pentapetideo N—acetil-muramil-L—-Ala—y-
Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala, blogueando a participacdo deste importante precursor na
sintese do peptideogliano (PERICHON; COURVALIN, 2012). Produzida pelo
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Amycolaptoses orientalis, a vancomicina foi descoberta em 1952 e utilizada nesse
periodo para tratar os Staphylococcus spp. resistentes as penicilinas. Com o advento
da meticilina (1958) e, posteriormente das cefalosporinas (1960), a vancomicina caiu
em desuso até a década de 80, quando comegaram a surgir os primeiros surtos de
infecgbes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e
Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina (PEACOCK; MARSIK; WENZEL,
1980). Desde entao, a vancomicina foi reformulada para apresentar menor toxicidade
e maior eficacia, passando a ser a droga de escolha para o tratamento de IRAS
causadas por esses patdégenos. A partir da década de 80, o uso da vancomicina
aumentou mais de 100 vezes nas duas décadas seguintes (KIRST; THOMPSON;
NICAS, 1998).

Figura 5 - Representacdo estrutural do antibiético glicopeptidico
vancomicina, destacando os cinco anéis aromaticos A, B, C, D, E e
os sete aminoacidos (AA1 - AA7) presentes.
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Fonte: Silveira et al (2006).

Com a crescente utilizagdo da vancomicina, os mecanismos de resisténcia
evoluiram paralelamente. O primeiro caso de resisténcia em Staphylococcus spp.
(VRS) foi descrito em Staphylococcus aureus em Michigan (2002) por aquisicdo de
um operon vanA (CHANG et al., 2003). Do mesmo sitio de infec¢ao foi isolado um
Enterococcus spp. também resistente a vancomicina (VRE). A transferéncia de vanA
cluster entre VRE e Staphylococcus spp. foi demonstrada in vitro sugerindo que o
fendbmeno possa ter acontecido in vivo (NOBLE; VIRANI; CREE, 1992). A resisténcia

mediada pelo operon vanA atua modificando os aminoacidos terminais do
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pentapetideo precursor do peptidoglicano de D-Alanil-D—-Alanina para D- Alanil-D—
lactato (D-Ala-D-Lac) ou D- Alanil-D—-Serina (D-Ala-D-Ser), reduzindo a afinidade da
vancomicina pelo sitio alvo em até mil vezes (REYNOLDS; COURVALIN, 2005).
Inicialmente estudados em espécies de Enterococcus spp., hove tipos de genes van
foram descritos até o0 momento. Esses genes sao vanA, vanB, vanD, e vanM, que
causam resisténcia através da formacéao de (D-Ala-D-Lac) e vanC, vanE, vanG, vanL,
e vanN que catalisam a formacao de (D-Ala-D-Ser)(BOYD et al., 2008; COURVALIN,
2006; LEBRETON et al., 2011; PERICHON; COURVALIN, 2009; XU et al., 2010). Os
operons van mais identificados e clinicamente relevantes envolvidos nesse processo
de resisténcia sdo os vanA e vanB, tendo sido descritos em elementos genéticos
moéveis em S. aureus (SAADAT et al.,, 2014). Até o momento, 36 isolados de
Staphylcococcus aureus resitentes a vancomicina associada ao operon vanA tem sido
registrados em todo o mundo (HU; PENG; RAO, 2016). A transferéncia do cluster
vanA é determinada por elementos genéticos méveis como o transposon Th1546 que
pode ser carreado por plasmidios do grupo de incompatibilidade Inc18 e,
ocasionalmente, por cromossomos hospedeiros como parte de largos elementos
conjugativos (ZHU et al., 2008)

A transferéncia do cluster vanB esta relacionada aos transposons Tn5382 de
27 kb e Tn1549 de 34 kb, que tem sido identificados na Europa e nos Estados Unidos
entre isolados de S. aureus (CARIAS et al., 1998; GARNIER et al., 2000).

Em CoNS, o mecanismo de resisténcia parece ser enddgeno, nao associado a
plasmidios ou transposons (SILVEIRA et al., 2015). Nestes microrganismos,
mecanismos adaptativos levam a espessamento da parede celular, aumento na
producao de muropeptideos (SIERADZKI; TOMASZ, 2003), superexpressao de PBP2
(HANAKI et al., 1998), crescimento celular defectivo, o que leva ao aparecimento de
colénias de tamanho reduzido (DAUM et al., 1992), principalmente depois da
exposi¢ao a vancomicina (BOYLE-VAVRA et al., 2001), o que refor¢a a necessidade

do uso racional dos antibiéticos.

Esses mecanismos enddégenos de resisténcia, também identificados em
Staphylococcus aureus, reduzem a sensibilidade a vancomicina, originando isolados

heterorresistentes (hVISA) que estao presentes em maior frequéncia do que os VRS,
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podendo chegar a 50% entre os Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(HOWDEN et al., 2010) e entre 88% dos Staphylococcus epidermidis (SILVEIRA et
al.,, 2015). A heterorresisténcia a vancomicina consiste na identificacdo de
subpopulagbes com sensibilidade intermediaria a vancomicina dentre os isolados
clinicos. Esse fendtipo de resisténcia também pode ser encontrado em
Staphylococcus spp. sensivel a@ meticilina (MSSA) (ALOS et al., 2008; BOBIN-
DUBREUX et al., 2001). Uma vez que a vancomicina é considerada uma das ultimas
escolhas para o tratamento de MRSA, a resisténcia a esse antimicrobiano representa

uma questao importante a ser estudada e identificada entre isolados clinicos.

2.6.3 Oxazolidinonas

Atualmente, duas oxazolidinonas estao disponiveis para tratamento de
infec¢des por bactérias Gram positivas: linezolida e tedizolida. Ambas atuam inibindo
a sintese protéica interagindo com o sitio A da subunidade ribossomal 508S.
Mecanismos de resisténcia as oxazolidinonas em Staphylococcus spp. incluem: a)
mutacdes nos genes que codificam o RNA ribossomal 23S; b) mudangas em proteinas
ribossomais L3/L4; c) metilagdo do RNA ribossomal (RINCON et al., 2014).

Inicialmente descrito em Staphylococcus sciuri, o gene cfr (chloramphenicol
florfenicol resistance) codifica uma metiltransferase cujo alvo é a posi¢cao A2503 do
rRNA 23S. Esse gene foi primeiro descrito em amostras clinicas em 2005 em S.
aureus isolado de um paciente da Colémbia (TOH et al., 2007). Desde entao, foram
identificados em varias espécies (MENDES; DESHPANDE; JONES, 2014). O crf é co-
transferido com outros elementos de resisténcia de baixo custo para a bactéria
(LAMARRE et al., 2011). Vale salientar que o crf ndo confere resisténcia a tedizolida,
uma oxazolidinona aprovada para uso clinico pela Food and Drug Administration
(FDA) desde 2004 (LOCKE et al., 2014).

As mutag¢des no dominio central do rRNA 23S sao as mais frequentes causas
de resisténcia a linezolida. Dados do programa SENTRY de vigildncia dos EUA,

indicam que < 1% dos S. aureus e 2% dos CoNS s&o resistentes a linezolida nos
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isolados clinicos coletados nos EUA (JONES et al.,, 2008) . No entanto, surtos
multifocais de resisténcia a linezolida tem sido registrados envolvendo elementos
genéticos moveis que podem ser transferidos horizontalmente (MENDES et al., 2010;
MORALES et al., 2010; PEER et al., 2011; TSIODRAS et al., 2001). No Brasil, a
ocorréncia de isolados de Staphylococcus aureus resistentes a linezolida (LNZ-R) tem
sido documentada. Um estudo apontou uma frequéncia de cerca de 8% (49/613)
isolados de Staphylococcus coagulase negativa apresentando resisténcia a linezolida,
oriundos de pacientes sob cuidados médicos em um hospital brasileiro (DE ALMEIDA
et al., 2013).

Dados de estudos recentes sugerem que o potencial de disseminagcédo desse
fendtipo de resisténcia é alto e vale ressaltar que os mecanismos mutacionais de
resisténcia a linezolida sao dose dependentes, acontecendo com maior frequéncia
quando altas doses desse antibiético sdo administradas (DIAZ et al., 2013; RINCON
et al., 2014).

2.6.4 Daptomicina

A daptomicina € um antibiotico lipopeptideo produzida pelo Streptomyces
roseosporus com atividade contra uma extensa variedade de patdégenos Gram
positivos. Foi aprovada em 2003 para uso clinico pela Food and Drug Administration
(FDA). Ele danifica a membrana celular em um processo dependente de calcio,
principalmente nas células em divisdo. A presenca de fosfolipideos de membrana
especificos € essencial para a atividade da daptomicina (fosfatidilglicerol, por
exemplo) (BAYER; SCHNEIDER; SAHL, 2013; MURAIH et al., 2011).

