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RESUMO 

 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) é uma das causas mais 

frequentes de infecções comunitárias e relacionadas a assistência à saúde, cuja principal opção 

terapêutica é a vancomicina. Contudo, o uso constante desse antimicrobiano contribuiu com a 

emergência de MRSA com reduzida suscetibilidade à vancomicina (hVISA e VISA), 

comumente associados com bacteremia persistente, hospitalização prolongada e falha 

terapêutica. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi analisar as características moleculares de 

MRSA com heterorresistência à vancomicina oriundos de hospitais de Porto Alegre. Este 

estudo observacional transversal foi realizado com 217 MRSA isolados entre 2014 e 2019 de 

hospitais em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. A suscetibilidade aos antimicrobianos 

foi avaliada pelo método de disco-difusão e microdiluição em caldo Mueller-Hinton. A 

detecção dos genes de resistência e a tipagem do SCCmec foram determinadas por PCR 

convencional e PCR multiplex, respectivamente. A triagem para hVISA foi conduzida em ágar 

BHI contendo 6 μg/mL de vancomicina (BHIA-6V) e a confirmação do fenótipo foi 

determinada através da Análise do Perfil Populacional - Área Abaixo da Curva (PAP-AUC). O 

tipo de agr e a funcionalidade do sistema do agr foram determinados por PCR multiplex e 

atividade da delta-hemolisina, respectivamente. A expressão de graSR, vraSR e walKR - TCRS 

(do inglês Two Component Regulatory Systems) em isolados clínicos de hVISA submetidos a 

sub-CIM de vancomicina foi quantificada por qRT-PCR. Altas taxas de resistência foram 

observadas para eritromicina, ciprofloxacino e clindamicina, e baixas taxas para gentamicina, 

tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima. Completa suscetibilidade foram verificadas para 

linezolida e vancomicina. A frequência dos genes de resistência aac(6')/aph(2''), aph(3’)-IIIa, 

dfrG, ermA e tetM foi alta entre os MRSA. Em contrapartida, baixas taxas foram observadas 

para os genes ant(4’)-Ia, dfrA, ermB, ermC, linA, linB, msrA, msrB e tetK. Os MRSA SCCmec 

tipo IV foram mais suscetíveis aos antimicrobianos (p < 0,001). Ao contrário, os MRSA 

SCCmec tipo III exibiram maior resistência (p < 0,001). Todos os MRSA foram suscetíveis à 

vancomicina, porém 9,9% apresentaram heterorresistência à vancomicina (hVISA). A 

proporção de MRSA com CIMVAN ≥ 1,0 μg/mL no agr grupo II foi significativamente maior 

do que nos grupos I e III (p = 0,002). A disfunção do agr foi observada especialmente em 

MRSA com CIMVAN ≥ 1,0 μg/mL (p < 0,001). Além disso, a disfunção no agr foi significativa 

em isolados com o fenótipo hVISA (p < 0,001). Os níveis de transcrição de graSR, vraSR e 

walKR foram significativamente positiva em quatro, sete e cinco hVISA expostos à 



 

 

 
  

vancomicina, respectivamente. Em contraste, três hVISA apresentaram regulação negativa de 

graSR quando exposto à vancomicina, e os níveis de transcrição de vraSR e walKR foram 

regulados negativamente em apenas um isolado. Os hVISA 199SA e 203SA apresentaram a 

expressão gênica regulada positivamente para todos os TCRS testados, e o 68SA exibiu 

regulação negativa para graSR e walKR TCRS. Os dados do estudo fornecem informações 

sobre o perfil de resistência de isolados clínicos de MRSA do Sul do Brasil, que concomitante 

com os dados das condições clínicas dos pacientes, podem contribuir para a tomada de uma 

decisão clínica mais acertada. Além disso, os dados mostram que a disfunção do sistema agr 

em MRSA está associado a CIMVAN ≥ 1,0 µg/mL e ao fenótipo hVISA, o que sugere que a 

disfunção do agr pode conferir vantagens potenciais ao MRSA para a sobrevivência em 

infecções invasivas. Por fim, a expressão de graSR/ vraSR/ walKR foi variável nos isolados 

clínicos de hVISA, que reflete a complexidade molecular do fenótipo de heteroressitência à 

vancomicina. 

 

Palavras-chave: MRSA; hVISA; sistema agr; tipagem SCCmec; TCRS. 

 

  



 

 

 
  

ABSTRACT 

 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the most frequent causes 

of community-acquired and healthcare-associated infections, whose main therapeutic option is 

vancomycin. However, the constant use of this antimicrobial has contributed to the emergence 

of MRSA with reduced susceptibility to vancomycin (hVISA and VISA), commonly associated 

with persistent bacteremia, prolonged hospitalization and therapeutic failure. Therefore, the aim 

of this study was to analyze the molecular characteristics of MRSA with vancomycin 

heteroresistance from hospitals of Porto Alegre. This cross-sectional observational study was 

conducted with 217 MRSA isolated between 2014 and 2019 from hospitals of Porto Alegre, 

Rio Grande do Sul, Brazil. The susceptibility to antimicrobials was evaluated by the disk 

diffusion method and microdilution in Mueller-Hinton broth. The detection of resistance genes 

and SCCmec typing were determined by conventional PCR and multiplex PCR, respectively. 

The screening for hVISA was conducted in BHI agar containing 6 μg/mL of vancomycin 

(BHIA-6V) and the phenotype confirmation was determined through Population Analysis 

Profile-Area Under the Curve (PAP-AUC). The type of agr and the functionality of the agr 

system were determined by multiplex PCR and delta-hemolysin activity, respectively. The 

expression of graSR, vraSR e walKR - TCRS (Two Component Regulatory Systems) in hVISA 

clinical isolates submitted sub-MIC of vancomycin was quantified by qRT-PCR. High rates of 

resistance were observed for erythromycin, ciprofloxacin and clindamycin, and low rates for 

gentamicin, tetracycline and trimethoprim sulfamethoxazole. Complete susceptibility was 

verified for linezolid and vancomycin. The frequency of resistance genes aac(6')/aph(2''), 

aph(3’)-IIIa, dfrG, ermA and tetM was high among MRSA. In contrast, low rates were observed 

for ant(4’)-Ia, dfrA, ermB, ermC, linA, linB, msrA, msrB and tetK genes. MRSA SCCmec type 

IV were more susceptible to antimicrobials (p < 0.001). In contrast, MRSA SCCmec type III 

exhibited greater resistance (p < 0.001). All MRSAs were susceptible to vancomycin, however 

9.9% presented heteroresistance to vancomycin (hVISA). The proportion of MRSA with 

MICVAN ≥ 1.0 μg/mL in agr group II was significantly higher than in groups I and III (p = 

0.002). agr dysfunction was observed especially in MRSA with MICVAN ≥ 1.0 μg/mL (p < 

0.001). In addition, agr dysfunction was significant in isolates with the hVISA phenotype (p < 

0.001). The transcription levels of graSR, vraSR and walKR were significantly positive in four, 

seven and five hVISA exposed to vancomycin, respectively. In contrast, three hVISA showed 

negative regulation of graSR when exposed to vancomycin, and the transcription levels of 



 

 

 
  

vraSR and walKR were negatively regulated in only one isolate. The hVISA 199SA and 203SA 

showed upregulated gene expression for all tested TCRS, and 68SA showed downregulation 

for graSR and walKR TCRS. The study data provide information regarding the resistance 

profile of MRSA isolates from South Brazil, and along with data on the clinical conditions of 

the patients, it can contribute to the better clinical decision-making. Furthermore, the data show 

that the agr system dysfunction in MRSA is associated with vancomycin MIC ≥ 1.0 μg/mL and 

the hVISA phenotype, which suggests that agr dysfunction may confer potential advantages on 

MRSA for survival in invasive infections. Finally, the expression of graSR/ vraSR/ walKR was 

variable in hVISA clinical isolates, which reflects the molecular complexity of the vancomycin 

heteroresistance phenotype. 

 

Keywords: MRSA; hVISA; agr system; SCCmec typing; TCRS. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Staphylococcus aureus 

 

Microrganismos do gênero Staphylococcus são cocos gram-positivos pertencentes à 

família Staphylococcaceae, imóveis, não formadores de esporos, com diâmetro aproximado de 

0,5 a 1,5 mm. Quando observados em microscopia óptica, aparecem como células únicas, em 

pares ou agrupadas (KONEMAN et al., 2018; MADIGAN et al., 2016).  

Até o momento, o gênero Staphylococcus possui 54 espécies e 28 subespécies (LPSN, 

2019), sendo S. aureus a espécie de maior relevância clínica (DWEBA, ZISHIRI e El 

ZOWALATY, 2018; LEE et al., 2018). Esta foi identificada pela primeira vez em 1880, no 

Reino Unido, pelo cirurgião escocês Alexandre Ogston, em pus de abscessos cirúrgicos 

(KONEMAN et al., 2018). 

O S. aureus cresce em meios de cultura não seletivo com colônias lisas, arredondadas e 

brilhantes, em condição ótima de crescimento a 37oC, podendo variar sua coloração de clara a 

dourada dependendo da temperatura de cultivo. Possui alta capacidade de adaptação, podendo 

sobreviver e se multiplicar em ambientes hostis. É anaeróbico facultativo, apresenta 

crescimento em ágar sal manitol, provoca beta-hemólise em ágar sangue, produz as enzimas 

catalase, coagulase e DNAse (INGRAHAM e INGRAHAM, 2011; KONEMAN et al., 2018). 

Como microrganismo oportunista, comporta-se tanto como comensal quanto como 

patógeno (DWEBA, ZISHIRI e EL ZOWALATY, 2018). É encontrado colonizando a 

microbiota normal da pele e de outros sítios anatômicos como a nasofaringe, axila, períneo e 

trato gastrointestinal (BELKUM, 2016; GAGNAIRE, 2017), podendo se tornar patogênico e 

causar diversas infecções, quando ocorre ruptura da barreira cutânea ou diminuição da 

imunidade (LEE et al., 2018). 

 

1.2 Patogenicidade 

  

Staphylococcus aureus é uma das causas mais frequentes de infecções comunitárias e 

relacionadas à assistência à saúde, as quais apresentam taxas significativas de morbidade e 

mortalidade (ZHANG et al., 2015; PENG et al., 2018; TURNER et al., 2019). Sua transmissão 

ocorre por contato direto com indivíduos colonizados ou infectados, ou por contato indireto 
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com superfícies ou itens previamente contaminados (KHAN, AHMAD e MEHBOOB, 2015; 

PEARSON et al., 2019). 

A maioria das infecções estafilocócicas resulta de portadores assintomáticos, em que o 

indivíduo pode ser colonizado por período indeterminado, causando doença quando há 

comprometimento do sistema imunológico (KARANIKA et al., 2016; GOLDMANN e 

MEDINA, 2018). Na população, cerca de 20% das pessoas são portadoras persistentes, 60% 

são colonizadas de forma intermitente e o restante da população não alberga S. aureus 

(JENKINS et al., 2015; HASSOUN, LINDEN e FRIEDMAN, 2017; MOREMI et al., 2019). A 

colonização aumenta o risco de infecção em 25% e as cepas colonizadoras correspondem 

geneticamente às cepas infectantes em 50% a 80% dos casos (TURNER et al., 2019). 

O maior problema do portador assintomático é que, mesmo não apresentando sinais ou 

sintomas clínicos de doença, representa potencial fonte de infecção, e pode estar disseminando 

o patógeno pelos ambientes em que circula (LEE et al., 2018). O estado de portador 

assintomático é ainda mais preocupante, quando este é um profissional da saúde, visto que 

infecções relacionadas à assistência à saúde podem ser adquiridas indiretamente através do 

contato com as mãos contaminadas das equipes assistenciais (MOREMI et al., 2019). 

A versatilidade desse patógeno, torna-o responsável por causar uma gama de infecções 

que se caracterizam pela variedade de manifestações clínicas, incluindo desde quadros 

localizados até doenças sistêmicas de alta letalidade (KAHL, BECKER e LÖFFLER, 2016; 

DWEBA, ZISHIRI e EL ZOWALATY, 2018). Dentre as síndromes infecciosas, podemos 

elencar três tipos principais: infecções superficiais, como infecções de pele e tecidos moles; 

infecções sistêmicas, como bacteremia, osteomielite, pneumonia, endocardite e meningite; e 

infecções associadas às toxinas estafilocócicas, como intoxicação alimentar, síndrome da pele 

escaldada e síndrome do choque tóxico (BIEN, SOKOLOVA e BOZKO, 2011; TONG et al., 

2015; OLIVEIRA, BORGES e SIMÕES, 2018). 

 

1.3 Fatores de virulência 

 

A patogenicidade e complexidade das infecções causadas por S. aureus estão 

relacionadas a um arsenal de fatores de virulência que auxiliam na colonização, adesão às 

células hospedeiras, evasão do sistema imune, invasão dos tecidos, produção de toxinas e 

disseminação do patógeno, os quais contribuem para o estabelecimento e a permanência do 

processo infeccioso (LIU et al., 2015; YU et al., 2015). 
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A infecção estafilocócica se inicia com a adesão às superfícies, mediada por adesinas 

denominadas coletivamente de componentes da superfície microbiana que reconhecem 

moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMs, do inglês microbial surface components 

recognizing adhesive matrix molecules). Integram os MSCRAMMs: a proteína A (SpA, do 

inglês staphylococcal protein A) que se liga à região Fc da imunoglobulina G inibindo a 

opsonização e a fagocitose; as proteínas de ligação à fibronectina (FnbpA, do inglês fibronectin-

binding protein A e FnbpB, do inglês fibronectin-binding protein B); a proteína de ligação ao 

colágeno (Cna, do inglês collagen-binding protein); e os fatores de agregação (CflA, do inglês 

clumping factor proteins A e CflB, do inglês clumping factor proteins B) que se ligam ao 

fibrinogênio conferindo propriedades antifagocíticas (BIEN, SOKOLOVA e BOZKO, 2011; 

DAYAN et al., 2016; WARYAH et al., 2016). 

Alguns componentes estruturais também são determinantes de virulência, tais como os 

polissacarídeos capsulares que impedem a fagocitose e promovem a adesão às células 

hospedeiras; o ácido teicoico que estimula a produção de interleucina-1; e o peptideoglicano 

capaz de ativar o sistema complemento e aumentar a quimiotaxia das células 

polimorfonucleares (KONEMAN et al., 2018). 

Junto aos fatores supracitados, também produz toxinas como as enterotoxinas 

estafilocócicas (SEs, do inglês staphylococcal enterotoxins) que estão associadas a quadros de 

intoxicação alimentar; a leucocidina de Panton-Valentine (PVL, do inglês Panton-Valentine 

leucocidin) responsável pela formação de poros na membrana dos leucócitos induzindo à 

citólise, fator importante em pneumonia necrotizante; a toxina 1 da síndrome do choque tóxico 

estafilocócico (TSST-1, do inglês toxic-shock syndrome toxin-1), a qual estimula a proliferação 

de linfócitos T, causando a síndrome do choque tóxico; a toxina esfoliativa estafilocócica (ETs, 

do inglês staphylococcal exfoliative toxins) que induz eritema e esfoliação da pele, fenômeno 

observado na síndrome da pele escaldada; e a alfa, beta e delta-hemolisina que apresentam 

atividade hemolítica (KONG, NEOH e NATHAN, 2016; MURRAY, ROSENTHAL e 

PFALLER, 2017; KONEMAN et al., 2018). 

Da mesma maneira, pode secretar: enzimas extracelulares como a catalase, que inativa 

o peróxido de hidrogênio no interior de células fagocíticas; a coagulase, que catalisa a 

conversão de fibrinogênio em fibrina; a fibrinolisina, que degrada coágulos de fibrina 

facilitando a disseminação do patógeno; a hialuronidase, que promove a disseminação dos 

microrganismos pelos tecidos, por meio da degradação do ácido hialurônico; a lipase, que 

degrada lipídeos facilitando sua disseminação nos tecidos cutâneos e subcutâneos; e a 
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fosfolipase, que destrói os fosfolipídios da membrana citoplasmática do hospedeiro, 

acarretando na lise das células (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2017; KONEMAN et 

al., 2018). 

Uma variedade desses fatores de virulência é necessária para estabelecer e sustentar a 

doença infecciosa e a sua produção depende da fase de crescimento. Durante a fase de latência 

e início da exponencial, o S. aureus produz fatores associados à parede celular que auxiliam na 

adesão aos tecidos e na evasão do sistema imune, contribuindo com o acúmulo do patógeno no 

sítio de infecção. Ao atingir a fase exponencial tardia, começa a secretar exoproteínas, incluindo 

proteases, hemolisinas e superantígenos, e ao mesmo tempo ocorre a diminuição da regulação 

de fatores associados à parede celular, facilitando a disseminação da infecção (WANG e MUIR, 

2016). 

A transição entre essas duas fases ocorre através de um processo de comunicação celular 

chamado quorum sensing (QS), que controla a expressão de genes em resposta à densidade 

celular bacteriana através da produção e detecção de sinais extracelulares (KONG, NEOH e 

NATHAN, 2016; ABISADO et al., 2018). Os sinais deste sistema são pequenos peptídeos 

autoindutores (AIP, do inglês autoinducing peptide). As bactérias geram continuamente o AIP, 

começando em baixas concentrações quando há baixa densidade populacional bacteriana. À 

medida que a densidade celular aumenta, os AIPs se acumulam em concentrações críticas, o 

que ativa o regulador transcricional. Este, por sua vez, regula a expressão de genes, os quais 

incluem vários fatores de virulência (ABISADO et al., 2018; PADDER, PRASAD e SHAH, 

2018). 

 

1.3.1 Regulador gene acessório 

 

O locus cromossômico responsável pela atividade QS em S. aureus é denominado 

regulador gene acessório (agr, do inglês accessory gene regulator). No locus agr (Figura 1), 

dois operons são transcritos de forma divergente, a partir dos promotores, P2 e P3, que 

produzem RNA II e RNA III, respectivamente. O operon P2, que codifica o RNA II, é composto 

por quatro genes, agrBDCA, que codificam fatores necessários para sintetizar o AIP e ativar a 

cascata reguladora. O operon P3, que codifica o RNA III, que regula fatores de virulência e 

também contém o gene hld responsável pela síntese da delta-hemolisina (CÁZARES-

DOMÍNGUEZ et al., 2015; KONG, NEOH e NATHAN, 2016; YAMAZAKI, NAKAMURA 

e NÚNEZ, 2017; SALAMA e QUAVE, 2018; TAN et al., 2018; COSGRIFF et al., 2019). 
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Figura 1 - Estrutura do sistema agr em Staphylococcus aureus. 

 

Fonte: adaptada de WANG e MUIR (2016). 

 

Os produtos dos genes agrB e agrD, respectivamente as proteínas AgrB e AgrD, unem-

se formando o AIP, que é liberado para o meio extracelular. O AgrD, o precursor do AIP, é 

primeiro processado proteoliticamente por uma peptidase ligada à membrana, o AgrB, para 

gerar um intermediário tiolactona. Este intermediário é exportado através da membrana, e então 

submetido a uma segunda clivagem para liberar o AIP no espaço extracelular (KONG, NEOH 

e NATHAN, 2016; WANG e MUIR, 2016; JENUL e HORSWILL, 2019). 

Em concentrações críticas, AIP é detectado pelo AgrC, o sensor de histidina quinase 

ligado à membrana. A ligação do AIP ao receptor AgrC leva à autofosforilação da histidina, e 

esse sinal é retransmitido para o receptor de aspartato no regulador de resposta, AgrA. A 

proteína AgrA fosforilada, como indutor do promotor P2, regula a transcrição do RNA II e, 

consequentemente, a síntese das quatro proteínas Agr fundamentais na síntese do AIP. AgrA, 

como indutor do promotor P3, regula a transcrição do RNA III, um RNA mensageiro (mRNA) 

que funciona como indutor ou repressor de genes acessórios (KONG, NEOH e NATHAN, 

2016; WANG e MUIR, 2016; JENUL e HORSWILL, 2019). 

O RNA III ativa a expressão de genes que codificam fatores de virulência secretados 

pela célula, que incluem as exoproteínas (alfa, beta e delta-hemolisinas e leucocidinas), 

enterotoxinas e toxina da síndrome do choque tóxico estafilocócico. Além disso, reduz a 
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expressão de fatores de virulência associados à célula, tais como a coagulase, proteína A, 

proteína de ligação à fibronectina e adesinas de superfície (KONG, NEOH e NATHAN, 2016; 

WANG e MUIR, 2016; TAN et al., 2018). 

