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APRESENTACAO

A Obra “A pesquisa em ciéncias biolégicas: Desafios atuais e perspectivas futuras
3”, traz ao leitor vinte artigos de relevada importancia na area de ciéncias bioldgicas. O
Foco principal desta obra é a discurséo e divulgagéo cientifica de pesquisas nacionais,
englobando as diferentes areas de atuagéo da biologia.

E indubitavelmente evidente o avanco cientifico nesta area, o que aumenta a
importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidacdo de conceitos, técnicas,
procedimentos e temas.

As pesquisas estdo divulgadas na forma de artigos originais e de revisdes nos
diferentes campos dentro das Ciéncias Bioldgicas suas subdivisbes ou conexdes. Portanto,
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia,
Patologia e Ecologia. Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao
paciente a pesquisa basica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas interfaces ou areas afins. Entretanto,
€ uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela
area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informagéo cientifica de
maneira clara e efetiva, em portugués, linguagem acessivel, concisa e didatica, atraindo a
atencéo do leitor, independente se seu interesse é académico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciéncias biologicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”,
traz publicagdes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura
adequada, propicia e confiavel para a divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Para o tratamento das infec¢bes causadas por Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus — MRSA), os glicopeptideos séo
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto, a pressdo seletiva que esses farmacos
exercem, pode induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuida a vancomicina,
conhecidos como hVISA e VISA. O presente estudo teve por finalidade investigar a
sensibilidade a vancomicina de isolados clinicos de S. aureus, no periodo de 2010 a 2015, de
um hospital terciario do sul do Brasil. A concentragéo inibitdéria minima (CIM) foi determinada
por Etest® para 335 isolados e a analise do Perfil Populacional-Area Sob a Curva (PAP-
AUC) para 80. A CIM variou de 0,5 a 8,0 ug/mL sendo que as concentragdes mais frequentes
foram 1,5 pg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 pg/mL com 29,6% (99/335). O percentual de
isolados néo sensiveis foi de 20,8% em 2010 a 2012 e de 17,1% em 2013 a 2015. Verificou-
se que para 31,6% (12/38) das amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42)
das amostras de 2015, a relagdo PAP/AUC foi >0,9, classificando-as como néo sensiveis.
Verifica-se que o percentual de isolados ndo sensiveis a vancomicina foi elevado neste
estudo, entretanto, os valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A
técnica de PAP-AUC, considerada o padrdo ouro, evidenciou as maiores frequéncias de
hVISA e VISA, no entanto, € muito trabalhosa o que inviabiliza sua utilizagdo em laboratérios
clinicos de rotina. Por outro lado, embora facil de realizar, o método de Etest® também tem
suas limitagdes, o custo é elevado e néo é tao sensivel quanto o PAP-AUC para identificagdo
de S. aureus nao sensiveis, especialmente hVISA.

PALAVRAS-CHAVES: Vancomicina. Concentracdo inibitéria. hVISA. VISA. PAP- AUC.

VANCOMYCIN-SUSCEPTIBILITY DETERMINATION IN NOSOCOMIAL CLINICAL
ISOLATES OF Staphylococcus aureus

ABSTRACT: To treat methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections,
glycopeptides are the antimicrobials of first choice. However, the selective pressure exerted by
these drugs can lead to the emergence of isolates with reduced susceptibility to vancomycin
(hVISA and VISA). This study aimed at investigating the antimicrobial susceptibility profile
of S. aureus clinical isolates, from 2010 to 2015, in a tertiary hospital in southern Brazil. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using Etest® for 335 isolates, and
the population analysis profile-area under the curve (PAP-AUC) method, for 80 isolates. MIC
values ranged from 0.5 to 8.0 yg/mL; 1.5 and 2.0 yg/mL were the most frequent concentrations,
found in 31.9% (107/335) and 29.6% (99/335) of the isolates, respectively. The percentage
of vancomycin non-susceptible isolates was 20.8% (from 2010 to 2012) and 17.1% (from
2013 to 2015). It was observed that for 31.6% (12/38) of the isolates obtained between 2010
and 2014, and 42.9% (18/42) of the isolates from 2015, the PAP-AUC ratio was >0.9, which
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allowed us to classify them as non-susceptible to vancomycin. In this study, a high rate of
vancomycin non-susceptible isolates was observed, but the values differed according to the
method applied. PAP-AUC, considered the golden standard, was more efficient in detecting
hVISA and VISA. However, it is a very laborious test, which makes its usage impractical in
routine clinical laboratories. Finally, although easy to be carried out, Etest® has limitations
regarding its cost, and it is not as sensitive as PAP-AUC for the identification of vancomycin
non-susceptible isolates, especially hVISA.