A resisténcia durante a terapia tem sido observada, representando um
importante problema que afeta a eficacia desse antibiético. O mecanismo exato de
resisténcia permanece incerto. Porém, estudos sugerem que esse mecanismo é
complexo, diversificado e multifatorial, surgindo a partir de mutagbes especificas
(MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015; RINCON et al., 2014).
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A maioria dos isolados de S. aureus permanecem sensiveis a daptomicina, mas
estudos tem relatado o surgimento cada vez mais frequente de isolados de S. aureus
resistentes, principalmente em pacientes que fazem uso de vacomicina (FOWLER et
al., 2006; HUMPHRIES; POLLETT; SAKOULAS, 2013). Postula-se que o mecanismo
de resisténcia em S. aureus seja mediado por repulsdo eletrostatica do complexo
daptomicina— calcio da superficie da célula, principalmente quando ha aumento da
carga positiva de superficie (BAYER; SCHNEIDER; SAHL, 2013). (Figura 6).

Figura 6 - Mecanismo de ag¢ao antimicrobiano proposto para a daptomicina em S.
aureus.
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Nota: A) a daptomicina complexada com o calcio interage com a membrana celular,
principalmente na area do septo de divisdo celular;
B) Em Enterococcus faecalis, o antibidtico é desviado da regido do septo através da
redistribuicdo da cardiolipina para regides distantes do septo;
C) Em S. aureus e Enterococcus faecium, o complexo daptomicina—calcio é repelido por
aumento da carga positiva de superficie.

Legenda: DAP-R — daptomicina resistente; DAP -S: daptomicina sensivel.

O gene mais comum implicado no fenétipo de resisténcia a daptomicina € o
mprF (multipeptide resistance factor), que codifica uma enzima bifuncional (MprF),
que incorpora o aminoacido lisina (carga positiva) ao fosfatidilglicerol e transloca esse

fosfolipideo positivamente carregado do folheto interno da membrana celular para o
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folheto externo (ERNST et al., 2015). Varias mutagdes no gene mprF tem sido
associadas com a resisténcia a daptomicina, frequentemente aumentando a

expressao desse gene.

A teoria da repulsdo a daptomicina também tem sido relacionada a
superexpressao do operon dlt, responsavel pela incorporacgao de alanina (aminoacido
de carga positiva) na parede celular (YANG et al., 2009). Todavia, a repulsdo nao é a
Unica explicagao para a resisténca a daptomicina em Staphylococcus spp., uma vez
que nem todos os isolados com mutagcdes em mprF apresentam significantes
mudancas na carga de superficie. Outra teoria para explicar esse mecanismo de
resisténcia, inclui genes que codificam enzima envolvidas no metabolismo dos
fosfolipidios como as fosfatidilglicerol e cardiolipina codificadas pelos genes pgsA
(diacilglicerol — 3 — fosfato — 3 fosfatidiltransferase) e cls (cardiolipina sintase),
respectivamente (PELEG et al., 2012).

Isolados de Staphylococcus spp. resistentes a daptomicina demonstram
importantes mudancgas na sintese da parece celular, semelhantes aquelas observadas
em isolados com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA). Os operons VraSR
e WalKR, que atuam no espessamento e mudanca de cargas da parede celular, sao
particularmente importantes nesse processo (HUMPHRIES; POLLETT; SAKOULAS,
2013). Um estudo demonstrou que 80% dos isolados VISA também apresentavam
resisténcia a daptomicina (PATEL et al., 2006).

O uso de antimicrobianos na pratica clinica € um desenvolvimento recente na
histéria em comparagcdo com o surgimento de organismos bacterianos em nosso
planeta. Portanto, o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos deve ser visto
como uma resposta adaptativa "normal” e uma clara manifestacdo dos principios de
evolucédo de Darwin (MUNITA; BAYER; ARIAS, 2015). Para sobreviver, as bactérias,
num processo provavelmente pressionado pelo aumento do uso de antimicrobianos
na pratica clinica, desenvolveram estratégias complexas e criativas para contornar o
ataque antibiotico (CHAMBERS; DELEO, 2009; DELEO; CHAMBERS, 2009). Uma
compreensao completa dos mecanismos pelos quais as bactérias se tornam
resistentes aos antibioticos € de suma importancia para o projeto de novas estratégias

para combater a ameaca de resisténcia.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos sobre a epidemiologia molecular e a susceptibilidade

antimicrobiana as drogas de ultima linha em isolados de Staphylococcus aureus e

Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS) identificados a partir de amostras clinicas

oriundas de pacientes assistidos em hospital terciario do Recife/PE.

3.1 Objetivos especificos

a)

b)

d)

e)

Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de
Staphylococcus a meticilina/oxacilina, cefoxitina, vancomicina, linezolida e
daptomocina;

Identificar o cassete SCCmec e o gene mec mais frequentes entre os isolados
de Staphylococcus resistentes a oxacilina (MRSA);

Identificar a presenca de genes vanA e vanB nos isolados resistentes a
vancomicina;

Identificar as possiveis mutagcdées nos genes mprF e crf envolvidas na reducéo
da susceptibilidade a daptomicina e linezolida, respectivamente;

Descrever a relacdo genética entre os isolados das espécies de

Staphylococcus predominantes.
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4 METODOLOGIA

4 1 Isolados bacterianos

Foram incluidos nesse estudo um total de 70 amostras clinicas de
Staphylococcus spp. obtidos por amostragem simples e de conveniéncia, sendo
desses isolados 36 identificados como Staphylococcus coagulase positiva
pertencentes a espécie Staphylococcus aureus (Apéndice A) e 34 como
Staphylococcus coagulase negativa (33 isolados bacterianos de Staphylococcus
epidermidis e apenas 01 (um) identificado como Staphylococcus warneri) (Apéndice
B), oriundos de diversos sitios anatdmicos de 65 pacientes assistidos em hospital
terciario do Recife/PE no periodo de janeiro de 2016 a fevereiro de 2017. A
identificacdo das espécies bacterianas e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana
foram primariamente determinados no laboratério de Microbiologia Clinica do préprio
hospital, através de provas bioquimicas fenotipicas de rotina (p.ex. catalase,
coagulase) e por meio de metodologia automatizada, Vitek® 2 (bioMérieux, Marcy

L'Etoile, France).

Do total de 65 pacientes, 35 (53,9%) foram do sexo feminino e 30 (46,1%) do
sexo masculino. A idade do total de pacientes variou de no minimo 01 (um) ano até o
maximo de 86 anos, sendo a sua idade média de 49 anos. Aproximadamente 91%
(59/65) dos pacientes eram adultos maiores de 18 anos de idade e cerca de 34%
(22/65) dos pacientes possuiam idade igual ou superior a 60 anos. A distribuicdo da

idade por sexo bioldgico dos pacientes é demonstrada no Grafico 1.

Os isolados clinicos foram coletados da rotina do laboratério e Microbiologia
Clinica do hospital e armazenados em meio LB suplementado com 15% de glicerol a
temperatura de 80 °C negativos no Departamento de Microbiologia do IAM/FIOCRUZ.
As culturas foram realizadas em meio de cultura LB (Luria-Bertani) ou Brain Heart

Infusion (BHI) e incubadas a 35 £ 2 °C por 24 horas.
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Grafico 1 - Distribuigdo por sexo bioldgico e idade em anos dos 65
pacientes acometidos por IRAS associadas a Staphylococcus spp.
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Fonte: O autor

4.2 Consideracodes éticas

O presente estudo denominado “Perfil de sensibilidade e caracterizacéo
molecular de isolados clinicos de Staphylococcus spp. associados a IRAS (Infecgdes
Relacionadas a Saude Assistencial) em hospital terciario do Recife — PE” esta
vinculado ao Programa de Vigilancia e Estudo da Resisténcia Bacteriana aos
Antimicrobianos em andamento com a participacao do Departamento de Microbiologia
do IAM/Fiocruz-PE e do Servigo de Controle de Infec¢cao Hospitalar do Hospital das
Clinicas (SCIH/HC/UFPE) para o estudo da epidemiologia local da resisténcia
bacteriana entre amostras de espécies de importancia clinica. Essa proposta
apreciada pelo Comité de Etica em Pesquisa do IAM, com o titulo “Acervo
Microbiol6gico para Implantagdo de Programa de Vigilancia e Estudo da Resisténcia
Bacteriana aos Antimicrobianos: Estudo genético dos Determinantes de Resisténcia
Antimicrobiana entre Isolados Clinicos Bacterianos” sendo sua execugao aprovada
(numero CAAE 45080915.0.0000.5190; parecer numero: 1.190.837) (Anexo A).
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As amostras foram coletadas pelo Laboratorio de Bacteriologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, ndo ocorrendo, durante a execucao
do presente estudo, contato dos participantes com os pacientes, mesmo assim, foram
respeitados todos os preceitos éticos determinados pela Resolucao 466/12, do
Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012).

