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RESUMO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ¢ uma das causas mais
frequentes de infecg¢des relacionadas a assisténcia a satide e comunitarias, € com seu avango, a
vancomicina tornou-se a principal opgao terapéutica. Entretanto, o seu uso indiscriminado
favoreceu o surgimento de MRSA tolerante (VIT-MRSA) e com reduzida susceptibilidade a
vancomicina (hVISA e VISA), comumente associados com falhas no tratamento, bacteremia
persistente, hospitalizag@o prolongada e desfechos clinicos adversos. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi analisar as caracteristicas moleculares de isolados clinicos de MRSA com e
sem susceptibilidade reduzida a vancomicina. Este estudo observacional transversal foi
realizado com 177 MRSA isolados entre 2012 e 2014 de hospitais em Porto Alegre, RS, Brasil.
Para todos os isolados foi determinado o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, a
concentracgdo inibitdria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM). A triagem
para hVISA foi conduzida em dgar BHI contendo 3 e 6 pg/mL de vancomicina (BHIA-3V e
BHIA-6V), e a confirmagdo do fendtipo foi determinada através da Andlise do Perfil
Populacional - Area Abaixo da Curva (PAP-AUC). A detecgéio dos genes de viruléncia e a
tipagem molecular do SCCmec e agr foi realizada por PCR convencional e PCR multiplex,
respectivamente. Dos 177 MRSA, 13,6% foram tolerantes e 5,1% heterorresistentes a
vancomicina, sendo significativa a presenca de hVISA entre os VI-MRSA (p <0,001). Baixos
niveis de resisténcia foram observados para tetraciclina (22,0%), sulfametoxazol-trimetoprima
(27,1%) e rifampicina (31,1%). Porém, em isolados de hVISA estes antimicrobianos
demonstraram pior desempenho do que em ndo-hVISA. Os genes de viruléncia mais frequentes
nos isolados foram Ald (90,4%) e hla (87,6%). Entre os VI-MRSA, a presenca do SCCmec 11
foi significativamente maior do que em MRSA (p = 0,025), enquanto o SCCmec III foi
predominante entre os MRSA e hVISA. O polimorfismo do agr predominante entre os MRSA,
VT-MRSA e hVISA foi do tipo II, sendo significativa a presen¢a deste em VI-MRSA (p =
0,032) e hVISA (p = 0,046). Isolados com agr Il e SCCmec II ou III, que s@o susceptiveis a
vancomicina por testes convencionais, poderiam estar associados a falhas no tratamento com
vancomicina, talvez porque apresentam reduzida susceptibilidade a vancomicina, ndo detectada
rotineiramente. Nesse contexto, estudos como este sdo essenciais para a tomada de decisdo
clinica na escolha do antimicrobiano adequado para o tratamento das infec¢des causadas por

esses microrganismos multirresistentes.

PALAVRAS-CHAVE: agr; Genes de viruléncia; hVISA; MRSA; SCCmec; VT-MRSA.



ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the most frequent causes
of healthcare-associated and community-acquired infections and with its advancement,
vancomycin became the main therapeutic option. However, its indiscriminate use favored the
emergence of tolerant MRSA (VT-MRSA) and with reduced susceptibility to vancomycin
(hVISA and VISA), commonly associated with vancomycin treatment failure, persistent
bacteremia, prolonged hospitalization and adverse clinical outcome. Therefore, the aim of this
work was to analyze the molecular characteristics of clinical isolates of MRS A with and without
reduced vancomycin susceptibility. This cross-sectional observational study was conducted
with 177 strains of MRSA isolated between 2012 and 2014 from hospitals in Porto Alegre, RS,
Brazil. For all isolates it was determined the antimicrobial susceptibility profile, the minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The screening
for hVISA was conducted in BHI agar containing 3 pg/mL and 6 pg/mL of vancomycin (BHIA-
3V and BHIA-6V) and the phenotype confirmation was determined through Population
Analysis Profile-Area Under the Curve (PAP-AUC). The detection of the virulence genes and
molecular typing of SCCmec e agr were performed by conventional PCR and multiplex PCR,
respectively. Among the 117 MRSA isolates, 13.6% were tolerant and 5.1% were vancomycin
heteroresistant and the presence of hVISA was significant among the VI-MRSA (p < 0.001).
Low levels of resistance were observed to tetracycline (22.0%), trimethoprim-sulfamethoxazole
(27.1%) and rifampicin (31.1%). However, in hVISA isolates these antimicrobials
demonstrated worst performance than in non-hVISA. The most frequent virulence genes in the
isolates were hld (90.4%) and hla (87.6%). Among VT-MRSA, SCCmec Il presence was
significantly higher than in MRSA (p = 0.025), while the SCCmec 111 was predominant among
MRSA and hVISA. The predominant agr polymorphism among MRSA, VT-MRSA and
hVISA was type II, being its presence significant in MRSA (p =0.032) and hVISA (p = 0.046).
Isolates with agr Il and SCCmec types II or III, that are susceptible to vancomycin in
conventional tests, could be associated with treatment failures by vancomycin, maybe because
they present reduced vancomycin susceptibility not routinely detected. In this context, studies
like this one are essential to clinical decisions in the choice of the appropriate antimicrobial for

the treatment of infections caused by these multiresistant microorganisms.

Keywords: agr; Virulence genes; hVISA; MRSA; SCCmec; VT-MRSA.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma das causas mais frequentes de infec¢des relacionadas a
assisténcia a satde e comunitarias, as quais podem apresentar altos indices de morbidade e
mortalidade (CASAPAO etal.,2014; ZHANG et al., 2015). Devido ao seu potencial patogénico
¢ responsavel por causar uma gama de infec¢des que se caracterizam pela variedade de
manifestagdes clinicas, incluido desde quadros localizados, como infec¢des na pele e de tecidos
moles, até doengas sist€émicas de alta letalidade, tais como bacteremia, osteomielite e
endocardite (EDWARDS, MASSEY e CLARKE, 2012; YAMAMOTO et al., 2013).

Esta multiplicidade de infec¢des causadas por S. aureus esta relacionada a um arsenal
de fatores de viruléncia que auxiliam na adesfo as células hospedeiras, evasdo do sistema
imune, invasdo dos tecidos, producdo de toxinas e disseminag¢do do patéogeno, os quais
contribuem para o estabelecimento e a permanéncia do processo infeccioso (TONG, CHEN e
FOWLER, 2012; ALFATEMI et al., 2014; YU et al., 2015). A expressdo da maioria dos fatores
de viruléncia é coordenada pelo regulador gene acessorio (agr), principal sistema quorum
sensing que controla a expressdo de genes associados a viruléncia do Staphylococcus aureus
(GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; KONG, NEOH e NATHAN, 2016).

O aumento das infecgdes estafilocdcicas aliadas ao uso irracional de antimicrobianos
acarretou no aparecimento de S. aureus capaz de produzir mecanismos de resisténcia frente a
varias classes de antimicrobianos, o que torna dificil o tratamento e agrava o processo
infeccioso (AVENT et al., 2013). A resisténcia a meticilina (MRSA) surge devido a aquisi¢ao
de genes que codificam proteinas ligadoras de penicilinas alteradas (PBP2a), mecA ou mecC,
contidos no elemento genético movel denominado cassete cromossomico estafilococico mec
(SCCmec) (PATERSON et al., 2014). Este além de carregar os genes de recombinases, genes
de resisténcia a meticilina e seus reguladores, podem carrear determinantes de resisténcia a
outras classes de antimicrobianos (TURLEJ, HRYNIEWICZ ¢ EMPEL, 2011; ITO et al.,
2014).

Com o avanco das infecgdes causadas por MRSA, a vancomicina tornou-se a principal
opcdo terapéutica. Contudo, o uso constante deste glicopeptideo e, por conseguinte o aumento
da pressdo seletiva, trouxeram como consequéncia o aparecimento de MRSA tolerante (VT-
MRSA) (CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015a) e com reduzida susceptibilidade a
vancomicina (hVISA e VISA) (GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015; KOH et al., 2016).

Staphylococcus aureus com heterorresisténcia a vancomicina (hVISA) sdo isolados de MRSA
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sensiveis a vancomicina, mas com uma subpopulagdo de células que apresentam reduzida
susceptibilidade (LIN et al., 2012; VAS et al., 2014). Os mesmos estdo comumente associados
com falhas no tratamento por vancomicina, bacteremia persistente, hospitalizagdo prolongada
e desfechos clinicos adversos (GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015; HU et al., 2015; DA
COSTA etal., 2016; HUANG et al., 2016).