KEYWORDS: Vancomycin. Minimum inhibitory concentration. hVISA. VISA. PAP-AUC.

11 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus s@o bactérias responsaveis por uma grande variedade de
infeccoes, que vao desde lesdes de pele superficiais até doengas graves e potencialmente
fatais, como pneumonia necrotizante, osteomielite, endocardite e sepse e séo considerados
como um dos principais patégenos humanos nas infec¢des relacionadas a assisténcia em
saude (IRAS) na atualidade. Sua elevada ocorréncia se da, ndo apenas pela sua viruléncia,
como também pela capacidade de disseminacdo e versatilidade em adquirir resisténcia
(WEINER-LASTINGER et al., 2020).

Como outros patogenos, S. aureus resistentes aos antimicrobianos emergiram
com a descoberta e disseminacdo do uso de diferentes classes destes farmacos. Entre
estas, a mais preocupante foi a resisténcia a meticilina, que também torna o microrganismo
resistente aos antimicrobianos mais utilizados clinicamente, os beta-lactamicos (HOWDEN
et al.,, 2010).

Atualmente, variagbes importantes na prevaléncia de resisténcia a meticilina em
S. aureus (MRSA - Methicillin-resistant S. aureus), de 1 a 50%, tém sido evidenciadas
por diversos pesquisadores, em paises de todo continente (WEINER-LASTINGER et al.,
2020). No Brasil, a frequéncia de MRSA varia de 29 a 46%, quando se analisam isolados
de pacientes internados em hospitais (DUARTE et al., 2018; MARRA et al., 2011; SADER,;
FLAMM; JONES, 2013)Latin America, and selected countries in the Asia-Pacific Region
(2011. Na Uniao Europeia, verifica-se uma tendéncia decrescente de MRSA entre 2015 e
2018, variando de 0% a 43,0% entre os paises (ECDC, 2019). Apesar desse desenvolvimento
positivo, MRSA continua sendo um patégeno importante e uma das causas mais comuns
de infec¢des bacterianas graves, tendo uma responsabilidade elevada em termos de
morbidade e mortalidade (CASSINI et al., 2019).

Para o tratamento das infecgbes causadas por MRSA, os glicopeptideos séao
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto a pressao seletiva que esses farmacos
exercem, podem induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuida a
vancomicina, conhecidos como Vancomycin-intermediate S. aureus (VISA). Os primeiros
relatos ocorreram pela primeira vez no Japdo em meados da década de 1990 (HIRAMATSU

et al., 1997). Essa forma geralmente surge pOs exposi¢cao prolongada a vancomicina, no
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qual uma pequena subpopulacéo de microrganismos com sensibilidade reduzida conhecido
como hétero-VISA (hVISA), cujo mecanismo ndo esta totalmente entendido, embora
saiba-se que provavelmente ocorram alteracbes nos genes reguladores que levam ao
espessamento da parede celular e atividade auto litica, bem como um excesso de residuos
de D-ala-D-ala (CAMERON et al., 2017).

