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RESUMO

COSTA, Ana Paula Paes da. Avaliagdo comparativa do Phoenix®, VITEK ®2, Etest® e
Teste de Microdiluicdo em Caldo, para determinacdo do perfil de sensibilidade a
vancomicina em Staphylococcus aureus isolado de infeccdo da corrente sanguinea 2021.
34f. Dissertacdo (Mestrado em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Insituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

Bacteremia por Staphylococcus aureus causa morbidade e mortalidade significativas,
principalmente causadas por S.aureus resistente a meticilina (MRSA). Atualmente, a
vancomicina € uma das principais drogas de escolha para o tratamento das infeccdes por
MRSA. A microdiluicdo em caldo (MDC) continua sendo a metodologia considerada padrao-
ouro para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) para a vancomicina. A maioria
dos laboratérios clinicos empregam métodos mais praticos nas rotinas, porém esses métodos
podem ndo determinar os valores de CIM para a vancomicina com precisdo. Este estudo teve
como objetivo avaliar a acurdcia dos valores de CIM obtidos através dos sistemas
automatizados Vitek System® 2 e BD Phoenix 100®, bem como do teste de fita gradiente
Etest®, frente aos valores obtidos por MDC. Um total de 78 amostras (n=27 de S. aureus
sensivel a meticilina e n=51 de MRSA) foram isoladas de infec¢des da corrente sanguinea de
pacientes internados em um Hospital Universitario, na cidade do Rio de Janeiro. A CIM para
a vancomicina foi determinada seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e dos fabricantes dos sistemas comerciais analisados. Também
realizamos a tipagem SCCmec a fim de estabelecer uma possivel correlacdo dos tipos
encontrados com os valores de CIMs verificados na analise. A maioria dos isolados
apresentou valores de CIM de 1ug/mL por MDC e através do BD Phoenix100®. Etest® e
VITEK System®2 determinaram para a maior parte dos isolados CIM de 1,5 e 0,5 pg/mL
para a vancomicina, respectivamente. Assim, Etest® e VITEK System®2 tenderam a
superestimar e subestimar, respectivamente, os valores de CIM. Trés isolados MRSA,
sensiveis & vancomicina pela MDC, eram intermediarios & vancomicina pelo Etest®. Os tipos
SCCmec Il (39%) e 1V (51%) foram os mais frequentes, ndo havendo relacdo entre o tipo de
SCCmec e os valores de CIM. Os resultados mostraram que as CIMs para a vancomicina
variam de acordo com o método utilizado. E essencial que os médicos considerem que os
valores das CIMs podem ser diferentes, dependendo do método utilizado, uma vez que o
valor da CIM é geralmente um dos parametros laboratoriais mais empregados pelos médicos
para selecionar a terapia mais apropriada.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Vancomicina. Infecgédo da corrente sanguinea.



ABSTRACT

COSTA, Ana Paula Paes da. Evaluation of the Phoenix®, VITEK® 2, Etest® and broth
microdilution test for susceptibility determination of Staphylococcus aureus to
vancomycin in bloodstream infections. 2021. 34f. Dissertacdo (Mestrado em Salde,
Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Staphylococcus aureus bacteremia causes significant morbidity and mortality, mainly
by methicillin-resistant S. aureus (MRSA). Currently, vancomycin is the main choice for
treatment of MRSA infections. Broth microdilution (BMD) remains the gold standard test for
measuring vancomycin minimum inhibitory concentration (MIC). However, most clinical
laboratories uses practical methods in the routines, but these methods may not determine
vancomycin MIC values accurately. The aim of this study was to evaluate the accuracy of
VITEK®2, Phoenix®, Etest® methods to determinate MIC values against BMD. A total of 78
strains (27 methicillin-sensitive S. aureus and 51 MRSA) were isolated from bloodstream
infections on patients admitted to an Universitary Hospital in Rio de Janeiro city, Brazil. The
vancomycin MIC was determined following Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) and the manufacturers' recommendations. Also was performed SCCmec typing, in
order to identify a possible correlation between the types found with vancomycin MIC values
verified in this analysis. Most of all isolates showed values of MIC = 1 ug/mL by BMD and
Phoenix®, while Etest® and VITEK® 2 determined the majority with MIC = 1.5 and 0.5
ug/mL, respectively. Thus, Etest® and VITEK® 2 tended to overestimate and underestimate,
respectively, the MIC values. Three MRSA isolates that were vancomycin susceptible by
BMD were considerated vancomycin-intermediate by Etest®. The SCCmec Il (39%) and 1V
(51%) types were the most frequent, and there was no correlation between the type of
SCCmec and the MIC values. The results showed that vancomycin MICs vary according to
the test method. It is essential that attending physicians consider the differences in MIC
results determined by different methods, since the MIC value is generally one of the
laboratorial parameters used to select the appropriate therapy.

Keywords: Staphylococcus aureus. Vancomycin. Bloodstream infection.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € uma das principais causas de bacteremia, com mortalidade
estimada em 20% da populacdo mundial 2. A bacteremia causada por S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) esté associada a piores desfechos clinicos, apresentando taxas maiss altas
de morbidade e mortalidade do que a bacteremia por S. aureus sensivel & meticilina (MSSA).