O tratamento de infecgdes estafilococicas tem se tornado um grande desafio para a
clinica médica, pois além de se tratar de um microrganismo com grande potencial de viruléncia,
as op¢des de antimicrobianos tém sido reduzidas a partir do surgimento da resisténcia a
penicilina, a meticilina e, mais recentemente, & vancomicina. Nesse contexto, conhecer as
caracteristicas fenotipicas e moleculares de S. aureus resistente a meticilina e com reduzida
susceptibilidade a vancomicina é necessario para entender e controlar a sua dissemina¢&o, como

também auxiliar na antibioticoterapia desse microrganismo multirresistente.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcus aureus

Microrganismos do género Staphylococcus sdo cocos gram-positivos pertencentes a
familia Staphylococcaceae, imdveis, ndo formadores de esporos, com didmetro aproximado de
0,5 a 1,5 mm. Quando observados em microscopia Optica, aparecem como células unicas, em
pares ou agrupadas (KONEMAN et al., 2008; MADIGAN et al., 2016).

Até o momento, o género Staphylococcus possui 52 espécies e 28 subespécies (LPSN,
2016), sendo Staphylococcus aureus uma das espécies de maior importancia clinica
(OLIVEIRA et al., 2014). Este microrganismo foi identificado pela primeira vez em 1880, no
Reino Unido, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, em pus de abscessos cirurgicos
(KONEMAN et al., 2008).

Staphylococcus aureus cresce em meios de cultura ndo seletivo com coldnias lisas,
arredondadas e brilhantes, em condi¢do otima de crescimento a 37°C, podendo variar sua
coloracdo de clara a dourada dependendo da temperatura de cultivo. Possui alta capacidade de
adaptacdo, podendo sobreviver e se multiplicar em ambientes hostis. E anaerébico facultativo,

apresenta crescimento em agar sal manitol, provoca beta-hemolise em agar sangue, e produz as
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enzimas catalase, coagulase e DNAse (KONEMAN et al., 2008; INGRAHAM e INGRAHAM,
2011).

Como microrganismo oportunista, Staphylococcus aureus se comporta tanto como
comensal quanto como patdégeno. Sdo encontrados colonizando a microbiota normal da pele e
de outros sitios anatomicos como a nasofaringe, axilas, perineo e trato gastrointestinal; podendo
tornar-se patogénico e causar diversas infec¢des, em condigdes que ocorrem a ruptura da

barreira cutanea ou a diminui¢do da imunidade (SALES e SILVA, 2012; SOLLID et al., 2014).

2.2 Patogenicidade

Staphylococcus aureus ¢ uma das causas mais frequentes de infec¢des relacionadas a
assisténcia a saide e comunitérias, as quais podem apresentar altos indices de morbidade e
mortalidade (CASAPAO et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Sua transmissdo ocorre
principalmente por contato direto com individuos colonizados ou infectados e também em
contato com superficies ou instrumentos contaminados (CHAMBERS e DELEO, 2009;
STEFANI e GOGLIO, 2010; MACAL et al., 2014; KHAN, AHMAD ¢ MEHBOOB, 2015).

A maioria das infec¢gdes provocadas por Staphylococcus aureus resulta de portadores
assintomaticos, em que o individuo pode ser colonizado por periodos curtos ou longos,
causando doenga quando ha algum comprometimento do sistema imunolégico. Na populagdo
mundial cerca de 20% a 30% das pessoas sdo portadores persistentes e 60% alberga S. aureus
de forma intermitente (DELEO et al., 2010; JENKINS et al., 2015).

O maior problema do portador assintomatico ¢ que, mesmo ndo apresentando sinais ou
sintomas clinicos de doenca ele representa potencial fonte de infecg¢do, e pode estar
disseminando o patégeno pelos ambientes em que circula (RODRIGUEZ - NORIEGA e SEAS,
2010). O estado de portador assintomatico € ainda mais preocupante, quando este ¢ um
profissional da saude. Devido a facilidade na transmissdo do S. aureus, o portador ¢ um fator
de risco importante na epidemiologia e patogénese da doenga, visto que a maioria das infec¢des
relacionadas a assisténcia a satde sdo adquiridas apds exposi¢do a maos contaminadas de
profissionais da satide ou através do contato com outros pacientes colonizados e/ou infectados
(ALVAREZ, LABARCA e SALLES, 2010).

Staphylococcus aureus é um patégeno versatil, responsavel por causar uma gama de

infecgdes que se caracterizam pela variedade de manifestagdes clinicas, incluido desde quadros
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localizados até doengas sist€émicas de alta letalidade (EDWARDS, MASSEY ¢ CLARKE,
2012; SMITH et al., 2012). Dentre as principais sindromes infecciosas causadas por S. aureus,
podemos elencar trés tipos principais: infec¢des superficiais, tais como infec¢des na pele e
tecidos moles; infecgdes sistémicas, tais como bacteremia, osteomielite, pneumonia,
endocardite e meningite; infecgdes associadas as toxinas estafilocdcicas como intoxicacdo
alimentar, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico (BIEN, SOKOLOVA e
BOZKO, 2011; YAMAMOTO et al 2013).

A patogénese do S. aureus é complexa e depende de diversos fatores associados a
doenga clinica, os quais incluem a resisténcia aos antimicrobianos, a susceptibilidade do
hospedeiro e a expressdo de fatores de viruléncia que permitem a colonizacdo persistente,
evasdo do sistema imune e dissemina¢do no hospedeiro. O conjunto de fatores de viruléncia
necessarios para o desenvolvimento da infeccéo estafilococica depende do sitio da infecgéo, o
qual pode ser determinante na disseminac¢do do patogeno (VANDENESCH, LINA e HENRY,
2012; GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; YU et al., 2015).

2.3 Fatores de viruléncia

A multiplicidade de infec¢des por Staphylococcus aureus esté relacionada a um arsenal
de fatores de viruléncia que auxiliam na adesfo as células hospedeiras, evasdo do sistema
imune, invasdo dos tecidos, producdo de toxinas e disseminag¢do do patéogeno, os quais
contribuem para o estabelecimento e a permanéncia do processo infeccioso (TONG, CHEN e
FOWLER, 2012; ALFATEMI et al., 2014; YU et al., 2015).

A infecgdo estafilococica se inicia com a adeso as superficies, mediada por adesinas
denominadas coletivamente de componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMSs, do inglés Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Integram os MSCRAMMs a proteina A (SpA) que
se liga a regido Fc da imunoglobulina G inibindo a opsonizagao e a fagocitose; as proteinas de
ligagdo a fibronectina (FnbpA e FnbpB); a proteina de ligag¢do ao colageno (Cna); e os fatores
de agregacdo (CflA e CflB) que se ligam ao fibrinogénio conferindo propriedades
antifagociticas (BIEN, SOKOLOVA e BOZKO, 2011; COSTA et al, 2013; YAMAMOTO et
al, 2013; BROWN et al., 2014; DAYAN et al., 2016; WARYAH et al., 2016).

Alguns componentes estruturais também sao determinantes de viruléncia em S. aureus,
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tais como os polissacarideos capsulares que impedem a fagocitose e promovem a adesdo as
células hospedeiras; o peptideoglicano capaz de ativar o sistema complemento e aumentar a
quimiotaxia das células polimorfonucleares; e o acido teicoico que estimula a producéo de
interleucina-1 (KONEMAN et al., 2008; CORREAL et al., 2013).

Junto aos fatores supracitados, também produz toxinas como as enterotoxinas
estafilocdcicas (SEs) que estdo associadas a quadros de intoxicacdo alimentar; a leucocidina de
Panton-Valentine (PVL) responsavel pela formacdo de poros na membrana dos leucdcitos
induzindo a citolise; a toxina esfoliativa estafilocécica (ETs) que induz eritema e esfoliagdo da
pele, fendmeno observado na sindrome da pele escaldada; a toxina 1 da sindrome do choque
toxico estafilococcico (TSST-1), a qual estimula a proliferacdo de linfocitos T, causando a
sindrome do choque toxico; e a alfa, beta e delta-hemolisina que apresentam atividade
hemolitica (BIEN, SOKOLOVA ¢ BOZKO, 2011; VANDENESCH, LINA ¢ HENRY, 2012;
COSTA et al, 2013; YU et al., 2015; KONG, NEOH e NATHAN, 2016; WARYAH et al.,
2016).

Da mesma maneira pode secretar enzimas extracelulares como a catalase que inativa o
peréxido de hidrogénio formado pelo sistema de mieloperoxidase, no interior de células
fagociticas; a coagulase que catalisa a conversdo de fibrinogénio em fibrina; a fibrinolisina que
degrada coagulos de fibrina facilitando a disseminacdo do patégeno; a hialuronidase que
promove a disseminagdo dos microrganismos pelos tecidos, por meio da degradagdo do acido
hialuronico; a lipase que degrada lipideos ajudando a disseminar os patégenos nos tecidos
cutaneos e subcutaneos; a fosfolipase que destrdi os fosfolipidios da membrana citoplasmatica
do hospedeiro, acarretando na lise das células; e a nuclease que cliva tanto DNA como RNA
(KONEMAN et al., 2008; CORREAL et al., 2013).