4.3 ldentificacdo dos isolados bacterianos por MALDI-TOF

A identificacado bacteriana foi confirmada por Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight (MALDI-TOF) pelo sistema Biotyper MALDI (Bruker
Daltonics). Essa técnica realiza a identificacdo de espécies bacterianas a partir dos
espectros gerados pelo tempo de voo de suas proteinas ionizadas, de acordo com as
suas razdées massa/carga (m/z) (CHERKAOQUI et al., 2010). O método de colbnia direta
foi utilizado, onde duas col6nias de cada isolado foram transferidas diretamente de
placas de petri contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia, Mumbai,
india) e aplicadas de forma a compor uma fina pelicula de células nos respectivos
spots da placa 384 polished steel (Bruker Daltonics). Ao esfregaco de células foi
adicionado 1uL de acido férmico (70%) e posteriormente, depois de secar a
temperatura ambiente, foi aplicado 1uL de matrix (solugcédo saturada de acido a-ciano-
4-hidroxicindmico, acetonitrila 50% e acido trifluoroacético 2,5%) e deixada a
temperatura ambiente por 30 minutos para completa secagem da matriz até o instante
da obtencao dos espectros proteicos. Como calibrador espectral, foi utilizado o Protein
Calibration Standard | (Bruker Daltonics), aplicado nas mesmas condigbes dos
isolados bacterianos. Os espectros foram obtidos manualmente para cada spof no
Bruker Daltonics Autoflex Ill Smartbeam (Bruker Daltonics) utilizando os parametros
originais previamente definidos como MBT_FC.par flexControl pelo fabricante (Bruker
Daltonics). Os espectros de massa foram gerados a partir dos dados provenientes de
varios disparos de laser (300-shots) em diferentes posi¢cdes de cada spot contendo as
amostras (ALATOOM et al., 2011). Os espectros obtidos foram comparados com os
espectros depositados no banco de dados do software Biotyper MALDI 2.0 (Bruker

Daltonics) para a identificagdo do género e/ou espécie bacteriana. Conforme
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orientagdes do fabricante, utilizou-se a analise das pontuagdes obtidas para analise
da confiabilidade da identificacdo do género e/ou espécie bacteriana. Pontuagbes 2
2.300 foram consideradas altamente confiaveis para o género e espécie bacteriana,
pontuacdes entre 2.000 e 2.299 foram consideradas confidveis para o género e
provavel para a espécie bacteriana, pontuacdes entre 1.700 e 1.999 foram
consideradas como identificagao confidvel apenas para o género bacteriano (+) e, por

fim, pontuagdes < 1.699 foram consideradas como né&o confiaveis (-).

4.4 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

A concentragdo inibitéria minima (CIM) para agentes antimicrobianos de ultima
geracao para tratamento de IRAS causadas por Staphylococcus spp. foi avaliada por
microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLINICAL STANDARDS LABORATORY INSITITUTE,, 2015). A
CIM de oxacilina (OXA), cefoxitina (FOX), vancomicina (VAN), daptomicina (DAP) e
linezolida (LNZ) foram determinadas para os isolados e os mesmos classificados
quanto a sua sensibilidade, como sensiveis, intermediarios ou resistentes a cada
droga testada, de acordo com os critérios estabelecidos pelo documento M100-S28
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLINICAL STANDARDS
LABORATORY INSITITUTE, 2018) e BrCAST (BRAZILIAN COMMITTEE ON
ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2018).

Para o teste de sensbilidade aos antimicrobianos, foram confeccionadas placas
de microdilui¢do de 96 pogos contendo uma dilui¢do seriada de cada antimicrobiano
a uma concentragdo correspondente ao dobro das concentragdes desejadas em cada
coluna em um volume de 50 uyL de CA-MHB (Cation-adjusted Miieller-Hinton broth,
Fluka — Sigma-Aldrich). O inéculo bacteriano foi preparado pela técnica de suspensao
direta de colbnias crescidas em placas contendo agar Mieller-Hinton (Himedia) em 1
mL de CA-MHB estéril até uma densidade ODs25nn de 0,08 — 0,13 UA, determinada
em espectrofotometro UV 1101 Biotech Photometer (WPA), correspondente a 0,5 da
escala de McFarland ou 1-5 x 108 UFC/mL. Essa suspensao foi subsequentemente

diluida 1:1000 em CA-MHB em volume suficiente para inoculagao dos pocos da placa
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de microdiluicdo. Um volume de 50 pL desta ultima diluicdo foi inoculado
simultaneamente com o auxilio de pipetador automatico multicanal em cada pogo da
placa previamente confeccionada, de modo que, ao final dessa etapa, cada pogo
contivesse um volume final de 100 pL, contendo a concentracao final desejada para
cada antimicrobiano e uma densidade celular bacteriana de cerca de 1-5 x 10°
UFC/mL. Como controle positivo do crescimento bacteriano foram inoculados pogos
contendo CA-MHB livre de antimicrobianos e, como controle negativo de crescimento

foram reservados pocos contendo apenas CA-MHB, sem inoculacéo.

As placas foram confeccionadas e inoculadas seguindo recomendagdes de
boas praticas de laboratério em capela de fluxo laminar. Apds inoculagao, as mesmas
foram incubadas por 18-24 horas, a 35 = 2 °C e apds esse periodo, inspecionadas
visualmente para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), que é
considerada a menor concentragdo de cada antimcrobiano capaz de inibir o

crescimento bacteriano.

Como controle de qualidade, foram utilizadas cepas da American Type Culture
Colection (ATCC) de S. aureus ATCC® 29213. A microdiluicdo em caldo é a
metodologia considerada padrdo ouro para avaliagdo de susceptibilidade
antimicrobiana. As solugdes concentradas de cada antimicrobiano foram preparadas
numa concentracao 200 vezes superior a desejada e diluida 1:10 (v/v) em caldo

Mueller-Hinton (Difco) para a obtenc&o da maior concentragcéo de cada antimicrobiano

4.5 Estudo genético dos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos

A pesquisa dos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos testados foi
realizada pela pesquisa dos seus genes codificantes por PCR e sequenciamento de

acordo com metodologia abaixo descrita.

4.6 Extracao de DNA genémico bacteriano
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A extracao do DNA gendmico foi feita a partir da utilizagdo do DNeasy Blood &
Tissue Kit conforme recomendacdes do fabricante, (Quiagen, Hilden, Germany). Uma
colbnia de cada isolado previamente cultivada em meio LB foi transferida para 3 mL
de caldo BHI. A cultura foi incubada a 35 + 0,5 °C overnight. Um volume de 1 mL da
suspensdo de células bacterianas foi utilizado para a extragdo de DNA gendémico,
conforme recomendado pelo DNeasy Blood & Tissue Handbook (Quiagen, Hilden,
Germany). A concentracao da solu¢cao de DNA foi determinada em espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA) e

armazenadas a -20 °C até seu uso.

4.7 ldentificacao do cassete SCCmec

Para caracterizacdo do cassete cromossomal envolvido no processo de
resisténcia a meticilina/oxacilina (SCCmec), utilizou-se a tipagem por PCR multiplex
(M-PCR) conforme metodologia previamente descrita (ZHANG et al., 2005), que
identifica os cassetes do tipo | a V e os subtipos IVa, Vb, 1V¢,IV4, mais comumente
encontrado em isolados associados a infecgbes Estafilococicas resistentes a
meticilina/oxacilina, além da presenca do gene mecA, que codifica para
transpeptidase PBP2a de baixa afinidade pelos B-lactdmicos. Como controles para as
reagbes de PCR foram utilizados os isolados 119a (SCCmec tipo 1), 843a (SCCmec
tipo Il), 63a (SCCmec tipo lll), 1008a (SCCmec tipo IV) (CABLOCO, 2013; TEIXEIRA,
2012; VIVARI, 2006).