A resisténcia a meticilina € mediada pela aquisi¢do do gene mecA, que esta localizado
dentro do elemento genético movel Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec).
Atualmente, 13 tipos de SCCmec foram descritos, entre eles, os tipos | — V de SCCmec séo
mais relatados**.

Os antimicrobianos recomendados para o tratamento da bacteremia causada por
MSSA incluem penicilinas resistentes a p-lactamase, como a oxacilina. A vancomicina é o
tratamento de primeira linha para bacteremia por MRSA®,

Embora as cepas ndo suscetiveis a vancomicina permanecam raras, uma proporgdo
crescente de isolados de MRSA com Concentracdo Inibitéria Mininas (CIMs), elevados foi
observada dentro da faixa de suscetibilidade em todo o mundo, incluindo o Brasil (MIC creep
para a vancomicina)’®. No entanto, a interpretacéo da literatura sobre o “MIC creep” para a
vancomicina é complicada devido a inconsisténcias dos métodos de teste de suscetibilidade®.
Foi sugerido que ha um risco aumentado de falha do tratamento na bacteremia por MRSA
causada por cepas com sensibilidade reduzida a vancomicinal®'?, embora resultados
conflitantes tenham sido publicados'®!4. As diferencas entre esses achados podem ser
explicadas pela metodologia realizada para determinacdo da CIM, pois diferencas na
metodologia sdo bem conhecidas por afetarem o valor da CIM, simultaneamente podem ter
consequéncias significativas para os pacientes®*°.

Diferentes metodologias estdo disponiveis para a verificacdo dos valores de CIMs
frente aos antimicrobianos, incluindo a vancomicina. Em 2019, de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), o Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCast) e European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), a microdiluicdo em caldo (MDC) é considerada o padréo ouro para medir a CIM
para a vancomicina. No entanto, a MDC é comumente considerada um método trabalhoso e
caro, raramente realizado em diagnosticos de rotina®®. Portanto, a maioria dos laboratorios
clinicos utilizam métodos como os testes epsilométricos e 0s sistemas automatizados para

determinacdo da CIM para a vancomicina. No entanto, essas metodologias alternativas ao
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método de referéncia de microdiluicdo em caldo podem ndo ser suficientemente precisas,
comprometendo o resultado clinico do paciente, uma vez que a determinacdo da CIM para a
vancomicina é utilizada para adequar o tratamento de infeccdo por MRSA, podendo
influenciar no desfecho clinico do paciente.’1®

A determinacdo do valor de CIM geralmente é um dos parametros laboratoriais
utilizados pelos médicos em associacdo a condigdo clinica, hemodindmica e metabdlica do
paciente, para selecionar a terapia apropriada, o0 que enfatiza ainda mais a sua importancia.

Assim, uma avaliagdo mais robusta das metodologias alternativas para a MDC é
necessaria, uma vez que os resultados obtidos influenciam diretamente na evolucédo clinica
dos pacientes'®. Além disso, caracteristicas especificas do microrganismo S. aureus, como por
exemplo, tipos de SCCmec, do tipo | ao V sdo os mais relatados e estdo associados a CIM
elevada de vancomicina?®?. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a acurécia de varios
métodos na determinacdo da CIM para a vancomicina entre isolados clinicos de MRSA /
MSSA da corrente sanguinea em compara¢do com o método padrdo ouro de MDC. Também
realizamos a tipagem SCCmec e a correlacdo entre os valores de CIM frente a vancomicina,

entre os diferentes tipos observados.



1 OBJETIVOS

1.1 Geral

12

Avaliar a acurécia de varios métodos na determinacdo da CIM para a vancomicina

entre isolados clinicos de MRSA / MSSA, da corrente sanguinea em compara¢do com o

método considerado padrdo ouro, microdiluicdo em caldo (MDC).

1.2 Especificos

Os objetivos especificos sdo:

a)
b)

c)

d)

determinar a CIM para vancomicina, através do teste MDC;

determinar a CIM para a vancomicina, através do teste de gradiente de
concentragéo Etest®;

determinar a CIM para a vancomicina em dois sistemas automatizados,
VITEK System®2 e BD Phoenix100®;

determinar a CIM para inibir o crescimento de 50% e 90% dos isolados
(CIM* e CIM®);

realizar a tiapgem SCCmec nas amostras de MRSA e avaliar a ocorréncia
de correlacgdo entre os diferentes tipos SCCmec e os valores de CIMs;
avaliar a correlacdo das diferentes metodologias frente a técnica padrao-

ouro, para determinacdo da CIM da vancomicina.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolados bacterianos

Um total de 78 amostras de S. aureus, incluindo 51 MRSA e 27 MSSA, isolados da
corrente sanguinea foram analisadas, sendo que apenas um isolado por paciente foi incluido.
Todos os isolados foram obtidos durante a rotina laboratorial do Laboratorio de Microbiologia
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), no periodo de 2012 a 2015. As amostras foram estocadas em tubos de 1 mL
contendo uma solucdo a base de leite desnatado a 10% (Skim Milk, DifcoLabs, Michigan,
USA) e glicerol a 10%, sendo conservadas em freezer a -20 °C, na colecdo de bactérias do
laboratério 2 do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (DMIP/FCM/UERJ).