A maioria dos fatores de viruléncia em Staphylococcus aureus é coordenado pelo
regulador gene acessorio (agr, do inglés accessory gene regulator), um grupamento de genes
com atividade quorum sensing (QS). O QS ¢ um mecanismo de comunicac¢do celular que
permite controlar a expressdo de genes em resposta a sua densidade populacional através da
secre¢do de moléculas autoindutoras (GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; KONG, NEOH
e NATHAN, 2016).
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2.3.1 Regulador gene acessorio

O regulador gene acessorio controla a expressdo de fatores de viruléncia do
Staphylococcus aureus que sdo expressos em determinada fase do crescimento. Durante a fase
de laténcia e inicio da exponencial, S. aureus produz fatores associados a parede celular que
auxiliam a ades@o nos tecidos e a evasdo do sistema imune. Por outro lado, durante a fase pos-
exponencial sdo secretadas as exoproteinas, e a0 mesmo tempo ocorre a diminui¢do da
regulacdo de fatores associados a parede celular, facilitando a disseminag¢do da infec¢do
(WANG e MUIR, 2016).

No locus agr (Figura 1), dois operons sdo 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 pelos genes agrA, agrB, agrC e agrD. O operon P3, que codifica
o RNA III, contém também o gene hld responsavel pela sintese da delta-hemolisina (COTAR
et al., 2012; GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; GRAY, HALL ¢ GRESHAM, 2013;
LAVERTY, GORMAN e GILMORE, 2013; GHASEMIAN et al., 2014; QUAVE e
HORSWILL, 2014; CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015b; WANG e MUIR, 2016).

Figura 1 - Estrutura do sistema agr em Staphylococcus aureus.
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Fonte: adaptada de WANG e MUIR (2016).

Os produtos dos genes agrB e agrD, respectivamente as proteinas AgrB e AgrD, se
unem formando um peptideo autoindutor (AIP, do inglés Autoinducing Peptide), que é liberado

para o meio extracelular. O AgrD, o precursor do AIP, ¢ primeiro processado proteoliticamente
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por uma peptidase ligada a membrana, AgrB, para gerar um intermedidrio tiolactona. Este
intermediario é exportado através da membrana, e entdo submetido a uma segunda clivagem
para liberar o AIP no espago extracelular (COTAR et al., 2012; GORDON, WILLIAMS e
CHAN, 2013; GRAY, HALL e GRESHAM, 2013; WANG e MUIR, 2016).

O AIP interage com o sensor de reposta AgrC, proteina transmembrana com receptores
para AIP, para causar a fosforilagdo e ativagdo do regulador de resposta, AgrA. A proteina
AgrA fosforilada, como indutor do promotor P2, regula a transcrigdio do RNA 1II e,
consequentemente, a sintese das quatro proteinas Agr fundamentais na sintese do AIP. AgrA,
como indutor do promotor P3, regula a transcricdo do RNA III, um RNA mensageiro (mRNA)
que funciona como indutor ou repressor de genes acessorios (COTAR et al., 2012; GORDON,
WILLIAMS e CHAN, 2013; GRAY, HALL e GRESHAM, 2013; WANG e MUIR, 2016).

O RNA III ativa a expressao de genes que codificam fatores de viruléncia secretados
pela célula, como exoproteinas, leucocidina, hemolisinas, superantigenos e enterotoxinas; e
reduz a expressdo de fatores de viruléncia associados a célula, tais como a coagulase,
fibronectina, proteina A e adesinas de superficie (COTAR et al., 2012; CAZARES-
DOMINGUEZ et al., 2015b; KONG, NEOH and NATHAN, 2016; WANG e MUIR, 2016).

O polimorfismo do agr em S. aureus resulta em quatro grupos, agrl, agrll, agrlll e
agrlV; baseados na ligagao especifica do AIP com o receptor AgrC. O polimorfismo nos genes
agrC e AgrD resulta em alteracdo na sequéncia de aminodcidos do AIP e no correspondente
receptor AgrC, sendo a ligagdo da AIP com seu receptor especifico para cada grupo alélico.
Quando ocorre ligagdo de um AIP de um grupo alélico ao receptor AgrC de um outro grupo, o
AIP ndo produz fator intrinseco e ndo produz o sinal através da proteina AgrC, funcionando,
portanto, como um antagonista. Um AIP somente é agonista para seu proprio grupo alélico, de
forma que bactérias de grupo agr diferentes interferem na regulacdo de proteinas acessorias
uma com a outra (NOVICK et al., 2008; GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; GRAY,
HALL e GRESHAM, 2013; WANG e MUIR, 2016).

Uma relagdo entre grupo agr (I-IV) e tipo de infec¢des tem sido descrita para
Staphylococcus aureus. Em 2016, no estudo realizado por Goudarzi e colaboradores (2016), S.
aureus pertencente ao agr do grupo I foi prevalente em infe¢des ndo invasivas e agr do grupo
II em infec¢des invasivas. Corroborando com este resultado, Rasmussen e colaboradores (2013)
mostrou uma associa¢do significativa entre o agr do grupo II com infec¢des invasivas

estafilocdcicas. No trabalho de Cotar e colaboradores (2012), agr do grupo III foi predominante
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em infec¢des no trato respiratorio. E a presenca do agr IV em S. aureus foi relacionado com a
sindrome da pele escaldada estafilocécica, no estudo de Lamand e colaboradores (2012).

Apesar da importancia do agr para a viruléncia estafilococica, alguns estudos sugerem
que a disfung¢éo no agr confere vantagens de sobrevivéncia para o microrganismo (CHONG et
al., 2013) e piores desfechos em pacientes com infec¢des por Staphylococcus aureus (PARK et
al., 2015). No estudo conduzido por Chong e colaboradores (2013), a disfun¢do no agr foi
associada com bacteremia persistente causada tanto por MRSA quanto por MRSA com
heterorresisténcia a vancomicina. Em 2014, Viedma e colaboradores (2014) avaliou a relacdo
entre disfuncdo no agr e reduzida susceptibilidade para vancomicina (RSV) e os resultados
mostraram associacdo significativa com RSV causada por S. aureus e disfungdo no locus agr.
Corroborando com este resultado, Schweizer e colaboradores (2011) ao avaliar 814 pacientes
com bacteremia por S. aureus observou uma significativa associag@o entre disfuncdo do agr e
mortalidade de pacientes com infecgdes estafilocdceicas.

Além da importancia do agr para a patogenicidade estafilococica, varios estudos t€ém
mostrado uma relagdo entre polimorfismo do grupo agr e reduzida susceptibilidade a
vancomicina em S. aureus. Alguns dados t€ém demostrado que agrll estd frequentemente
associado com reduzida susceptibilidade e com falhas no tratamento com vancomicina
(CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015b; PARK et al., 2015; CECHINEL et al., 2016). Além
disso, Cechinel e colaboradores (2016), relatou que o risco de morte aumenta 12,6 vezes em
pacientes com bacteremia por MRSA que expressa o agrll quando comparado com aqueles
com bacteremia por MRSA que expressa outro tipo do agr. No estudo conduzido por Cazares-
Dominguez e colaboradores (2015b), o polimorfismo do agr tipo II foi o mais prevalente entre
isolados de MRSA resistente a multiplos antimicrobianos. Em 2015, Park e colaboradores
(2015) ao avaliar 188 MRSA de cultura sanguinea observou que entre os MRSA com CIM de

2 ng/mL a presenca do agrll foi significativa quando comparado com outros tipos do agr.

2.4 Resisténcia aos antimicrobianos

2.4.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

A penicilina foi descoberta em 1928, pelo médico Alexander Fleming, sendo o farmaco
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de escolha para o tratamento de infec¢des estatilocdcicas, no inicio de 1940. No entanto, ja em
1942 foi descrito o primeiro caso de S. aureus resistentes a este antimicrobiano, devido a
produgdo de beta-lactamase (penicilinase) codificada pelo gene blaZ. Esta enzima degrada o
anel beta-lactamico da penicilina, tornando-se assim incapaz de inibir a sintese da parede celular
bacteriana (CHAMBERS e DELEO, 2009; DUMITRESCU et al., 2010; MOELLERING et al.,
2012; STRYJEWSKI e COREY, 2014).

A introdug¢do da meticilina, penicilina semissintética resistente a penicilinase, na década
de 1960, possibilitou um avango na terapéutica antiestafilococica. O mecanismo de a¢do dos
antimicrobianos beta-lactamicos sdo as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs, do inglés
Penicillin Binding Proteins); transpeptidases responsadveis por reagdes envolvidas na sintese da
parede celular bacteriana constituem alvos de a¢do dos beta-lactamicos. Ao interagir com essa
enzima, o beta-lactamico impede a forma¢do completa da camada de peptideoglicano,
desencadeando a morte bacteriana (CHAMBERS, 1999; MIMICA, 2012).