S. aureus resistentes a vancomicina, do inglés Vancomycin-Resistant S. aureus
(VRSA), foram reportados pela primeira vez em 2002 nos Estados Unidos pela aquisicao
do gene vanAde Enterococcus faecalis Vancomycin-Resistant (VRE) (CDC, 2002; CHANG
et al., 2003). Felizmente, novos casos deste tipo de resisténcia permanecem raros na
atualidade, tendo sido identificados apenas 52 casos em diversos paises como Estados
Unidos, india, Ira, Paquistéo, Brasil e Portugal (CONG; YANG; RAO, 2020).

Poucos estudos tém determinado a prevaléncia de S. aureus ndo sensiveis a
vancomicina no Brasil. Assim, o presente estudo teve por finalidade determinar a frequéncia
de sensibilidade diminuida & vancomicina de isolados clinicos de S. aureus de um hospital
terciario da regiéo sul do Brasil.

2|1 MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 335 isolados de S. aureus obtidos de diversos materiais clinicos
como sangue, pele e partes moles, secre¢des respiratorias, liquidos cavitarios, urina,
entre outros, provenientes de pacientes de um hospital terciario da regiao Sul do Brasil, no
periodo de 2010 a 2015.

Os isolados estocados previamente em caldo triptona de soja (TSB) acrescido de
30% de glicerina e 0,5 pyg/ml de vancomicina, sob refrigeragédo a -20 °C, foram obtidos do
Banco de Bactérias do setor de Microbiologia. Os mesmos foram reativados utilizando
caldo TSB e incubados por 24-48 horas a 35+2 °C.

A identificagdo dos microrganismos foi confirmada por metodologia manual
padronizada por Jorgensen et al. (2015) ou automatizada utilizando o Sistema Vitek®
(bioMerieux), de acordo com orientac¢des do fabricante.

A CIM de vancomicina foi determinada por Etest® (bioMerieux) de acordo com
orientagbes do fabricante. Para este teste utilizou-se uma suspenséao bacteriana na escala
0,5 de McFarland em agar Mueller-Hinton sobre o qual foram depositadas fita plasticas
de Etest® contendo gradiente de concentragdo de vancomicina (0,016 a 256 pg/mL) e
incubadas a 35+2 °C durante 72 horas. Como controles positivos foram utilizadas as cepas
de S. aureus Mu3 ATCC 700698 (hVISA), Mu50 ATCC® 700699 (VISA) e E. faecalis ATCC®
51299 e como negativo, S. aureus ATCC® 29213. Foram considerados S. aureus sensiveis
a vancomicina (Vancomycin-susceptible S. aureus — VSSA) os isolados que apresentaram
CIM = 2 pg/mL, isolados as que apresentam CIM de 4-8 ug/mL foram considerados VISA,
e isolados VRSA foram os que se desenvolveram em CIM = 16 pyg/mL. Foram calculadas
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as CIM,, e CIM,, que indicam a menor concentragéo capaz de inibir o crescimento de 50 e
90% dos isolados, respectivamente.

As amostras foram submetidas a Analise do Perfil Populacional-Area Sob a Curva
(PAP-AUC), conforme descrito por Wootton et al. (2001) com modifica¢des. Foi determinado
0 numero de colbnias que se desenvolveram nas diferentes concentracées de vancomicina
e plotado em uma escala semi-logaritmica, usando o software Prism 5 (GraphPad
Software). O grafico obtido foi entdo utilizado para calcular a area sob a curva (AUC). S.
aureus ATCC® 29213 (glicopeptideo sensivel), S. aureus ATCC® 700698 Mu3 (hVISA) e
S. aureus ATCC® 700699 Mu50 (VISA) foram usados como controles (HIRAMATSU et al.,
1997)”ISBN”:"0305-7453 (Print. O critério usado para a classificagcao dos isolados foi = 0,9
e <1,3 para hVISA e >1,3 para VISA, tendo como base a relagdo entre a AUC do isolado
dividido pela AUC das cepas de referéncia Mu3 e Mu50.

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa envolvendo seres
humanos da Universidade Estadual de Londrina sob o CAAE numero 0015.0.268.000-11.