Os isolados foram identificados pelo VITEK System®2 (GP ID card, BioMérieux,
Franca) como S. aureus e confirmados pela metodologia cléssica, a saber, anélise
morfotintorial pela técnica de coloracdo de Gram, teste da catalase, fermentacdo do manitol, e
prova da coagulase?®. A resisténcia a meticilina foi verificada e confirmada com cefoxitina
30ug (Becton, Dickinson an Company, Sparks, EUA), através do método difusdo em agar
(CLSI 2019).

Figura 1 — Colbnias de Staphylococcus aureus em agar-sangue

Fonte: Santos et al.>
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2.2 Determinacéo de Concentracéo Inibitoria Minima para a Vancomicina

2.2.1 Microdiluicdo em Caldo

O teste de sensibilidade a vancomicina foi realizado pelo método de microdiluicdo em
caldo, com diluicGes seriadas de vancomicina, considerado o padrdo ouro (CLSI 2019,
BrCast/EUCAST, 2019).

O meio utilizado para a realizacdo deste teste foi o caldo Mueller-Hinton (Difco, Le
Pont-de-Claix, Franca) ajustado no momento do uso com os cations célcio e magnésio -
CAMHB (cation-adjusted Mueller—Hinton broth).

Para confeccdo da solucédo de uso, foram utilizados 4992 uL do caldo CAMHB e 8 uL
da solucdo estoque do agente antimicrobiano, totalizando um volume final de 5 mL. Para cada
amostra foram utilizados 12 pocos de uma microplaca com 96 pogos com fundo em forma de
“U”, onde foram adicionados 200uL da solugdo de uso no primeiro pogo, e nos demais 11
pocos, apenas 100 uL de CAMHB. Posteriormente, foi executado o método de diluicao
seriada, retirando do primeiro poco 100 uL da solucdo de uso e transferidos para 0 poco
posterior, seguido de homogeneizacdo. Este processo foi executado até o décimo primeiro
poco, e 0s 100 uL restantes, provenientes do método de diluicdo seriada, foram descartados,
obtendo as seguintes diluicGes de antimicrobiano em cada poco: 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.0312 e 0.0156 pug/mL. O ultimo poco permaneceu somente com 0 CAMHB,
a fim de ser usado como controle de crescimento bacteriano.

A partir de uma cultura crescida, foi feita a suspensao bacteriana para o preparo do
indculo, adicionando-se as colonias bacterianas em um tubo de ensaio contendo 4 mL de

solucéo salina (NaCl 0,9%) esterilizada, gerando uma turbidez que foi ajustada ao equivalente
a 0,5 de McFarland (1x108 UFC/mL) atraves da comparacdo visual com um tubo de ensaio
com a turbidez padronizada. Tal suspensdo foi diluida 1:10 com solucdo salina estéril, e

100 pL da suspensdo bacteriana padronizada (1x108 UFC/mL), resultando em uma

. x 7 x
suspensdo bacteriana com concentracdo de 10 UFC/mL. Desta suspensdo, foram
adicionados 5 uL em todos os 12 pocos, obtendo em cada pogo uma concentragdo bacteriana
em torno de 5 x 10%a 10° UFC/mL, e a microplaca foi incubada em estufa baceterioldgica a

35+2°C por 24 horas, procedendo a partir dai, a leitura, a qual considera o primeiro pogo
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limpido como a CIM a ser reportada.
As seguintes cepas foram usadas como controles: Enterococcus faecalis ATCC 29212,
com faixa aceitavel entre 1 — 4 pug/mL; e S. aureus ATCC 29213, com faixa aceitavel entre

0,5e 2 pg/mL

2.2.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima por Sistemas Comerciais

A CIM também foi avaliada por sistemas comerciais automatizados e manuais. Foram
utilizados os sistemas automatizados BD Phoenix100® (BD Diagnostics, Reino Unido) versio
V6.21A, com o tipo de painel PMIC/ID-89 com intervalo de concentragdo de vancomicina de
0,5a 16 pug / mL e o sistema VITEK System®2 (BioMérieux, Franca) versdo 06.01, o tipo de
cartdo AST-P585 com as diluicdes de concentracdo de vancomicina variam de 1, 2, 4, 8 e 16
pg/mL.

O sistema Vitek System®2, apesar de apresentar intervalo de concentragdo iniciando
em 1, realiza a liberac&o de resultados de 0,5 através de algoritmo de CIM calculada.

A preparacdo dos painéis do BD Phoenix100® e dos cartdes do VITEK System®2
foram feitas de acordo com as orientacGes presentes nas instrucdes de uso dos kits dos
fabricantes.