O polimorfismo do agr em S. aureus resulta em quatro grupos, agrI, agrII, agrIII e 

agrIV, baseados na ligação específica do AIP com o receptor AgrC. O polimorfismo nos genes 

agrC e AgrD resulta em alteração na sequência de aminoácidos do AIP e no correspondente 

receptor AgrC, sendo a ligação da AIP com seu receptor específica para cada grupo alélico. 

Quando ocorre ligação de um AIP de um grupo alélico ao receptor AgrC de um outro grupo, o 

AIP não produz fator intrínseco e não produz o sinal através da proteína AgrC, funcionando, 

portanto, como um antagonista. Um AIP somente é agonista para seu próprio grupo alélico, de 

forma que bactérias de grupo agr diferentes interferem na regulação de proteínas acessórias 

uma com a outra (WANG e MUIR, 2016; TAN et al., 2018). 

Apesar da importância do agr na virulência estafilocócica, alguns estudos sugerem que 

a disfunção no agr confere vantagens de sobrevivência para o S. aureus em ambiente hospitalar 

(YANG et al., 2019) e piores desfechos clínicos, como bacteremia persistente e aumento da 

mortalidade (GOMES-FERNANDES et al., 2017; THOMPSON e BROWN, 2017; 

ABDULGADER, 2020). No estudo conduzido por Kang e colaboradores (2017), a disfunção 

no agr foi relatada como um fator de risco independente para mortalidade em pacientes com 

bacteremia persistente. Em 2014, Viedma e colaboradores (2014) avaliaram a relação entre 

disfunção no locus agr e reduzida suscetibilidade para vancomicina, e os resultados mostraram 

correlação significativa. Corroborando com este resultado, Chong e colaboradores (2013), ao 

avaliar 639 pacientes com bacteremia por S. aureus, observaram uma significativa associação 

entre disfunção do agr e heterorresistência à vancomicina. 

Além da importância do agr para a patogenicidade estafilocócica, vários estudos têm 

mostrado uma relação entre polimorfismo do grupo agr e reduzida suscetibilidade à 

vancomicina. Alguns dados têm demonstrado que agrII está frequentemente associado à 

reduzida suscetibilidade e falhas no tratamento com vancomicina (PARK et al., 2015; 

CECHINEL et al., 2016). Além disso, Cechinel e colaboradores (2016) relataram que o risco 

de morte aumenta 12,6 vezes em pacientes com bacteremia por MRSA que expressa o agrII 

quando comparado com aqueles com bacteremia por MRSA que expressa agrI. No estudo 

conduzido por Cázares-Domínguez e colaboradores (2015), o polimorfismo do agr tipo II foi o 

mais prevalente entre isolados de MRSA resistente a múltiplos antimicrobianos. Em 2015, Park 

e colaboradores (2015), ao avaliar 188 MRSAs de cultura sanguínea, observaram que entre os 
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MRSAs com CIM de 2 μg/mL a presença do agrII foi significativa em comparação com outros 

tipos de agr. 

 

1.4 Resistência aos antimicrobianos  

 

A era moderna dos antimicrobianos começou com a descoberta da penicilina por 

Alexander Fleming. Desde então, inúmeras doenças infecciosas se tornaram tratáveis com o 

uso de antimicrobianos, incluindo as infecções estafilocócicas. No entanto, a rápida aquisição 

de resistência por S. aureus se tornou um problema clínico significativo ao limitar a 

antibioticoterapia de infecções comunitárias e relacionadas à assistência à saúde 

(MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017; GAJDÁCS, 2019). A Figura 2 ilustra a 

linha do tempo da descoberta ao desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos, em 

destaque as resistências obervadas em Staphylococcus aureus. 

 

Figura 2 - Linha do tempo da descoberta ao desenvolvimento de resistência aos 

antimicrobianos. 

 

Fonte: adaptada de SARAN, RAO e AZIM (2020). 
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PRSA: Penicillin-resistant Staphylococcus aureus; MRSA: Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus; VRSA: Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus; LRSA: 

Linezolid-resistant Staphylococcus aureus; CRSA: Ceftaroline-resistant Staphylococcus 

aureus. 

 

A capacidade do S. aureus de resistir a ação dos antimicrobianos se deve a presença de 

elementos genéticos móveis (MGEs, do inglês mobile genetic elements) no genoma acessório, 

que desempenha um papel essencial na adaptabilidade bacteriana, virulência e sobrevivência. 

As cepas de S. aureus contêm uma variedade de MGEs, tais como bacteriófagos, plasmídeos, 

transposons, cassetes cromossômicos e ilhas de patogenicidade, que são adquiridos por 

transferência horizontal (TURNER et al., 2019). O cassete cromossômico estafilocócico e o 

tranposon Tn1546, em particular, confere resistência aos beta-lactâmicos e à vancomicina (LEE 

et al., 2018; CONG, YANG e RAO, 2020). 

 

1.4.1 Resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos 

 

1.4.1.1 Resistência à penicilina 

 

A penicilina foi descoberta em 1928, pelo médico Alexander Fleming, sendo o fármaco 

de escolha para o tratamento de infecções estafilocócicas no início de 1940. No entanto, já em 

1942 foi descrito o primeiro caso de S. aureus resistente à penicilina (PRSA, do inglês 

penicillin-resistant Staphylococcus aureus), devido à produção de beta-lactamase (penicilinase) 

codificada pelo gene blaZ. Esta enzima degrada o anel beta-lactâmico da penicilina, tornando-

a assim incapaz de inibir a síntese da parede celular bacteriana. Atualmente, mais de 95% dos 

isolados são resistentes a esse antimicrobiano (PEACOCK e PATERSON, 2015; ALDMAN, 

SKOVBY e PAHLMAN, 2017; LOBANOVSKA e PILLA, 2017; MCGUINNESS, 

MALACHOWA e DELEO, 2017; DA COSTA et al., 2018; GAJDÁCS, 2019).  

 

1.4.1.2 Resistência à meticilina 

 

A introdução da meticilina, penicilina semissintética resistente à penicilinase, na década 

de 1960, surgiu como alternativa terapêutica para infecções por PRSA. Os antimicrobianos 

beta-lactâmicos inibem a biosíntese da parede celular através das proteínas de ligação à 
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penicilina (PBPs, do inglês penicillin binding proteins). Ao interagir com essa enzima, o beta-

lactâmico impede a formação completa da camada de peptideoglicano, desencadeando a lise 

bacteriana (PEACOCK e PATERSON, 2015; FOSTER, 2017; HARKINS et al., 2017). 

Contudo, em 1961, logo após sua introdução na clínica foi identificado o primeiro 

isolado de Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA, do inglês methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus). A resistência à meticilina ocorre devido à aquisição do gene mecA 

(2,1Kb), que codifica uma proteína de ligação à penicilina alterada (PBP 2a ou PBP2’; 77 kDa). 

Esta apresenta baixa afinidade ao anel beta-lactâmico, o que possibilita a síntese da parede 

celular de maneira íntegra, tornando-se assim resistente a todos os antimicrobianos beta-

lactâmicos, com exceção das cefalosporinas de quinta geração, como a ceftarolina (PEACOCK 

e PATERSON, 2015; FOSTER, 2017; LOBANOVSKA e PILLA, 2017; DA COSTA et al., 

2018; LEE et al., 2018).  

O gene mecA é parte integrante de um elemento genético móvel denominado cassete 

cromossômico estafilocócico mec (SCCmec, do inglês staphylococcal cassette chromosome 

mec), que se encontra localizado em uma região específica do genoma, denominada attBscc, na 

extremidade 3’ do gene orfX (PEACOCK e PATERSON, 2015; GAJDÁCS, 2019; TURNER 

et al., 2019). Além do mecA, a resistência à meticilina ocorre pela aquisição do gene mecC, que 

codifica uma proteína homóloga à PBP 2a (PBP2aLGA). O mecC faz parte do SCCmec XI, possui 

70% de homologia nucleotídica com o mecA e está relacionado à transmissão zoonótica de 

MRSA (DUPIEUX et al., 2017; LEE et al., 2018; GAJDÁCS, 2019).  

 

1.4.1.2.1 Cassete cromossômico estafilocócico mec 

 

O gene mecA está localizado no elemento genético móvel denominado SCCmec 

(Figura 3), que é constituído basicamente pela presença de repetições diretas e invertidas, pelo 

complexo do gene mec e do gene ccr, e pelas regiões de junção (J, do inglês junkyard) 

(TURLEJ, HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014). 

 

Figura 3 - Estrutura geral do elemento SCCmec. 

 

Fonte: adaptada de HIRAMATSU et al. (2013). 
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As sequências de repetições terminais flanqueiam o SCCmec no genoma bacteriano, 

especificado pela complementariedade de bases. O complexo mec contém o gene de resistência 

à meticilina (mecA) e seus reguladores (mecR1 e mecI), que codificam a proteína transdutora 

(MecR1) e repressora (MecI), respectivamente. Quando o gene mecR1 é truncado pelas 

sequências de inserção (IS431 ou IS1272), os complexos mec são diferentes e categorizados 

pelas classes A, B, C1, C2 e E. O complexo ccr é composto por genes de recombinases, 

responsáveis por integrar ou excisar o SCCmec no genoma, e por regiões de leitura aberta 

(ORFs, do inglês open reading frames). As regiões variáveis do SCCmec são as regiões J (J1, 

J2 e J3), que estão localizadas estruturalmente entre e ao redor dos complexos (mec e ccr) 

(TURLEJ, HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014; LAWUNG et al., 2014; 

MONECKE et al., 2016). 

A expressão do gene mecA é controlada pelo sistema de genes regulatórios mecI e 

mecR1, presentes no genoma do MRSA. O gene mecI, codifica a proteína repressora (MecI), 

que reprime a transcrição do gene mecA e seus reguladores mecR1 e mecI na ausência dos beta-

lactâmicos, através da ligação à região operadora destes genes.  Isso significa que na ausência 

do beta-lactâmico no ambiente em que a bactéria está exposta, não ocorrerá transcrição do gene 

mecA e nem de seus genes reguladores. Já o mecR1, codifica proteína indutora (MecR1), que 

na presença do beta-lactâmico cliva a proteína repressora MecI, que está ligada à região 

operadora do mecA, permitindo assim a transcrição do gene mecA e subsequente síntese da 

proteína de ligação à penicilina alterada (IWG-SCC, 2009; TURLEJ, HRYNIEWICZ e 

EMPEL, 2011).  

A integração e a excisão do SCCmec no cromossomo são mediadas pelas recombinases 

da família invertase/resolvase e, por isso, são responsáveis pela mobilidade do SCCmec. As 

recombinases são codificadas por três genes ccr filogeneticamente distintos, ccrA, ccrB e ccrC, 

com similaridade nucleotídica abaixo de 50%. Em geral, genes ccr com identidade nucleotídica 

maior que 85% são designados ao mesmo alótipo, enquanto que genes ccr de diferentes alótipos 

têm identidade nucleotídica entre 60% e 82%. Os genes ccrA, ccrB e ccrC são diferenciados 

em quatro (ccrA1, ccrA2, ccrA3 e ccrA4), cinco (ccrB1, ccrB2, ccrB3, ccrB4 e ccrB6) e dois 

(ccrC1 e ccrC2) alótipos, respectivamente. Com base nas diferenças e combinações dos alótipos 

ccr, oito tipos do complexo ccr já foram descrito em S. aureus (IWG-SCC, 2009; WU et al., 

2015; BAIG et al., 2018). 

Além dos complexos mec e ccr, o SCCmec contém três regiões J, designadas J1, J2 e 

J3. A região J1 se situa à direita do complexo ccr, a J2 entre os complexos ccr e mec, e a J3 do 
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complexo mec até a orfX. Com exceção dos SCCmec VII, IX, XII e XIII, o complexo ccr está 

posicionado entre as regiões J3 e J2 e o complexo mec entre as regiões J2 e J1 (Figura 4). 

Apesar de as regiões J serem consideradas menos importantes em termos de funções do 

SCCmec, estas são epidemiologicamente significativas, uma vez que podem servir como alvos 

para plasmídeos (pUB110 e pT181) ou transposons (Tn4001, Tn554 e ΨTn554), os quais 

podem carregar determinantes adicionais de resistência e virulência (TURLEJ, HRYNIEWICZ 

e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014; BAIG et al., 2018). 

Os tipos de SCCmec são definidos pela combinação da classe do complexo mec e o tipo 

de complexo ccr, e os subtipos de acordo com as diferenças nas regiões J (TURLEJ, 

HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; LAWUNG et al., 2014; WU et al., 2015). Até o momento, 

existem treze tipos de SCCmec (I-XIII) (BAIG et al., 2018), e esta classificação é muito 

utilizada na tipagem molecular de MRSA (NAGASUNDARAM e SISTLA, 2019). 
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Figura 4 - Características genéticas dos elementos SCCmec. 

 

Fonte: adaptada de BAIG et al. (2018). 
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O primeiro tipo de SCCmec foi identificado no Japão, na cepa de MRSA N315, em 

1999. Outros dois tipos de SCCmec foram determinados num curto intervalo de tempo, obtidos 

a partir de diferentes cepas de MRSA, denominados como SCCmec do tipo II e III (ITO et al., 

2001). Desde então, foram descobertos o SCCmec IV (MA et al., 2002), SCCmec V (ITO et al., 

2004), SCCmec VI (OLIVEIRA, MILHEIRIÇO e DE LENCASTRE, 2006), SCCmec VII 

(BERGLUND et al., 2008), SCCmec VIII (ZHANG et al., 2009), SCCmec IX e X 

(MCCARTHY e LINDSAY, 2010), SCCmec XI e XII (WU et al., 2015), e SCCmec XIII 

(BAIG et al., 2018). As especificações de cada tipo de elemento SCCmec estão listadas na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Especificações dos tipos de SCCmeca. 

SCCmec Complexo mec Estrutura do complexo mec Complexo ccr 

I B IS431-mecA-ΔmecR1-IS1272 1 (A1B1) 

II A IS431-mecA-mecR1-mecI 2 (A2B2) 

III A IS431-mecA-mecR1-mecI 3 (A3B3) 

IV B IS431-mecA-ΔmecR1-IS1272 2 (A2B2) 

V C2c IS431-mecA-ΔmecR1-IS431 5 (C1) 

VI B IS431-mecA-ΔmecR1-IS1272 4 (A4B4) 

VII C1b IS431-mecA-ΔmecR1-IS431 5 (C1) 

VIII A IS431-mecA-mecR1-mecI 4 (A4B4) 

IX C2c IS431-mecA-ΔmecR1-IS431 1 (A1B1) 

X C1b IS431-mecA-ΔmecR1-IS431 7 (A1B6) 

XI Ed blaZ-mecALGA251-mecR1LGA251-mecILGA251 8 (A1B3) 

XII C2c IS431-mecA-ΔmecR1-IS431 9 (C2) 

XIII A IS431-mecA-mecR1-mecI 9 (A) 
a Tabela adaptada de WU et al. (2015), BAIG et al. (2018) e IWG-SCC (2020). 

b Classe C1: IS431 upstream e downstream do mecA são organizados na mesma direção. 

c Classe C2: IS431 upstream e downstream do mecA são organizados em direção oposta. 

d Classe E do complexo mec possui o gene mecC, um homologo do mecA. 

 

1.4.1.2.2 CA-MRSA, HA-MRSA e LA-MRSA 

 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina surgiram na década de 60, após a 

introdução da meticilina na prática clínica, e rapidamente se disseminaram, sendo reponsáveis 

por numerosos surtos hospitalares em todo o mundo. Já na década de 90, foram reportados casos 
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de infecções fora do ambiente hospitalar causadas por linhagens específicas de MRSA, 

denominadas MRSAs adquiridos na comunidade (CA-MRSA, do inglês community-acquired 

methicillin-resitant Staphylococcus aureus), que possuíam maior suscetibilidade aos 

antimicrobianos e virulência associada, quando comparadas com as linhagens hospitalares 

(HA-MRSA, do inglês hospital-acquired methicillin-resitant Staphylococcus aureus) (KONG, 

JOHNSON e JABRA-RIZK, 2016; CHOO, 2017; PENG et al., 2018; TURNER et al., 2019). 

CA-MRSAs são obtidos de pacientes ambulatoriais ou em até 48 horas após a admissão 

no hospital, que não apresentam histórico de infecção ou colonização por MRSA, sem relatos 

de internação prévia ou submissão a procedimentos invasivos no último ano. Normalmente 

estão associados a infecções de pele e tecidos moles e a infecções fulminantes, como pneumonia 

necrotizante e fasciíte necrosante. Apresentam suscetibilidade a antimicrobianos não beta-

lactâmicos e carregam elementos SCCmec menores, tipos IV ou V. Na maioria dos casos, 

carregam genes codificadores da PVL, lukS-PV e lukF-PV, que conferem aos CA-MRSA maior 

virulência (KALE e DHAWAN, 2016; KONG, JOHNSON e JABRA-RIZK, 2016; CHOO, 

2017; DWEBA, ZISHIRI e EL ZOWALATY, 2018; KATEETE et al., 2019). 

HA-MRSAs, por sua vez, são mais prevalentes em pacientes com doenças graves, 

hospitalização prolongada, internação em unidade de terapia intensiva (UTI), exposição a 

antimicrobianos, colonização e/ou infecção por MRSA. Acometem principalmente idosos, 

neonatos, imunocomprometidos e pacientes sob hemodiálise, pós-cirurgia ou em uso de 

dispositivos invasivos. Causam infecções sistêmicas, como bacteremia, endocardite e 

pneumonia; infecções por dispositivos médicos, como cateteres intravasculares e próteses 

ortopédicas; e, menos comuns, infecções de pele e de tecidos moles, particularmente quando 

submetidos a procedimentos invasivos. Normalmente albergam elementos SCCmec maiores, 

tipos I, II ou III, que possuem genes de resistência aos não beta-lactâmicos, e tendem a ter 

resistência a múltiplos antimicrobianos (KONG, JOHNSON e JABRA-RIZK, 2016; CHOO, 

2017; DWEBA, ZISHIRI e EL ZOWALATY, 2018; KATEETE et al., 2019). 

Por longo período, as linhagens de MRSA foram classificadas como CA-MRSA ou HA- 

MRSA, de acordo com a sua patogenicidade, resistência aos antimicrobianos e características 

moleculares. No entanto, a distinção entre estes dois grupos epidemiológicos se tornou difícil, 

devido à crescente frequência de CA-MRSA no ambiente hospitalar, bem como de HA-MRSA 

na comunidade. Além disso, cepas de CA-MRSA podem causar infecções hospitalares e HA-

MRSA infecções comunitárias, principalmente quando pacientes com CA-MRSA necessitam 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kong%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jabra-Rizk%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kong%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jabra-Rizk%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kong%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jabra-Rizk%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27711163
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de hospitalização (POPOVICH et al., 2017; LAKHUNDI e ZHANG, 2018; LEE et al., 2018; 

ROSSATO et al., 2019). 

Além do CA-MRSA e HA-MRSA, foi identificada uma nova estirpe de MRSA, com 

potencial zoonótico, tendo sido designada de MRSA associado a animais de produção (LA-

MRSA, do inglês livestock-associated methicillin-resitant Staphylococcus aureus). O LA-

MRSA se originou em humanos como S. aureus suscetível à meticilina, tendo se disseminado, 

posteriormente, para os animais de produção, onde adquiriu resistência à meticilina. Dados 

sugerem que a transmissão de humanos para os animais foi acompanhada por uma diminuição 

da capacidade de colonização, transmissão e virulência (SMITH, 2015; VAN CLEEF et al., 

2016; DWEBA, ZISHIRI e EL ZOWALATY, 2018; BERNIER-LACHANCE et al., 2020).  

O LA-MRSA tem sido associado a infecções localizadas, como infecções de pele e 

tecidos moles, bem como infecções graves e invasivas, como bacteremia, endocardite, 

osteomielite e pneumonia. Predominantemente, coloniza e infecta cuidadores de animais, como 

avicultores, fazendeiros e veterinários, e seus familiares através da transmissão direta. No 

entanto, acredita-se que a colonização depende da frequência e intensidade do contato com os 

animais e a duração da exposição, pois o gado é colonizado temporariamente e não 

permanentemente. No entanto, há relatos de LA-MRSA em indivíduos sem contato com 

animais, e nesses casos, foram questionadas a propagação por contaminação ambiental e, menos 

comum, a transmissão de origem alimentar (LARSEN et al., 2015; BANGERTER et al., 2016; 

BECKER et al., 2017; GOERGE et al., 2017; LEE et al., 2018; ANJUM et al., 2019). 