Contudo, em 1961, logo apds sua introdugdo na clinica foi identificado o primeiro
isolado de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus). A resisténcia a meticilina ocorre devido a aquisi¢do do gene
mecA (2,1Kb), que codifica uma proteina de liga¢do a penicilina alterada (PBP 2a ou PBP2’;
77 kDa). Esta apresenta baixa afinidade ao anel beta-lactamico, o que possibilita a sintese da
parede celular de maneira integra, tornando-se assim resistente a todos os antimicrobianos beta-
lactdmicos com excecdo das cefalosporinas de quinta geracdo. Esse gene € parte integrante de
um elemento genético mével (MGE, do inglés Mobile Genetic Element) denominado cassete
cromossdmico estafilocdcico mec (SCCmec, do inglés Staphylococcal Cassette Chromosome
mec), que se encontra localizado em uma regido especifica do genoma, denominado attBscc (do
inglés, SCCmec attachment site), na extremidade 3° do gene orfX (SHORE et al., 2011; OTTER
e FRENCH, 2012; STEFANI et al., 2012; FIGUEIREDO e FERREIRA, 2014, PATERSON et
al., 2014).

Além do gene mecA, recentemente foi descoberto o gene mecC que codifica uma
proteina homologa a PBP 2a, que possui 70% de identidade com mecA. O gene mecC faz parte
do SCCmec XI e esta relacionado com a transmissio zoondtica de MRSA (GARCIA-
ALVAREZ etal.,2011; STEGGER etal., 2012; BECKER et al., 2013; DEPLANO et al., 2014;
GARCIA-GARROTE et al., 2014; PATERSON et al., 2014; KERSCHNER et al., 2015).

A identificagdo de MRSA pode ser feita por métodos classicos, automatizados ou

moleculares, que caracterizam a espécie e determinam o perfil de susceptibilidade aos
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antimicrobianos. Os testes de susceptibilidade, segundo o CLSI (2015), podem ser feitos por
disco-difusdo com cefoxitina ou por microdilui¢do com oxacilina para determinagdo da
resisténcia aos beta-lactamicos. A detec¢do do gene mecA (KONDO et al., 2007) ou mecC
(STEGGER et al., 2012) por PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) ¢ considerado o

método padrdo-ouro para a confirmagdo de isolados de S. aureus com resisténcia a meticilina.

2.4.1.1 Cassete cromossdmico estafilococico mec

O gene mecA estd localizado no elemento genético movel denominado SCCmec
(Figura 2), que ¢ constituido basicamente pela presenga de repeti¢des diretas (ID, do inglés
Direct Repeats) e invertidas (IR, do inglés Inverted Repeats), pelo complexo do gene mec e do
gene ccr, e pelas regides de jun¢do (J; do inglés Junkyard) (IWG-SCC, 2009; TURLEJ,
HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura geral do elemento SCCmec.
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Fonte: adaptada de HIRAMATSU et al. (2013).

As sequéncias de repetigdes terminais flanqueiam o SCCmec no genoma bacteriano,
especificado pela complementariedade de bases. O complexo mec contém o gene de resisténcia
a meticilina (mecA) e seus reguladores (mecR1 e mecl), sequéncias de inser¢do (IS43/ ou
IS1272), e em S. aureus é categorizado pela classe A, B, C e E. O complexo ccr é composto
pelos genes de recombinases (ccr, do inglés cassette chromosome recombinases), responsaveis
por integrar ou excisar o SCCmec no genoma, e regides de leitura aberta (ORFs, do inglés Open
Reading Frames). As regides variaveis do SCCmec sdo as regides J (J1, J2 e J3), que estdo

localizadas estruturalmente entre e ao redor dos complexos (mec e ccr), que podem conter
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determinantes de resisténcias a outras classes de antimicrobianos (IWG-SCC, 2009; LI et al.,
2011; TURLEJ, HRYNIEWICZ ¢ EMPEL, 2011; HIRAMATSU et al., 2013; ITO et al., 2014;
LAWUNG et al., 2014; MONECKE et al., 2016).

A expressdo do gene mecA € controlada pelo sistema de genes regulatérios mecl e
mecR1, presentes no genoma do MRSA. O gene mecl, codifica proteina repressora (Mecl), que
reprime a transcri¢do do gene mecA e seus reguladores mecR1 e mecl na auséncia dos beta-
lactamicos, através da ligacdo a regido operadora destes genes. Isso significa que na auséncia
do beta-lactamico no ambiente em que a bactéria esta exposta, ndo ocorrera transcri¢do do gene
mecA e nem de seus genes reguladores. Ja o mecR1, codifica proteina indutora (MecR1), que
na presenca do beta-lactimico cliva a proteina repressora Mecl, que estd ligada a regido
operadora do mecA, permitindo assim a transcri¢do do gene mecA e subsequente sintese da
proteina de ligagdo a penicilina alterada (DEURENBERG ¢ STOBBERINGH, 2008; ITWG-
SCC, 2009; TURLEJ, HRYNIEWICZ ¢ EMPEL, 2011).

A integragdo e excisdo do SCCmec no cromossomo, ¢ mediada pelas recombinases da
familia invertase/resolvase e, por isso, sdo responsaveis pela mobilidade do SCCmec. As
recombinases sdo codificadas por trés genes ccr filogeneticamente distintos, ccrA, ccrB e ccrC,
com similaridade nucleotidica abaixo de 50%. Em geral, genes ccr com identidade nucleotidica
maior que 85% sdo designados ao mesmo alo6tipo, enquanto que genes ccr de diferentes alotipos
tem identidade nucleotidica entre 60% e 82%. Os genes ccrA, ccrB e ccrC sdo diferenciados
em quadro (ccrAl, ccrA2, ccrA3 e ccrA4), cinco (ccrBl, ccrB2, ccrB3, ccrB4 e ccrB6) e dois
(ccrCl e ccrC2) alotipos, respectivamente. Com base nas diferencas e combinagdes dos aldtipos
ccr, oito tipos do complexo ccr ja foram distrito em S. aureus (IWG-SCC, 2009; TURLEJ,
HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014; WU et al., 2015)

Além do complexo mec e ccr, 0 SCCmec contém trés regides J, designadas J1, J2 e J3,
as quais constituem componentes ndo essenciais do SCCmec. A regido J1 se situa entre a jungdo
direita do SCCmec e complexo ccr, enquanto que a regido entre os complexos ccr e mec €
denominada regido J2. A regido J3 se expande a partir do complexo mec até a orfX. Assim, a
composi¢do de todos os SCCmec sdo (orfX) J3-mec-J2-ccr-J1 (Figura 2). Com exce¢do do
SCCmec VII e SCCmec IX, o complexo ccr esta posicionado entre as regides J3 e J2 ¢ o
complexo mec entre as regides J2 e J1 (TURLEJ, HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al.,
2014).

Apesar das regides J serem consideradas menos importantes em termos de fungdes do

SCCmec, estas regides sdo epidemiologicamente significativas, uma vez que podem servir
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como alvos para plasmideos (pUB110 e pT181) ou transposons (Tn4001, Tn554 ¢ ¥YTn554),
os quais podem carrear determinantes de resisténcia a outras classes de antimicrobianos e a
metais pesados. O plasmideo pUB110 carreia o gene ant (4') que codifica resisténcia a
kanamicina e tobramicina, e o gene ble que confere resisténcia a bleomicina; frequentemente
presentes em SCCmec 11, e ocasionalmente em SCCmec 1 e IV. O pT181, plasmideo que possui
o gene fefK, responsavel pela resisténcia a tetraciclina € identificado na maioria dos SCCmec
tipos Il e V. A presenga do gene aacA-aphD, no transposon Tn4001, codifica resisténcia aos
aminoglicosideos e ¢ detectado no SCCmec IV. O transposon Tn354, presente em SCCmec 11
e VIII, possui o gene ermA e spc que codificam resisténcia a eritromicina e espectinomicina,
respectivamente. E o W Tn554, transposon que contém o cad, gene que codifica resisténcia para
cadmio encontrado em SCCmec tipo III (DEURENBERG ¢ STOBBERINGH, 2008; TURLEJ,
HRYNIEWICZ e EMPEL, 2011; ITO et al., 2014).

Os tipos de SCCmec sdo definidos pela combinacéo da classe do complexo mec e o tipo
de complexo ccr, e os subtipos de acordo com as diferengas nas regides J (LI et al., 2011;
SHORE et al., 2011; TURLEJ, HRYNIEWICZ ¢ EMPEL, 2011; WU et al., 2015). Até o
momento, existem doze tipos de SCCmec (I-XII), e esta classificagdo é muito utilizada na
tipagem molecular de MRSA (GOULD, 2012; MARTINS et al., 2014).

O primeiro tipo de SCCmec foi identificado no Japao, 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 Il e III (ITO et al.,
2001). Desde entdo, foram descobertos o SCCmec IV (MA et al., 2002), SCCmec V (ITO et al.,
2004), SCCmec VI (OLIVEIRA, MILHEIRICO e DE LENCASTRE, 2006), SCCmec VII
(BERGLUND et al., 2008), SCCmec VIII (ZHANG et al., 2009), SCCmec 1IX e X
(MCCARTHY e LINDSAY, 2010), SCCmec XI e SCCmec XII (WU et al., 2015). As

especificagdes de cada tipo de elemento SCCmec estdo listadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Especificagdes dos tipos de SCCmec?.