Como teste comercial manual, utilizou-se o teste epsilométrico Etest® (BioMérieux,

Franca), apresentando tiras de gradiente com concentragcdes para a vancomicina variando de

0,016 a 256 pg/mL. A partir da suspensdo bacteriana padronizada (1x108 UFC/mL), com o
auxilio de um swab estéril, foi realizada a semeadura em placa de petri contendo Agar
Mueller-Hinton em todas as dire¢fes da placa, de forma a obter um crescimento confluente.
Com o auxilio de uma pinga estéril, foi colocada a tira de Etest® no centro da placa, e a
mesma foi incubada em estufa bacterioldgica a 35£2°C por 24h e ap0s isso, realizada a leitura
para afericdo visual da CIM, através da leitura da zona de inibicdo em elipse, formada apos a
incubacéo.

Em 2018, foi estabelecido atraves dos comités de padronizacdo (CLSI e
EUCAST/BrCast), que o ponto de corte para S. aureus sensivel a meticilina ¢ de <2 ug/mL;
sendo que para valores > 2 ug/mL, a amostra € considerada resistente a meticilina (MRSA).

As cepas padréo de S. aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212
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foram utilizadas como controle de qualidade.

Figura 2 - Técnicas utilizadas para determinacao da Concentracédo Inibitoria Minima, para

vancomicina
DIUICAD EM SERIE - MICRODILUICAD

. l |

g)
VITEK® 2 Microdiluicdo
Automacio em caldo

Etest’ BD Phoenix100™
Automacdo

Nota: Microdiluicdo em caldo e Etest® sdo técnicas manuais para a identificacdo da CIM e VITEK® 2 e BD
Phoenix100® sdo técnicas automatizadas.
Fonte: Biomerieux 2*, BD Phoenix®%, Clickfarma?

2.3 Tipagem molecular (SCCmec)

A determinagdo dos tipos de SCCmec foi realizada utilizando a técnica de PCR
Multiplex, conforme o protocolo desenvolvido por Boye et al. (2007), com algumas
modificacdes. Foram utilizados quatro pares de primers, tornando possivel a determinacéo de
cinco tipos de SCCmec (I, 11, 111, IV e V).

Para a PCR, foram utilizadas as seguintes condicGes para a reagdo: 1X PCR buffer, 0,5
mM de desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTP’s), 3 mM de MgCI2, 20 pmol de cada
primer, 1 U/uL da enzima Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), e 3
pL de DNA bacteriano extraido. As reacdes de PCR foram realizadas em volume final de 25
uL, assim, foram utilizados os seguintes volumes dos reagentes para cada amostra: 16 pL de
agua deionizada do tipo Milli-Q esterilizada; 2,5 uL de PCR buffer; 0,5 uL de dANTP’s; 1,5
pL de MgCI2; 0,2 uL dos primers B e a3; 0,25 L dos primers ccrCF e ccrCR; 0,1 uL dos
primers 1272F1 e 1272R1; 0,1 pL dos primers 5RmecA e 5R431; 0,2 pL da enzima Tag DNA

polymerase; e 3 uL do DNA bacteriano previamente extraido. As amplificacbes foram



17

realizadas utilizando o termociclador GeneAmp® PCR system 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, EUA) programado para um ciclo de 94°C durante 4 minutos, 30 ciclos de 94°C
durante 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C durante 90 segundos e uma extensao final
a 72°C por 5 minutos.?.

Como controle da PCR, foi utilizado como controle branco um microtubo com os
reagentes sem DNA, e como controles positivos foram utilizadas duas amostras ja tipificadas
como sendo SCCmec IV e SCCmec V.

2.4 Andlise estatistica

As comparaces entre os grupos foram feitas com estatistica descritiva, com base na
média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. Antes do teste estatistico, o teste de
Kolmogorov-Smirnov foi usado para avaliar as variaveis para distribuicdo normal. Como as
amostras ndo apresentaram distribuicdo normal, a andlise estatistica foi realizada com o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn para comparagdes entre 0s grupos.
As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05. As andlises estatisticas
foram realizadas com GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
EUA). Além disso, a concentracdo necessaria para inibir 50% (CIM50) e 90% (CIM90) dos
isolados foi calculada para cada método. Em comparacdo com a MDC, a concordancia
categorica entre 0s métodos de teste foi avaliada de acordo com o ponto de corte estabelecido
pelos comités CLSI e EUCAST/BrCast, que é de <2 pg/mL e o ponto de corte sugerido pelos
estudos clinicos, de < 1 pg/mL, para a sensibilidade reduzida.?®2°