 

1.4.1.2.3 Relevância clínica 

 

O MRSA é um desafio importante na terapia estafilocócica, não apenas por ser causador 

de infecções comunitárias e relacionadas à assistência à saúde, mas também por apresentar 

resistência a múltiplos antimicrobianos, o que o torna um dos microrganismos multirresistentes 

de alta prioridade para a pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos (LEE et al., 

2018; TURNER et al., 2019). 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (WHO, do inglês World Health 

Organization) obtidos no primeiro relatório global de resistência aos antimicrobianos, a 

prevalência de MRSA em todas as regiões estudadas foi maior que 20%, e em algumas excedia 

80%. Além disso, nos pacientes com infecções por MRSA houve um aumento significativo na 
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mortalidade (p < 0,00001), na progressão para choque séptico (p < 0,0001) e no prolongamento 

da permanência hospitalar (p < 0,00001) em comparação às infecções por MSSA (WHO, 2014). 

No estudo realizado durante o ano de 2015, em três estados dos Estados Unidos, o 

Sistema de Vigilância Núcleo Bacteriano Ativo (ABCs, do inglês Active Bacterial Core 

Surveillance) reportou o número de casos e a taxa de mortalidade (em 100.000 habitantes por 

ano) em doenças invasivas causadas por MRSA. Os casos de doenças foram 

epidemiologicamente classificados em: infecção de início hospitalar (HO, do inglês hospital-

onset), infecção associada à assistência à saúde com início comunitário (HACO, do inglês 

healthcare-associated community-onset) e infecção associada à comunidade (CA, do inglês 

community-acquired). O número de casos e a taxa de mortalidade em HO, HACO e CA 

causados por MRSA foram, respectivamente: 439 e 0,5; 1.678 e 1,4; e 560 e 0,4 (CDC, 2015). 

No estudo realizado pelo Consórcio Internacional de Controle de Infecções 

Nosocomiais (INICC, do inglês International Nosocomial Infection Control Consortium) em 

45 países da África, Europa, América Latina, Sudeste da Ásia, Mediterrâneo Oriental e Pacífico 

Ocidental, entre 2012 e 2017, a prevalência de MRSA em UTI com infecção de corrente 

sanguínea associada a cateter central (CLABSI, do inglês central line-associated bloodstream 

infection), infecção do trato urinário associada a cateter (CAUTI, do inglês catheter-associated 

urinary tract infection) e pneumonia associada à ventilação (VAP, do inglês ventilator-

associated pneumonia) foram, respectivamente: 64,7%, 57,1% e 41,8% (ROSENTHAL et al., 

2019). 

Em 2017, segundo o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, do inglês 

Centers for Disease Control and Prevention), 323.700 pacientes hospitalizados apresentaram 

infecções por MRSA, sendo que 10.600 casos resultaram em morte nos EUA (CDC, 2019). 

Entre 2015 e 2017, 311.897 infecções hospitalares (HAI, do inglês healthcare associated 

infection) ocorridas em 5.626 hospitais foram reportadas para a Rede de Segurança Nacional 

de Saúde (NHSN, do inglês National Healthcare Safety Network). Neste estudo, S. aureus foi 

o segundo patógeno mais frequente em HAI em adultos, o mais prevalente em CLABSI em 

enfermaria (15,5%) e em VAP em UTI (28,8%). Além disso, este patógeno é a principal causa 

de infecções de sítios cirúrgicos (SSI, do inglês surgical site infection), especialmente em 

cirurgias ortopédicas (38,6%), obstétricas/ginecológicas (15,2%) e cardíacas (WEINER-

LASTINGER et al., 2020). 

 

1.4.2 Resistência aos antimicrobianos não beta-lactâmicos 
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1.4.2.1 Resistência aos glicopeptídeos 

 

1.4.2.1.1 Reduzida suscetibilidade à vancomicina 

 

A vancomicina, antimicrobiano da classe dos glicopeptídeos, foi aprovada em 1958 para 

o tratamento de infecções causadas por PRSA. No entanto, a meticilina, primeira penicilina 

semissintética, foi aprovada no mesmo ano com menor grau de toxicidade. Devido à 

nefrotoxicidade e à ototoxicidade,  o uso da vancomicina ficou restrito a pacientes alérgicos aos 

betalactâmicos ou com infecções causadas por microrganismos resistentes aos novos 

antimicrobianos (LEVINE, 2006). Atualmente, a vancomicina é a principal opção terapêutica 

para infecções causadas por MRSA e para tratamento de pacientes alérgicos a penicilinas ou 

cefalosporinas (RUBINSTEIN e KEYNAN, 2014). 

A vancomicina inibe a síntese da parede celular em gram-positivos ao se ligar ao 

terminal carboxílico de resíduos D-alanina-D-alanina (D-Ala-D-Ala) dos precursores 

peptídicos, formando um complexo não covalente estável, impedindo a elongação do 

peptideoglicano na parede celular (HOWDEN et al., 2010; HU, PENG e RAO, 2016). 

Resumidamente, na multiplicação bacteriana a estrutura da parede celular (peptideoglicano) 

precisa ser sintetizada. Para isso, o precursor é adicionado ao peptideoglicano crescente via 

transglicosilação e transpeptidação pelas PBPs (Figura 5A). A molécula hidrofílica da 

vancomicina forma interações de ligação de hidrogênio com as porções terminais D-Ala-D-Ala 

do precursor peptídico. Esta ligação provoca alterações conformacionais que impedem a 

incorporação do precursor à cadeia crescente de peptideoglicano e a subsequente 

transpeptidação, levando à decomposição da parede celular e à lise bacteriana (Figura 5B) (HU, 

PENG e RAO, 2016; CONG, YANG e RAO, 2020). 

A suscetibilidade à vancomicina, em S. aureus, é classificada em três fenótipos pelo 

manual do Instituto Norte-Americano de Padrões Clínicos e Laboratoriais (CLSI, do inglês 

Clinical and Laboratory Standards Institute): sensível à vancomicina com CIM menor ou igual 

a 2 μg/mL (VSSA),  intermediário com CIM entre 4 e 8 μg/mL (VISA), e resistente com CIM 

maior ou igual a 16 μg/mL (VRSA) (CLSI, 2020). Além disso, existe o fenótipo hVISA, que 

são isolados sensíveis à vancomicina (CIM ≤ 2mg/L), tanto de MSSA quanto de MRSA, mas 

com uma subpopulação de células (10-5 a 10-6), que apresenta níveis intermediários de 

resistência (CIM ≥ 4 mg/L) (DI GREGORIO et al., 2015; KOH et al., 2016; OTHMAN et al., 

2019). 
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Figura 5 - Mecanismo de ação da vancomicina em VSSA. 

 
Fonte: adaptada de CONG, YANG e RAO (2020). 

(A) Síntese do peptideoglicano na parede celular. (B) Mecanismo de ação da vancomicina em 

VSSA. D-Ala: D-AlaninA; D-lac: D-lactato; L-Lys: L-Lysina; D-Glu: D-glutamato; Gly5: 

Pentaglicina; NAM: ácido N-acetilmurâmico; NAG: N-acetylglucosamine. 

 

1.4.2.1.1.1 Heterorresistência ou resistência intermediária à vancomicina 

 

O uso da vancomicina em infecções hospitalares e, por conseguinte, o aumento da 

pressão seletiva, trouxeram como consequência em 1996, no Japão, o aparecimento de 

Staphylococcus aureus com suscetibilidade intermediária à vancomicina (VISA, do inglês 

vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus), denominado Mu50 (HIRAMATSU et al., 

1997b). No ano seguinte, também no Japão, foi isolado o primeiro Staphylococcus aureus com 

resistência heterogênea à vancomicina (hVISA, do inglês heterogeneous vancomycin-

intermediate Staphylococcus aureus), conhecido como Mu3 (HIRAMATSU et al., 1997a). A 

resistência desses fenótipos à vancomicina ocorre principalmente pela hiperprodução de 

resíduos D-ala–D-ala, alvo de ligação para os glicopeptídeos, que provoca espessamento da 

parede celular bacteriana e aprisionamento das moléculas de vancomicina e, assim, reduz o 
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acesso a seu sítio de ação, localizado no septo da divisão celular (DEVI et al., 2015; 

MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017).  

 

1.4.2.1.1.1.1 Heterorresistência à vancomicina 

 

A heterorresistência à vancomicina é caracterizada pela presença de uma população de 

células heterogêneas, derivadas da mesma cepa de S. aureus, com uma subpopulação que exibe 

níveis aumentados de resistência em comparação com a população original (ANDERSSON, 

NICOLOFF e HJORT, 2019). Em geral, os hVISAs são sensíveis à vancomicina quando 

analisados por métodos convencionais, mas com uma subpopulação que apresentam níveis 

intermediários de resistência (DI GREGORIO et al., 2015). Acredita-se que os hVISAs sejam 

precursores do fenótipo VISA, que possui resistência homogênea à vancomicina, uma vez que 

a exposição prolongada ao glicopeptídeo pode promover a seleção da subpopulação de células 

heterorresistentes (DEVI et al., 2015; MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017). 

Os fenótipos hVISA/VISA se caracterizam pela baixa taxa de crescimento, parede 

celular espessa com reticulação reduzida do peptideoglicano, reduzida atividade autolítica de 

enzimas responsáveis pela renovação da parede celular, diminuição da atividade hemolítica, 

atenuada virulência, e, frequentemente,  apresentam disfunção do sistema agr (DEVI et al., 

2015; ZHU et al., 2015; MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017). Os principais 

preditores de infecção por hVISA/VISA são: infecção ou colonização prévia por MRSA, por 

no mínimo três meses; exposição prévia à vancomicina, em média por seis meses; bacteremia 

persistente, por mais de sete dias; e utilização de dispositivos médicos de longa permanência 

(HOWDEN, PELEG e STINEAR, 2014; GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015). 

Desde a descoberta do primeiro isolado no Japão, a presença de hVISA entre isolados 

de MRSA tem sido reportada em todo o mundo, com frequência variável. Em revisão 

sistemática, Zhang e colaboradores (2015) analisaram a prevalência de hVISA entre os isolados 

de MRSA de diferentes períodos de estudo, amostras clínicas e backgrounds genéticos. Quanto 

aos diferentes períodos de estudo, a prevalência de hVISA aumentou consideravelmente de 

4,68% antes de 2006 para 5,38% entre 2006 e 2009, atingindo 7,01% entre 2010 e 2014. Em 

relação às amostras clínicas, a prevalência de hVISA foi maior em amostras de cultura de 

sangue, com 9,81%. No que diz respeito ao background genético, o SCCmec II (48,16%) foi o 

mais prevalente em hVISA, seguido do SCCmec IV (18,07%), do SCCmec III (17,99%) e do 

SCCmec I (2,12%).  
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Na revisão sistemática e metanálise publicada em 2020, Shariati e colaboradores (2020) 

avaliaram a prevalência de hVISA entre os isolados de MRSA de diferentes períodos de estudo 

e localidades. Quanto aos diferentes períodos de estudo, a prevalência de hVISA aumentou 

consideravelmente de 4,0% antes de 2010 para 5,3% entre 2010 e 2019. No que se refere às 

diferentes localidades, a prevalência de hVISA foi de 4,7% na Ásia, de 4,4% na Europa, de 

5,2% na América, de 4,0% na África e de 11,2% na Oceania. 

A significativa discrepância dos dados epidemiológicos, apesar de refletir a variação 

geográfica, é, em grande parte, resultado da inconsistência metodológica do processo de 

detecção deste fenótipo, da ausência de padronização, da variação na interpretação dos 

resultados, e dos diferentes determinantes genéticos associados com a reduzida suscetibilidade 

à vancomicina. Outros fatores, como o sítio de coleta da amostra clínica, a população de 

pacientes, o número de amostras, a terapia prévia com vancomicina e a presença de doenças 

concomitantes são também importantes interferentes nas taxas observadas nos estudos (VAN 

HAL e PATERSON, 2011; ZHANG et al., 2015). 

O método de triagem mais utilizado para detecção do fenótipo hVISA é o ágar 

suplementado com vancomicina, em que colônias resistentes são selecionadas a partir do 

crescimento em ágar BHI contendo 6 µg/mL de vancomicina (BHIA-6V) (CLSI, 2020). O 

método confirmatório, considerado padrão-ouro para a detecção do hVISA, é a análise do perfil 

populacional - área abaixo da curva (PAP-AUC, do inglês population analysis profile - area 

under the curve).  Porém, este é um método demorado, trabalhoso e caro para ser aplicado na 

rotina dos laboratórios de microbiologia clínica (CHONG et al., 2015; DI GREGORIO et al., 

2015). Esta metodologia baseia-se em calcular a área sob a curva (AUC) gerada após o 

crescimento de diferentes densidades celulares (10-1 e 10-7 UFC/mL), em ágar BHI contendo 

várias concentrações de vancomicina. Quando a razão entre a AUC do isolado em relação ao 

controle hVISA (Mu3) for entre 0,9 e 1,3, o isolado é considerado hVISA (SATOLA et al, 

2011). 

 

1.4.2.1.1.1.1.1 Determinantes genéticos de resistência  

 

Os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento do hVISA e do VISA não 

estão completamente definidos (HU, PENG e RAO, 2016; CONG, YANG e RAO, 2020). Para 

esclarecer isso, várias análises foram feitas para identificar os determinantes genéticos 

associados à resistência intermediária à vancomicina por meio de genômica comparativa, 
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transcriptômica, e proteômica do VISA e seu VSSA isogênico. Essas abordagens genéticas 

possibilitaram a identificação de múltiplas mutações nos genes associados à formação do 

fenótipo VISA (HOWDEN et al., 2011; GARDETE e TOMASZ, 2014; HU, PENG e RAO, 

2016).  

A resistência de hVISA e VISA, não está relacionada a um mecanismo genético pontual, 

mas sim a várias mutações em múltiplos genes, principalmente em sistemas reguladores de dois 

componentes (TCRS, do inglês two component regulatory systems), graSR, vraRS e walKR, e 

no gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, rpoB (GARDETE e TOMASZ, 

2014; HIRAMATSU et al., 2014; DEVI et al., 2015; HU, PENG e RAO, 2016). O 

desenvolvimento desses fenótipos em VSSA ocorre de maneira gradual, adquirindo mutações 

que se acumulam e desempenham um papel na redução da suscetibilidade à vancomicina 

(MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017). 

Experimentalmente, quatro categorias de mutações genéticas estão associadas com a 

evolução de VISA: a primeira categoria contém mutações em genes reguladores da transcrição, 

graSR, vraSR, walKR e rpoB  (HOWDEN et al., 2014); a segunda categoria inclui mutações 

em genes associados à síntese, hidrólise ou remodelação da parede celular, sle1 e msrR 

(KATAYAMA et al., 2016); a terceira categoria contém mutações em genes metabólicos, cmk 

e fdh2  (MATSUO et al., 2014; KATAYAMA et al., 2016); e a quarta categoria inclui mutações 

em genes de modificação pós-traducional, stp1 e clpP (SHOJI et al., 2011; CAMERON et al., 

2012). 

 

1.4.2.1.1.1.1.1.1 Mutação em genes da regulação transcricional 

 

Centenas de genes, aproximadamente 10% do genoma de S. aureus, de várias categorias 

funcionais são expressos de forma diferente em VSSA e VISA. Estudos prévios identificaram 

diretamente mutações em genes reguladores da transcrição que são os principais determinantes 

genéticos da resistência à vancomicina em isolados de hVISA e VISA. A maioria das mutações 

no graSR, vraRS, walKR e rpoB foram comprovadas experimentalmente como responsável 

pela promoção da resistência à vancomicina em VISA (GARDETE e TOMASZ, 2014; 

HIRAMATSU et al., 2014; HU, PENG e RAO, 2016). 

O GraSR é um TCRS composto pelo sensor de quinase (graS) e pelo regulador de 

resposta (graR) associado à resistência aos glicopeptídeos. A proteína GraSR interage com o 

GraX e o transportador VraFG ABC para formar um sistema de cinco componentes que controla 
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a resistência de peptídeo antimicrobiano catiônico (CAMP, do inglês cationic antimicrobial 

peptide). A resistência a CAMPs é mediada pela D-alanilação de ácidos teicoicos da parede 

celular pelas enzimas DltABC e a lisinilação de fosfatidilglicerol na membrana celular 

dependente de MprF (FALORD et al., 2012). O sistema GraSR regula positivamente o operon 

da cápsula, que leva ao aumento da biossíntese da cápsula; o operon dlt, que codifica enzimas 

envolvidas na alanilação do ácido teicoico; o gene mprF/fmtC, que altera a carga da parede 

celular; e o regulador rot, que atua como repressor de toxinas. E regula negativamente o agr, 

que controla a expressão de genes associados à virulência estafilocócica (MCGUINNESS, 

MALACHOWA e DELEO, 2017). Além de tudo, mutações no sistema GraSR como GraS-

R232K, GraS-T136I e GraR-N197S aumentam os níveis de resistência à vancomicina e, 

consequentemente, contribuem com o desenvolvimento dos fenótipos hVISA/VISA (HU, 

PENG e RAO, 2016; WANG et al., 2017; PENG et al., 2018).  

O TCRS vraSR, composto pelos genes sensor de quinase (vraS) e regulador de resposta 

(vraR), constitui o operon vraU-vraT/yvqF-vraS-vraR. O gene vraT/yvqF é essencial para a 

função do vraSR, como regulador do estresse da parede celular. Mutações no vraT/yvqF ativam 

tanto o vraS como o vraR e promovem a regulação excessiva da síntese da parede celular, que 

contribui com o aumento da resistência à vancomicina (BOYLE-VAVRA et al., 2013; DEVI et 

al., 2015). A via de transdução de sinal mediada pelo VraSR é ativada pela exposição ao 

antimicrobiano e por deleções de genes que inibem a síntese da parede celular (TAJBAKHSH 

e GOLEMI-KOTRA, 2019). Com o dano na parede celular, o VraR ativa o vra operon e outros 

46 genes que regulam o estresse da parede celular; alguns desses genes, como pbpB e fmtA, 

codificam proteínas de síntese da parede celular (HU, PENG e RAO, 2016). Após o estresse 

celular, o VraS é ativado através de um evento de autofosforilação. Posteriormente, a histidina 

quinase transfere o grupo fosforil, quase instantaneamente, para VraR. Após sua fosforilação, 

o VraR dimeriza no domínio N-terminal. A dimerização induzida por fosforilação expande e 

aprimora a ligação do VraR ao seu próprio promotor e, consequentemente, aumenta a expressão 

do operon vraSR (TAJBAKHSH e GOLEMI-KOTRA, 2019). A regulação positiva do VraSR, 

dependente do estímulo de estresse da parede celular, aumenta a resistência à vancomicina. Por 

outro lado, a transdução de sinal mediada pelo VraSR é redefinida na ausência de estresse 

através da atividade fosfatase do VraS em relação ao VraR, aumentando a suscetibilidade à 

vancomicina (HU, PENG e RAO, 2016; TAJBAKHSH e GOLEMI-KOTRA, 2019). Além do 

mais, as mutações VraT-Y220C, VraS-I5N, VraS-S329L e VraS-L114S-D242G aumentam a 
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síntese da parede celular e a resistência à vancomicina (HU, PENG e RAO, 2016; WANG et 

al., 2017). 

O TCRS walKR (ortólogo YycFG), constituído pelo sensor histidina quinase (walK) e 

pelo regulador de resposta (walR), regula genes envolvidos no metabolismo da parede celular. 

Após a ativação pelo WalK, o WalR se liga à sequência do promotor e aumenta a expressão de 

autolisinas estafilocócicas (atlA, sle1 e lytM), importantes na renovação da parede celular 

(CAMERON et al., 2016). Neste caso, mutações pontuais no walRK (WalK-G223D) medeiam 

a resistência à vancomicina ao diminuir a expressão dos genes da autolisina (HU et al., 2015b). 

Além disso, a inserção de IS256 no promotor do walKR mostrou que a regulação positiva da 

expressão da walKR diminui os níveis de resistência à vancomicina, enquanto a regulação 

negativa da expressão do walKR aumenta os níveis de resistência da vancomicina, indicando 

que o walKR é um regulador negativo da resistência à vancomicina (HU, PENG e RAO, 2016) 

Outras mutações, WalR-K208R, WalK-I594M e WalR-A111T, também foram associadas com 

o aumento da resistência à vancomicina e com os fenótipos hVISA/VISA (HU, PENG e RAO, 

2016; WANG et al., 2017). 