31 RESULTADOS

Dos 335 isolados analisados, 125 eram do periodo de 2010 a 2012 e 210 do
periodo de 2013 a 2015. De maneira geral a CIM variou de 0,5 a 8,0 yg/mL sendo que as
concentracbes mais frequentes foram 1,5 pg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 yg/mL com
29,6% (99/335).

Analisando-se os periodos separadamente verifica-se que no primeiro periodo a
CIM variou de 0,5 a 4,0, tendo apresentado a maior frequéncia para a CIM 2,0 yg/mL em
39 %, enquanto que no periodo de 2013 a 2015 a variagao foi de 0,5 a 8,0, embora a CIM
1,5 tenha sido identificada mais frequentemente em 23,9 % dos isolados, como pode ser
verificado na figura 1.

Figura 1 — Percentual de Concentracgdes Inibitérias Minimas (CIM) de vancomicina (pg/mL)
determinadas por Etest®, para 335 isolados de Staphylococcus aureus de origem hospitalar.

Fonte: Os proprios autores.
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A Tabela 1 mostra as CIM,, e CIM,, verificadas para vancomicina, bem como os
percentuais de isolados ndo sensiveis determinados para as todas as amostras de S.
aureus incluidas no estudo pelo método de Etest®. Verificou-se que as CIM_ e CIM foram
de 2,0 e 3,0 yg/mL para 125 isolados no periodo de 2010 a 2012 e de 1,5 e 3,0 yg/mL para
210 do periodo 2013 a 2015. O percentual de isolados néo sensiveis variou de 20,8%, no
primeiro periodo a 17,1%, no segundo periodo.

Periodo Cim CiM NS (%) Total de amostras

50 90

2010 a 2012 2,0 3,0 20,8 125
2013 a 2015 1,5 3,0 17,1 210

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM,,e CIMg . . comisna (H9/ML) € percentual de isolados
nao sensiveis, determinadas por Etest® para 335 amostras de Staphylococcus aureus.

Legenda: Nao Sensivel (CIM > 3 pyg/mL). Fonte: os préprios autores

A analise do PAP/AUC foi realizada para 80 isolados de S. aureus, dos quais 38
do periodo 2010 a 2014 e 42 do periodo 2015. Verificou-se que para 31,6% (12/38) das
amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42) das amostras de 2015, a
relacdo PAP/AUC foi > 0,9, classificando-as como n&o sensiveis. Dentro deste grupo, no
periodo de 2010 a 2014, 83,3% (10/12) e 16,7% (2/12) foram classificadas como hVISA e
VISA, respectivamente. Ainda no grupo de néo sensiveis, no periodo de 2015, 72,2% (13/18)
e 27,8% (5/18) foram considerados hVISA e VISA, respectivamente. Se compararmos os
resultados de hVISA e VISA em relagcdo ao numero total de isolados em que o PAP/AUC
foi realizado, teremos que, hVISA representa 28,7% (23/80) e VISA 8,7% (7/80) (tabela 2).

Periodo NS PAP/AUC % (n) NS Etest®% (n)
2010 a 2014 31,6 (12/38) 27,0 (40/148)
2015 42,9 (18/42) 11,8 (22/187)

Tabela 2 — Comparagao dos percentuais de isolados nédo sensiveis de S. aureus, determinados por
Etest® e por PAP/AUC

Legenda: NS: Nao Sensiveis. PAP/AUC: Perfil de analise populacional/Area sob a Curva. n: Nimero de
isolados.

Fonte: Os proprios autores.

41 DISCUSSAO

Este estudo determinou a CIM de vancomicina de isolados de S. aureus de origem
hospitalar, num periodo de 6 anos (2010 a 2015), por duas metodologias e verificou
divergéncia entre elas.

Isolados com CIM de 1 a 3 yg/mL tem uma alta frequéncia de acordo com Wang
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et al. (2012)"http://www.mendeley.com/documents/?uuid=76e9eb66-7123-48a0-9239-d5
631e20cc8a’]}],"mendeley”:{“formattedCitation”:”(WANG et al., 2012, corroborando assim
com os resultados encontrados neste estudo. Nas duas metodologias foram encontrados
isolados hVISA e VISA e nenhum VRSA. De acordo com Alam et al. (2014) € mais comum
encontrarmos cepas VISA e hVISA do que cepas VRSA.