2.5 Comité de Etica

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica sob o numero: CCAE
41957920.300005259.
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3 RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os valores de CIM para a vancomicina obtidos através dos quatro
métodos, em relacdo ao grupo total e aos subgrupos de isolados MSSA e MRSA. No geral,
pela MDC, todos, exceto um isolado (CIM = 2 pg / mL), tiveram CIMs <1 pg / mL. Da
mesma forma, todos os isolados tiveram CIMs <1 pg / mL por VITEK System®2. Por outro
lado, BD Phoenix100 © e Etest® tiveram valores de CIM> 1 pg / mL, com uma frequéncia de
9% e 63% em todos os isolados testados, respectivamente. No grupo MSSA, apenas Etest®
determinou valores CIM > 1 ug / mL. Notavelmente, todos os isolados determinados com
CIM> 1 pg / mL por MDC e BD Phoenix100® pertenciam ao grupo MRSA. No geral, MDC e
BD Phoenix100® tenderam a determinar valores de CIM = 1 pg / mL, enquanto VITEK
System®2 e Etest® determinaram a maioria com CIM = 0,5 ug / mL e 1,5 pg / mL,
respectivamente. Trés isolados de MRSA que eram sensiveis a vancomicina pelo método de
MDC eram intermediarios & vancomicina pelo Etest® (CIM> 2 pg / mL). Todos os isolados
apresentaram CIM50 e CIM90 de <1 pg / mL para MDC, BD Phoenix100® e VITEK
System®2 , exceto o grupo MRSA para BDPhoenix100®, que apresentou CIM90 de 2 pg /
mL. Por outro lado, o Etest® foi o Ginico método que apresentou valores de CIM50 e CIM90>

1 pg/ mL.

Tabela 1 — Distribuicdo dos valores de CIMs frente a vancomicina, entre as amostras de
Staphylococcus aureus, de acordo com 0 método

Ne°. de isolados (%) valor de CIM

Método <05 1 1.5% 2 3 4 CIMso  ClMeo
Total de amostras (n=78)
12 (15.4 65 (83.3 i 1(1.3 - - 1 1
MDC (154) (833) (1.3)
79 - - 1 1
Phoenix® 3(38)  68(87.2) ©)
VITEK® 2 65 (83) - - - - 0.5 1

13 (17)
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Etest®
5 (6) 24 (31) 32 (41) 14 18) 1(1) 2 (3) 1 L5
MSSA (n= 27)
11 (41 16 (59 1 1
. (41) (59) ] _ _ _
3(11 24 (89 1 1
Phoenix® (1) (89) - - - -
23 (85 4 (15 0.5 1
VITEK® 2 (85) (15) - - - -
4 (15 10 (37 11 (41)8 2 (N* 1 1.5
o (15) (37) (41) W ] ]
MRSA (n= 51)
1(2 49 (96 1 1
MDC ) (96) - 1(2) - -
42 (82 9 (18 0.5 1
VITEK® 2 (82) (18) - - - -
1(2 14 (27 21(41)* 12 (24 1(2)* 2(4)8* 1.5 2
Etest® 2) (27) (41) (24) 2 (4)

Legenda: MDC: Microdiluicdo em Caldo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: S.
Aureus susceptivel a meticilina; CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; CIM®: concentracdo que
inibiu o crescimento de 50% dos isolados; CIM®: concentragdo que inibiu o crescimento de 90% dos
isolados; *concentragdo presente apenas no Etest®.

Fonte: A autora, 2021.

No grupo MRSA, a média de CIM de vancomicina para 0 BD Phoenix100® foi 1,14
Mg / mL, valor mais proximo da MDC (1,01 pg / mL). As CIMs determinadas pelo VITEK
System® 2 foram frequentemente menores, apresentando valores médios menores. O Etest®
teve maior discordancia com as médias das CIMs pela MDC nos trés grupos (todas as cepas,
MSSA e MRSA). Ja o sistema BD Phoenix100® apresentou valores mais proximos do
coeficiente de variagdo da MDC. O Etest® apresentou valores maiores para o coeficiente de
variacdo, mostrando que houve alta variabilidade dos valores da CIM em relagdo ao método

de referéncia (Tabela 2).
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Tabela 2 - Estatisticas descritivas de todos os valores de CIMs determinados por cada método

Método Significancia Desvio padrao Coeficiente de
(ug/mL) variacéo
Total de amostras (n=78)
MDC 0.94 0.22 23.5
Phoenix® 1.1 0.31 28.9
VITEK® 2 0.59 0.19 329
Etest® 1.46 0.62 42.3
MSSA (n=27)
MDC 0.80 0.25 31.44
Phoenix® 0.94 0.16 16.95
VITEK® 2 0.57 0.18 31.53
Etest® 1.20 0.42 35.05
MRSA (n=51)
MDC 1.01 0.16 15.62
Phoenix® 1.14 0.35 30.56
VITEK® 2 0.60 0.20 33.78
Etest® 1.59 0.67 41.89

Legenda: MDC: Microdiluicdo em Caldo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MSSA: S.
aureus susceptivel a meticilina; CIM: concentracéo inibitéria minima.
Fonte: A autora, 2021.

As concordancias categdricas para os trés métodos, em comparacdo com a MDC, sdo
mostradas na Tabela 3. VITEK System® 2 e BD Phoenix100® mostraram um alto nivel de
concordéncia entre os pontos de corte com CIMs do ensaio de MDC, considerado padréo

ouro. Etest® teve uma boa concordancia apenas no ponto de interrupgio <2 pg / mL.