O gene rpoB, que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, também desempenha 

um papel importante na evolução do hVISA/ VISA (DEVI et al., 2015). Em experimentos de 

substituição alélica, a mutação H481Y no rpoB foi responsável por aumentar a resistência à 

vancomicina durante o desenvolvimento do fenótipo VISA na cepa Mu3 (hVISA) (MATSUO 

et al., 2011). A mutação RpoB-H481Y causa alterações transcricionais globais, o que leva à 

regulação positiva da produção de cápsula, com atenuada virulência e reduzida suscetibilidade 

a peptídeos antimicrobianos (GAO et al., 2013). Mutações em outras subunidades da RNA 

polimerase, como RpoC ou RpoD, também foram encontradas em isolados VISA (MATSUO 

et al., 2014). No estudo de Wang et al. (2017), duas mutações (H481N e L466S) no rpoB foram 

significativamente associadas com aumento da CIM de vancomicina, importantes no 

desenvolvimento de hVISA e VISA. 

 

1.4.2.1.1.1.1.1.2 Mutação em genes da síntese da parede celular, hidrólise e síntese do ácido 

teicoico 

 

Em fenótipos de reduzida suscetibilidade à vancomicina, a acelerada síntese da parede 

celular e a diminuída autólise são vias alternativas para o espessamento da parede celular  (HU, 

PENG e RAO, 2016). Sle1, N-acetilmuramoil-L-alanina amidase, é a hidrolase de 
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peptidoglicano envolvida na divisão do septo durante a multiplicação celular de S. aureus. 

Várias mutações estão associadas com VISA, uma  destas é no gene sle1, Sle1 (Δ67aa). A 

deleção da sequência de 67 aminoácidos, localizada no domínio LysM do gene sle1 [sle1 

(67aa)], que codifica a hidrolase da N-acetilmuramoil-L-alanina amidase no peptidoglicano, 

diminui drasticamente a atividade autolítica e converte o espessamento induzido da parede 

celular em espessamento constitutivo (KATAYAMA et al., 2016). Mutações de perda de 

função nos genes de hidrólise da parede celular, como o sle1, podem contribuir diretamente 

para a resistência à vancomicina no VISA (HU, PENG e RAO, 2016). 

MsrR é um membro da família LytR – CpsA – Psr (LCP), que liga o ácido teicoico da 

parede (WTA, do inglês wall teichoic acid) à camada de peptideoglicano (CHAN et al., 2013). 

A superexpressão do msrR reduz a suscetibilidade aos glicopeptídeos e, assim, contribui com a 

evolução de cepas VSSA para hVISA/VISA  (HU, PENG e RAO, 2016). A deleção do msrR 

reduz a ligação do WTA no peptideoglicano e aumenta o tamanho e a agregação das células na 

formação de biofilme (KATAYAMA et al., 2016). O WTA controla a autólise estafilocócica 

ao impedir a ligação da autolisina à parede celular. A mutação MsrR-E164K, uma das 

identificadas em VISA (Mu50), promove a ligação do WTA à camada de peptidoglicano e 

impede a ligação da autolisina à parede celular, diminuindo assim a autólise da parede celular 

e a suscetibilidade à vancomicina (HU, PENG e RAO, 2016). 

 

1.4.2.1.1.1.1.1.3 Mutação em genes envolvidos no metabolismo estafilocócico 

 

A síntese da parede celular consome altas quantidades de substrato e energia. Para 

construir uma parede celular espessa, a demanda por precursores da parede celular é aumentada 

no VISA, o que requer o ajuste do metabolismo celular  (HU, PENG e RAO, 2016). No estudo 

de Alexander et al. (2014), o fenótipo VISA foi associado com alterações metabólicas 

específicas e reversíveis. Além disso, a abundância de seis metabólitos do ciclo da ureia, da via 

pentose fosfato e do ciclo do ácido tricarboxílico também foi observada em cepas de VISA 

geneticamente distintas (ALEXANDER et al., 2014). Esses metabólitos alterados estão direta 

ou indiretamente ligados à biossíntese de precursores da parede celular. Mutações nos genes 

metabólicos podem ajustar diretamente o metabolismo celular para apoiar a síntese da parede 

celular (HU, PENG e RAO, 2016). 

O produto do gene cmk, que codifica a citidina monofosfato quinase (CmK, do inglês 

cytidine monophosphate kinase) atua na via de síntese da pirimidina. A diminuição na atividade 
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de Cmk aumenta o UTP, que é necessário para a síntese de um intermediário do peptideoglicano 

(UDP-GlcNAc) (MATSUO et al., 2014). No estudo de Matsuo et al. (2014), duas formas 

mutadas do gene cmk foram introduzidas no hVISA (Mu3), convertendo assim o hVISA em 

VISA. Um mutante possuía a mutação Cmk-A20G e o outro a mutação T-to-A na sequência 

Shine-Dalgarno (SD) do Cmk. A mutação Cmk-A20G diminuiu a atividade Cmk, enquanto a 

mutação na sequência SD diminuiu a tradução de Cmk. A diminuição na atividade Cmk ou nos 

níveis de proteína Cmk causaram maior resistência à vancomicina, aumentando o suprimento 

do intermediário da biossíntese de parede celular (UDP-GlcNAc) (MATSUO et al., 2014).  

Fdh2 é um formato desidrogenase, codificado pelo gene fdh2. No estudo de Katayama 

et al. (2016), a introdução de uma mutação Fdh2-A297V no VSSA (N315)  com o Sle1 (Δ67aa) 

converteu o espessamento indutível da parede celular em espessamento constitutivo. Portanto, 

mutações nos genes metabólicos podem influenciar diretamente a síntese da parede celular e 

contribuir para a resistência à vancomicina no VISA. Várias outras proteínas metabólicas 

mutadas foram identificadas em isolados VISA, incluindo proteínas envolvidas na tradução, 

metabolismo de nucleotídeos e biossíntese de aminoácidos. Essas proteínas também podem 

ajustar diretamente o metabolismo celular para apoiar a síntese da parede celular em VISA. 

 

1.4.2.1.1.1.1.1.4 Mutação em genes de modificação pós-traducional 

 

Além do controle transcricional, os processos de fosforilação e degradação de proteínas 

são amplamente utilizados como mecanismos reguladores. A fosforilação reversível e a 

desfosforilação de proteínas por Stk1/Stp1 têm papéis importantes em diferentes processos 

celulares de S. aureus. Além disso, a protease ClpP dependente de ATP envolvida na proteólise 

intracelular desempenha papéis importantes na resposta ao estresse, metabolismo e síntese da 

parede celular. Mutações em stp1 ou clpP foram associadas à resistência à vancomicina no 

VISA (HU, PENG e RAO, 2016). 

Stk1 é uma proteína ligada à membrana, enquanto Stp1 é uma proteína citosólica. O 

domínio N-terminal de Stk1 dentro do citoplasma está associado à atividade de quinase, 

enquanto o domínio C-terminal de Stk1 possui os domínios de proteína de ligação à penicilina 

e os associados à serina/treonina quinase, que responde a sinais da parede celular (RUGGIERO 

et al., 2012). Em estudos que analisaram o papel da proteína Stp1 em VISA, a perda de função 

da Stp1 por meio de mutações, que envolve a exclusão ou a inserção de aminoácidos, foi 

associada com maiores níveis de resistência à vancomicina (CAMERON et al., 2012; 
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PASSALACQUA et al., 2012). A análise do transcriptoma de isolados com deleção no gene 

stk1 revelou que a Stk1 pode regular muitos genes envolvidos na biossíntese de nucleotídeos, 

metabolismo da parede celular e autólise. Além disso, vários estudos demonstraram que 

Stk1/Stp1 pode interferir na função de TCSs e outros fatores de transcrição (HU, PENG e RAO, 

2016). 

ClpP é uma subunidade proteolítica da protease Clp dependente de ATP. Um núcleo 

proteolítico é formado por ClpP e é flanqueado por várias ATPases, incluindo ClpC, ClpX, 

ClpB e ClpL. As ClpP e Clp ATPases estão envolvidas na resposta ao estresse, virulência, 

metabolismo e resistência aos antimicrobianos (FREES et al., 2014).  No estudo de Shoji et al. 

(2011), uma deleção de 144 pb no gene clpP causou a perda de função da ClpP, que mediou a 

resistência à vancomicina em um VISA derivado de laboratório. Essa deleção afeta também a 

expressão de vários genes reguladores, como agr, sigB, sarT e walKR. A análise proteômica 

mostrou que inúmeras proteínas são substratos de ClpC ou ClpP, incluindo as envolvidas na 

síntese da parede celular (PBP2, FemA e FemB), na autólise (Sle1 e Atl) e na regulação da 

transcrição (CcpA, HprK e CodY) (FENG et al., 2013; FREES et al., 2014). Os efeitos de 

proteínas proteolíticas, como ClpP, na resistência à vancomicina no VISA pode ocorrer por 

meio de sua função reguladora nos fatores de transcrição (FALORD et al., 2011).  

 

1.4.2.1.1.1.1.2 Implicações clínicas 

 

Apesar de o impacto clínico do fenótipo hVISA não estar definitivamente esclarecido 

(JACOB e DIAZGRANADOS, 2013; KALIL et al., 2014), alguns estudos sugerem que a 

presença de hVISA está comumente associada com infecções invasivas recorrentes por MRSA, 

bacteremia persistente, prolongada permanência no hospital, tratamento por longa duração com 

glicopeptídeos e falha no tratamento com vancomicina (GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015; 

MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017). 

No estudo de coorte publicado em 2013, Casapao e colaboradores (2013) analisaram os 

desfechos de pacientes com infecções na corrente sanguínea (BSI, do inglês bloodstream 

infections) causadas por hVISA e MRSA suscetível à vancomicina (VS-MRSA, do inglês 

vancomycin-susceptible MRSA). Os resultados mostraram que as taxas de falhas no tratamento 

com vancomicina foram 11 vezes maiores em pacientes com BSI causada por hVISA (82%) do 

que por VS-MRSA (32,8%; p <0,001). Pacientes com BSI por hVISA também apresentaram 

mais chances de ter bacteremia persistente (59% vs. 21,3%, respectivamente; p <0,001), 
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infecções recorrentes (25,5% vs. 1,9%, respectivamente; p < 0,001), e prolongada permanência 

no hospital (183 dias vs. 16 dias, respectivamente; p = 0,022). Corroborando com estes 

resultados o estudo de Yang et al. (2018) sugere que o fenótipo hVISA é um potencial fator de 

risco para prever falha no tratamento com vancomicina. 

Em 2016, Koh e colaboradores (2016) analisaram o impacto clínico de hVISA em 

pacientes com bacteremia por S. aureus (SAB, do inglês Staphylococcus aureus bacteremia) 

ou pneumonia (SAP, do inglês Staphylococcus aureus pneumonia). Os resultados mostraram 

que isolados de hVISA não foram associados com falhas no tratamento com vancomicina em 

pacientes com SAB (p = 0,054) e que foram significativamente associados com falhas no 

tratamento em pacientes com SAP (p = 0,014). A presença de hVISA em pacientes com SAB 

e SAP não apresentou associação com a mortalidade de 30 dias relacionada a estas infecções. 

Em contrapartida, no estudo retrospectivo conduzido por Hu e colaboradores (2015), a 

mortalidade foi significativamente maior em pacientes com BSI causada por hVISA do que por 

VSSA (92,9% vs. 72,9%; p = 0,046). 

Outros estudos têm reportado o aumento de falhas no tratamento com vancomicina e na 

mortalidade por isolados de MRSA susceptíveis à vancomicina, particularmente aqueles com 

CIM de 1,5 ou 2 µg/mL (VAN HAL, LODISE e PATERSON, 2012; JACOB e 

DIAZGRANADOS, 2013). Takesue e colaboradores (2011), analisando 128 MRSA de 

bacteremia, observaram que a eficácia da vancomicina foi de 78,8% em pacientes infectados 

por MRSA com CIM de 1 μg/ml, enquanto que a eficácia foi de apenas 30,0% em pacientes 

infectados por MRSA com CIM de 2 μg/mL. Em metanálise realizada por Jacob e 

colaboradores (2013), ao avaliarem os desfechos clínicos em pacientes com infecções por 

MRSA com baixa CIM para vancomicina (< 1,5 µg/mL) e alta CIM para vancomicina (≥ 1,5 

µg/mL), foi constatado que o risco de falhas no tratamento e de mortalidade aumenta em 

infecções por MRSA com alta CIM quando em comparação àqueles de baixa CIM.  

Na revisão sistemática publicada em 2014, Kalil e colaboradores (2014) avaliaram a 

associação entre a concentração inibitória mínima da vancomicina e a mortalidade entre 

pacientes com bacteremia por Staphylococcus aureus (SAB). A taxa de mortalidade foi de 

30,7% entre pacientes com SAB por hVISA com alta CIM para vancomicina (≥ 1,5 mg/L) 

comparada com a de 35,4% entre pacientes com SAB por hVISA com baixa CIM para 

vancomicina (< 1,5 µg/mL). Em 2011, Chen e colaboradores (2011), ao avaliar 554 MRSA, 

observaram um acréscimo na incidência de hVISA quando o CIM para vancomicina aumentava 

de 1 para 2 μg/mL, sendo de 40% a incidência de hVISA nos isolados com CIM de 2 μg/mL. 



36 

 

 
  

Em 2015, Hu e colaboradores (2015a), analisando pacientes com SAB por hVISA, constataram 

que alta CIM para vancomicina está estatisticamente associada com o desenvolvimento de 

hVISA (p <0,001). Corroborando com este resultado, outros estudos sugerem que a proporção 

de hVISA é diretamente relacionada com o aumento da concentração inibitória mínima para a 

vancomicina (CHEN et al., 2011; RICHTER et al, 2011; CASAPÃO et al., 2013). 

 

1.4.2.1.1.2 Resistência à vancomicina 

 

No ano de 2002, nos Estados Unidos, foi descrita a primeira infecção clínica por 

Staphylococcus aureus resistente à vancomicina (VRSA, do inglês vancomycin-resistance 

Staphylococcus aureus), aproximadamente cinco décadas após sua aprovação para a terapêutica 

de infecções por PRSA. Desde então, um total de 52 cepas de VRSA foram relatadas no mundo, 

incluindo 14 isolados nos EUA, 16 na Índia, 11 no Irã, 9 no Paquistão, 1 no Brasil  e 1 em 

Portugal (CONG, YANG e RAO, 2020).  

A resistência completa à vancomicina em S. aureus é mediada pelo operon vanA, 

codificado no transposon Tn1546, adquirido por conjugação de Enterococcus faecalis resistente 

à vancomicina (VRE, do inglês vancomycin-resistance Enterococcus faecalis). Essa resistência 

é mantida pela retenção de um plasmídeo enterocócico ou pela transposição de Tn1546 do 

plasmídeo enterocócico para o estafilocócico. Além disso, duas etapas são fundamentais para a 

resistência à vancomicina mediada pelo operon vanA: a hidrólise do dipeptídeo D-Ala-D-Ala 

dos precursores peptídicos e a síntese dos precursores de peptideoglicano D-Ala–D-Lac, que 

substitui D-Ala–D-Ala na síntese do peptideoglicano (MCGUINNESS, MALACHOWA e 

DELEO, 2017; CONG, YANG e RAO, 2020). 

O operon vanA (Figura 6A) codifica sete proteínas (VanS, VanR, VanH, VanA, VanX, 

VanY e VanZ) essenciais para a resistência à vancomicina. VanS e VanR formam um sistema 

de dois componentes que detecta a presença de vancomicina e que ativa a transcrição do operon, 

respectivamente. VanH, VanA e VanX modificam os precursores do suscetível D-Ala–D-Ala 

ao resistente D-Ala–D-Lac. Para isso, VanH serve como uma desidrogenase que reduz o 

piruvato para formar D-Lac. A VanX atua como uma D, D-dipeptidase que hidrolisa o D-Ala–

D-Ala. VanA liga D-Lac a D-Ala para produzir o resistente D-Ala–D-Lac, que substitui D-Ala–

D-Ala na síntese do peptideoglicano. VanY é uma D, D-carboxilpeptidase que facilita a 

clivagem do dipeptídeo D-Ala-D-Ala no terminal carboxílico das estruturas pentapeptídicas. A 

função da VanZ não é bem conhecida, mas confere resistência à teicoplanina. A substituição 
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do dipeptídeo terminal D-Ala–D-Ala pelo D-Ala–D-Lac, reduz a afinidade da vancomicina no 

alvo de ligação e, consequentemente, sua ação bactericida (Figura 6B) (HU, PENG e RAO, 

2016; MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017; CONG, YANG e RAO, 2020). 

 

Figura 6 - Mecanismo de resistência da vancomicina em VRSA. 

 

Fonte: adaptada de CONG, YANG e RAO (2020). 

(A) Organização do cluster vanA. (B) Mecanismo de resistência da vancomicina em VRSA. D-

Ala: D-AlaninA; D-lac: D-lactato; L-Lys: L-Lysina; D-Glu: D-glutamato; Gly5: Pentaglicina; 

NAM: ácido N-acetilmurâmico; NAG: N-acetylglucosamine. 

 

Na revisão publicada em 2020, Cong e colaboradores (2020), ao analisar 52 casos de 

infecções por VRSA, observaram algumas características em comum entre os casos: coinfecção 

e co-colonização de VRE e MRSA, frequente em pacientes de unidade de terapia intensiva e de 

unidade de longa permanência; uso prévio de vancomicina, nos três meses anteriores ao 

isolamento do VRSA; doenças precursoras de infecções por VRSA,  como diabetes, 
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insuficiência renal em estágio avançado, feridas gangrenosas e cirúrgicas; linhagem 

filogenética CC5, a maioria dos isolados de VRSA pertenciam ao complexo clonal 5 (CC5); 

antibioticoterapia eficaz para VRSA, a daptomicina e a linezolida são os antimicrobianos de 

escolha no tratamento dessas infecções estafilocócicas. 

 

1.4.2.2 Resistência aos aminoglicosídeos 

 

Os aminoglicosídeos tem papel importante na terapêutica antibacteriana, especialmente 

no tratamento de infecções estafilocócicas complicadas. Estes possuem potente ação 

bactericida, amplo espectro de atividade e alta eficácia sinérgica quando usado em combinação 

com antimicrobianos beta-lactâmicos ou glicopeptídeos, que inibem a síntese da parede celular 

bacteriana (GOUDARZI et al., 2019; ELFEKY et al., 2020). Atualmente, na prática clínica, a 

amicacina, a gentamicina e a tobramicina são os aminoglicosídeos usualmente prescritos para 

o tratamento de infecções por S. aureus (CLSI, 2020).  

Os antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos inibem a síntese de proteínas 

bacterianas, ao se ligar de forma específica e irreversível, ao sítio A no rRNA 16S da 

subunidade 30S do ribossomo, alterando sua conformação e promovendo a tradução incorreta 

do mRNA. A tradução errônea, durante a síntese de proteínas, provoca a incorporação de 

aminoácidos incorretos na cadeia polipeptídica e essas proteínas ao integrar a membrana 

citoplasmática bacteriana, altera a permeabilidade seletiva e, consequentemente, apresenta 

efeito bactericida (FOSTER et al., 2017; WATKINS, HOLUBAR e DAVID, 2019).  

A resistência aos aminoglicosídeos ocorre por três mecanismos distintos: inativação 

enzimática por enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (AMEs, do inglês aminoglycoside-

modifying enzymes) que diminui a capacidade do antimicrobiano de aderir aos ribossomos; 

redução da captação intracelular devido a absorção reduzida do antimicrobiano e/ou a sistemas 

de efluxo; inibição da ligação do antimicrobiano ao alvo do rRNA por mutações em genes que 

codificam proteínas ribossômicas (GARNEAU-TSODIKOVA e LABBY, 2016; GOUDARZI 

et al., 2019). 

A inativação do antimicrobiano pelas AMEs, através da acetilação, adenilação ou 

fosforilação, é o mecanismo mais comum de resistência aos aminoglicosídeos em MRSA 

(FOSTER et al., 2017; WATKINS, HOLUBAR e DAVID, 2019). Três AMEs, a 

aminoglicosídeo-4’-O-fosforiltranferase I ([ANT(4')Ia], do inglês aminoglycoside-4'-O-

phosphoryltransferase I), a aminoglicosídeo-6'-N-acetiltransferase/2''-O-fosforiltransferase 
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([AAC(6')/APH(2'')] do inglês aminoglycoside-6'-N-acetyltransferase/2''-O-

phosphoryltransferase) e a aminoglicosídeo-3'-O-fosforiltransferase ([APH(3')-III] do inglês 

aminoglycoside-3'-O-phosphoryltransferase III), que são codificadas respectivamente pelos 

genes ant(4')-Ia, aac(6')/aph(2'') e aph(3')-IIIa, conferem resistência a um ou mais 

aminoglicosídeos usados na clínica (KRAUSE et al., 2016; KHOSRAVI, JENABI e 

MONTAZERI, 2017). Os genes codificadores de AMEs (ant(4')-Ia, aac(6')/aph(2'') e aph(3')-

IIIa), frequentes em isolados clínicos de MRSA, são encontrados em plasmídeos, cromossomos 

e elementos transponíveis, como transposons (KHOSRAVI, JENABI e MONTAZERI, 2017; 

GOUDARZI et al., 2019). 