Aproximadamente 50 ng de DNA foram adicionados a 25uL de reacao de M-
PCR contendo: 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, and dCTP) (Invitrogen Inc., Carlsbad,
CA), 1,2 U de Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). Os
oligonucleotideos utilizados e as respectivas concentragcbes empregadas nas reagoes
de M-PCR encontram-se listados na Tabela 01. A amplificacéo foi realizada no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia) iniciando com uma etapa de denaturagédo do DNA a 94 °C por 5 minutos,

seguida por 10 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 65 °C por 45 segundos e 72 °C por
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90 segundos e adicionais 25 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por 45 segundos
e 72 °C por 90 segundos e uma etapa de extensao final de 10 minutos a 72 °C. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e visualizados
apos revelagdo com SYBR Safe DNA Gel Stain (Sigma-Aldrich, USA). Para a
pesquisa do gene PVL (Leucocidina Panton-Valentine) foi realizada reacédo de PCR
conforme metodologia estabelecida por Campbell e colaboradores (2008). As
sequéncias de primers para a pesquisa desse gene de viruléncia encontram-se

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificagédo dos SCCmec em Staphylococcus spp.

Primer Sequencia (5’-3’) Conc. Tamanho do Especificidade
(uM) produto (pb)

TWelR  GTTCTCTCATAGTATGACGTCC 0048 613 SCCmecl

%g: :::E 8gm¢égﬁlg§$::$ec§mc 0.032 398 SCCmec i

TGlllR  COTTAGTTGTCGTAACAGATCS 004 280  scCmecll

Type IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG

Type IVa-R ~ CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG 0-104 776 ScCmec Va
Type IVb-F  TCTGGAATTACTTCAGCTGC

Type IVb-R  AAACAATATTGCTCTCCCTC 0.092 493 SCCmec Vb
Type IVc-F  ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC

Type VR TTGGTATGAGGTATTGCTGG 0.078 200 SCCmec Ve
Type vd-F  CTCAAAATACGGACCCCAATACA

Type lvd-R ~ TGCTCCAGTAATTGCTAAAG 0.28 881 SCCmec IVd
Type V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG

TypeV-R  TGAAAGTTGTACCCTTGACAGC 0.06 325 SCCmecV
MecA147-F  GTGAAGATATACCAA GTG ATT 0.046 147 ooA
MecA147-R  ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT '

PVL-F TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT — 0.08 846 PVL

PVL-R TCTGCCATATGGTCCCCAACCA

Fonte: O autor.

4.8 Estudo genético dos determinantes de resisténcia a vancomicina

Os genes que codificam determinantes de resisténcia a vancomicina, vanA e
vanB, foram investigados através da reacdo de M-PCR utilizando pares
oligonucleotideos iniciadores especificos para vanA (vanAr: 5-
ATGAATAGAATAAAAGTTGC-3" e vanAr: TCACCCCTTTAACGCTAATA) e vanB
(vanBe: 5°- GTGACAAACCGGAGGCGAGGA e vanBr: 5-
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CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA-3"), segundo protocolo adaptado de Clark et al
(1993). A amplificacao por PCR foi realizada em reacado de PCR com volume final de
20 pl contendo: 1x PCR buffer [16 mM (NH4)2SO4, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8)], 0,2 uM
de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega Corp., Madison,
Wis.), 3 mM MgClz, 0,5 pM de cada primer e 1U de Platinum Taq DNA polimerase
(Invitrogen). Para reagéo de amplificagao por PCR, as reagbes foram submetidas a
condigbes de denaturagao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguidos por 30 ciclos:
denaturacéo inicial a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos,
extensdo a 72 °C por 30 segundos e uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e visualizados
apos revelagdo com SYBR Safe DNA Gel Stain (Sigma—Aldrich, USA).

49 Estudo dos determinantes genéticos de resisténcia a daptomicina e

linezolida

Os determinantes de resisténcia a daptomicina e linezolida, mprF (YANG et al.,
2009) e crf (RAJAN; KUMAR; GOPAL, 2014), foram avaliados nesse estudo por da
reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) seguidas por sequenciamento do
produto de PCR, conforme metodologia previamente descrita (RAJAN; KUMAR,;
GOPAL, 2014; YANG et al., 2009). Apds a amplificagao, os produtos da PCR foram
purificados com o com o ExoSAP-IT PCR Product Cleanup kit (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) e quantificados em NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific Inc. Hampton, EUA). O sequenciamento foi realizado pela técnica de
Método dideoxi ou de terminalizacdo (Sanger) com o BigDye Terminator Sequencing
Kit, conforme recomendacé&o do fabricante (Thermo Fisher Scientific). Os produtos da
PCR foram submetidos a reagdes feitas individualmente contendo apenas um dos
oligonucleotideos forward ou reverse para cada gene alvo em condicées de
termociclagem com etapa de desnaturagao inicial de 2 minutos a 94 °C, seguida por
40 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 55 °C por 10 segundos e 60 °C por 4 minutos
cada, realizada em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Os produtos das reacdes de sequenciamento foram precipitados e ressuspendidos
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em 10 yL de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems) e posteriormente aplicados no
sequenciador 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no Nucleo de
Plataformas Tecnoldgicas do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/Fiocruz-PE). Os
cromatogramas foram analisados com o software Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium)
e os contigs montados com o software BioEdit Sequence Alignment Editor (Tom Hall),
sendo posteriormente comparados com as sequéncias génicas de DNA disponiveis
no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) com a ferramenta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST).

410 Determinacdo da relacao genética entre os isolados pelo padrao de
restricdo gendmico em eletroforese em campo pulsatil (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis - PFGE)

A técnica de PFGE é a mais aplicada para estudos epidemiolégicos
moleculares de diferentes patogenos devido a sua alta resolutividade,
reprodutibilidade e poder discriminatorio. A técnica baseia-se na clivagem e analise
de grandes fragmentos de DNA cromossomal bacteriano gerados apds clivagem com
enzima de restricdo de corte raro, posteriormente resolvido por eletroforese em campo
pulsado com mudancas periédicas da orientacdo do campo elétrico através do gel.

Os isolados foram plaqueados em agar sangue e, apos uma incubacgao a 37°C
overnight, uma colbnia foi transferida para 5 mL de meio LB (Luria Bertani). A
suspensao novamente foi incubada a 37°C overnight. No dia seguinte, as suspensdes
foram centrifugadas (12000 rpm por 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e os
pellets foram pesados em balanga analitica. O sedimento bacteriano obtido foi
ressuspendido em salina (0,85% m/v) na propor¢ao 1:1 (volume diluente/peso do
material centrifugado) e homogeneizados. Dessa ressuspensao, cerca de 10uL foram
adicionados a 300uL de tampéao de lise EC (Tris 6mM, ph 6.5; NaCl 1M; EDTA 0.01M,
Sarcosil 0.5%; Brij 58 0.5% e Deoxiglicolato 0.2%) e 340uL de agarose low melting. A
solucéo resultante foi imediatamente aplicada em moldes para a confecg¢ao dos plugs

(blocos de gel contendo células bacterianas).
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Apos a solidificac&o, os blocos de agarose foram incubados a 37°C overnight
em 2mL de tampéo de lise EC e 15uL de lisostafina (1mg/mL) (Sigma-Aldrich, US).
No dia seguinte, os blocos de agarose foram lavados a cada 1h durante 2h com o
tampao CHEF-TE (Tris 0.1M; pH 7.5 e EDTA 0.1M). Apéds essa etapa, adicionou-se
2mL de tampao ES (EDTA tetrassédico 1M, pH 8,0; sarcosil 5%) e 100uL de
proteinase K (20mg/mL). A placa novamente foi incubada a 37°C overnight.
Posteriormente, os blocos de agarose foram lavados a cada 1h durante 4h com
tampao CHEF-TE para remover o excesso de proteinase K. Em seguida, os plugs
foram lavados a cada 30 minutos por 2h com tampao DNS (0.1 M Tris PH8.0, 5 mM
MgCI2). Entédo, a digestdo do DNA foi realizada utilizando-se 20U de Smal (New
England Biolabs, Frankfurt, Germany) para um volume de reagéo de 50uL por 18h a
25°C. Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose
1% (m/v) diluida em tampao Tris/Borato/EDTA (TBE 0.5x) utilizando um aparelho de
campo elétrico homogéneo com fixagdo de contorno [sistema CHEF-DRIII (BioRad
Laboratories, Califérnia, EUA). Os parametros de corrida foram os seguintes: pulso
inicial de 5 segundos, pulso final de 60 segundos, 6V/cm de for¢a, tempo de corrida
de 23h, temperatura a 14°C e TBE 0,5X como tamao de corrida. Depois da
eletroforese, o gel foi fixado em brometo de etidio (0,5ug/mL) durante 1h, seguido por
descoloragédo em agua destilada por igual periodo. Finalmente, o gel foi fotografado
em transiluminador UV. O software BioNumerics 7.5 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica)
foi utlizado para analise do perfil de restricdo e clusterizagdo de acordo com os

critérios estabelecidos por Tenover et al. (1995).