SCCmec Complexo mec Estrutura do complexo mec Complexo ccr
I B [S431-mecA-AmecR1-1S1272 1 (A1B1)
II A IS431-mecA-mecR1-mecl 2 (A2B2)
II1 A [S431-mecA-mecR1-mecl 3 (A3B3)
v B IS431-mecA-AmecR1-1S1272 2 (A2B2)
A" c2¢ [S431-mecA-AmecR1-1S431 5(C1)
VI B [S431-mecA-AmecR1-1S1272 4 (A4B4)
VII C1b [S431-mecA-AmecR1-1S431 5(C1
VIII A [S431-mecA-mecR1-mecl 4 (A4B4)
IX Cc2¢ [S431-mecA-AmecR1-1S431 1 (A1B1)
X C1° [S431-mecA-AmecR1-1S431 7 (A1B6)
XI E¢ blaZ-mecAiGa2s1-mecR11.Ga2s1-mecliGasi 8 (A1B3)
XII c2°¢ [S431-mecA-AmecR1-1S431 9(C2)

?Tabela adaptada de WU et al. (2015) e IWG-SCC (2016).
b Classe C1: IS431 upstream e downstream do mecA sdo organizados na mesma direco.
“Classe C2: IS431 upstream e downstream do mecA sdo organizados em dire¢do oposta.

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

2.4.1.2 CA-MRSA, HA-MRSA e LA-MRSA

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, surgiram na década de 60, apos a
introducdo da meticilina na pratica clinica, e rapidamente se disseminaram em ambientes
hospitalares. Ja na década de 80, foram reportados casos de infec¢des fora do ambiente
hospitalar causadas por linhagens especificas de MRSA, denominadas MRSA adquiridos na
comunidade (CA-MRSA, do inglés Community Acquired Methicillin Resitant Staphylococcus
aureus), que possuilam como caracteristica principal maior susceptibilidade aos
antimicrobianos e maior viruléncia associada, quando comparado as linhagens hospitalares
(HA-MRSA, do inglés Hospital Acquired Methicillin Resitant Staphylococcus aureus)
(CAMERON, HOWDEN e PELEG, 2011; HIRAMATSU et al., 2013; SOWASH e
UHLEMANN, 2014).

O CA-MRSA, segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC, do inglés
Centers for Disease Control and Prevention), deve ser isolado de pacientes comunitarios ou

em até 48 horas apds a admissdo no hospital, que ndo apresentam histérico de infecg¢do ou
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colonizagdo por MRSA, sem relatos de internagdo prévia ou submissdo a procedimentos
invasivos no ultimo ano. Normalmente estdo associados com infec¢des de pele em pacientes
jovens saudaveis, apresentam resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos, ¢ possuem o
SCCmec dos tipos IV ou V. Em alguns casos, estdo associados com a producdo da leucocidina
de Panton-Valentaine, que conferem aos CA-MRSA maior viruléncia (OTTER e FRENCH,
2012; OTTO, 2012; OTTO, 2013; SOWASH ¢ UHLEMANN, 2014; KALE ¢ DHAWAN,
2016).

HA-MRSA, por sua vez, sdo mais prevalentes em pacientes com doengas graves,
hospitalizagdo prolongada e/ou uso prévio de antimicrobianos. Acometem principalmente
idosos, neonatos, imunocomprometidos e pacientes sob dialise, pos cirurgia ou em uso de
dispositivos invasivos. Normalmente albergam o SCCmec dos tipos I, II ou III e apresentam
resisténcia a multiplos antimicrobianos (OTTER e FRENCH, 2012; CHEN et al., 2013;
HIRAMATSU 2013; SOWASH ¢ UHLEMANN, 2014).

Até alguns anos atras, as linhagens de MRSA poderiam ser classificadas como CA-
MRSA ou HA-MRSA, de acordo com a sua patogenicidade, resisténcia aos antimicrobianos e
caracterizacdo molecular. Porém hoje ja se observa algumas linhagens de CA-MRSA no
ambiente hospitalar bem como algumas linhagens de HA-MRSA na comunidade (OTTER e
FRENCH, 2012; YAMAMOTO et al., 2013).

Recentemente, em animais, surgiu uma nova estirpe MRSA com potencial zoondtico,
tendo sido designada de MRSA associado a animais de produgdo (LA-MRSA, do inglés
livestock-associated Methicillin Resitant Staphylococcus aureus). Sabe-se que o LA-MRSA se
originou em humanos como S. aureus suscetivel a meticilina, tendo se disseminado,
posteriormente, para os animais de produ¢do, onde adquiriu resisténcia a meticilina. Dados
sugerem que a transmissdo de humanos para os animais foi acompanhada por uma diminuig¢ao
da capacidade de colonizagdo, transmissdo e viruléncia, nesse hospedeiro, contudo LA-MRSA

tem sido frequentemente identificado em infe¢des humanas (PANTOSTI, 2012; SMITH, 2015).

2.4.1.3 Relevancia clinica

O surgimento de MRSA ¢ um desafio importante na terapia estafilocdcica, ndo apenas

por serem causadores de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude e comunitarias, mas
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também por apresentar resisténcia a multiplos antimicrobianos, o que limita as op¢des para a
antibioticoterapia (OTTER e FRENCH, 2010).

No estudo realizado, entre 2004 a 2009, em 36 paises da América Latina, Asia, Africa
e Europa pelo Consoércio Internacional de Controle de Infecgdes Nosocomiais (INICC, do
inglés International Nosocomial Infection Control Consortium), a resisténcia a meticilina foi
observada entre 71% a 84% dos isolados de S. aureus (ROSENTHAL et al., 2014). Entre 2009
a 2010, 69.475 infec¢des hospitalares (HAI, do inglés Healthcare Associated Infection)
ocorridas em 2.039 hospitais foram reportados para a Rede de Seguranca Nacional de Saude
(NHSN, do inglés National Healthcare Safety Network). Neste estudo, S. aureus foi o patogeno
mais prevalente em HAI (15,6%) e em infec¢des de sitios cirargicos (30,4%) (SIEVERT et al.,
2013).

Em 2011, segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, 80.461 pacientes
foram diagnosticados com infec¢do invasiva por MRSA, sendo que 11.285 casos resultaram
em morte nos EUA (CDC, 2013). Entre 2011 a 2014, 365.490 infec¢des hospitalares ocorridas
em 4.515 hospitais foram reportados para a Rede de Seguranga Nacional de Saude. Neste
estudo, S. aureus foi o segundo patdégeno mais frequente em HAI (11,8%) e o mais prevalente
em infecgdes de sitios cirurgicos (20,7%) (WEINER et al., 2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saiade (WHO, do inglés World Health
Organization), obtidos no primeiro relatério global de resisténcia aos antimicrobianos, a
prevaléncia de MRSA em todas as regides estudadas foi maior que 20%, e em algumas excedia
80%. Além disso, nos pacientes com infecgdes por MRSA houve um aumento significativo na
mortalidade (p < 0,00001), na progressdo para choque séptico (p < 0,0001) e prolongada
permanéncia no hospital (p < 0,00001) quando comparado com infec¢des por MSSA (WHO,
2014).

No estudo realizado durante o ano de 2014, em nove estados dos Estados Unidos pelo
Sistema de Vigilancia Nucleo Bacteriano Ativo (ABCs, do inglés Active Bacterial Core
Surveillance) reportou a estimativa nacional e a taxa de mortalidade (em 100.000 habitantes
por ano) em doengas invasivas causadas por MRSA. Os casos de doengas foram
epidemiologicamente classificados em: infec¢do de inicio hospitalar (HO, do inglés Hospital
Onset), infec¢do associada a assisténcia a saude com inicio comunitdrio (HACO, do inglés
Healthcare-Associated Community-Onset) e infec¢do associada a comunidade (CA, do inglés

Community- Acquired). A estimativa nacional e a taxa de mortalidade em HO, HACO e CA
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causadas por MRSA foram 2.106 e 0,66 (0,32-1,34); 5.637 e 1,77 (1,10-2,93); 1.316 e 0,41
(0,18-0,87), respectivamente (CDC, 2014).

2.4.2 Staphylococcus aureus com reduzida susceptibilidade a vancomicina

A vancomicina, antimicrobiano da classe dos glicopeptideos, foi aprovada em 1958 pela
Administragdo de Alimentos e Medicamentos (FDA, do inglés Food and Drug Administration)
para o tratamento de infec¢Oes causadas por Staphylococcus aureus resistente a penicilina. No
entanto, a meticilina e a cefoxitina, foram aprovadas logo depois apresentando menor
toxicidade. Devido a toxicidade da vancomicina, o seu uso ficou reservado para pacientes
alérgicos aos antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos ou com infec¢des causadas por
microrganismos resistentes aos novos antimicrobianos (LEVINE, 2006).

Esse antimicrobiano atua inibindo a sintese da parede celular de microrganismos gram-
positivos, ao ligar-se no terminal carboxilico de residuos D-alanina-D-alanina dos precursores
peptidicos, formando um complexo ndo covalente estavel, impedindo a elongacdo do
peptideoglicano na parede celular (SAKOULAS e MOELLERING, 2008; HOWDEN et al.,
2010; HU, PENG e RAO, 2016).