 

1.4.2.3 Resistência aos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas B. 

 

A eritromicina (macrolídeo) e a clindamicina (lincosamida) são antimicrobianos 

membro da família de macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSB, do inglês 

macrolide, lincosamides and streptogramin B), que apresentam excelente atividade contra 

infecções por MSSA e MRSA, frequentemente usados para tratar infecções estafilocócicas de 

pele e tecidos moles (ADHIKARI et al., 2017; KHASHEI et al., 2018). Estes antimicrobianos 

inibem a síntese de proteínas por se ligar reversivelmente ao rRNA 23S da subunidade 

ribossômica 50S, impedindo a ligação do aminoacil RNA transportador (tRNA) ao ribossomo, 

e assim,  bloqueia a elongação da cadeia polipeptídica (FOSTER et al., 2017). Na prática 

clínica, os macrolídeos (eritromicina) e a lincosamida (clindamicina) são usualmente prescritos 

para o tratamento de infecções por S. aureus (CLSI, 2020). 

A resistência aos antimicrobianos MLSB é classificada em três mecanismos principais: 

modificação do sítio alvo mediada por genes da eritromicina ribossomo metilase (erm, do inglês 

erythromycin ribosome methylase), principalmente o ermA, ermB e ermC, que codificam 

enzimas que metilam o 23rRNA e conferem resistência induzível (fenótipo iMLSB) ou 

constitutiva (fenótipo cMLSB) aos antimicrobianos MLSB; bomba de efluxo ativo mediada por 

genes de resistência aos macrolídeos e estreptograminas (msr, do inglês macrolides 

streptogramins resistance), principalmente o msrA e msrB, que conferem resistência apenas aos 

macrolídeos e as estreptograminas do tipo B; inativação enzimática do antimicrobiano mediada 

por genes da lincosamida nucleotidiltransferases (lnu, do inglês lincosamide 

nucleotidyltransferase), principalmente o lnuA e lnuB, que codificam nucleotidiltransferases 
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que catalisam a adenilação das lincosamidas (ADHIKARI et al., 2017; MISIC et al, 2017; 

RAZEGHI, SAFFARIAN e GOUDARZI, 2019). 

 

1.4.2.4 Resistência as fluoroquinolonas 

 

As fluoroquinolonas são potentes agentes antibacterianos com amplo espectro de 

atividade utilizados na terapia de inúmeras infecções comunitárias e hospitalares (JONES et al., 

2016). Como mecanismo de ação, inibem a síntese de ácidos nucleicos ao interferir na ação das 

enzimas bacterianas, DNA topoisomerase II (girasse) ou topoisomerase IV, as quais são 

necessárias para a replicação, recombinação e reparação do DNA. Ambas as enzimas são 

heterotetrâmeros das subunidades A e B, GyrA e GyrB na DNA girase, ParC e ParE na 

topoisomerase IV. A subunidade A da topoisomerase IV é o alvo principal das fluoroquinolonas 

em gram-positivos (WALSH e WENCEWICZ, 2016). Clinicamente, ciprofloxacino, 

levofloxacino, moxifloxacino e ofloxacino são as fluoroquinolonas comumente prescritas para 

o tratamento de infecções estafilocócicas (CLSI, 2020).  

A resistência as fluoroquinolonas em MSSA e MRSA ocorre por mutações nas 

topoisomerases e por superexpressão de bomba de efluxo endógena. Os tipos comuns de 

alterações mutacionais resultam em substituições de aminoácidos em resíduos que constituem 

o sítio de ligação, região determinante da resistência as fluoroquinolonas (HOOPER e 

JACOBY, 2015). Nos estafilococos, ParC é a topoisomerase com maior sensibilidade e, 

portanto, o alvo principal. Ao contrário, a DNA girase é menos suscetível e é o alvo secundário. 

Os estafilococos são muito sensíveis às fluoroquinolonas, portanto, para desenvolver resistência 

que excede o ponto de corte da CIM, são necessárias alterações nas duas enzimas 

(ANDERSSON e HUGHES, 2014). Isolados altamente resistentes as fluoroquinolonas 

geralmente superexpressam bombas de efluxo (HOOPER e JACOBY, 2015). Três bombas 

podem efluir fluoroquinolonas, NorA age com drogas hidrofílicas norfloxacino e 

ciprofloxacino, enquanto NorB e NorC têm como alvo drogas hidrofóbicas, como 

moxifloxacino (FOSTER et al., 2017). 

 

1.4.2.5 Resistência as tetraciclinas 

 

Os antimicrobianos da classe das tetraciclinas são bacteriostáticos de amplo espectro 

utilizados no tratamento e prevenção de infecções bacterianas (AMOAKO et al., 2019; 



41 

 

 
  

GOUDARZI et al., 2019). Como mecanismo de ação, inibem a síntese de proteínas bacterianas 

por se ligar de forma reversível ao sítio A no rRNA 16S da subunidade 30S do ribossomo, 

bloqueando a ligação do aminoacil RNA transportador (tRNA) ao complexo ribossomo 30S e 

mRNA, e assim interfere na adição de aminoácidos às cadeias nascentes polipeptídicas 

(FOSTER et al., 2017). Clinicamente, a doxiciclina, a minociclina, a tetraciclina e a tigeciclina 

são as tetraciclinas comumente prescritas para o tratamento de infecções estafilocócicas (CLSI, 

2020).  

A resistência as tetraciclinas em S. aureus ocorre por dois mecanismos principais: o 

efluxo ativo, resultante da aquisição de genes localizados em plasmídeos, tetK e tetL; e a 

proteção ribossômica, mediada por genes localizados em transposons ou em cromossomo, tetM 

ou tetO (AMOAKO et al., 2019; GOUDARZI et al., 2019). O gene tetK, que é transportado 

pelo plasmídeo pT181, integrado ao SCCmec III de MRSA, mostrou ser predominante em cepas 

de CA-MRSA (USA300 e USA400) resistentes à doxiciclina. Os genes tetM/tetO são 

codificados cromossomicamente em transposons conjugativos (Tn916 e Tn1545) e 

frequentemente encontrados em cepas de MRSA resistentes a tetraciclina e a minociclina 

(FOSTER et al., 2017; WATKINS, HOLUBAR e DAVID, 2019).  

A suscetibilidade a tigeciclina não é afetada pela presença dos determinantes de 

resistência tetK e/ou tetM/O (FOSTER et al., 2017; WATKINS, HOLUBAR e DAVID, 2019). 

Experimentalmente, verificou-se que a resistência à tigeciclina em isolados clínicos de MRSA 

está associada a mutações no repressor transcricional mepR, que leva à desrepressão da bomba 

de efluxo MepA, aumentando assim o efluxo do antimicrobiano; e a mutações no gene rpsJ, 

que codifica a proteína ribossômica S10, e assim, reduz o acesso da tigeciclina ao sítio de 

ligação (HAIM et al., 2017; DABUL et al., 2018). 

 

1.4.2.6 Resistência as sulfonamidas 

 

Sulfametoxazol-trimetoprima é uma combinação de dois antimicrobianos antifolatos 

que agem sinergicamente inibindo duas enzimas essenciais na biossíntese bacteriana do ácido 

fólico, o sulfametoxazol inibe a di-hidropteroato sintetase (DHPS, do inglês dihydropteroate 

synthetase) e a trimetoprima inibe a di-hidrofolato redutase (DHFR, do inglês dihydrofolate 

reductase) (COELHO, DE LENCASTRE e AIRES-DE-SOUSA, 2017). 

A resistência a sulfametoxazol-trimetoprima em S. aureus está associada a dois 

mecanismos genéticos: mutações no gene cromossômico da DHFR (dfrB) e aquisição de genes 
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de resistência que codificam DHFRs variantes (dfrA, dfrG e dfrK) localizados em elementos 

genéticos móveis. A mutação no gene dfrB intrínseco confere resistência de nível intermediário 

a sulfametoxazol-trimetoprima (MIC ≤ 256 μg/mL), enquanto que as variantes do gene dfr 

adquirido mediam resistência de alto nível (MIC ≥ 512 mg/mL) (NURJADI et al., 2014; 

COELHO, DE LENCASTRE e AIRES-DE-SOUSA, 2017). 

 

1.5 Outras alternativas terapêuticas 

 

Com o avanço das infecções estafilocócicas invasivas, à vancomicina se tornou a 

principal opção terapêutica. Contudo, o seu uso constante contribuiu com a emergência de 

MRSA com reduzida suscetibilidade à vancomicina, hVISA e VISA. Exceto pela ação da 

vancomicina, os hVISA/VISA geralmente permanecem suscetíveis a ceftarolina, daptomicina, 

linezolida, minociclina, sulfametoxazol-trimetoprima e tigeciclina (GOMES, WARD e 

LAPLANTE, 2015; MCGUINNESS, MALACHOWA e DELEO, 2017; BOSWIHI e UDO, 

2018; CONG, YANG e RAO, 2020). A Tabela 2 oferece um resumo dos antimicrobianos 

atualmente ativos contra MRSA. 
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Tabela 2 - Antimicrobianos ativos contra Staphylococcus aureus resistente à meticilinaa. 

Antimicrobiano Espectro de atividade Indicações clínicas 

Ceftarolina MRSA/hVISA/VISA/VRSA 
CAP 

SSTI complicada 

Ceftobiprole MRSA/hVISA/VISA/VRSA 

CAP 

HAP 

SSTI complicada 

Dalbavancina MRSA/hVISA/VISA 
ABSSSI 

SSTI 

Daptomicina MRSA/hVISA/VISA/VRSA 

Bacteremia 

Endocardite 

SSTI complicada 

Linezolida MRSA/hVISA/VISA/VRSA 

CAP 

HAP 

VAP 

SSTI complicada e não-complicada 

Oritavancina MRSA/hVISA/VISA/VRSA SSTI complicada e não-complicada 

Tedizolida MRSA/hVISA/VISA/VRSA SSTI complicada e não-complicada 

Telavancina MRSA/hVISA/VISA 

HAP 

VAP 

SSTI complicada e não-complicada 

Tigeciclina MRSA/hVISA/VISA/VRSA 
CAP 

SSTI complicada e não-complicada 
a Tabela adaptada de BOSWIHI e UDO (2018), LEE et al. (2018) e TURNER et al. (2019). 

SSTI: infecção de pele e tecidos moles, do inglês skin and soft tissue infection; CAP: pneumonia 

adquirida na comunidade, do inglês community-acquired pneumonia; HAP: pneumonia adquirida no 

hospital, do inglês hospital-acquired pneumonia; VAP: pneumonia associada à ventilação, do inglês 

ventilator-associated pneumonia. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina é um dos principais agentes causadores 

de infecções relacionadas à assistência à saúde e comunitárias, as quais apresentam altos índices 

de morbimortalidade. O tratamento de infecções estafilocócicas tem se tornado um grande 

desafio para a clínica médica, pois além de se tratar de um microrganismo com grande potencial 

de virulência, as opções de antimicrobianos têm sido reduzidas a partir do surgimento da 

resistência à penicilina, à meticilina e, mais recentemente, à vancomicina. Uma 

antibioticoterapia adequada e precoce é fundamental para diminuir os índices de 

morbimortalidade relacionados aos processos infecciosos causados tanto por S. aureus 

resistente à meticilina (MRSA) quanto por MRSA com reduzida susceptibilidade à 

vancomicina (hVISA e VISA). Estudos tem mostrado que isolados de MRSA susceptíveis à 

vancomicina, particularmente aqueles com CIM elevada, com agr disfuncional e com o 

fenótipo de heterorressistência estão associados a falhas no tratamento e mortalidade em 

pacientes com infecções por MRSA. Nesse contexto, o conhecimento das características de 

resistência do S. aureus resistente à meticilina com heterorresistência à vancomicina, associado 

às informações clínicas dos pacientes, são imprescindíveis para a tomada de decisão clínica, 

pois muitas vezes a antibioticoterapia empírica é inadequada, como também para guiar o clínico 

na escolha do antimicrobiano adequado para o tratamento das infecções causadas por esses 

microrganismos multirresistentes. 
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4 OBJETIVO 

 

4.1 Objetivo geral 

▪ Analisar as características moleculares de Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

com heterorresistência à vancomicina oriundos de hospitais de Porto Alegre. 

 

4.1.1 Objetivos específicos 

▪ Verificar a suscetibilidade aos antimicrobianos e identificar os genes de resistência 

aac(6')/aph(2''), ant(4’)-Ia, aph(3’)-IIIa, dfrA, dfrG, ermA, ermB, ermC, linA, linB, msrA, 

msrB, tetK e tetM entre os MRSA; 

▪ Determinar a associação entre a CIMVAN ≥ 1 µg/mL e a disfunção do agr em infecções 

invasivas por MRSA; 

▪ Avaliar a expressão de graSR, vraSR e walKR em isolados clínicos de hVISA submetidos 

a sub-CIM de vancomicina. 
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6 CONCLUSÕES 

 

▪ Altas taxas de resistência foram observadas para eritromicina, ciprofloxacino e 

clindamicina, e baixas taxas para gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima. 

Completa suscetibilidade foram apresentadas para linezolida e vancomicina. A frequência 

dos genes de resistência aac(6')/aph(2''), aph(3’)-IIIa, dfrG, ermA e tetM foi alta entre os 

MRSA. Em contrapartida, baixas taxas foram observadas para os genes ant(4’)-Ia, dfrA, 

ermB, ermC, linA, linB, msrA, msrB e tetK. MRSA SCCmec tipo IV foram mais 

suscetíveis aos antimicrobianos. Ao contrário, MRSA SCCmec tipo III exibiram maior 

resistência. As altas taxas de resistência aos antimicrobianos e a diversidade de genes de 

resistência observados entre os MRSA sugere a urgência no desenvolvimento de novas 

opções terapêuticas. Apesar da resistência a múltiplos antimicrobianos estar aumentando 

no cenário do estudo, linezolida e vancomicina mostraram ser alternativas terapêuticas 

eficazes. Os dados do estudo fornecem informações sobre o perfil de resistência de 

isolados clínicos de MRSA do Sul do Brasil, que junto com os dados das condições 

clínicas dos pacientes, pode contribuir para a tomada de decisão clínica. 

 

▪ Todos os MRSA foram suscetíveis à vancomicina, porém dezessete (9,9%) isolados 

apresentaram heterorresistência à vancomicina. A proporção de MRSA com CIMVAN ≥ 

1,0 μg/mL no agr grupo II foi significativamente maior do que nos grupos I e III. A 

disfunção do agr foi observada especialmente em MRSA com CIMVAN ≥ 1,0 μg/mL. Além 

disso, a disfunção no agr foi significativa em isolados com o fenótipo hVISA. Os nossos 

dados mostram que a disfunção do sistema agr em MRSA está associado a CIMVAN ≥ 1 

µg/mL e ao fenótipo hVISA, o que sugere que a disfunção do agr pode conferir vantagens 

potenciais ao MRSA para a sobrevivência em infecções invasivas. 

 

▪ Os níveis de transcrição de graSR, vraSR e walKR foram significativamente positivos em 

quatro, sete e cinco hVISA expostos à vancomicina, respectivamente. Em contraste, três 

hVISA apresentaram regulação negativa de graSR quando exposto à vancomicina, e os 

níveis de transcrição de vraSR e walKR foram regulados negativamente em apenas um 

isolado. Os hVISA 199SA e 203SA apresentaram a expressão gênica regulada 

positivamente para todos os TCRS testados, e o 68SA exibiu regulação negativa para 

graSR e walKR TCRS. Em nossos dados, a expressão de graSR/ vraSR/ walKR foi 
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variável nos isolados clínicos de hVISA, que reflete a complexidade molecular do fenótipo 

de heteroressitência à vancomicina. 
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Resistance profile to antimicrobials agents in  
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Abstract
Introduction: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a common pathogen causing healthcare-associated infections. 
Owing to the restricted use of beta-lactams in MRSA infections, non-beta-lactam antimicrobials are required for treatment. However, 
MRSA can develop resistance mechanisms to non-beta-lactam antimicrobials, which reduces viable treatment options. Here, 
we evaluated the antimicrobial susceptibility and resistance genes of MRSA isolated from hospitalized patients in South Brazil.  
Methods: The antimicrobial susceptibilities of hospital MRSA (217) isolates were determined by disk diffusion or microdilution methods. 
Additionally, the presence of 14 resistance genes and SCCmec typing was performed by PCR. Results: Among the antimicrobials tested, 
we observed high erythromycin (74.2%), ciprofloxacin (64.5%), and clindamycin (46.1%) resistance rates and complete susceptibility 
to linezolid and vancomycin. Seventeen different patterns of MRSA antimicrobial resistance were observed, of which 42.9% represented 
multidrug resistance. Among erythromycin-resistant MRSA, 53.4%, 45.3%, 37.9%, 13.0%, and 6.8% carried ermA, msrA, msrB, ermC, 
and ermB genes, respectively. Among clindamycin-resistant MRSA, 83%, 17%, 10%, 4%, and 2% carried ermA, ermC, ermB, linA, 
and linB genes, respectively. Among gentamicin- resistant MRSA, 96.8%, 83.9%, and 9.7% carried aac(6')/aph(2''), aph(3’)-IIIa, 
and ant(4’)-Ia genes, respectively. Among tetracycline-resistant MRSA, 6.5% and 93.5% carried tetK and tetM genes, respectively. 
Lastly, among trimethoprim/sulfamethoxazole-resistant MRSA, 13.3% and 100% carried dfrA and dfrG genes, respectively. The 
SCCmec type IV isolates were detected more frequently, whereas the SCCmec type III isolates exhibited higher multidrug resistance.  
Conclusions: The study data provides information regarding the MRSA resistance profile in South Brazil that is associated with the 
clinical conditions of patients and can contribute to clinical decision-making.
Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Healthcare-associated infections. Antimicrobial susceptibility. Resistance genes.

INTRODUCTION

Antimicrobial resistance poses a significant challenge to modern 
medicine as well as to the possibility of effective treatment of 
infectious diseases1. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) is one of the most frequent causes of community- and 
healthcare-associated infections (CA-MRSA and HA-MRSA, 
respectively). A major concern remains owing to higher morbidity 
and mortality when compared with infections caused by methicillin-
susceptible strains (MSSA), along with increased hospitalization 
and health care costs2. MRSA strains pose a threat to public health 

owing to their potential for genetic adaptation and remarkable 
ability to acquire resistance to multiple antimicrobials, along with 
the implications for the treatment of this pathogen3,4.

Methicillin resistance is mediated by the acquisition of genes 
(mecA or mecC) found in the mobile genetic element called 
staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), which 
encodes an altered penicillin-binding protein (PBP2a or PBP2’) 
that confers low affinity for most beta-lactams5,6. The SCCmec 
elements are classified into thirteen different types (SCCmec I-XIII) 
based on structural organization and genetic content2. CA-MRSA 
strains generally harbor SCCmec type IV or V, and are susceptible 
to non-beta-lactam antimicrobials. HA-MRSA strains commonly 
harbor SCCmec types I, II, or III, which contain genes that confer 
resistance to non-beta-lactam antimicrobials7.

Owing to the restricted use of beta-lactams for treating infections 
caused by MRSA, non-beta-lactam antimicrobials, such as 
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aminoglycosides, fluoroquinolones, folate inhibitors, glycopeptides, 
lincosamides, lipopeptide, macrolides, oxazolidinones, and 
tetracyclines, are required for the treatment of staphylococcal 
infections. However, these therapeutic options are reduced when 
MRSA isolates develop resistance mechanisms to survive in 
conditions with high concentrations of these antimicrobials4,8,9.

Resistance is associated with different molecular mechanisms, 
as follows: 1) inactivation of antimicrobials by enzymes, such as 
inactivation of aminoglycosides by aminoglycoside-modifying 
enzymes (AMEs) (encoded by aac(6')/aph(2''), aph(3’)-IIIa, and 
ant(4’)-Ia genes)10, trimethoprim by variants of dihydrofolate 
reductases (DHFRs) (dfrA and dfrG)11, or lincosamide by lincosamide 
nucleotidyltransferases (linA and linB)12,13; 2) alterations in ribosomal 
binding site (ermA, ermB, and ermC), which confers resistance to 
macrolides and lincosamides9,12; 3) active efflux pumps, such as 
those encoded by msrA, msrB, and tetK12, which impart resistance to 
macrolides, type B streptogramins, and tetracycline, respectively14; 
and 4) ribosomal protection (tetM), that confers resistance to 
tetracycline14. These mechanisms limit the therapeutic options 
available for the treatment and control of MRSA infections.