4 11 Analises dos dados

Os resultados foram avaliados qualitativamente pela analise estatistica descritiva
dos dados coletados e armazenados em banco de dados pelo software SPSS 13.0
(Statistical Product and Service Solutions®) e apresentados na forma de graficos e

tabelas.
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5 RESULTADOS

5.1 Distribuicao dos isolados de Staphylococcus spp.

As amostras clinicas de Staphylococcus analisadas neste estudo tiveram sua
identificacdo confirmada por MALDI-TOF. Da maioria dos pacientes (92,3%; 60/65)
foram incluidas somente um unico isolado, com excecédo de 05 (cinco) deles, dos
quais, 02 (dois) apresentaram 02 (duas) amostras de S. aureus oriundas de sitios
anatémicos distintos e isolados com pelo menos 01 (um) més de intervalo entre eles
[paciente P13 (isolados S. aureus C113 e C282) e P19 (C162 e C250)] e 03 (trés)
pacientes (P37, P45 e P55) que apresentaram cada um simultaneamente amostras
de S. aureus e S. epidermidis [(C292 e C329), (C305 e C434), (C447 e C413)],
respectivamente.

Os sitios anatdomicos dos quais as espécies foram isoladas foram: sangue
(hemoculturas), abscesso, secrecao de ferida operatéria (pele e partes moles), ponta
de cateter, fragmento de osso, liquidos cavitarios (liquido ascitico, liquido pleural),
culturas de vigilancia (swab nasal e swab retal) (Tabela 2). Em sua maioria, 71%
(50/70) dos isolados foram provenientes de hemocultura (infecgdo da corrente
sanguinea), das quais 50% (25/50) foi positiva para S. aureus e 50% para CoNS (24

S. epidermidis e 01 S. warneri).

Tabela 2 - Frequéncia de amostras de Staphyloccus spp. por sitio de
isolamento primario.

Sitio S. aureus (%) CONS (%) Total (%)
Sangue (hemoculturas) 25(69,4) 25(73,5) 50(71,4)
Pele e partes moles @ 5 (14,3) 0 (0) 5(7,14)
Ponta de cateter 3(8,3) 1(2,9) 4 (5,7)
Outros ® 3(8,3) 4 (11,4) 7 (10)
Culturas de vigilancia °© 0(0) 4(11,4) 4 (5,7)
Total 36 (100) 34 (100) 70 (100)

Fonte: O autor.

Nota: @ partes moles (ferida operatéria e abscesso); P liquidos cavitarios
(liquido ascitico, liquido pleural, fragmento ésseo, lavado broncoalveolar); ¢
swab retal e swab nasal.
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Cerca de 18,5% (12/65) dos pacientes dos quais foram recuperadas as
amostras clinicas de Staphylococcus spp. analisadas neste estudo estavam
sabidamente sendo assistidos em unidade de terapia intensiva (UTI), e seu restante
(53/65; 81,5%) estavam hospitalizados nas enfermarias (nefrologia, oncologia,
ortopedia, clinica médica, cirurgia vascular), designados aqui como sendo nao
oriundos de UTI (Tabela 3).

Das amostras identificadas como sendo provenientes de pacientes em UTI,
aproximadamente 92% (11/12) foram de espécie CoNS, enquanto que entre os
pacientes atendidos fora da UTI foram isolados com maior frequéncia a espécie S.
aureus (46%, 30/65).

Tabela 3 - Distribuicdo dos isolados entre os pacientes assistidos por unidade
de tratamento.

Espécie UTI (%) Nao-UTI (%) Total (%)
Staphylococcus aureus 01 (8,3) 30 (46,1) 31 (47,7)
CoNS 11 (91,7) 23 (35,4) 34 (52,3)
Total 12 (18,5) 53 (81,5) 65 (100,0)

Fonte: O Autor.
Nota: UTI, Unidade de Terapia Intensiva; CoNS, Staphylococcus coagulase-
negativo.

5.2 Staphylococcus spp. e a resisténcia a oxacilina e cefoxitina

O Grafico 2 apresenta a distribuicdo das CIMs de oxacilina entre os 70 isolados
de Staphylococcus avaliados neste estudo. Entre os 36 isolados de S. aureus, 52,7%
(19/36) apresentaram CIM para oxacilina < 2 ug/mL e 47,2% (17/36) apresentaram
CIM = 4 ug/mL. 75% (27/36) dessas amostras foram classificadas como MRSA
(Staphylococcus aureus meticilina/oxacilina resistente) e 25% (09/36) como MSSA
(Staphylococcus aureus meticilina/oxacilina sensivel). Em relagdo aos CoNS, o
percentual de amostras com CIM < 0,5 ug/mL foi de 11,8% (4/34), enquanto que
88,2% (30/34) apresentaram CIM = 0,5 pg/mL, sendo estes classificados como MRS

(Staphylococcus sp. resistente a meticilina/oxacilina).
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Grafico 2 - Distribuicdo dos valores das CIMs de oxacilina entre os isolados de Staphylococcus
aureus e CoNS oriundos dos pacientes assistidos entre janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

25%+
[ Staphylococcus aureus

CoNS

20%

15%

10%

Percentagem (%)

5%

<025 025 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16 32 64 > 64
Oxacilina CIM (ug/mL)

Fonte: O autor.
Nota: CIM: Concentragéo inibitéria minima, CoNS: Staphylococcus coagulase negativa.

A oxacilina apresentou menor atividade contra os isolados de CoNS (CIMso =
16 ug/mL), sendo oito vezes mais potente contra os isolados de S. aureus (ClIMso = 2
pMg/mL), observando-se neste grupo menor frequéncia de isolados resistentes (75%)
(27/36) em relacéo a frequéncia observada nas amostras de CoNS (88,2%) (30/34)
(Tabelas 4 e 5). A cefoxitina apresentou baixa eficacia contra os isolados de S.aureus
(CIMso = 8 pg/mL), tendo sido observado nesse grupo um percentual de resisténcia a
este antimicrobiano de 58,3% (21/36).

Tabela 4 - Perfil de sensibilidade a oxacilina e cefoxitina das 36 amostras clinicas

de Staphylococcus aureus isoladas de pacientes hospitalizados entre janeiro de
2016 e fevereiro de 2017.

Staphylococcus aureus (n = 36)

Antimicrobiano CIM (ug/mL): % por categoria
ClMso ClMoo Variagao S R

Oxacilina 2 > 64 <0,25->64 25(09) 75 (27)

Cefoxitina 8 32 <05->64 alr 583

(15) (21)

Fonte: O Autor.
Nota: CoNS: Staphylococcus coagulase negativa, CIM: Concentracgdo inibitdria
minima.
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Tabela 5 - Perfil de sensibilidade a oxacilina das 34 amostras clinicas de
Staphylococcus coagulase negativo (CoNS) isoladas de pacientes
hospitalizados entre janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

CoNS (n = 34)
Antimicrobiano CIM (pg/mL): % por categoria
CIMso  ClIMgo Variagao S R
Oxacilina 16 >64 <0,25->64 11,8(4) 88,2(30)
Cefoxitina 16 > 64 0,5->64 NA NA

Fonte: O Autor.
Nota: CoNS: Staphylococcus coagulase negativa, CIM: Concentrag&o inibitdria
minima. NA: ndo aplicavel interpretacéo para CIM de cefoxitina.

Para confirmar o perfil de resisténcia a meticilina/oxacilina em S. aureus,
realizou-se a avaliacdo da sensibilidade a cefoxitina. A Tabela 6 apresenta a
distribuicdo das CIM de cefoxitina e oxacilina observadas entre os isolados de S.
aureus selecionados para este estudo. Quatro amostras de S. aureus (11,1%) (4/36)
apresentaram sensibilidade a oxacilina (CIM < 2 pg/mL) e resisténcia a cefoxitina (CIM
> 8 pg/mL). Aproximadamente 47% (17/36) dos isolados de S.aureus foram
resistentes aos dois antimicrobianos, enquanto que 41,6% (15/36) foram sensiveis a
ambos. Quanto aos CoNS, os critérios da CLSI e BrCAST estabelecem que isolados
com CIM para a oxacilina = 0,5 ug/mL e/ou positivos para o gene mecA sao

caracterizados como resistentes (MRS).
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Tabela 6 - Distribuicdo dos 36 isolados de S. aureus quanto as CIMs para a oxacilina
e cefoxitina. A regido sombreada destaca os isolados que apresentaram sensibilidade
a oxacilina e resisténcia a cefoxitina.

CIM de oxacilina (pg/mL)

CIM cefoxitina

Total
(ng/mL) <0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16 32
<0,5 02 02
1 01 01
2 05 01 06
4 04 02 06
8 02 01 01 02 01 01 08
16 01 01 02 01 02 07
32 01 01 01 03
64 03 03
Total 14 03 02 02 02 04 03 06 36

Fonte: O Autor.
Nota: CIM: Concentracao inibitéria minima.