O manual do Instituto Norte-Americano de Padroes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, do
inglés Clinical and Laboratory Standards Institute) classifica como sensivel a vancomicina
isolados com CIM menor ou igual a 2 pg/mL (VSSA), como intermediario com CIM entre 4 e
8 pg/mL (VISA), e como resistente com CIM maior ou igual a 16 pg/mL (VRSA). O fendtipo
hVISA ¢ caracterizado pela presenga de uma subpopulagdo com reduzida sensibilidade a
vancomicina. Em geral, sdo isolados de MRSA sensiveis a vancomicina (CIM < 2mg/L), com
uma subpopulacio de aproximadamente 10 a 107 células, que apresenta CIM > 4 mg/L (LIN
etal., 2012; VAS et al., 2014; DI GREGORIO et al., 2015).

Com o avango das infeccdes causadas por MRSA aliada o uso irracional de
antimicrobianos, & vancomicina tornou-se a principal opg¢ao terapéutica (AVENT et al., 2013).
O uso constante desse glicopeptideo e, por conseguinte o aumento da pressdo seletiva, trouxe
como consequéncia evolutiva em 1996, no Japdo, o aparecimento de Staphylococcus aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina (VISA, do ingl€s Vancomycin Intermediate
Staphylococcus aureus), denominado Mu50 (HIRAMATSU et al., 1997b). No ano seguinte

também no Japao, foi isolado o primeiro Staphylococcus aureus com resisténcia heterogénea a
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vancomicina (hVISA, do inglés heferogeneous Vancomycin Intermediate Staphylococcus
aureus), conhecido como Mu3 (HIRAMATSU et al., 1997a).

O mecanismo de resisténcia dos fenotipos hVISA e VISA, néo € totalmente elucidado,
mas ocorre principalmente pela superproducdo de residuos D-ala-D-ala, que provoca
espessamento da parede celular bacteriana e o aprisionamento das moléculas de vancomicina
e, consequentemente, dificulta sua a¢fo no sitio de ligagdo (DEVI et al., 2015). Entre os fatores
de risco para o aparecimento de linhagens hVISA e VISA estio infec¢des ou colonizagdo prévia
por MRSA e exposi¢do a vancomicina (GAO et al., 2010; HOWDEN et al., 2010; GOMES,
WARD e LAPLANTE, 2015).

Isolados de MRSA também desenvolveram tolerancia a vancomicina (VT-MRSA, do
inglés Vancomycin-Tolerant Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), definida como a
razdo da concentragdo bactericida minima (CBM) pela concentragdo inibitoria minima (CIM)
maior ou igual a 32 (ROSE et al., 2012; CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015a). Infec¢des
causadas por VI-MRSA sdo mais dificeis de tratar, especialmente quando associadas a
meningite, endocardite, osteomielite e infec¢des em pacientes imunocomprometidos, bem
como associadas a falhas no tratamento por vancomicina (CAZARES-DOMINGUEZ et al.,
2015a). A selecdo de VT-MRSA provavelmente ocorre devido a exposi¢do a concentragdes
subotimas de vancomicina, o que explica o rapido desenvolvimento de hVISA e VISA (ROSE
etal., 2012; CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015a).

No ano de 2002 em Michigan, nos Estados Unidos, foi descrita a primeira infecgéo
clinica por Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA, do inglés Vancomycin
Resistance Staphylococcus aureus). No Brasil, em 2012 foi relatado o primeiro isolado com
essa caracteristica em S@o Paulo, em um paciente de 35 anos com reincidéncia do quadro de
infecgdes de pele e tecidos moles (ROSSI et al., 2014). A presenga de VRSA também foi
relatada em outros paises (AZIMIAN et al, 2012; MELO-CRISTINO et al, 2013; LIMBAGO
etal, 2014).

Acredita-se que essa resisténcia ¢ mediada pelo transposon Tn/546, adquirido de
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina. O Tn/3546, contém os genes vanA, que provoca
alterag¢do do fragmento de D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) para D-alanil-D-lactato (D-ala-D-
lac), impedindo a liga¢do da vancomicina e inibindo sua acdo na sintese da parede celular

bacteriana (AZMIAN et al., 2012; GARDETE e TOMASZ, 2014; LIMBAGO et al, 2014).
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2.4.2.1 Staphylococcus aureus com heterorresisténcia a vancomicina

Isolados de hVISA sdo caracterizados pela presenga de uma subpopulagdo com reduzida
susceptibilidade a vancomicina. Em geral, sdo isolados de MRSA sensiveis a vancomicina
quando analisados por métodos convencionais, ou seja, com CIM menor ou igual a 2 mg/L,
mas com uma subpopulacdo de aproximadamente 10 a 107 células que apresentam niveis
intermediarios de resisténcia a vancomicina, com CIM maior ou igual a 4 mg/L. (LIN et al.,
2012; VAS et al., 2014; DI GREGORIO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015). Linhagens de
hVISA possuem morfologia heterogénea, com presenga de colonias pequenas, baixa taxa de
crescimento, reduzida autdlise e hemolise, parede celular espessa e com reduzida
susceptibilidade & vancomicina (HOLMES et al., 2012; DEVI et al., 2015; ZHU et al., 2015).

O mecanismo de aquisi¢do do fendtipos hVISA e VISA, ndo ¢ totalmente elucidado,
mas trata-se principalmente de mutagdes em sistemas reguladores de dois componentes (TCRS,
do inglés two component regulatory systems), vraRS e walKR, e no gene que codifica a
subunidade beta da RNA polimerase, rpoB, (Figura 3); provocando o espessamento da parede
celular bacteriana que acarreta no aprisionamento das moléculas de vancomicina e,
consequentemente, dificulta sua agdo no sitio de ligagdo (HOWDEN et al., 2011; HAFER et
al.,2012; CHEN et al., 2014; GARDETE e TOMASZ, 2014; HIRAMATSU et al., 2014; DEVI
etal., 2015; HU et al., 2016).

O sistema vraSR composto pelos genes sensor de quinase (vraS) e regulador de resposta
(vraR), constitui o operon vraU-vraT/yvgF-vraS-vraR, frequentemente mutado em isolados de
hVISA e VISA. Mutagdo no gene vraT/yvqF, essencial para a fun¢do do vraSR, ativa tanto o
vraS como o vraR e promove a regulagdo excessiva da sintese parede celular (BOYLE-
VAVRA et al., 2013; DEVI et al., 2015). O TCRS walKR composto pelos genes sensor de
quinase (walK) e regulador de resposta (walR), induz a biossintese da parede celular e reduz a
autdlise de hVISA e VISA, quando ocorre mutagdo no gene walK (DEVI et al., 2015;
CAMERON et al., 2016). Mutagdes no gene rpoB influencia no perfil transcricional da célula,
promovendo assim resisténcia a vancomicina por meio de alteragdes do metabolismo e

fisiologia celular (MATSUO et al., 2011; DEVI et al., 2015).
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Figura 3 - Mutacdes no TCRS vraRS e walKR (A) e no gene rpoB (B) que induz o
espessamento da parede celular em hVISA e VISA.
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Fonte: adaptada de DEVI et al. (2015).

Ap6s sua primeira descricdo em 1997 no Japao (HIRAMATSU etal., 1997b), a presenga
de hVISA entre isolados de MRSA tém sido reportados no mundo com frequéncia variavel,
sendo de 1,2-18,8% nos Estados Unidos (PITZ et al, 2011; RICHTER et al., 2011; HAFER et
al, 2012; CASAPAO et al, 2014); 2,2-4,7% na Malasia (AHMAD et al, 2012; RAMLI et al,
2012); 2,9% na Tailandia (PANOMKET et al, 2014); 3,3% na Argentina (DI GREGORIO et
al., 2015); 3,4% no Reino Unido (KIRBY et al, 2010); 5,3% no Canada (ADAM et al, 2010);
5,6-22,1% na China (CHEN et al, 2011; LIN et al, 2012; LIU et al., 2015; HUANG et al, 2016);
6,51% no Japdo (HANAKI et al., 2014); 6,9-25,9% na India (CHAUDHARY e PAYASI, 2013;
CHAUDHARI et al, 2015); 9,7% no Brasil (SILVEIRA et al., 2014); 13,7% na Turquia
(SANCAK etal, 2013) e 37,7% na Coreia (PARK et al, 2012).