The latest data from the Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC) show more than ten thousand deaths caused by 
MRSA, with high healthcare costs, in the US15. In Latin America, 
the resources for monitoring the epidemiology of MRSA remain 
limited. Additionally, the true nature and extent of MRSA infections 
are inadequately known; this indicates that local data collection 
should be coordinated with effective interventions for making 
clinical decisions for the control of staphylococcal infections16. 
Considering the importance of global surveillance studies on 
resistance profiles, along with the current challenges related to 
the treatment of MRSA infections, this study aimed to evaluate 
antimicrobial susceptibility and identify the resistance genes in 
MRSA obtained from hospitals in South Brazil.

METHODS

Study design and clinical strains

This cross-sectional observational study was conducted using 
217 MRSA isolates obtained between January 2014 and January 
2019 (40 in 2014, 49 in 2015, 75 in 2016, 29 in 2017, and 24 in 
2018) from hospitals in Porto Alegre in South Brazil. The study 
was registered under the Institutional Ethics Committee number 
2.770.338. The strains were isolated from respiratory tract  
(75; 34.6%), blood (55; 25.3%), skin and soft tissue (42; 19.4%), 
bone and connective tissue (24; 11.1%), and sterile cavity liquid  
(12; 5.5%) samples, and from medical devices (9; 4.1%). The 
isolates were cryopreserved and stored at -20 °C until testing.

Identification of S. aureus

The isolates were identified as S. aureus using conventional 
microbiological methods, such as evaluation of colony morphology 
on sheep blood agar, Gram staining, catalase activity, production of 
coagulase, and growth on mannitol salt agar. Methicillin resistance 
was confirmed by the cefoxitin disk diffusion method and polymerase 
chain reaction (PCR) for the detection of mecA gene according to 
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) guidelines, 201917.

Antimicrobial susceptibility tests

The susceptibility of isolates to ciprofloxacin (5 μg), clindamycin 
(2 μg), erythromycin (15 μg), gentamycin (10 μg), linezolid  
(30 μg), tetracycline (30 μg), and trimethoprim/sulfamethoxazole 
(1.25 μg/23.75 μg) was determined by the disk diffusion method on 
Mueller-Hinton agar (Oxoid, Basingstoke, England).

Clindamycin susceptibility was determined using a disk 
approximation test with erythromycin and clindamycin (D-test). 
The following resistant phenotypes were identified in the D-test: 
inducible phenotype (iMLSB), when resistant to erythromycin and 
susceptible to clindamycin with formation of a D-shaped zone, 
constitutive resistance phenotype (cMLSB) when resistant to both 
erythromycin and clindamycin, and MS phenotype when resistant 
to erythromycin and susceptible to clindamycin without formation 
of a D-shaped zone18. 

The minimal inhibitory concentration (MIC) of vancomycin 
was determined using the microdilution method in Mueller-Hinton 
broth (Oxoid, Basingstoke, England). The results of antimicrobial 
susceptibility were interpreted according to the CLSI guidelines17. 
The strains obtained from the American Type Culture Collection 
(ATTC), S. aureus ATCC 25923 and S. aureus ATCC 29213, were 
used as controls.

Detection of antimicrobial resistance genes

The detection of genes related to antimicrobial resistance, 
including (aac(6')/aph(2''), ant(4’)-Ia, aph(3’)-IIIa, dfrA, dfrG, 
ermA, ermB, ermC, linA, linB, msrA, msrB, tetK, and tetM), 
in MRSA was confirmed by conventional PCR, as previously 
described, with certain modifications (Table 1)10,19-23.

Bacterial deoxyribonucleic acid was extracted by using 
Chelex®100 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) and Proteinase K 
(Sigma-Aldrich, Poole, UK). The PCR reaction contained 0.2 mM 
of each deoxyribonucleotide triphosphate (10 mM), 2 mM of MgCl

2 
(50 mM), 1X PCR buffer (10 X), 0.5 μM of forward/reverse primers 
(10 μM), 1.5 U of Taq DNA polymerase (5 U/μL), and 1 μL of DNA 
template in a total volume of 25 μL. Amplifications were performed 
using a LifePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology Co. 
Ltd., Hangzhou, China). The PCR amplicons were separated by 
electrophoresis in a 2.0% agarose gel (Sigma-Aldrich, USA) and 
stained with 0.1% ethidium bromide (0.4 μg/mL). 

The PCR-positive controls, S. aureus JCSC 4469 (aac(6’)/
aph(2”)), S. aureus N315 (ant(4’)-Ia), S. aureus JCSC 4488 
(aph(3’)-IIIa and dfrG), S. aureus WIS (dfrA), S. aureus NCTC 
10442 (ermA), S. aureus HDE 288 (ermB), S. aureus JCSC 4474 
(ermC), S. aureus JCSC 6082 (linA), S. aureus JCSC 2172 (linB), 
S. aureus NCTC 8325 (msrA and msrB), S. aureus 85/2082 (tetK), 
and S. aureus JCSC 6943 (tetM) were included. A tube containing 
all components of the PCR mixture, except the template DNA, was 
used as the negative control. 

SCCmec typing

The SCCmec types I-X were identified by multiplex-PCR, as 
previously described24. The S. aureus strains NCTC 10442, N315, 
85/2082, JCSC 4474, WIS, HDE 288, JCSC 6082, JCSC 6943, 
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TABLE 1: Primer sequences and amplification conditions used to detect resistance genes.

Target gene Primer sequence (5’-3’) Amplicon (bp) Amplification conditions Ref.

aac(6')/aph(2'')

F: CAG AGC CTT GGG AAG 
ATG AAG

R: CCT CGT GTA ATT CAT 
GTT CTG GC

348 Pre cycle: 94 °C –3 min 11

ant(4’)-Ia

F: CAA ACT GCT AAA TCG 
GTA GAA GCC

R: GGA AAG TTG ACC AGA 
CAT TAC GAA

294
35 cycles: 94 °C – 40 s,

55 °C – 40 s, 72 °C – 40 s

aph(3’)-IIIa

F: GGC TAA AAT GAG AAT 
ATC ACC GG

R: CTT TAA AAA ATC ATA 
CAG CTC GCG

523 Last cycle: 72 °C – 2 min

dfrA

F: CAC TTG TAA TGG CAC 
GGA AA

R: CGA ATG TGT ATG GTG 
GAA AG

270

Pre cycle: 94 °C – 4 min

30 cycles: 94 °C – 1 min,

52 °C – 30 s, 72 °C – 1 min

19

dfrG

F: TGC TGC GAT GGA TAA 
GAA

R: TGG GCA AAT ACC TCA 
TTC C

405 Last cycle: 72 °C – 4 min

ermA

F: TCT AAA AAG CAT GTA 
AAA GAA

R: CTT CGA TAG TTT ATT 
AAT ATT AGT

645

Pre cycle: 93 °C – 3 min

35 cycles: 93 °C – 1 min,

52 °C – 1 min, 72 °C – 1 min

20

ermB

F: GAA AAG GTA CTC AAC 
CAA ATA

R: AGT AAC GGT ACT TAA 
ATT GTT TAC

639 Last cycle: 72 °C – 5 min

ermC

F: TCA AAA CAT AAT ATA 
GAT AAA

R: GCT AAT ATT GTT TAA 
ATC GTC AAT

642

Pre cycle: 93 °C – 3 min

35 cycles: 93 °C – 1 min,

53 °C – 1 min, 72 °C – 1 min

Last cycle: 72 °C – 5 min

20

linA

F: GTA TTA ACT GGA AAA 
CAG CAA AG 

R: GAG CTT CTT TTG AAA 
TAC ATG G 

323
Pre cycle: 94 °C – 5 min

35 cycles: 94 °C – 45 s,
21

linB

F: CCT ACC TAT TGT TTG 
TGG AA

R: ATA ACG TTA CTC TCC 
TAT TC

925
48 °C 45 s, 72 °C – 1 min

Last cycle: 72 °C – 5 min

msrA

F: GGC ACA ATA AGA GTG 
TTT AAA GG 

R: AAG TTA TAT CAT GAA 
TAG ATT GTC CTG TT 

940
Pre cycle: 94 °C – 5 min

25 cycles: 94 °C – 1 min,
22

msrB

F: TAT GAT ATC CAT AAT 
AAT TAT CCA ATC 

R: AAG TTA TAT CAT GAA 
TAG ATT GTC CTG TT 

595
50 °C 1 min, 72 °C – 1 min

Last cycle: 72 °C – 10 min

Continue...
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and JCSC 6945 were used as the positive controls for the SCCmec 
types I, II, III, IV, V, VI, VII, IX, and X, respectively. The PCR 
mixture components without the DNA template were used as 
negative control.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS version 20.0 
software (SPSS, Chicago, IL, USA). Chi-square test or Fisher’s 
exact test was performed to analyze the results. p value < 0.05 was 
considered statistically significant.

RESULTS

Antimicrobial susceptibility

In the antimicrobial susceptibility tests of the MRSA isolates, 
the highest resistance rates were observed for erythromycin (74.2%; 
161/217), ciprofloxacin (64.5%; 140/217), and clindamycin (46.1%; 
100/217). Furthermore, 2.3% (5/217) of the isolates exhibited 
intermediate resistance to erythromycin and 1.4% (3/217) to 
clindamycin. The overall prevalence of iMLSB, cMLSB, and MSB 
phenotypes was 7.4% (16/217), 46.1% (100/217), and 26.3% 
(57/217), respectively. Conversely, lower resistance rates were 
observed against gentamicin (28.6%; 62/217), tetracycline (14.3%; 
31/217), and trimethoprim-sulfamethoxazole (13.8%; 30/217). 
Additionally, 1.8% (4/217) of the isolates exhibited intermediate 
resistance to trimethoprim-sulfamethoxazole. All isolates were 
susceptible to linezolid and vancomycin, with MIC values to 
vancomycin of 0.25 μg/mL (41.0%; 89/217), 0.5 μg/mL (26.3%; 
57/217), 0.75 μg/mL (16.6%; 36/217), 1 μg/mL (13.4%; 29/217), 
and 1.5 μg/mL (2.8%; 6/217) (Figure 1).

Among the 177 out of the 217 MRSA isolates that exhibited 
resistance to non-beta-lactam antimicrobials, we observed 17 
distinct patterns (P) of antimicrobial resistance (Figure 2), 
of which 12 were grouped and 5 were singular patterns. The 
dominant resistance pattern (P1)—erythromycin and ciprofloxacin 

resistance—was observed in 37 isolates. The fifth pattern of 
antimicrobial resistance (P5) was identified in 18 isolates that were 
resistant to six antimicrobials. Furthermore, resistance patterns to 
five (P6) and four (P2) antimicrobials were observed in 10 and 31 
isolates, respectively (Figure 2).

Upon analyzing the prevalence of MRSA resistance among 
isolates collected in different years, we observed that 93 isolates 
(42.9%) exhibited multidrug resistance, i.e., they were resistant to 
three or more classes of antimicrobial agents, excluding isolates 
with intermediate resistance. Among them, 32 (34.4%) exhibited 
resistance against at least three different classes of antimicrobials, 
28 (30.1%) against four classes, 15 (16.1%) against five classes, 
and 18 (19.4%) against six classes.

Detection of antimicrobial resistance genes

The detection of the resistance genes showed that, among 
erythromycin-resistant MRSA representing the macrolides class, the 
most frequently encountered gene was ermA (86; 53.4%), followed 
by msrA (73; 45.3%), msrB (61; 37.9%), ermC (21; 13.0%), and 
ermB (11; 6.8%); 3 (1.9%) isolates tested negative for these genes. 
In the lincosamides class, among 100 clindamycin-resistant isolates, 
83 (83%) harbored ermA, 17 (17%) harbored ermC, 10 (10%) 
harbored ermB, 4 (4%) harbored linA, and 2 (2%) harbored linB;  
4 (4%) isolates tested negative for these genes. Among gentamicin-
resistant MRSA, which represented the aminoglycosides class, 
out of 62 isolates, 60 (96.8%) harbored aac(6')/aph(2''), 52 
(83.9%) harbored aph(3’)-IIIa, and 6 (9.7%) harbored  ant(4’)-Ia 
genes. In the tetracyclines class, of the 31 tetracycline-resistant 
MRSA isolates, 2 (6.5%) harbored tetK and 29 (93.5%) harbored 
tetM genes. Furthermore, in the folate inhibitors class, of the 30 
trimethoprim/sulfamethoxazole-resistant MRSA isolates, 4 (13.3%) 
harbored dfrA and 30 (100%) harbored dfrG genes. 

Among macrolide-resistant MRSA, the most common  
gene combination was msrA + msrB (27.3%), followed by ermA + 

Target gene Primer sequence (5’-3’) Amplicon (bp) Amplification conditions Ref.

tetK

F: CAG CAG ATC CTA CTC 
CTT 

R: TCG ATA GGA ACA GCA 
GTA 

168

Pre cycle: 93 °C – 5 min

35 cycles: 93 °C – 1 min,

54 °C 1 min, 72 °C – 1 min

Last cycle: 72 °C – 10 min

21

tetM

F: GTG GAC AAA GGT ACA 
ACG AG 

R: CGG TAA AGT TCG TCA 
CAC AC 

405

Pre cycle: 93 °C – 5 min

35 cycles: 93 °C –1 min,

52 °C 1 min, 72 °C – 1 min

Last cycle: 72 °C – 10 min

23

aac(6')/aph(2''): gene that encodes aminoglycoside-6'-N-acetyltransferase/2''-O-phosphoryltransferase; ant(4’)-Ia: gene that encodes aminoglycoside-4'-O-
phosphoryltransferase I; aph(3’)-IIIa: gene that encodes aminoglycoside-3'-O-phosphoryltransferase III; dfrA: gene that encodes dihydrofolate reductase A;  
dfrG: gene that encodes dihydrofolate reductase B; ermA: gene that encodes erythromycin ribosomal methylase A; ermB: gene that encodes erythromycin ribosomal 
methylase B; ermC: gene that encodes erythromycin ribosomal methylase C; linA: gene that encodes lincosamide nucleotidyltransferases A; linB: gene that encodes 
lincosamide nucleotidyltransferases B; msrA: gene that encodes macrolides streptogramins resistance A; msrB: gene that encodes macrolides streptogramins 
resistance B; tetK: tetracycline resistance protein K; tetM: tetracycline resistance protein M.

TABLE 1: Continuation.

Rossato AM et al. - Resistance to antimicrobial agents among MRSA
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FIGURE 1: Antimicrobial susceptibility of the methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates.

FIGURE 2: Heat map of antimicrobial resistance patterns among 217 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates.

msrA + msrB (5%), and ermA + ermB + msrA + msrB (2.5%). In 
the aminoglycosides class, the gene combination aac(6')/aph(2'') 
+ aph(3’)-IIIa (82.2%) was more common, followed by aac(6')/
aph(2'') + ant(4’)-Ia (4.8%), and aac(6')/aph(2'') + aph(3’)-IIIa + 
ant(4’)-Ia (1.6%). Finally, among the fluoroquinolones, lincosamides, 
and folate inhibitors, the gyrA + grlA (80.7%), ermA + ermB 
(7.0%), and dfrA + dfrG (13.3%) combinations, respectively, were 
observed more frequently. The pattern of antimicrobial-resistance 
gene distribution among resistant MRSA is outlined in Table 2. 

SCCmec typing

The SCCmec type IV (57.1%) was the most frequent SCCmec 
type among the MRSA isolates, followed by type III (17.1%), type I 
(13.4%), type II (9.2%), and type V (1.4%). Four MRSA isolates were 
nontypable. Isolates of the MRSA SCCmec types VI, VII, IX, and X 
were not detected. The antimicrobial resistance distribution pattern 
with respect to the MRSA SCCmec types is presented in Table 3. 

In general, the MRSA SCCmec type III strains exhibited higher 
multidrug resistance (p < 0.001). In contrast, the MRSA SCCmec 
type IV strains were more multidrug-susceptible compared to the 
other SCCmec types (p < 0.001). The MRSA SCCmec type I, 
type II, and type III strains were more resistant to ciprofloxacin, 
clindamycin, and erythromycin than the MRSA SCCmec type 
IV strains, which were significantly susceptible to the same 
antimicrobials (p < 0.001). Similarly, the MRSA SCCmec type I 
and type II strains were more resistant to these antimicrobials than 
MRSA SCCmec type V strains, which were significantly susceptible 
(p < 0.001). In addition, the MRSA SCCmec type I and type III strains 
were more resistant to gentamycin than the MRSA SCCmec type IV 
and type V strains, that were susceptible to the same antimicrobial 
(p < 0.001). Lastly, the MRSA SCCmec type III strains were more 
resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole and tetracycline than 
most MRSA SCCmec type I, type II, and type IV strains, which were 
susceptible to the same antimicrobials (p < 0.001).
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TABLE 2: Distribution of antimicrobial resistance genes.

Antimicrobial classes Number of resistant MRSA isolates (%) Resistance genes (%)

Macrolides Erythromycin 161 (74.2) ermA 64 (39.7)
ermC 14 (8.7)
msrA 10 (6.2)
msrB 2 (1.2)
ermA + ermB 2 (1.2)
ermA + ermC 1 (0.6)
ermA + msrA 2 (1.2)
msrA + msrB 44 (27.3)
ermA + ermB + emrC 2 (1.2)
ermA + ermB + msrA 1 (0.6)
ermA + msrA + msrB 8 (5.0)
emrC + msrA + msrB 2 (1.2)
ermA + ermB + emrC + msrA 1 (0.6)
ermA + ermB + msrA + msrB 4 (2.5)
ermA + ermB + emrC + msrA + msrB 1 (0.6)
Unknown 3 (1.9)

Lincosamides Clindamycin 100 (46.1) ermA 68 (68.0)
ermC 13 (13.0)
ermA + ermB 7 (7.0)
ermA + ermC 1 (1.0)
ermA + ermB + ermC 3 (3.0)
ermA + linA 2 (2.0)
ermA + linA + linB 2 (2.0)
Unknown 4 (4.0)

Aminoglycosides Gentamycin 62 (28.6) ant(4’)-Ia 2 (3.2)
aac(6')/aph(2'') 5 (8.1)
aac(6')/aph(2'') + ant(4’)-Ia 3 (4.8)
aac(6')/aph(2'') + aph(3’)-IIIa 51 (82.2)
aac(6')/aph(2'') + aph(3’)-IIIa + ant(4’)-Ia 1 (1.6)

Folate inhibitors Trimethoprim-sulfamethoxazole 30 (13.8) dfrG 26 (86.7)
dfrA + dfrG 4 (13.3)

Tetracyclines Tetracycline 31 (14.3) tetK 2 (6.5)
tetM 29 (93.5)

aac(6’)/aph(2’’): gene that encodes aminoglycoside-6’-N-acetyltransferase/2’’-O-phosphoryltransferase; ant(4’)-Ia: gene that encodes aminoglycoside-4’-O-
phosphoryltransferase I; aph(3’)-IIIa: gene that encodes aminoglycoside-3’-O-phosphoryltransferase III; dfrA: gene that encodes dihydrofolate reductase A;  
dfrG: gene that encodes dihydrofolate reductase B; ermA: gene that encodes erythromycin ribosomal methylase A; ermB: gene that encodes erythromycin ribosomal 
methylase B; ermC: gene that encodes erythromycin ribosomal methylase C; linA: gene that encodes lincosamide nucleotidyltransferases A; linB: gene that encodes 
lincosamide nucleotidyltransferases B; msrA: gene that encodes macrolides streptogramins resistance A; msrB: gene that encodes macrolides streptogramins 
resistance B; tetK: tetracycline resistance protein K; tetM: tetracycline resistance protein M.

TABLE 3: Antimicrobial resistance distribution between the methicillin-resistant Staphylococcus aureus SCCmec types.