Quanto aos isolados MRSA, observou-se que em 85,2% (23/27) foram positivos
para a investigacdo do gene mecA por PCR (Tabela 07), sendo este elemento,
carreado principalmente pelo SCCmec Il (37%) (10/27) (Figura 07). O fenotipo MRSA
foi observado em cinco clones diferentes (A, B, C, D e E), sendo o clone A 0 mais
frequente (48,1%, 13/27), seguido dos clones D e C com 22,2% (6/27) e 18,5% (n =

05), respectivamente.

Cerca de 11% (3/27) dos MRSA foram mecA negativos, indicando a presenca
de outros determinantes genéticos de resisténcia, sendo que um desses isolados
apresentou o cassete SCCmec tipo IVc. Entre as amostras que apresentaram
resisténcia a cefoxitina (FOX-R) e sensibilidade a oxacilina (OXA-S), trés amostras
foram positivas para o gene mecA e pertencentes aos clones A e D. 22,2% (6/27) dos
MRSA foram sensiveis a oxacilina e cefoxitina, porém mecA positivos, sendo
classificados como OS-MRSA-mecA+. Nesses isolados, observou-se que duas
amostras carreavam o cassete SCCmec Ill e outras duas eram portadoras do
SCCmec |Va. 25% (9/36) das amostras de S. aureus foram classificadas como MSSA-
mecA®), sendo estes isolados n&o tipaveis para o SCCmec e pertencentes a dois

clones diferentes (A e C), com predominancia do A (n = 06). Observou-se a presenca
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do gene PVL em um isolado pertencente ao fendtipo OS-MSSA-mecA+ e em outro

pertencente ao fenétipo MRSA-mecA™) (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 - Fendtipos de sensibilidade em relagao a oxacilina, presenca do gene mecA, presenca
do gene PVL e perfil clonal observados nos 36 isolados de S. aureus.

Fenétipos n (%) PVL PFGE Total
MRSA
A (n = 07)
B (n = 01)
MRSA-mecA™) 14 (52) 01 (3,7) C (n=03)
D (n = 03)
A(n=13)
A(n=01) " Bn=01)
MRSA-mecAX) 03 (11,1) 0(0) C(M=01) =05
D(n=01)  p(n=o0s)
E (n=01)
A(n=03)  NT(n=01)
C(n=01)
OS-MRSA-mecA® 06 (22,2) 01(3,7) D (n=01)
E (n=01)
A (n = 02)
Cefoxitina R/ Oxacilina S 04 (14,8) 0@y D(m=0n)
NT (n = 01)
Sub-Total 27 (75) 27 (100) 27 (100)
A(n=08)  A(n=06)
MSSA- mecA" 09 (25) 0 (0) C (n - 03) C (n - 03)
Total 36 (100) 2(7,4) 36 (100) 36 (100)

Fonte: O Autor.
Nota: MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, MSSA: Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina, OS-MRSA: Staphylococcus aureus oxacilina sensivel-meticilina resistente.
NT: Nao tipavel.
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Tabela 8 - Cassetes SCCmec identificados nos isolados de S. aureus MRSA.

Fenopito SCCmec em S. aureus (%)
| ]} v \" NT Total

MRSA

MRSA-mecA®™ 09 (33,3) 01 (3,7) 01 (3,7) 01 (3,7) 02 (10,8) 14(51,8)
MRSA-mecA®) 0 (0) 0(0) 01* (3,7) 0 (0) 02 (7,4) 03 (10,1)
OS-MRSA-mecA™ 0(0) 02 (3,7) 02 (3,7) 0 (0) 02 (7,4) 06 (20,2)
FOX-R/OXA-S 01 (3,7) 0(0) 0(0) 0 (0) 03 (10,1) 04 (14,8)
Total 10 (37) 03 (11) 04 (14,8) 01 (3,7) 09 (33,3) 27 (100)
MSSA 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0) 09 (100) 09 (100)
Total 10 (27) 03 (2,7) 04 (8,3) 01 (8,3) 18 (50) 36 (100)

Fonte: O Autor.

Nota: MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina, MSSA: Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina/oxacilina, OS-MRSA: Staphylococcus aureus oxacilina sensivel-meticilina
resistente. NT: Nao tipavel. MSSA mec+: Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina mecA postivo,
MRSA mec -: Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina e negativo para o mecA, FOX- R:
cefoxitina resistente, OXA-S: meticilina/oxacilina sensivel.

*SCCmec IVc

Figura 7 - Amplificagdo dos cassetes cromossomais SCCmec e do gene mecA em isolados de S.
aureus e CoNS por PCR multiplex. Na figura estdo assinalados os amplicons correspondentes aos
cassetes SCCmec tipo IVa, Il, V e o gene mecA.

m O o [ -] ™M ®
wiEEERE3ECEREEE B2 8E,
00 0O 0 O VL OOV OV O O 0 O

(pb)
1000
SCCmec IVa
650
SCCmec I
300 SCCmec V
mecA
100

Fonte: O autor.
Nota: M: marcador de peso molecular, pb: pares de base.

Entre os CoNS, observou-se que em 93,3% (28/30) dos oxacilina resistentes
(MRS) foram mecA positivos, apresentando como principal carreador desse gene o
SCCmec IVa (29,4%) (10/34). O gene PVL foi observado em apenas uma amostra
(3,3%, 1/30). Quanto a distribuicdo clonal dos isolados resistentes a
meticilina/oxacilina, o perfil B foi o mais frequente (34,4%, 10/29), seguido pelo D
(27,6%, 8/29) e C (13,8%, 4/29). Os quatro isolados sensiveis a meticilina/oxacilina
(MSS) foram mecA negativos, entretanto, dois isolados foram classificados como nao

tipaveis quanto a presenca do cassete SCCmec, um foi portador do cassete SCCmec
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Il e outro do cassete SCCmec lll. Esses isolados foram pertencentes aos clones B (n=
01), A(n=01)e E (n=02) (Tabela 9 e 10).

Tabela 9 - Fendtipos de sensibilidade em relagéo a oxacilina, presenca do gene mecA e perfil clonal
observados nos 34 isolados de CoNS.

Fenépito n (%) mecA™ (n) PVL (%) PFGE (S. epidermidis)

B (n=10), D (n=08), C (n = 04),

MRS 30 (88,2) 28(93,3)  01(3,3) A(n=02),F(n=01),NT (n=04)
MSS 04 (11,8) 0 (0) 000) B(n=01),A(n=01),E (n=02)
Total 34 (100) 28 (93,3) 01 (3,3) 34(100)

Fonte: O Autor.
Nota: MRS, Staphylococcus spp. resistentes a meticilina/oxacilina; MSSA, Staphylococcus spp.
sensiveis a meticilina/oxacilina.

Tabela 10 - Cassetes SCCmec identificados nos isolados de CoNS. Distribuicdo de acordo com o
fendtipo de resisténcia a oxacilina.

SCCmec em CoNS (%)

Fenépito

| T I IVa Vv NT Total
MRS 0(0) 02(58) 5(147) 10(29) 02(58) 11(32,4) 30(88,2)
MSS 0(0) 01(29) 01(209) 0 (0) 0(0) 02(58) 04(11,8)
Total 0(0) 03(8,8) 5(14,7) 10(29) 04(11,6) 12(353) 34 (100)

Fonte: O Autor.
Nota: SCCmec: Cassete Estafilocdcico para o gene mec. MRS: Staphylococcus sp. resistente a
meticilina/oxacilina. MSSA: Staphylococcus sp. sensivel a meticilina/oxacilina.

Quanto ao sitio de isolamento primario distribuicdo por sitio de infeccao
verificou-se que 27% (19/70) dos isolados foram MRSA (Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina) de hemoculturas e 31,4% (22/70) foram oxacilina resistentes
pertencentes ao grupo dos CoNS. Entre os susceptiveis, a frequéncia maior foi de
S.aureus (MSSA) (Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina) 12,8% (09/70). Em
culturas de vigilancia, todas as amostras foram oxacilina resistente do grupo dos
CoNS (Tabela 11).



Tabela 11 - Distribuicdo dos isolados de Staphylococcus spp. quanto a sensibilidade a

oxacilina e ao sitio de isolamento primario.

S. aureus CoNS
Sitio de isolamento MRSA MSSA MSS MRS
Sangue (hemoculturas) 19 (27 1) 06 (8,5) 03 (4,2) 22 (31,4)
Pele e partes moles® 04 (5,7) 01 (1,4) 0 (0) 0 (0)
Ponta de catéter 03 (4,2) 0(0) 0 (0) 01 (1,4)
Outros® 01 (1,4) 02 (2,8) 01 (1,4) 03 (4,2)
Culturas de vigilancia® 0 (0) 0 (0) 0 (0) 04 (5,7)
Total 27 (38,5) 09 (12,8) 04 (5,7) 30 (42,8)

Fonte: O Autor.