21

Tabela 3 - Concordancia categdrica entre BD Phoenix100®, VITEK System2® e Etest® em

comparagdo com o método de microdilui¢cdo em caldo

Ponto de corte (%) (%) (%)
(ug/mL) Total de amostras MSSA MRSA

Phoenix®

<2 100 100 100

<1 91 100 86.3
VITEK® 2

<2 100 100 100

<1 98.7 100 98

Etest®
<2 96.1 92.6 94.1
<1 333 51.9 31.4

Legenda: MSSA: Staphylococcus aureus susceptivel a meticilina; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina.
Fonte: A autora, 2021.

Diferencas significativas (teste de Kruskal-Wallis, P <0,0001) foram detectadas entre
0s quatro métodos, nos trés grupos de isolados (todas as cepas, MSSA e MRSA). A
comparacdo par a par ndo paramétrica de Dunn, testando apdés um Kruskall-Wallis
significativo, foi calculada usando MDC como o método de referéncia. Assim, em todos 0s
grupos (todas as cepas, MSSA e MRSA), foram observadas diferencas significativas (P
<0,05) entre a MDC e VITEK System®2, e entre a MDC e o Etest®. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o MDC e o BD Phoenix100® (P> 0,05)
(Tabela 4).

Entre os 51 isolados de MRSA, 2 (4%) abrigavam o SCCmec I, 20 (39%) o SCCmec
I, 1 (2%) o SCCmec Ill, 26 (51%) o SCCmec IV e 1 (2%) o SCCmec V. Néo foi possivel
determinar o tipo de SCCmec de um isolado (MRSA) (2%). Nao houve correlacdo entre a
classificagdo SCCmec e as CIMs em nosso estudo, uma vez que 99% das CIMs por MDC

apresentaram valores < 1 pg/mL.
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Tabela 4 - Diferencas estatisticas entre os trés métodos em compara¢do com o método de

microdiluicdo em caldo usando o teste de comparacdo multipla de Dunn

Método Total de amostras P-valor
Phoenix® 0.1883
VITEK® 2 <0.0001
Etest® <0.0001
Método MSSA P-valor
Phoenix® 0.2044
VITEK® 2 0.0187
Etest® 0.0007
Método MRSA P-valor
Phoenix® 0.7435
VITEK® 2 <0.0001
Etest® <0.0001

Legenda: MSSA: Staphylococcus aureus susceptivel a meticilina;
MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Fonte: A autora, 2021.
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4 DISCUSSAO

O método de determinacdo do perfil de suscetibilidade dos microrganismos aos
antimicrobianos em laboratérios de microbiologia clinica precisa ser de facil execucéo,
confiavel e precisa, pois influenciam a tomada de deciséo terapéutica. De acordo com o CLSI
e 0 EUCAST/BrCast, a microdiluicdo em caldo (MDC) é considerada o padrdo ouro para
determinar a suscetibilidade do S.aureus a vancomicina, porém esse procedimento é
trabalhoso e ndo é usado rotineiramente em laboratorios clinicos. A maioria dos laboratorios
clinicos utilizam testes epsolométricos como o Etest® e sistemas automatizados de baseados
na MDC para medir a CIM de vancomicina®®. No entanto, existe uma variabilidade sutil nos
valores de CIM para a vancomicina obtidos com diferentes metodologias, o que é um
problema, visto que o valor de CIM é um dos pardmetros para a escolha da terapia?®. Assim,
métodos confiaveis e de maior facilidade de implementacdo na rotina laboratorial para
verificar o perfil de suscetibilidade de S.aureus a vancomicina, S0 necessarios para prever a
resposta clinica apropriada.

Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina (CIM <2 ug / mL) por MDC, BD
Phoenix100® e VITEK System®2; exceto para Etest®, que determinou trés isolados com
CIM> 2 ug / mL. Neste estudo, em todas as cepas (n = 78), as CIMs de vancomicina obtidas
por Etest® foram consistentemente maiores (média de 1,46 pug / mL), enquanto VITEK
System®2 apresentou valores de CIM menores (média de 0,59 pg / mL), quando comparadas
com MDC (média de 0,94 ug / mL), demonstrando que o Etest® e 0 VITEK Sytem®2 tendem
a superestimar e subestimar o valor da CIM, respectivamente. Os valores de CIM para a
vancomicina obtidos pelo BD Phoenix100® (média 1,1 pg / mL) correlacionaram-se melhor
com o método de MDC.

Um estudo nos EUA fez uma andlise comparativa entre metodologias comerciais,
incluindo BD Phoenix100®, Etest® e VITEK System®2, com a metodologia padrdo de MDC
para medir a CIM frente a vancomicina de 200 amostras MRSA isoladas de sangue, mais 10
cepas controle?®. Em seu estudo, os resultados mostraram que 60% dos isolados submetidos
ao Etest® apresentaram CIMs com 1 diluicio a mais do que os CIMs determinados pela
MDC; enquanto 0 VITEK System® 2 e os sistemas BD Phoenix® foram mais propensos a
subestimar a CIM em 1 diluicdo em 32,3% e 26,7% dos isolados, respectivamente.
Semelhante ao estudo atual, VITEK System® 2 e Etest® também tenderam a subestimar e
superestimar os valores de CIM em 74% (58/78) e 68% (58/78) dos isolados,
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respectivamente; entretanto, o sistema BD Phoenix100® tendeu a superestimar a CIM em
20% (18/78) dos isolados. Da mesma forma, Rybak et al., em seu estudo também relataram
que BD Phoenix100 ® (66,2%) foi 0 método com maior concordancia com os valores de CIM
pelo método de referéncia?®.