Na revisdo sisteméatica publicado em 2015, Zhang e colaboradores (2015) analisaram a
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prevaléncia de hVISA e VISA entre os isolados de MRSA de diferentes periodos de estudo,
regides geograficas, amostras clinicas e backgrounds genético. Quanto aos diferentes periodos
de estudo, a prevaléncia de hVISA aumentou consideravelmente de 4,68% antes de 2006 para
5,38% entre 2006 e 2009, atingindo 7,01% entre 2010 e 2014. Da mesma maneira, a prevaléncia
de VISA foi 2,05% antes de 2006, 2,63% entre 2006 € 2009, e 7,93% entre 2010 e 2014. No
que se refere as diferentes regides geograficas, a prevaléncia de hVISA foi 6,81% na Asia e
5,60% na Europa e América, e de VISA foi 3,42% na Asia e 2,75%, na Europa e América. Em
relacdo as amostras clinicas, a prevaléncia de hVISA e VISA foi maior em amostras de cultura
de sangue com 9,81% e 2,00%, respectivamente. No que diz respeito ao background genético,
a maioria dos hVISA apresentaram o SCCmec II (48,16%), seguido do SCCmec IV (18,07%),
SCCmec III (17,99%) e SCCmec1(2,12%). Em VISA o SCCmec 11 (37,74%) foi predominante,
seguido pelo SCCmec 111 (32,72%), SCCmec 1 (11,79%) e SCCmec IV (10,08%).

A significativa discrepancia dos dados epidemiologicos, apesar de refletir a variacio
geografica é, em grande parte, fruto da inconsisténcia metodoldgica do processo de detecg¢io
deste fenotipo; da auséncia de padronizagdo e, ainda, devido as caracteristicas bioldgicas e ao
préprio mecanismo de resisténcia desses isolados. Fatores como o sitio da amostra clinica, a
populagdo de pacientes testada e o nimero de amostras analisadas sdo também importantes
interferentes nas taxas encontradas (VAN HAL e PATERSON, 2011; ZHANG et al., 2015).

Atualmente, os métodos de triagem mais utilizados para deteccdo do fendtipo hVISA
sdo0: 0 Macro Etest, que associa indculo denso, incubagdo prolongada e meio nutritivo com tiras
de Etest de vancomicina; o Etest GRD (GRD, do inglés Glycopeptide Resistance Detection),
que usa um gradiente de dupla face de vancomicina e teicoplanina em uma Unica tira para
deteccdo de hVISA e VISA; e a triagem em dgar suplementado com vancomicina, onde colonias
mais resistentes séo selecionadas a partir do crescimento em Agar BHI contendo 6 pg/mL de
Vancomicina (BHIA-6V) (CHAUDHARI et al., 2015; DEVI et al., 2015; GOMES, WARD e
LAPLANTE, 2015).

O método confirmatdrio, considerado padrdo-ouro para a detecg¢do do fendtipo hVISA
é a Analise do Perfil Populacional - Area Abaixo da Curva (PAP-AUC, do inglés Population
Analysis Profile - Area Under the Curve). Porém, este é um método demorado, laborioso e
caro para serem aplicados na rotina do laboratério de microbiologia clinica (RIEDERER et al.,
2011; SATOLA etal., 2011; FINK et al., 2012; HU et al., 2013; VAS et al., 2014; CHONG et
al., 2015; DI GREGORIO et al., 2015). Esta metodologia baseia-se em calcular a area sob a

curva (AUC) gerada apds o crescimento de diferentes densidades celulares (107! e 1077
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UFC/mL), em dgar BHI contendo varias concentragdes de vancomicina. Quando a razio entre
a AUC do isolado em rela¢do ao controle hVISA (Mu3), for entre 0.9 a 1.3, o isolado ¢
considerado hVISA (SATOLA et al, 2011).

2.4.2.1.1 Relevancia clinica

Apesar do impacto clinico do fenotipo hVISA ndo estar definitivamente esclarecido
(JACOB e DIAZGRANADOS, 2013; KALIL et al., 2014), alguns estudos sugerem que a
presenga de hVISA estd comumente associada com falhas no tratamento por vancomicina,
bacteremia persistente, hospitalizag¢do prolongada e desfechos clinicos adversos (VAN HAL e
FOWLER, 2013; GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015; HU etal.,2015; HUANG et al., 2016;
DA COSTA etal., 2016).

No estudo de coorte publicado em 2013, Casapao e colaboradores (2013) analisaram os
desfechos de pacientes com infec¢des na corrente sanguinea (BSI, do inglés bloodstream
infections) causada por hVISA e MRSA suscetivel & vancomicina (VS-MRSA, do inglés
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 foram também mais
provaveis de ter bacteremia persistente (59% vs. 21,3%, respectivamente; p <0,001), infec¢des
recorrentes (25,5% vs. 1,9%, respectivamente; p < 0,001), e prolongada permanéncia no
hospital (183 dias vs. 16 dias, respectivamente; p = 0,022). A mortalidade relacionada com
infecc@o por MRSA de 30 dias, mesmo sendo o dobro em pacientes com infec¢cdo por hVISA
ndo foi estatisticamente significativa em comparacdo com a mortalidade relacionada a VS-
MRSA (21,3% vs. 9,8%, respectivamente; p = 0,081).

Em 2016, Koh e colaboradores (2016) ao analisar o impacto clinico de hVISA em
pacientes com bacteremia por S. aureus (SAB, do inglés Staphylococcus aureus bacteremia) ou
pneumonia (SAP, do inglé€s Staphylococcus aureus pneumonia). Os resultados mostraram que
isolados de hVISA ndo foram associados com falhas no tratamento com vancomicina em
pacientes com SAB (p = 0,054) e significativamente associados com falhas no tratamento em
pacientes com SAP (p = 0,014). A presenca de hVISA em pacientes com SAB e SAP também
ndo apresentou associacdo com a mortalidade de 30 dias relacionadas a estas infec¢des. Em

contrapartida, no estudo retrospectivo conduzido por Hu e colaboradores (2015) a mortalidade
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foi significativamente maior em pacientes com BSI causada por hVISA do que por VSSA
(92,9% vs. 72,9%; p = 0,046).

Outros estudos tém reportado o aumento de falhas no tratamento com vancomicina e
mortalidade por isolados de MRSA susceptiveis a vancomicina, particularmente aqueles com
CIM de 1,5 ou 2 pug/mL (VAN HAL, LODISE e PATERSON, 2012; JACOB e
DIAZGRANADOS, 2013). Takesue e colaboradores (2011) ao analisar 128 MRSA de
bacteremia observaram que a eficacia da vancomicina foi 78,8% em pacientes infectados por
MRSA com CIM de 1 pg/ml, enquanto que a eficacia foi apenas 30,0% em pacientes infectados
por MRSA com CIM de 2 pg/mL. Em metanalise realizado por Jacob e colaboradores (2013)
ao avaliar os desfechos clinicos em pacientes com infec¢des por MRSA com baixa CIM para
vancomicina (< 1,5 pg/mL) e alta CIM para vancomicina (> 1,5 pg/mL) constataram que o
risco de falhas no tratamento e mortalidade aumenta em infec¢des por MRSA com alta CIM
quando comparado com aqueles de baixa CIM.

Na revisdo sistematica publicada em 2014, Kalil e colaboradores (2014) avaliaram a
associacdo entre a concentragdo inibitéria minima da vancomicina e mortalidade entre pacientes
com bacteremia por Staphylococcus aureus (SAB). A taxa de mortalidade foi 30,7% entre
pacientes com SAB por hVISA com alta CIM para vancomicina (> 1,5 mg/L) comparado com
35.4% entre pacientes com SAB por hVISA com baixa CIM para vancomicina (< 1,5 pg/mL).
Em 2011, Chen e colaboradores (2011) ao avaliar 554 MRSA observaram um acréscimo na
incidéncia de hVISA quando o CIM para vancomicina aumentava de 1 para 2 pg/mL, sendo
40% a incidéncia de hVISA nos isolados com CIM de 2 pg/mL. Em 2015, Hu e colaboradores
(2015) ao analisar pacientes com SAB por hVISA constataram que alta CIM para vancomicina
esta estatisticamente associada com o desenvolvimento de hVISA (p <0,001). Corroborando
com este resultado outros estudos sugerem que a propor¢ao de hVISA ¢ diretamente relacionada
com o aumento da concentragdo inibitdria minima para a vancomicina (CHEN et al., 2011;

RICHTER et al, 2011; CASAPAO et al., 2013).
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4 JUSTIFICATIVA

Staphylococcus aureus resistente a meticilina € um dos principais agentes causadores
de infec¢des relacionadas a assisténcia a saiide e comunitarias, as quais apresentam altos indices
de morbidade e mortalidade. O tratamento de infec¢des estafilococicas tem se tornado um
grande desafio para a clinica médica, pois além de se tratar de um microrganismo com grande
potencial de viruléncia, as op¢des de antimicrobianos tém sido reduzidas a partir do surgimento
da resisténcia a penicilina, a meticilina e, mais recentemente, a vancomicina. Uma
antibioticoterapia adequada e precoce sdo fundamentais para diminuir os indices de
morbimortalidade relacionados aos processos infecciosos causados tanto por S. aureus
resistente & meticilina (MRSA) quanto por MRSA com reduzida susceptibilidade a
vancomicina (VT-MRSA, hVISA e VISA). Estudos tem mostrado que isolados de MRSA
susceptiveis & vancomicina, particularmente aqueles com CIM elevada, estdo associados a
falhas no tratamento com vancomicina e mortalidade em pacientes com infecgdes,
principalmente, devido a MRSA com heterorresisténcia a vancomicina. Nesse contexto, o
conhecimento das caracteristicas moleculares de S. aureus resistente a meticilina e com
reduzida susceptibilidade a vancomicina, associado as informagdes clinicas dos pacientes, sdo
imprescindiveis para a tomada de decisdo clinica, pois muitas vezes a antibioticoterapia

empirica ¢ inadequada, como também para guiar o clinico na escolha do antimicrobiano

adequado para o tratamento das infecg¢des causadas por esses microrganismos multirresistentes.
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5S OBJETIVO

5.1 Objetivo geral

" Analisar as caracteristicas moleculares de isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e com reduzida susceptibilidade a vancomicina obtidos em

hospitais de Porto Alegre.