Nota: ORS, Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina; OSS, Staphylococcus spp. sensiveis
a oxacilina; CoNS, Staphylococcus coagulase negativa. MRS, Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina/oxacilina; MSS, Staphylococcus spp. sensivel a meticilina/oxacilina; b-
partes moles (ferida operatéria e abscesso); © outros (liquido ascitico, liquido pleural,
fragmento 6sseo, lavado broncoalveolar); ¢ swab retal e swab nasal.
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Quanto a distribuicdo dos cassetes SCCmec entre os perfis clonais de S.

aureus, foi observado que no clone A cerca de 26,3% (05/19) foram classificados

como SCCmec Il e 63% (12/19) foram classificados como nao tipaveis (NT). Um

isolado pertencente a esse clone foi classificado como SCCmec tipo IVc e outro foi

classificado como SCCmec tipo V (Gréfico 3).

Em relacédo aos CoNS, 36,3% dos

isolados (04/11) do clone B apresentaram o SCCmec IVa (Grafico 4) e 27,3% (3/11)

das amostras desse grupo foram classificadas como SCCmec lll. No clone D, 38%

(3/8) foram SCCmec IVa.



Grafico 3 - Distribuicdo dos cassetes SCCmec em relagao aos perfis
de restricdo gendmicos por PFGE dos isolados de Staphylococcus
aureus.
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Fonte: O Autor.
Nota: NT: n&o tipavel.

Grafico 4 - Distribuicdo dos cassetes SCCmec em relagao aos perfis
de restricdo gendmicos por PFGE dos isolados de Staphylococcus
coagulase negativa (CoNS).
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Fonte: O Autor.
Nota: NT: n&o tipavel.
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5.3 Staphylococcus e resisténcia a vancomicina, linezolida e daptomicina

Dados relacionados a poténcia e os respectivos perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos considerados de ultima linha encontrados para os 36 isolados de

Staphylococcus aureus e 34 de CoNS encontram-se nas Tabelas 12 e 13.

Foi observado que todos os isolados bacterianos foram susceptiveis a
daptomicina (MIC < 1 ug/mL), tendo este antimicrobiano apresentado elevada eficacia
in vitro (CIMso = 0,5 pg/mL) para ambos os grupos. A linezolida apresentou a mesma
eficacia para os dois grupos (ClMso = 2 ug/mL). Entretanto o percentual de resisténcia
foi de 5,9% (2/34) entre os CoNS e de 2,8%(1/36) entre os S. aureus. Todas as

amostras resistentes a linezolida foram isoladas de hemoculturas.

Em relagdo a vancomicina, nenhum isolado bacteriano foi resistente, a poténcia
deste antimicrobiano também foi igual contra os dois grupos. Porém, 11,1% (4/36) dos
isolados de S.aureus apresentaram susceptibilidade reduzida para este
antimicrobiano, segundo critérios da CLINICAL LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE (2018). Dois desses isolados foram oriundos de hemoculturas e os outros

dois de secrecao de ferida operatoria.

Tabela 12 - Perfil de sensibilidade a vacomicina, linezolida e daptomicina das 36
amostras clinicas de Staphylococcus aureus isoladas de pacientes hospitalizados
entre janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

Staphylococcus aureus (n = 36)

Antimicrobianos CIM (pg/mL): % por categoria
CIMso CIMgo Variagao S I R
Vacomicina 2 4 <0,5-4 88,9 111 0
Linezolida 2 4 1-8 97,2 O 2,8
Daptomicina 0,5 0,5 - 100 0 0

Fonte: O Autor.
Nota: CIM - Concentracdo inibitéria minima; S-sensivel; l-intermediario; R-
resistente.
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Tabela 13 - Perfil de sensibilidade a vacomicina, linezolida e daptomicina das
34 amostras clinicas de Staphylococcus coagulase negativo (CoNS) isoladas
de pacientes hospitalizados entre janeiro de 2016 e fevereiro de 2017.

CoNS (n = 34)
Antimicrobianos CIM (pg/mL): % por categoria
CIMsyp  CIMgo  Variagéo S | R
Vacomicina 2 4 1-4 100 O 0
Linezolida 2 4 1-4 941 0 59
Daptomicina 0,5 0,5 - 100 O 0

Fonte: O Autor.
Nota: CIM — Concentrag&o inibitéria minima; S-sensivel; l-intermediario; R-
resistente.

A distribuicdo dos CIM’'s de vancomicina em relacao ao perfil de resisténcia a
oxacilina entre os isolados de Staphylococcus aureus e CoNS é exibida nas Tabelas
14 e 15. Observou-se que dos 27 isolados de S. aureus resistentes a oxacilina
(MRSA), 96,3% (26/27) apresentaram CIM para a vancomicina = 1 yg/mL, sendo
36,1% (13/27) apresentaram CIM = 2 pg/mL. Entre os MSSA, 55,6% (5/9)
apresentaram CIM < 0,5 pg/mL. Em relacdo aos CoNS, todos os 34 isolados
apresentaram CIM = 1 uyg/mL para a vancomicina. Entretanto, aproximadamente 53%

dos isolados resistentes a oxacilina apresentaram CIM = 2 ug/mL para a vancomicina.

Tabela 14 - Distribuicdo por numero de amostras de S.aureus em relagdo ao CIM de vancomicina
(nug/mL).

Amostras n (%) Total

Vancomicina CIM (pg/mL)

<0,50 1,0 2,0 4,0
MRSA 01(2,7) 09 (25)  13(36,1) 04 (11,1) 27 (75)
MSSA 05 (13,8) 02 (5,4) 02 (5,4) 0 (0) 09 (25)
Total 6(16,5  11(309)  15(41,6)  04(11,1) 36 (100)

Fonte: o autor.
Nota: MSS: Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina/oxacilina. MRS: Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina/oxacilina.
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Tabela 15 - Distribuigdo por niumero de amostras de CoNS em relagéo ao CIM de vancomicina (ug/mL).

Amostras n (%) Total
Vancomicina CIM (pg/mL)

<05 1,0 2,0 4,0
MSS 0(0) 02 (5,8) 0(0) 02 (5,8) 04 (11,7)
MRS 0(0) 05(14,7)  18(52,9)  07(20,6) 30 (88,3)
Total 0(0) 07(206) 18(52,9)  09(26,4) 34 (100)

Fonte: o autor.
Nota: MSS: Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina/oxacilina. MRS: Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina/oxacilina.

Das trés amostras de Staphlyococcus spp. resistentes a linezolida (CIM = 8
Mg/mL), duas (2,8%, 2/70) foram CoNS resistentes a meticilina/oxacilina (MRS) e uma
(1,4%, 1/70) foi de S. aureus oxacilina susceptivel. Dos 47 isolados resistentes a
oxacilina, 63,8% (30/47) apresentaram CIM para a linezolida de 2 pg/mL. Quanto a

daptomocina, todas as 70 amostras bacterianas apresentaram CIM igual a 0,5 ug/mL.

5.4 Distribuicao clonal dos isolados de Staphylococcus spp.

Do total de 36 isolados de S. aureus, um nao pode ser tipado por PFGE devido
a dificuldade com a lise e digestdo do DNA. Um total de cinco grupos de similaridade
(A-E) e 24 perfis foram observados (Figura 08). O grupo A apresentou um total de 19
isolados (52,8%, 19/36) distribuidos em nove subtipos, sendo o subtipo A3 (n=05) o
mais frequente. O grupo C foi o segundo maior, com cerca de 22,2% (n=08) dos
isolados. O grupo D, terceiro maior, apresentou um total de 16,7% dos isolados (n=06)
(Quadro 02). O critério aplicado para distingdo dos clones foi o estabelecido por
Tenover (1995). Segundo esse critério, isolados com similaridade igual ou superior a

80% sao considerados geneticamente relacionados.

Em relacdo aos 34 isolados de CoNS, quatro nao foram tipados por PFGE
devido a dificuldade com a lise e digestdao do DNA e o Staphyloccoccus warneri nao
foi incluido na tipagem devido a impossibilidade de estabelecer uma analise

comparativa, uma vez que apenas um isolado dessa espécie foi identificado. A partir
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dos 29 isolados de S. epidermidis foram obtidos seis grupos de similaridade (A-F) e
26 perfis foram observados (Figura 08). O grupo B apresentou um total de 11 isolados
(38%, 11/29) distribuidos em 11 subtipos. O grupo D foi o segundo maior, com 27,6%
(8/29) dos isolados e o grupo C, terceiro maior, apresentou um total de 13,8% dos
isolados (4/29) (Quadro 03).