Antimicrobials
SCCmec types

I (n = 29) II (n = 20) III (n = 37) IV (n = 124) V (n = 3) NT (n = 4)

Erythromycin 28 (96.6%) c,d 20 (100%) c,d 33 (89.2%) a,c 75 (60.5%) b 1 (33.3%) 4 (100%)

Ciprofloxacin 28 (96.6%) c,d 20 (100%) c,d 33 (89.2%) a,c 55 (44.0%) b - 4 (100%)

Clindamycin 28 (96.6%) c,d 19 (95.0%) c,d 32 (86.5%) a,c 18 (14.5%) b 1 (33.3%) 2 (50.0%)

Gentamycin 24 (82.8%) e 2 (10.0%) 29 (78.4%) a,e 3 (2.4%) b - 4 (100%)

Tetracycline - 2 (10.0%) 26 (70.3%) a,f 2 (1.6%) b 1 (33.3%) -
Trimethoprim-

sulfamethoxazole - 1 (5.3%) 20 (54.1%) a,f 5 (4.0%) b - 4 (100%)

NT: non-typable. Data are indicated by the number of isolates (%).
a MRSA SCCmec type III was more multidrug-resistant (p < 0.001).
b MRSA SCCmec type IV was more multidrug-susceptible (p < 0.001).
c MRSA SCCmec types I, II, and III were more resistant to erythromycin, ciprofloxacin, and clindamycin, than MRSA SCCmec type IV (p < 0.001).
d MRSA SCCmec types I and II were more resistant to erythromycin, ciprofloxacin, and clindamycin, than MRSA SCCmec type V (p < 0.001).
e MRSA SCCmec types I and III were more resistant to gentamycin than MRSA SCCmec types IV and V (p < 0.001).
f MRSA SCCmec type III was more resistant to trimethoprim-sulfamethoxazole and tetracycline than most MRSA SCCmec types I, II, and IV (p < 0.001)
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DISCUSSION

In the last two decades, the proportion of MRSA has increased 
worldwide18. At present, MRSA may be considered the first class 
of multidrug-resistant (MDR) pathogens, based on the emergence 
of the concomitant resistance of MRSA to multiple commonly 
used non-beta-lactam antimicrobials (for e.g., aminoglycosides, 
macrolides, fluoroquinolones, and tetracycline)25-27.

In the present study, 177 MRSA (81.6%) isolates exhibited 
resistance to at least one of the non-beta-lactam antimicrobials 
tested, which is indicative of the high resistance rates for 
erythromycin, ciprofloxacin, and clindamycin antimicrobials. These 
resistance rates are in accordance with findings from other studies 
in southern28-30 and other regions of Brazil31,32. 

Erythromycin and clindamycin are members of the macrolide-
lincosamide-streptogramin B (MLSB) family, which exhibit 
excellent potential in MRSA infections and are frequently used to 
treat staphylococcal skin and soft tissue infections (SSTIs)12,13,33. erm 
gene-mediated resistance to MLSB can be expressed in constitutive 
(cMLSB phenotype) or inducible (iMLSB phenotype) forms18,34,35. 
In this study, the prevalence of cMLSB was 38.7%, whereas 
other studies conducted in Brazil reported cMLSB resistance of 
approximately 14.3% and 68.2%34,36. 

Besides, an important issue in the application of clindamycin 
is the inducible resistance owing to the presence of methylase 
synthesis inducers, such as erythromycin, which leads to increased 
failure in clinical therapeutic applications18,34. In this study, a 
prevalence of the iMLSB phenotype was observed among 7.4% of 
the MRSA isolates tested, which is consistent with that reported 
by Bottega et al (7.9%)36, and higher than that reported by Pereira 
et al. (4.5%)34, with both studies conducted in Brazil.

The distribution of resistance genes detected in this analysis 
demonstrates that ermA (39.6%) was the predominant gene 
compared to ermC (9.7%) and ermB (5.1%). In contrast, in 
another Brazilian study, it was shown that ermC (38.6%; 17/44) 
was identified more frequently than ermA (9.1%; 4/44)9,37-41. In 
this study, one MRSA isolate carried both ermA and ermC, which 
encode proteins for erythromycin and clindamycin resistance. The 
coexistence of these genes in MRSA isolates was also observed in 
other studies9,34,42. 

Among the msr genes, msrA, which confers resistance to 
macrolides and type B streptogramins, had the highest prevalence 
(33.6%), followed by msrB (28.1%). In contrast to the data from 
this study, resistance via efflux pumps (associated with msrA/msrB) 
was not detected in MRSA in a study by Khodabandeh et al.9, 
whereas Sarrou et al.42 detected only msrA in MRSA isolates. The 
msrA + msrB gene combination of resistance was more prevalent 
in this study. Additionally, the ermA + ermB + msrA + msrB gene 
combination was detected in four isolates. These findings are 
consistent with those of a study on the development of genotype 
prevalence in Serbia performed by Misic et al.43, in which similar 
results of genetic combinations were reported. 

The predominance of MRSA in SSTIs and their treatment using 
ciprofloxacin consequently led to an increase in fluoroquinolone 
resistance, and thereby limited the therapeutic use of this class of 

antimicrobials44,45. In this study, 64.5% of MRSA isolates were 
resistant to ciprofloxacin. In two studies with MRSA isolated 
from seven hospitals in Rio de Janeiro, Brazil, resistance to 
fluoroquinolones varied between 60.6% and 93%32,46 while in 
another study that used isolates collected from three cities in a 
southern Brazilian state, 79% of the MRSA isolates exhibited 
fluoroquinolone resistance30. 

In this study, the rates for trimethoprim-sulfamethoxazole, 
tetracycline, and gentamicin resistance were observed to be 
low, which was consistent with recent reports from other studies 
conducted in Brazil29,31. 

Trimethoprim-sulfamethoxazole (folate inhibitors class) is an 
alternative choice for the treatment of mild to moderate SSTIs 
caused by MRSA, based on the results of susceptibility tests4,11. 
The presence of the dfrG gene was confirmed in 86.7% of MRSA 
isolates, and the association between dfrA and dfrG was confirmed 
in 13.3%. Moreover, Coelho et al.47 compared S. aureus isolates 
collected from Portuguese-speaking African countries with a 
Brazilian MRSA clone (ST239-III), and observed 78% prevalence 
of the dfrG gene, 19% of the dfrA gene, or 3% of both.

Aminoglycosides constitute an important class of antimicrobials, 
especially for the treatment of complicated staphylococcal infections 
synergistically with glycopeptides or beta-lactams48. In an attempt to 
confirm the resistance to aminoglycosides in MRSA, the presence of 
genetic elements that encode AMEs was evaluated, with 82.2% of 
MRSA exhibiting the aac(6')/aph(2'')/aph(3’)-IIIa gene association. 
Previous reports showed the presence of this association among 9% 
and 55.5% isolates10,49. Tetracycline has exhibited clinical efficacy 
in cases of community-associated MRSA SSTIs50. In this study, the 
presence of tetK and tetM genes was observed in 6.5% and 93.5% 
of isolates, respectively.

In contrast, all the MRSA isolates tested were susceptible to 
linezolid and vancomycin, as observed in other Brazilian studies51-54. 
Currently, resistance to oxazolidinones (including linezolid) among 
S. aureus is rare, whereas prolonged exposure to vancomycin leads 
to the emergence of MRSA with reduced vancomycin susceptibility, 
and the strains are categorized as vancomycin-intermediate  
S. aureus (VISA) and heterogeneous VISA (hVISA)55, as reported 
in other studies conducted in Brazil28-56. Nevertheless, vancomycin 
remains the first-line therapeutic choice for the treatment of 
invasive MRSA infections, such as bacteremia, pneumonia, and 
osteoarticular infection; linezolid is an alternative for the treatment 
of invasive hVISA and VISA infections3,4.

SCCmec typing provides useful information regarding resistance 
to antimicrobials and the origin of S. aureus strains57. In our study, 
SCCmec IV and III were the most common SCCmec types, which is 
consistent with findings reported earlier57-59. In addition, the MRSA 
SCCmec type III strains exhibited higher multidrug resistance, 
whereas the MRSA SCCmec type IV were more multidrug-
susceptible compared to other SCCmec types. Previous studies have 
shown that HA-MRSA isolates generally contain SCCmec types I, 
II, or III, which confer resistance to non-beta-lactam antimicrobials 
and tend to lead to multidrug-resistance7,60. Furthermore, SCCmec 
type IV was most commonly detected among the MRSA isolates, 
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and this characteristic is often observed in CA-MRSA strains, 
which are generally susceptible to non-beta-lactam antimicrobials 
and harbor SCCmec types IV or V.

Our study has certain limitations. First, we were unable to test 
other therapeutic options, such as ceftaroline, daptomycin, and 
tigecycline. Second, we could not determine the MICs for all the 
antimicrobials tested. Despite these limitations, the HA-MRSA 
isolates in our setting were confirmed to be MDR, which limits 
the therapeutic options available for the treatment of infections 
caused by such MRSA isolates. Third, the isolates included in this 
study were not genotyped to assess the clonality. In this study, 
high erythromycin, ciprofloxacin, and clindamycin resistance rates 
were observed, and the isolates exhibited considerable diversity of 
genes related to non-beta-lactam resistance mechanisms in MRSA 
strains. This indicates the urgency for the development of alternative 
therapeutic options. Despite the fact that multidrug resistance is 
increasing in the study setting, linezolid and vancomycin appear 
to be effective therapeutic options for MDR-MRSA strains. The 
study data provide information regarding the resistance profile 
of MRSA isolates from South Brazil, and along with data on the 
clinical conditions of the patients, it can contribute to the clinical 
decision-making process.
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Abstract
In methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) treatment, the vancomycin minimum inhibitory concentration (MIC)
increase, vancomycin heteroresistance (hVISA) presence, and accessory gene regulator (agr) dysfunction are predictors of
vancomycin therapy failure. This study evaluated the association between vancomycin MIC (≥ 1.0 μg/mL) and agr dysfunction
in invasive MRSA isolates. Vancomycin MIC, hVISA phenotype, agr group, and function were determined in 171 MRSA
isolates obtained between 2014 and 2019 from hospitals in Porto Alegre, Brazil. All MRSA were susceptible to vancomycin;
16.4% of these had MIC ≥ 1.0 μg/mL. Seventeen MRSA isolates expressed the hVISA phenotype; 35.3% of them had MIC of
1.5 μg/mL. agr groups I (40.9%) and II (47.1%) were the most found groups for MRSA and hVISA isolates, respectively. The
proportion of MRSA with vancomycin MIC ≥ 1.0 μg/mL in agr group II was significantly higher than in agr groups I and III
(p = 0.002). agr dysfunction was observed in 4.7% (8/171) of MRSA, especially those with vancomycin MIC ≥ 1.0 μg/mL
(p < 0.001). In addition, six isolates (35.3%; 6/17) with hVISA phenotype presented agr dysfunction, which was significantly
higher than that in non-hVISA phenotype (p < 0.001). In conclusion, agr dysfunction in MRSA is associated with vancomycin
MIC ≥ 1.0 μg/mL and hVISA phenotype, which suggests that agr dysfunction might confer potential advantages on MRSA to
survive in invasive infections.

Keywords agr dysfunction . InvasiveMRSA infections . Vancomycin heteroresistance . VancomycinMIC

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an
important pathogen in the epidemiology of infectious dis-
eases, which causes community- and healthcare-associated
MRSA infections with significant morbidity and mortality
rates [1]. Vancomycin has been the antimicrobial of choice
for MRSA treatment, but in recent years, the emergence of
vancomycin resistance has become a challenging public
health concern [2]. The Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) classifies S. aureus vancomycin susceptibili-
ty, according to minimum inhibitory concentration (MIC)
values, in vancomycin-susceptible S. aureus (VSSA) (MIC

≤ 2 μg/mL), vancomycin-intermediate S. aureus (VISA)
(MIC 4–8 μg/mL), and vancomycin-resistant S. aureus
(VRSA) (MIC ≥ 16 μg/mL) [3]. In addition, the heteroge-
neous VISA phenotype (hVISA) represents a subpopulation
of cells within a colony with intermediate resistance to vanco-
mycin, while most other cell subpopulations of the colony
remain susceptible [4]. The quorum-sensing accessory gene
regulator (agr) system regulates the expression of several vir-
ulence factors and the heterogeneous resistance of MRSA and
contributes to the ability of S. aureus to cause a wide range of
infections [5]. The agr locus is present in all staphylococci,
with high genetic variability in AgrB, AgrC, and autoinducing
thiolactone peptide (AIP), resulting in four agr groups (I–IV)
among S. aureus [6]. agr system dysfunctionality results in
failure to express the effector molecule RNAIII, which plays a
critical role in the regulation of multiple virulence genes, af-
fecting the production of virulence factors associated with
invasive diseases [7]. The agr dysfunction has been associated
with the adaptation to vancomycin selection pressure and the
hVISA/VISA phenotype [8, 9]. Additionally, the increase in
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vancomycinMIC (i.e., ≥ 1.5 μg/mL) has been associated with
higher risk of treatment failure and mortality rates [10].
Considering that vancomycin MIC increase, hVISA pheno-
type, and agr dysfunction are factors associated with thera-
peutic failure in MRSA infections, this study aimed to deter-
mine the association between vancomycin MIC (≥ 1.0 μg/
mL) and agr dysfunction in invasive MRSA infections.

A total of 171 MRSA from invasive infection cases, com-
prising pneumonia (47.4%; 81/171), bacteremia (38%; 65/
171), and osteomyelitis (14.6%; 25/171), were isolated be-
tween January 2014 and January 2019 at four hospitals in
Porto Alegre, Brazil (Institutional Ethics Committee:
2.770.338). S. aureus was identified in these samples by con-
ventional methods, such as colony morphology on sheep
blood agar, Gram stain, catalase activity, production of coag-
ulase, and growth on mannitol salt agar. Methicillin resistance
was confirmed by cefoxitin disk diffusion and PCR detection
of the mecA gene [3, 11]. S. aureus ATCC®25923 and
S. aureus ATCC®43300 were used as mecA-negative and
mecA-positive controls, respectively [3]. Vancomycin MIC
was evaluated according to CLSI guidelines [3] using the
microdilution method on Mueller-Hinton broth. All MRSA
were screened for hVISA in brain heart infusion agar
(BHIA) containing 6 μg/mL vancomycin (BHIA-6V) accord-
ing to the CLSI protocol [3]. The control strains Enterococcus
faecalis ATCC®29212 (vancomycin-susceptible) and
Enterococcus faecalis ATCC®51299 (vancomycin-resistant)
were included in each analysis [3]. All screenings were per-
formed in triplicate. hVISA was confirmed using population
analysis profile/area under the curve (PAP/AUC), using
VSSA (ATCC®29213), hVISA Mu3 (ATCC®700698), and
VISAMu50 (ATCC®700699) as control strains, as previously
described [12]. The agr groups (I–IV) were identified using
multiplex-PCR [13]. Positive (agr I: S. aureus COL; agr II:
S. aureusN315; agr III: S. aureusATCC®25923; and agr IV:
S. aureus A920210) and negative (PCR mixture components
without DNA template) controls were included in the analysis.
Agr functionality, measured by delta-hemolysin activity, was
evaluated by cross-streaking MRSA perpendicularly to
RN4220 strains (hyperproducers of beta-hemolysin but not

of alpha- and delta-hemolysin) [14]. An enhanced area of
hemolysis at the intersection of MRSA and RN4220 streaks
indicated delta-hemolysin activity, resulting from the syner-
getic effects of delta- and beta-hemolysins and, consequently,
a functional agr system. In contrast, agr dysfunction was de-
fined as the complete absence of delta-hemolysin activity.
Statistical analyses were conducted using Chi-square or
Fisher’s exact test. All p < 0.05 were considered to be statisti-
cally significant.

The MIC results (Table 1) showed that all MRSA were
susceptible to vancomycin with MIC of 0.25–1.50 μg/mL,
16.4% (28/171) of these isolates with MIC ≥ 1.0 μg/mL.
Takesue et al. [15] revealed that the efficacy of vancomycin
in patients with bacteremia by MRSA was significantly lower
in the strains that presented MIC of 2 μg/mL in comparison
with strains MIC of 1 μg/mL (30.0% vs. 78.8%, p < 0.001),
whereas a meta-analysis study reported an increase in vanco-
mycin treatment failure and mortality rates for vancomycin-
susceptible MRSA, particularly those with MIC ≥ 1.5 μg/mL,
irrespective of the source of infection or method of MIC de-
termination [10]. The PAP/AUC analysis confirmed 9.9%
(17/171) of the MRSA expressed the hVISA phenotype, six
of which had vancomycin MIC of 1.5 μg/mL. No VISA phe-
notype was observed. Chen et al. [16] found that the hVISA
phenotype increased in MRSA when vancomycin MIC in-
creased from 1 to 2 μg/mL, agreeing with other studies that
suggest a direct relation between hVISA incidence and van-
comycin MIC increase [17, 18]. For the agr grouping, group I
(40.9%) was the most prevalent, followed by groups II
(36.3%) and III (22.8%). No sample was identified for agr
group IV. Other studies also found a higher incidence of agr
group I among MRSA [19–21]. Most of the samples with the
hVISA phenotype belonged to agr group II (47.1%; 8/17),
followed by agr groups I (29.4%; 5/17) and III (23.5%;
4/17). Moreover, the percentage of MRSA with vancomycin
MIC ≥ 1.0 μg/mL in agr group II (64.3%; 18/28) was signif-
icantly higher than in agr groups I and III (35.7%; 10/28) (p =
0.002). Park et al. [19] concluded that bloodstream MRSA
with vancomycin MIC of 2 μg/mL were more common in
agr group II than in other agr groups. Other studies have also

Table 1 Distribution of agr
groups between vancomycin
MICs in MRSA isolates

agr group Vancomycin MIC (μg/mL) Total

0.25 0.5 0.75 1.0 1.5

I 31 (48.4%) 17 (37.0%) 16 (48.5%) 5 (22.7%) 1 (16.7%) 70 (40.9%)

II 16 (25.0%) 14 (30.4%) 14 (42.4%) 14 (63.6%) 4 (66.7%) 62 (36.3%)

III 17 (26.6%) 15 (32.6%) 3 (9.1%) 3 (13.6%) 1 (16.7%) 39 (22.8%)

Total 64 (37.4%) 46 (26.9%) 33 (19.3%) 22 (12.9%) 6 (3.5%) 171 (100%)

agr accessory gene regulator, MIC minimum inhibitory concentration, MRSA methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. The data are presented by number of isolates (%)
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shown agr group II to be more predominant among S. aureus,
with reduced susceptibility to vancomycin by an intrinsic sur-
vival advantage during exposure to glycopeptides [22].
Consequently, agr group II is associated with reduced vanco-
mycin susceptibility, higher treatment failure rate, and higher
mortality in patients with MRSA bacteremia in critical condi-
tion who were treated with vancomycin [20, 23]. MostMRSA
with the hVISA phenotype in agr group II were associated
with reduced vancomycin susceptibility. Based on the delta-
hemolysin activity test (Table 2), 4.7% of the MRSA (8/171)
presented with agr dysfunction. These MRSA were isolated
from bacteremia (75%; 6/8), pneumonia (12.5%; 1/8), and
osteomyelitis (12.5%; 1/8) at four different hospitals in the
years of 2014 (25%; 2/8), 2015 (12.5%; 1/8), 2016 (25%;
2/8), 2017 (25%; 2/8), and 2018 (12.5%; 1/8). The number
of agr dysfunctional isolates were four, two, and two in agr
group III (10.2%; 4/39), II (3.2%; 2/62), and I (2.8%; 2/70),
respectively. In previous reports, the frequency of agr dys-
functional ranged from 3.79 to 13.0% of MRSA, and these
isolates were associated with poor healthcare, multidrug resis-
tance, deleterious outcomes, and increased mortality [21, 24].
The prevalence of agr dysfunction in healthcare settings is
associated with attenuated vancomycin activity in hVISA
and VISA strains, which potentially confers an advantage on
S. aureus for survival in hospital settings [25, 26].
Additionally, a fitness advantage in agr dysfunctional isolates
was observed, justifying the efficient transmission and persis-
tence at infection sites and, consequently, the chronic course
and deleterious outcomes of the disease [21]. The presence of

agr dysfunction in MRSA with vancomycin MIC ≥ 1.0 μg/
mL (21.4%; 6/28) was significantly higher than in MRSA
with MIC < 1.0 μg/mL (1.4%; 2/143) (p < 0.001). Also, six
hVISA (35.3%; 6/17) were agr dysfunctional, which were
significantly higher than isolates without the hVISA pheno-
type (1.3%; 2/154) (p < 0.001). Harigaya et al. [27] reported
five times more agr dysfunction in hVISA strains than in
VSSA strains. The advantages of a dysfunctional agr system
in hVISA and VISA strains are related to the development of
vancomycin resistance and biofilm production, which conse-
quently enhance the survival of these strains [28].
Furthermore, the resistance of hVISA is not related to a spe-
cific genetic mechanism but to several mutations in multiple
genes, mainly in the genes vraSR, graSR, walKR, and tcaRAB
[29–31]. The development of the hVISA phenotype in VSSA
gradually occurs, which results in mutations that accumulate
and affects the reduction of susceptibility to vancomycin [32].