No estudo atual, mostramos que as CIMs determinadas por VITEK System® 2 tendem
a apresentar valores de 0,5 ug/mL (65/78, 83%), enquanto o Etest® tende a resultar em valores
> 1 pg/mL (49/78, 63%), discordando da metodologia padrdo ouro, que tendeu a relatar
valores iguais a 1 pg/mL (65/78, 83,3%). Similarmente ao MDC, o sistema BD Phoenix 100®
tendeu a ter CIM igual a 1 ug/mL (68/78, 87,2%). Um estudo realizado no Texas, com 161
amostras de S. aureus obtidas a partir de hemoculturas. mostrou que 59% das amostras
submetidas ao Etest® apresentaram CIM para vancomicina de 1,5 pg/mL e aproximadamente
20% das amostras foram determinadas com CIM de 2 pg/mL, enquanto o VITEK System® 2
apresentou aproximadamente 90% das amostras com CIM de 0,5 pg/mL, concordando com a
MDC. Neste mesmo estudo, o sistema BD Phoenix100® tendeu a determinar CIM de 0,5
ng/mL, discordando dos dados encontrados em nosso estudo® 31,

O unico isolado (MRSA) com CIM =2 pg/mL por MDC foi determinado com CIM de
1 pg / mL por VITEKSystem® 2 e BD Phoenix100®, mesmo este ltimo tendendo a aumentar
a CIM, na Unica amostra com CIM de 2 pg/mL, ele ndo detectou, € quando testado com
Etest®, o isolado teve CIM de 3 pg/mL. Um estudo anterior, que determinou a suscetibilidade
a vancomicina de 129 isolados de S. aureus da colecdo do CDC (Centros de Controle e
Prevencdo de Doencas), mostrou que o Etest® e o sistema BD Phoenix100® tendiam a
categorizar cepas de VSSA (S.aureus suscetivel a vancomicina) como VISA (vancomicina-
intermediario S. aureus), enquanto VITEK System® 2 tendeu a categorizar cepas VISA como
VSSA®, Discrepancias nos valores da CIM para a vancomicina, mesmo que pequenas, podem
ter consequéncias relevantes para o0 paciente, devido a janela terapéutica estreita da
vancomicina ou a categorizacdo incorreta da CIM, como determinar VSSA uma cepa que é
VISAS,

Nossos resultados mostram o risco do sistema automatizado VITEK System® 2 em
subestimar os valores de CIM, principalmente quando h& subpopulacdes VISA (hVISA - S.
aureus intermediario de vancomicina heterorresistente). Subestimar os valores de CIM pode
levar a resultados terapéuticos graves ou risco de falha, uma vez que os médicos normalmente
ndo alteram a terapia para isolados com CIMs < 1 pg / mL de vancomicina®. A CIM da
vancomicina em cepas MRSA com valores entre 1-2 pg/mL tem maior probabilidade de

resultar em falha no tratamento com vancomicina, devido a possivel presenca de
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subpopulagdes VISA, sendo consideradas terapias alternativas em pacientes com infeccoes
persistentes, como bacteremia. Uma vez que hVISA ¢ associado a resultados insatisfatorios, é
de grande importancia que uma metodologia tenha a capacidade de distinguir os valores de
CIM entre 1 e 2 pg / mL de vancomicina33*

Os resultados encontrados para o ponte de corte para susceptibilidade & vancomicina
em S. aureus ajustado para < 1 ug / mL, que € o ponto de corte sugerido pelos estudos para
melhores resultados clinicos®?, mostraram que apenas 37% dos isolados (29 / 78) seriam
categorizados como VSSA por Etest®. Ao contrario, 98,7% e 100% dos isolados submetidos
a0 BD Phoenix100® e VITEK System® 2, respectivamente, seriam categorizados como
VSSA. Assim, possivelmente, menos da metade dos pacientes teriam indicacéo para iniciar o
tratamento com vancomicina ao usar o Etest® para determinar a CIM; em contraste, se forem
utilizados os sistemas BDPhoenix100® e VITEK System®2 , todos os pacientes terdo uma
grande chance de iniciar o tratamento com vancomicina. Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo anterior, em 359 isolados (MRSA e MSSA), que assumindo CIM
<1 pg / mL, 96% e 16% dos pacientes receberiam tratamento com vancomicina ao usar
VITEK System®2 e Etest®, respectivamente, para determinar o CIM de vancomicina®.