A CIM50 e CIM90 indicam a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de
50 e 90% dos isolados, respectivamente. Oliveira et al. (2015)MRSA isolated from different
sources of hospitalized patients was characterized by molecular and phenotypic methods.
Methodology: A total of 123 S. aureus isolates were characterized according to their genetic
relatedness by repetitive element sequence based-PCR (REP-PCR determinaram a CIM50
e CIM90 para vancomicina pelo método de microdiluicdo em caldo (MDC), sendo a CIM50
de 2,0 yg/mL e a CIM90 de 4,0 ug/mL.

A verdadeira prevaléncia de hVISA ainda é desconhecida, alguns estudos apontam
indices que variam 2 a 20% entre isolados de S. aureus resistente a meticilina (ADAM et al.,
2010) e relacionam a falha terapéutica com vancomicina a presencga de cepas hVISA (VAN
HAL; PATERSON, 2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure
rate (95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67.

A frequéncia de hVISA em estudos epidemiolégicos, de acordo com Van Hal e
Paterson (2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure rate
(95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67 pode variar de 0 a 73%. Essa variagdo pode
ser atribuida a diversos fatores como metodologia empregada, populacdo de pacientes,
fonte da amostra, variagdo na pressao seletiva por vancomicina e instabilidade do fenétipo
em amostras estocadas em freezer (HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010;
WOOTTON et al., 2007)and particularly hGISA, will only be obvious when a definitive
detection method is available. A few novel GISA and hGISA detection methods have
been proposed; however, their validity has never been tested on a significant scale and in
different laboratories. This study compares three screening methods for detecting GISA and
hGISA strains in 12 laboratories, using a blind panel of 48 strains with known glycopeptide
susceptibilities. The three screening methods used were brain heart infusion agar with 6
mg/liter vancomycin (BHIAGV.

As metodologias tradicionais de determinagéo da CIM, como a MDC, &gar diluicdo
(ADL) e Etest® tém levado a resultados duvidosos, pois o inéculo utilizado esta abaixo do
limiar requerido para detectar heterorresisténcia (HOWDEN et al., 2010; WOOTTON et al.,
2007)(HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010.

Uma vez que nao existem marcadores genéticos para heterorresisténcia, o PAP-AUC
€ utilizado como padré&o ouro e mais confiavel método para a deteccéo de heterorresisténcia
(WOOTTON et al., 2001), no entanto este método é muito trabalhoso e demorado, o que
limita a sua utilizagdo. Como consequéncia, varios testes de triagem, incluindo o Etest®

GRD, foram desenvolvidos utilizando in6culos maiores, maior tempo de incubagcédo e meio
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de cultura mais nutritivos (HOLMES; JOHNSON; HOWDEN, 2012; HOWDEN et al., 2010).

51 CONCLUSAO

Neste estudo a frequéncia de isolados ndo sensiveis foi elevada, entretanto, os
valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A técnica de PAP-AUC,
considerada o padrdao ouro, evidenciou as maiores frequéncias de hVISA e VISA, no
entanto, trata-se de uma metodologia muito trabalhosa e demorada, o que inviabiliza sua
utilizagdo em laboratérios clinicos de rotina. J& o método de Etest®, embora mais prético e
facil de realizar, também tem suas limitagOes, o custo € elevado e ndo € tdo sensivel quanto
o PAP-AUC para identificagdo de S. aureus néo sensiveis, especialmente hVISA. A falta de
um método rapido e confiavel pode acarretar falha terapéutica, uma vez que isolados néo
sensiveis, especialmente os hVISA podem nao ser identificados pelos métodos utilizados
na atualidade, evidenciando a necessidade de mais pesquisas que tragam resultados
rapidos e fidedignos na determinac&o da sensibilidade a vancomicina.
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