In conclusion, agr system dysfunction in MRSA is associ-
ated with vancomycin MIC ≥ 1.0 μg/mL and the hVISA phe-
notype, which suggests that agr dysfunction may confer po-
tential advantages on MRSA for survival in invasive
infections.
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Table 2 Characteristics ofMRSA isolates stratified by agr functionality

Characteristics agr functionality Total

Dysfunctional Functional

phenotype

hVISA 6 (35.3%) 11 (64.7%) 17 (9.9%)

Non-hVISA 2 (1.3%) 152 (98.7%) 154 (90.1%)

agr group

I 2 (2.9%) 68 (97.1%) 70 (40.9%)

II 2 (3.2%) 60 (96.8%) 62 (36.3%)

III 4 (10.3%) 35 (89.7%) 39 (22.8%)

MICvan (μg/mL)

0.25 0 64 (100%) 64 (37.4%)

0.5 1 (2.2%) 45 (97.8%) 46 (26.9%)

0.75 1 (3.0%) 32 (97.0%) 33 (19.3%)

1.0 1 (4.5%) 21 (95.5%) 22 (12.9%)

1.5 5 (83.3%) 1 (16.7%) 6 (3.5%)

agr accessory gene regulator, hVISA heterogeneous vancomycin-
intermediate Staphylococcus aureus, MICvan minimum inhibitory con-
centration of vancomycin, MRSA methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Data are presented by number of isolates (%)
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Abstract 41 

 42 

Heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus (hVISA) is associated with 43 

clinical treatment failure. However, the resistance mechanism of hVISA is still not fully defined. 44 

It is currently suggested that the hVISA results from the mutation accumulation in genes encoding 45 

two-component regulatory systems (TCRS). Therefore, this study aimed to evaluate the expression 46 

of graSR, vraSR, and walKR in hVISA clinical isolates submitted sub-MIC of vancomycin. The 47 

graSR, vraSR, and walKR transcript levels were significantly upregulated in four, seven, and five 48 

hVISA exposed to vancomycin, respectively. In contrast, three hVISA presented graSR transcript levels 49 

lower than the untreated vancomycin controls, and vraSR and walKR transcript levels were 50 

downregulated in one isolate. In summary, the expression of graSR/ vraSR/ walKR was variable in 51 

hVISA clinical isolates, which reflects the molecular complexity of the vancomycin heteroresistance 52 

phenotype.  53 

 54 

Keywords: Staphylococcus aureus; vancomycin resistance; two-component regulatory systems. 55 
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1. Introduction 81 

Vancomycin, a glycopeptide antibiotic that inhibits cell wall biosynthesis, has been the 82 

mainstay of the treatment of severe Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 83 

infections. However, the emergence of MRSA clinical strains with reduced susceptibility to 84 

vancomycin makes clinical treatment challenging [1]. 85 

Since 2002, with the first clinical isolate of fully Vancomycin-Resistant S. aureus (VRSA) 86 

reported in EUA, homogeneous Vancomycin-Intermediate S. aureus (VISA) and heterogeneous 87 

Vancomycin-Intermediate S. aureus (hVISA) have also been described worldwide [2, 3]. The 88 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) classify S. aureus isolates as vancomycin-89 

susceptible S. aureus (VSSA) with MIC ≤ 2 μg/mL, VISA with MIC of 4–8 μg/mL, and VRSA with 90 

MIC ≥ 16 μg/mL [4]. 91 

Heterogeneous VISA (hVISA) possesses a vancomycin MIC in the susceptible range (≤ 2 92 

μg/mL), but with a subpopulation of cells in the vancomycin-intermediate range (at a frequency of 10−5 to 93 

10−6) [5, 6]. It has been considered that hVISA is the precursor of the VISA phenotype which has 94 

homogeneous resistance to vancomycin, as prolonged exposure to glycopeptide may promote the 95 

selection of subpopulation of heteroresistant cells [1, 7]. Higher rates of vancomycin treatment failure 96 

are reported in infections caused by VISA and hVISA strains, as well as higher hospitalization stays, risk 97 

of persistent infection, and treatment costs [8]. 98 

The molecular mechanisms of resistance in hVISA and VISA strains are still not 99 

completely defined [9]. Currently, it is suggested that VISA is a result of the gradual mutation 100 

accumulation of VISA-associated genes, mainly genes encoding two-component regulatory systems 101 

(TCRS), such as graSR, vraSR, walKR, and others [7, 10-12]. The development of these 102 

phenotypes in VSSA occurs gradually, acquiring mutations that accumulate and play a role in 103 

reducing susceptibility to vancomycin [1]. 104 

S. aureus encodes TCRS to sense and respond to environmental changes, such as the 105 

presence of antibiotics [13]. TCRS as graSR, vraSR, and walKR have been involved in bacterial growth, 106 

antibiotic resistance, cell wall metabolism, and damage, being considered appropriate drug targets to 107 

treat bacterial infections [14]. Thus, TCRS regulate the susceptibility of S. aureus strains to 108 

antimicrobial agents, such as vancomycin, and therefore this study evaluated the expression of 109 

graSR, vraSR, and walKR in hVISA clinical isolates submitted sub-MIC of vancomycin. 110 

 111 

 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

  120 
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2. Materials and Methods 121 

 122 

2.1 Bacterial strains 123 

This study used the S. aureus strains ATCC®29213 (SA13), ATCC®700698 (Mu3), and 124 

ATCC®700699 (Mu50), considered reference strains of VSSA, hVISA, and VISA phenotypes, 125 

respectively, and ten clinical isolates of hVISA. The relevant characteristics of the bacterial strains are 126 

listed in Table 1. 127 

 128 

2.2 RNA extraction, quantification, and purification 129 

Bacterial suspensions of 0.05 optical density in 600 nm (OD600) were prepared from overnight 130 

cultures of control strains and clinical isolates. The bacterial cells were grown in brain heart infusion 131 

(BHI) broth to the exponential phase (OD600 of 0.5) in the presence of vancomycin, at a concentration 132 

equal to one-half the initial MIC value, or in the absence of vancomycin. Cells were then harvested by 133 

centrifugation, and the bacterial pellet was subjected to RNA extraction. Total RNA was extracted using 134 

TRIzol® reagent (Invitrogen, Paisley, UK) following the manufacturer’s instructions. To remove the 135 

remaining DNA from the RNA extractions, all of the RNA samples were treated with RQ1 RNase-136 

Free DNase (Promega, Madison, UK) according to the manufacturer’s specifications. The RNA was 137 

quantified using a BioSpec-nano spectrophotometer (Shimadzu, Tokyo, Japan), and purity was 138 

evaluated through the absorbance ratio A260/A280 of 1.8 a 2.0. 139 

 140 

2.3 Retrotranscription and quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) 141 

cDNA was synthesized from hundred nanograms of total RNA using the GoScript™ 142 

Reverse Transcriptase kit (Promega, Madison, UK) according to the manufacturer’s 143 

instructions. The primers of transcriptional analysis were designed using Primer3 software, with the 144 

following sequences (5ʹ-3ʹ): hu-F AGCTTTGAATGCTGGAACTTTAC and hu-R 145 

TATTCGAATCAATCCAAAACTCA for hu gene (161 bp); graSR-F 146 

GATTTCGGCAAAGTAATGGATA and graSR-R AATCATCTGCGCCAAGTTC for graSR (195 bp); 147 

walKR-F AAACAACTACAATCCCTTCATACTAA and walKR-R 148 

CTTGACGGTTGGCATACTCACTTAA for walKR (187 bp); vraSR-F 149 

TGCTTACAGAACGAGAAATGGAAA and vraSR-R CGTTTTAATAGTAATATGCGATGCA 150 

for vraSR (94 bp). Primers specificity was evaluated with the genome of S. aureus Mu3 (GenBank 151 

accession no. AP002394.1) through the BLAST® software. Reaction mixtures comprised 7.5 µL GoTaq® 152 

qPCR Master Mix (Promega, Madison, USA), 0.3 µL each of forward and reverse primers (10 µM), 3 µL 153 

cDNA sample, and 3.9 µL nuclease-free water for a total of 15 µL. qPCRs were carried out on a 7500 154 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) with the following cycle parameters: 155 

holding stage of 95 °C for 2 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 60 s, 72 °C for 30 s, 156 

with a melting curve determination. Negative controls, without cDNA, were included in each run. All 157 

qPCR was performed in biological triplicate and technical replicate for each of the cDNA samples. 158 

PCR efficiency was evaluated for each primer and the amplification efficiency (E) was calculated from 159 

the slope of the standard curve using the formula E = 10-1/slope, with values between 1.93 and 1.98. Fold 160 
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changes in the expression levels of the graSR, walKR, and vraSR genes were normalized in relation to the 161 

levels of hu mRNA. The hu gene was used as a normalizer, as previously published [15]. The relative 162 

expression ratios were calculated by the Pfaffl method [16]: Gene expression ratio = (Etarget)
ΔCt target (control 

163 

-  sample)

/ (Ereference)
ΔCt reference (control - sample)

, where Etarget is the amplification efficiency of target (graSR, 164 

walKR and vraSR), Ereference   is the amplification efficiency of reference (hu), Ct is the point at 165 

which the fluorescence rises above the background fluorescence, ΔCt target is the Ct deviation of 166 

the control minus the sample of the target gene transcript, and ΔCt reference is the Ct deviation of the 167 

control minus the sample of the reference gene transcript. 168 

 

169 

2.4 Statistical Analysis 170 

Statistical analysis was performed using SPSS version 20.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA). 171 

The variables were described by the mean and standard deviation and compared by the Student's t-test. A 172 

p ≤ 0.05 value was considered statistically significant. 173 

 174 

 175 

 176 

 177 

 178 

 179 

 180 

 181 

 182 

 183 

 184 

 185 

 186 

 187 

 188 

 189 

 190 

 191 

 192 

 193 

 194 

 195 

 196 

 197 

 198 

 199 
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3. Results 200 

The expression of the graSR, vraSR, and walKR, which are known to affect glycopeptide 201 

susceptibility, were evaluated in ten hVISA strains in the absence and presence of vancomycin (control 202 

and treated, respectively). The results of the gene transcription are presented in Fig.1 and Table 2.  203 

The graSR transcript levels were significantly upregulated in four hVISA exposed to 204 

vancomycin (131SA, 199SA, 203SA, and 212SA). In contrast, three isolates (9SA, 68SA, and 185SA) 205 

presented graSR transcript levels lower than the untreated vancomycin controls. 206 

The transcript levels of vraSR were upregulated in seven hVISA strains (9SA, 41SA, 207 

131SA, 185SA, 199SA, 203SA, and 212SA). However, the vraSR transcript levels were 208 

downregulated in the 27SA isolate when exposed to vancomycin.  209 

Significant alterations in the levels to walKR transcript analysis were observed in 210 

upregulations in five hVISA strains (27SA, 54SA, 185SA, 199SA, and 203SA) exposed to sub-MIC of 211 

vancomycin, whereas walKR was downregulated in the 68SA isolate. 212 

The 199SA and 203SA hVISA presented the relative gene expression upregulated 4.59 and 213 

4.90 fold changed to the graSR gene, 4.12 and 5.96 to vraSR, and 5.18 and 4.56 to walKR, respectively. 214 

In contrast, the isolate 68SA stood out by presenting a significant downregulation of 0.45 fold changed to 215 

graSR and 0.43 to walKR. 216 

 217 

 218 

 219 

 220 

 221 

 222 

 223 

 224 

 225 

 226 

 227 

 228 

 229 

 230 

 231 

 232 

 233 

 234 

 235 

 236 

 237 

 238 

  239 
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4. Discussion 240 

The use of vancomycin as the drug of choice for the treatment of infections caused by 241 

multidrug-resistant MRSA has led to selection of isolates with reduced susceptibility to 242 

vancomycin [17, 18]. hVISA and VISA resistance mechanism consists in the increase of cell wall 243 

thickness and the number of D-ala-D-ala residues that result in the trapping of vancomycin molecules, 244 

without affecting the cell viability [7]. Studies have shown that gene expression and mutation in 245 

regulatory genes, as graSR, vraSR, and walKR, are essential for these resistance mechanisms [19]. In 246 

this study, we used ten hVISA clinical isolates and analyzed the expression of the graSR, vraSR, and 247 

walKR genes exposed to the respective sub-MIC vancomycin concentrations.  248 

The overexpression of genes associated with TCRS graSR is related to VISA emergence, as for 249 

example, the dlt and mprF genes, which alter the negative potential on the cell wall surface, thus 250 

decreasing the binding capacity of positively-charged antibiotics by modifying teichoic acid and the 251 

phosphatidylglycerol components [1], and the vraFG ATP transporter‑associated genes that increase 252 

the efflux transport mechanisms, removing antimicrobials from the cytoplasm out of the bacterial cell 253 

[19]. Our study on graSR, in contrast with the results published by CAFISO et al. [2] and based on 254 

statistically significant data, found upregulation of graSR in hVISA in  the presence and absence of 255 

vancomycin. CAFISO et al. [2] did not observe significant differences in the expression of graSR 256 

under antimicrobial free conditions; nor did the addition of vancomycin to the growth medium change the 257 

transcriptional pattern of hVISA. In our study, four hVISA when exposed to subinhibitory concentrations 258 

of vancomycin were significantly upregulated, demonstrating the possible modulation of the 259 

resistance exerted by the antimicrobial.  260 

Additionally, the TCRS vraSR compose the vra operon (vraU, vraT, vraS, and vraR), 261 

frequently mutated in hVISA and VISA clinical strains [20]. The TCRS vraSR regulates the 262 

synthesis of PBP2, SgtB, and MurZ that are key proteins involved in the synthesis of the cell wall of S. 263 

aureus and the mutation in vraS (sensor kinase gene) or vraR (response regulator gene) results in 264 

constitutive activation and overexpression vraSR [7, 19]. In contrast, it was demonstrated that the 265 

vraSR deletion enhanced the vancomycin susceptibility [21]. Consistent with these observations, we 266 

observed vraSR upregulated in seven hVISA after vancomycin treatment, and downregulated in one. 267 

Overexpression of vraSR activates the expression of a cluster of genes called the cell-wall stimulon, 268 

which positively regulates synthesis of the cell wall, causing it to thicken and thus increasing the 269 

resistance to vancomycin [22]. Based on these results, when S. aureus is stimulated by cell wall synthesis 270 

inhibitors, such as vancomycin, the cell wall synthesis process is positively regulated through 271 

upregulation of the vraSR, thereby reducing the susceptibility to the antibiotics that inhibit cell wall 272 

synthesis [19].  273 

The walKR (walK–sensor histidine kinase and walR–response regulator) is the essential 274 

TCRS, acting as the master controller in the regulation of cell wall synthesis and other types of 275 

physiological metabolism, such as peptidoglycan metabolism, fatty acid biosynthesis, and the activity of 276 

major autolysins genes atl and lytM, which are important for cell wall renewal [19, 23, 24]. 277 

Moreover, in hVISA and VISA strains, a mutation identified in walK gene reduced the autolysis as well 278 

as, increasing vancomycin resistance [7]. A significant upregulation was found in five hVISA 279 
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strains, while in contrast, the 68SA isolate presented dowregulation. HOWDEN et al. [25] analyzed 280 

the sequence of the walKR of hVISA/VISA strains and observed a high frequency of mutations. These 281 

results suggest that mutations within the walKR gene serve an important role in the generation of VISA 282 

and hVISA strains. In the CAFISO et al. [2] study, the walKR gene had a significant reduction in its 283 

expression when exposed to subinhibitory concentrations of vancomycin, demonstrating that the 284 

reduction in autolytic activity may be linked to the low expression of the gene. In vancomycin therapy 285 

for MRSA infections, changes in expression of the walKR, and/or amino acid exchanges in walK/ walR 286 

have often been reported to convert VSSA to hVISA/VISA [26].  287 

The hVISA isolates 199SA and 203SA presented the relative gene expression upregulated to all 288 

TCRS tested (graSR, vraSR, and walKR), and the 68SA isolate exhibited downregulation to graSR and 289 

walKR TCRS. In summary, expressions of graSR/ vraSR/ walKR were variable in hVISA 290 

clinical isolates, which reflects the molecular complexity of the vancomycin heteroresistance phenotype. 291 
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Fig. 1. Gene expression analysis previously linked with reduced susceptibility to vancomycin. 480 

 481 

9SA, 27SA, 41SA, 54SA, 68SA, 131SA, 185SA, 199SA, 203SA, and 212SA means the 482 

identification of ten hVISA clinical isolates. White bars (C) are the control, the condition in which the 483 

isolate was not exposed to vancomycin. Black bars (VT) are the vancomycin treatment, the 484 

condition in which the isolate was exposed to vancomycin. Values represent the mean of results obtained 485 

for three replicates independently grown cultures for each isolate. Error bars indicate the standard 486 

deviation of comparisons between three replicates. P value was determined by paired t-test and p ≤ 0.05 487 

was considered significant. * p ≤ 0.05. ** p ≤ 0.01. *** p ≤ 0.001. 488 

 489 
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Table 1. Control stains and clinical isolates included in the study. 509 

agr: accessory gene regulator; hVISA: heterogeneous vancomycin intermediate Staphylococcus aureus; 510 

MICVAN: minimum inhibitory concentration of vancomycin; MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus 511 

aureus; MSSA: methicillin-susceptible Staphylococcus aureus; Mu3: Staphylococcus aureus 512 

ATCC®700698; Mu50: Staphylococcus aureus ATCC®700699; SA: Staphylococcus aureus; SA13: 513 

Staphylococcus aureus ATCC®29213; SCCmec: Staphylococcal cassette chromosome mec; VISA: 514 

vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus; VRSA: vancomycin-resistant Staphylococcus aureus; 515 

VSSA: vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus. 516 

 517 

 518 

 519 

 520 

 521 

 522 

 523 

 524 

 525 

 526 

 527 

 528 

 529 

 530 

 531 

 532 

 533 

 534 

Strain Specimen Phenotype MICVAN/ sub-MICVAN (μg/mL) SCCmec/ agr type 

SA13 Wound MSSA/VSSA 1.0/ 0.5 -/ II 

Mu3 Sputum MRSA/ hVISA 1.0/ 0.5 II/ II 

Mu50 Surgical wound MRSA/ VISA 4.0/ 2.0 II/ II 

9SA Sputum MRSA/ hVISA 1.0/ 0.5 III/ I 

27SA Blood MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 I/ II 

41SA Blood MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 I/ II 

54SA Sputum MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 III/ I 

68SA Blood MRSA/ hVISA 1.0/ 0.5 I/ II 

131SA Blood MRSA/ hVISA 1.0/ 0.5 IV/ III 

185SA Blood MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 I/ II 

199SA Blood MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 I/ II 

203SA Sputum MRSA/ hVISA 1.0/ 0.5 III/ I 

212SA Blood MRSA/ hVISA 1.5/ 0.75 IV/ III 
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Table 2. Expression of graSR, vraSR, and walKR genes in hVISA exposed to vancomycin.  535 

Isolatea 
Relative gene expressionc 

graSR p-valued vraSR p-value walKR p-value 

9SA (C/VT)b 0.23 0.001f 1.57 0.017e 0.97 0.417 

27SA (C/VT) 1.84 0.065 0.32 0.000f 1.84 0.035e 

41SA (C/VT) 0.99 0.673 1.10 0.019e 1.03 0.560 

54SA (C/VT) 0.97 0.094 1.29 0.057 1.23 0.030e 

68SA (C/VT) 0.45 0.002f 0.92 0.320 0.43 0.003f 

131SA (C/VT) 2.19 0.001e 2.08 0.002e 1.67 0.086 

185SA (C/VT) 0.79 0.044e 5.50 0.001e 1.77 0.000e 

199SA (C/VT) 4.59 0.032e 4.12 0.005e 5.18 0.003e 

203SA (C/VT) 4.90 0.008e 5.96 0.002e 4.56 0.001e 

212SA (C/VT) 1.52 0.007e 1.76 0.005e 1.09 0.384 
a 9SA, 27SA, 41SA, 54SA, 68SA, 131SA, 185SA, 199SA, 203SA, and 212SA mean the 536 

identification of ten hVISA clinical isolates. 537 

b C means control, the condition in which the isolate was not exposed to vancomycin. VT means 538 

vancomycin treatment, the condition in which the isolate was exposed to vancomycin. 539 

c The value of the relative gene expression was the average of three independent experiments. The result 540 

represents the gene expression in the isolate when exposed to vancomycin. 541 

d The data were analyzed using paired t-test and p values were determined. P values of < 0.05 were 542 

considered significant. 543 

e The treatment showed gene expression significantly higher than the control. 544 

f The treatment showed gene expression significantly less than the control. 545 
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