Os CIMs de vancomicina gerados por Etest® foram consistentemente maiores no
estudo atual. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos que mostram que os CIMs
de Etest® tendem a ser maiores do que os CIMs de MDC¢3738 O CIM falsamente elevado da
vancomicina pode influenciar os médicos a usar outro antimicrobiano para substituir a
vancomicina e, em outro cenario, com o valor CIM preciso, a vancomicina seria a primeira
escolha para o tratamento®. Embora novos antimicrobianos anti-estafilococicos tenham sido
desenvolvidos recentemente, como a linezolida, a vancomicina ainda continua sendo a
principal escolha terapéutica, principalmente devido ao baixo custo e ao grande numero de
ensaios clinicos quando comparados aos novos medicamentos®.

Apenas 23,1% (18/78) e 26,9% (21/78) dos isolados foram concordantes com o0s
valores obtidos pelo método de referéncia de MDC quando os isolados foram testados com o
VITEK System®2 e o Etest®, respectivamente. Porém, quando testado com BDPhoenix100®,
78,2% dos isolados foram concordantes com os valores obtidos pela MDC. N&ao existe um
método totalmente confiavel para determinar a CIM para a vancomicina, mas a MDC
continua sendo o método aparentemente mais confiavel; entretanto, a MDC néo é usada
rotineiramente em laboratorios clinicos. Entretanto, este método consiste em dilui¢bes
seriadas em log de 2 dos antimicrobianos, o que pode impossibilitar a deteccdo de aumentos

sutis nos valores de CIM para a vancomicina*'. Neste estudo, BD Phoenix100® é o melhor
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método para determinagdo de CIMs de vancomicina em comparagdo com VITEK System®2
e Etest®. No entanto, os valores de CIM de vancomicina consistentemente mais altos por
Etest® parecem ser mais confidaveis na previsdo da resposta ao tratamento com
vancomicina*“® Etest® é baseado em um gradiente continuo com valores de meia diluigo
(ou seja, 1,5 pg / mL). Sugere-se medir isolados com CIM elevado de vancomicina (dentro da
faixa suscetivel) com um segundo método alternativo, como Etest®; auxiliando assim as
recomendagdes para terapia antibiotica*:*4,

A maioria dos isolados de MRSA carregavam SCCmec tipo Il (n = 20; 39%) ou tipo
IV (n = 26; 51%). Da mesma forma, um estudo realizado em um hospital universitério
brasileiro, que tipificou 31 isolados de pacientes com bacteremia por MRSA, mostrou que
48% e 52% dos isolados foram classificados como SCCmec 1l e IV, respectivamente®. N&o
houve associacdo com uma CIM elevada de vancomicina e o tipo de SCCmec, uma vez que
99% das CIMs por MDC apresentaram valores < 1 ug / mL. No entanto, 36 isolados de
MRSA (36/51) tinham CIM> 1 pg / mL por Etest®, desses isolados, 44% (16/36) eram
portadores de SCCmec tipo Il. Um estudo utilizando Etest®, MDC e PCR em tempo real, com
188 pacientes com bacteremia por MRSA, descobriu que isolados com suscetibilidade
reduzida a vancomicina (CIM por Etest®> 1 pg / mL) foram significativamente associados
com SCCmec Il em comparagdo com isolados sem suscetibilidade reduzida a vancomicina®®.
Pelo contrério, outro estudo ndo encontrou associa¢des entre SCCmec com CIM elevado de

vancomicina e aumento da mortalidade em pacientes com bacteremia por MRSA'?,
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CONCLUSOES

Em resumo, os resultados do estudo atual demonstram que os CIMs de vancomicina
variam de acordo com a metodologia do teste. VITEKSystem®2 e Etest® tendem a subestimar
ou superestimar, respectivamente, o valor da CIM, sendo significativamente diferente da
MDC (P <0,05). O sistema BD Phoenix100® apresentou valores de CIM mais proximos da
MDC, ndo sendo encontradas diferencas significativas entre essas metodologias (p> 0,05).
Essas metodologias ndo sdo equivalentes @ MDC, portanto, ndo substituem com precisao a
metodologia padréo ouro.

E essencial que os médicos levem em consideracdo as diferencas nos resultados da
CIM determinadas por diferentes metodologias utilizadas alternativament a MDC e que o
conhecimento do tipo de metodologia usada no laboratdrio clinico seja relevante antes de
considerar a terapia antimicrobiana para infeccGes graves por MRSA. A variabilidade das
metodologias na determinacdo da CIM para a vancomicina e o valor da CIM elevada para a
vancomicina, mesmo dentro da faixa de suscetibilidade (< 2 pg / mL), ainda sdo motivo de
preocupacéo.

Um estudo prospectivo amplo é necessario para esclarecer melhor o progndstico
clinico de diferentes esquemas de tratamento com base em varios métodos de medicdo de
CIM. Assim, uma melhor pratica seria rever os perfis dos pacientes em conjunto com a
referéncia aos niveis de CIM. Em pacientes com funcéo renal prejudicada, por exemplo,
antibidticos com toxicidade renal, como a vancomicina, ndo devem ser considerados como a

droga de escolha.
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