Figura 8 - Dendrograma gerado pela analise dos perfis de PFGE e respectivos subtipos dos isolados
de S. aureus apods digestdo com Smal (similaridade > 80%).
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Figura 9 - Dendrograma gerado pela analise dos perfis de PFGE e respectivos subtipos dos isolados
CoNS (S. epidermidis) apos digestdao com Smal (similaridade > 80%).
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Quadro 02 - Perfis clonais, sitios de coleta, data da coleta, tipagem por SCCmec e avaliagdo da
presenca do mecA em isolados de Staphylococcus aureus oriundos de amostras clinicas de hospital
terciario do Recife/PE.

PACIENTES | PFGE | SUBTIPO | SiTIO DE COLETA | SERVIGO | SCCmec | mecA iez)t;;iaa
P17 A A1 Fragmento de osso | N&o UTI NT - 23.05.16
P09 A A2 Liquido cavitario UTI NT - 03.04.16
P42 A A3 Hemocultura Nao UTI NT + 21.11.16
P65 A A3 Hemocultura Nao UTI NT - 22.02.17
P38 A A3 Hemocultura Nao UTI Il + 10.11.16
P37 A A3 Liquido pleural Nao UTI NT + 08.11.16
P64 A A3 Abscesso Nao UTI NT - 17.02.17
P44 A A4 Hemocultura Nao UTI NT - 27.11.16
P28 A A5 Hemocultura Nao UTI Il + 19.09.16
P16 A A6 Hemocultura Nao UTI NT + 02.05.16
P14 A A6 Ferida operatoria Nao UTI NT + 20.04.16
P15 A A6 Hemocultura Nao UTI Ve - 24.04.16
P13 A A6 Ferida operatéria Nao UTI Il + 08.04.16
P27 A A7 Hemocultura Nao UTI NT + 13.09.16
P24 A A7 Hemocultura Nao UTI 1] + 31.08.16
P19 A A8 Ponta de cateter Nao UTI Il + 17.06.16
P29 A A9 Hemocultura Nao UTI NT - 26.09.16
P19 A A9 Hemocultura Nao UTI Il + 24.10.16
P11 A A10 Hemocultura Nao UTI NT + 06.04.16
P20 B B1 Hemocultura N&o UTI 1] + 05.07.16
P52 C C1 Hemocultura Nao UTI NT - 23.12.16
P56 C C2 Hemocultura Nao UTI NT - 31.01.17
P34 C C3 Hemocultura Nao UTI IVa + 03.11.16
P13 C C4 Ponta de cateter Nao UTI Il + 07.11.16
P55 C C5 Hemocultura Nao UTI NT - 22.02.17
P62 C C6 Hemocultura Nao UTI NT - 12.02.17
P43 C Cc7 Ponta de cateter Nao UTI IVa + 23.11.16
P45 C C8 Hemocultura Nao UTI Il + 29.11.16
P01 D D1 Hemocultura Nao UTI 1] + 06.01.16
P02 D D1 Hemocultura Nao UTI Il + 01.03.16
P05 D D2 Ferida operatoria Nao UTI V + 15.03.16
P03 D D3 Hemocultura N&o UTI NT - 07.03.16
P12 D D4 Ferida operatoria Nao UTI Il + 07.04.16
P08 D D4 Hemocultura Nao UTI Il + 31.03.16
P04 E E Hemocultura Nao UTI IVa + 09.03.16
P41 NT NT Hemocultura Nao UTI NT - 19.11.16

Fonte: O autor.
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Quadro 03 - Perfis clonais, sitios de coleta, data da coleta, tipagem por SCCmec e avaliagdo da
presenca do mecA em isolados de Staphylococcus coagulase negativa oriundos de amostras clinicas
de hospital terciario do Recife/PE.

PACIENTE |PFGE | SUBTIPO | SiTIO DE COLETA |SERVICO | SCCmec| mecA [::)tlit‘ia
P31 A A1l Hemocultura NAO UTI Il + 11.10.16
P57 A A2 Liquido ascitico NAO UTI Il - 01.02.17
P60 A A3 Hemocultura NAO UTI IVa + 09.02.17
P25 B B1 Hemocultura NAO UTI IVa + 06.09.16
P45 B B10 Hemocultura NAO UTI Il + 07.02.17
P54 B B11 Hemocultura NAO UTI IVa + 24.01.17
P30 B B2 Hemocultura NAO UTI IVa + 03.10.16
P18 B B3 Hemocultura UTI V + 06.06.16
P22 B B4 Hemocultura NAO UTI NT + 09.08.16
P23 B B5 Liquido peritoneal | NAO UTI \ + 26.08.16
P58 B B6 Hemocultura NAO UTI Il + 03.02.17
P63 B B7 Hemocultura NAO UTI NT - 16.02.17
P06 B B8 Liquido peritoneal | NAO UTI 1] + 17.03.16
P10 B B9 Liquido peritoneal | NAO UTI IVa + 05.04.16
P61 C C1 Hemocultura NAO UTI NT + 09.02.17
P40 C C2 Hemocultura UTI NT + 18.11.16
P37 C C3 Swab retal UTI NT - 08.11.16
P46 C C4 Swab nasal UTI NT + 01.12.16
P35 D D1 Swab nasal NAO UTI IVa + 03.11.16
P53 D D1 Hemocultura NAO UTI IVa + 30.12.16
P33 D D2 Hemocultura NAO UTI IVa + 31.10.16
P36 D D2 Hemocultura UTI Il + 06.11.16
P59 D D2 Hemocultura NAO UTI NT + 03.02.17
P47 D D3 Hemocultura UTI NT - 05.12.16
P50 D D4 Hemocultura UTI NT + 14.12.16
P39 D D5 Hemocultura UTI NT + 11.11.16
P49 E E1 Hemocultura UTI 1 - 13.12.16
P51 E E2 Hemocultura NAO UTI NT - 16.12.16
P21 F F Hemocultura UTI NT + 08.08.16
PO7 NT NT Hemocultura NAO UTI IVa + 19.03.16
P32 NT NT Swab nasal NAO UTI 1] + 21.10.16
P48 NT NT Ponta de cateter NAO UTI IVa + 09.12.16
P55 NT NT Hemocultura NAO UTI Il + 30.01.17

Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

O Staphylococcus spp. sao importantes patdégenos responsaveis por infec¢des
na comunidade e no ambiente hospitalar (LAHAM et al., 2015) A epidemiologia global
mostrou rapida evolugdo nos ultimos anos, destacando cada vez mais os graves
problemas de saude publica gerados por causa das infecgbes causadas por esses
microrganismos, refletindo diretamente no aumento da mortalidade e na necessidade
de usar antibioticos de ultimo recurso (CHESSA et al., 2015). Particularmente, nesse
contexto, destacam-se os Staphylococcus aureus e os CoNS. Dados da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (2016) destacam os CoNS e S. aureus como os
patdégenos mais frequentes no ambiente hospitalar, sendo responsaveis por 32% das

notificagdes de IRAS em todo o Brasil.

Convencionalmente, o processo de identificacdo laboratorial desses
microrganismos é conduzido com base nas caracteristicas bioquimicas e perfil
metabdlico dos isolados. Essas metodologias convencionais requerem de 24 — 48h
para a identificagdo dos isolados. Enquanto isso, pacientes sao tratados com
antibidticoterapia empirica que, algumas vezes sao inapropriadas. O diagnostico
microbioldgico laboratorial requer rapidez, confianga e baixo custo para a identificagao
de patdégenos em amostras clinicas para que o antibiético correto seja prescrito o mais
rapido possivel. Muitos estudos, tem mostrado que o MALDI TOF MS tem mostrado
eficacia superior aos métodos convencionais em termos de velocidade e acuracia no
diagnéstico de infecgdes de corrente sanguinea e trato urinario, inclusive na
determinagéo o perfil de susceptibilidade (SINGHAL et al.,, 2015; MORENO et al.,
2018. O diagndstico precoce € fundamental para a redug¢ao da mortalidade por IRAS.
Estudos conduzidos por Bischoff e colaboradores (2018) tem demonstrado que os
indices de mortalidade em ICS podem chegar a 40% quando o antibiético correto nao
€ prescrito nas primeiras 6 horas apos o aparecimento dos sintomas de sepse. Nesse
contexto, a utilizacdo do MALDI TOF MS como método para a caracterizacéo de
espécie confirmou a identidade de todos os isolados, indicando uma diferenciagéao

confiavel entre S.aureus e CoNS. Foi aplicado o critério recomendado pelo software