5.1.2 Objetivos especificos

®  Verificar a frequéncia de VT-MRSA e hVISA entre os MRSA;

= Avaliar a possivel associagdo entre hVISA e VT-MRSA;

= Determinar e contrastar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos MRSA,
VT-MRSA e hVISA;

®  Realizar e comparar a tipagem do SCCmec e agr entre os MRSA, VT-MRSA e hVISA;

= Verificar a presenca dos principais genes de viruléncia relacionados com infec¢des
estafilococicas: hla (alfa-hemolisina), hld (delta-hemolisina), sea (enterotoxina
estafilocécica A), pvl (leucocidina de Panton-Valentine) e £s¢ (toxina da sindrome do

choque toxico).
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6 ARTIGO CIENTIFICO

Some molecular characteristics of vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus could
help to detect failure treatments due to reduced vancomycin susceptibility. Foi submetido
arevistaJournal of Microbiology, Immunology and Infection, cujas as normas para a publicagdo

estdo apresentadas como anexo desse documento.

Fator de Impacto: 2.955



53

Some molecular characteristics of vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus could

help to detect failure treatments due to reduced vancomycin susceptibility.

Rossato Adriana Medianeira **, Reiter Keli Cristine ?, Paim Thiago Galvao da Silva ?, Soares

Renata Oliveira ?, Sambrano Gustavo Enck 2, d> Azevedo Pedro Alves 2.

2Basic Health Department, Federal University of Health Science of Porto Alegre, Porto Alegre,
Brazil.

*Corresponding author. Basic Health Department, Federal University of Health Science of
Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil. Sarmento Leite Street, 245. ZIP code 90050-170. Phone
number +555133038740. Fax number: +555133038810.

E-mail address: adrimfarma@yahoo.com.br



54

Abstract

Background: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) with reduced vancomycin
susceptibility is reported worldwide. The purpose of this study was to evaluate the frequency
of reduced vancomycin susceptibility among MRSA isolates, and correlate with molecular
characteristics in MRSA, VI-MRSA and hVISA isolates in Southern Brazil. Methods: This
cross-sectional observational study was conducted with 177 MRSA isolated between 2012 and
2014 from hospitals in Porto Alegre, RS, Brazil. All isolates were submitted to antimicrobial
susceptibility testing, determination of vancomycin MIC and MBC for the identification of VT-
MRSA, molecular typing and detection of virulence genes by conventional PCR. Moreover,
MRSA isolates were screened for hVISA by BHIA-3V and BHIA-6V, and further confirmed
with modified population analysis profiling - area under the curve method. Results: Of the 177
MRSA, 24 (13.6%) were VI-MRSA and 9 (5.1%) exhibited the hVISA phenotype. The
presence of hVISA was significant among the VT-MRSA isolates (p < 0.001). SCCmec type 11
and IIT were the most frequent in VI-MRSA and hVISA, respectively. In VT-MRSA isolates
the attendance of SCCmec Il was significant (p = 0.025). The presence of agr group 11 was
significant in VI-MRSA (p = 0.032) and hVISA (p = 0.046). Conclusion: The frequency of
VT-MRSA and hVISA among MRSA isolates were considerable in Southern Brazil. Therefore,
we suggest that isolates with agr Il and SCCmec types Il or III, that are susceptible to
vancomycin in conventional tests, could be associated with treatment failures by vancomycin,

maybe because they in fact present reduced vancomycin susceptibility not routinely detected.

Keywords: heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus, molecular

typing; vancomycin tolerant methicillin-resistant Staphylococcus aureus; virulence factors.
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Introduction

The pathogenesis of staphylococcal infections is associated with the host characteristics
and the expression of various virulence factors, including hemolysins, staphylococcal
enterotoxins, toxic shock syndrome toxin - 1 and panton - valentine leucocidin.!”* Moreover,
resistance to several antimicrobials became very important for its pathogenesis. For instance,
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is related to important opportunistic
nosocomial and community-acquired infections, whereas this resistance is conferred by the
mecA gene, which is situated on a mobile genetic element, the staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec).*”

With the advancement of infections caused by MRSA, vancomycin became the main
therapeutic option; however, the excessive use of this antimicrobial has led to the emergence
of vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) and heterogeneous VISA (hVISA).*3 hVISA is
defined as strains with a vancomycin minimum inhibitory concentration (MIC) within the
susceptible range (MIC < 2 pg/mL), but with a subpopulation of cells in the vancomycin-
intermediate range (VISA, MIC 4-8 nug/mL).°!! Infections caused by hVISA and VISA are
commonly associated with vancomycin treatment failure, persistent bacteremia, prolonged
hospitalization and adverse clinical outcome.®!*!* Furthermore, MRSA strains developed
vancomycin tolerance, defined by the minimum bactericidal concentration (MBC) / minimum
inhibitory concentration (MIC) ratio of > 32 pg/mL.'>!® Vancomycin-tolerant MRSA (VT-
MRSA) infections are more difficult to treat, especially when associated with meningitis,
endocarditis, osteomyelitis, and infections in immunocompromised patients.!® Moreover, the
reduced vancomycin susceptibility is associated with dysfunction in the accessory gene
regulator (agr) locus, a quorum sensing system that controls the expression of genes encoding

secreted and cell-associated virulence factors.'®!?
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The infections caused by MRSA susceptible to vancomycin (MICs 1.5 or 2 pg/mL) have
been associated with the increase of vancomycin treatment failures and mortality.?*?! In this
context, knowing the epidemiology and molecular characteristics of MRSA with reduced
vancomycin susceptibility is required to assist in the antimicrobial therapy and control the
spread of these multiresistant microorganisms. The aim of this study was to evaluate the
frequency of reduced vancomycin susceptibility among MRSA isolates, and correlate with

molecular characteristics in MRSA, VT-MRSA and hVISA isolates in Southern Brazil.

Methods

Bacterial isolates

This cross-sectional observational study was conducted with 177 strains of MRSA
isolated between 2012 and 2014 from hospitals in Porto Alegre, RS, Brazil. The study was
approved by institutional Ethics Committee, with permit number 1.212.043. The strains were
isolated from respiratory tract 72 (40.7%), blood 40 (22.6%), skin and soft tissue 39 (22.0%),
bone and connective tissue 10 (5.6%), medical devices 9 (5.1%), urine 5 (2.8%), and others

sites 2 (1.1%). All isolates were stored at -20 °C until testing.

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility of the isolates was determined using Kirby-Bauer disk
diffusion method according to Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) guidelines.??
The tested antimicrobial agents (DME, Sao Paulo, Brazil) were clindamycin (2 pg),

erythromycin (15 pg), levofloxacin (5 pg), rifampicin (5 pg), teicoplanin (30 pg), tetracycline
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(30 png), and trimethoprim/ sulfamethoxazole (1.25 pg/ 23.75 ug). S. aureus strain ATCC 25923
was used as control. Inducible clindamycin resistance, was determined using disk

approximation test with erythromycin and clindamycin (D-test) as recommended by CLSI.??

Determination of vancomycin MIC and MBC

The vancomycin susceptibility of MRSA isolates was determined using the MIC
technique via the microdilution method in Mueller-Hinton broth (MHB; Oxoid, Basingstoke,
England), according to the CLSI. Several concentrations (0.50 - 128 pg/mL) of vancomycin
(Sigma-Aldrich, Poole, UK) were prepared in MHB, and 25 pL of antibiotic sample was loaded
into each well of a microplate. For each dilution, 5 pL of a bacterial suspension (1 x 108
CFU/mL) was inoculated and grown at 37°C for 24h. The MIC values for each MRSA isolate
were calculated when the bacterial colonies were completely inhibited at the lowest
concentration after incubation for 24h. To determine the MBC, 10 pL of the bacterial
suspension from the well in which bacterial inhibition occurred, was spread onto Brain Heart
Infusion agar (BHIA; Oxoid, Basingstoke, England), incubated for 24h, and analyzed to
determine the number of colony forming units. S. aureus ATCC 29213 strain was used as

control. The data were interpreted according to the guidelines of the CLSI.??

Identification of vancomycin-tolerant MRSA

The vancomycin tolerance test was performed as previously described by Cazares-

Dominguez et al.'® Vancomycin tolerance is defined by the minimum bactericidal concentration

(MBC) / minimum inhibitory concentration (MIC) ratio of > 32 pg/mL. An MIC test was
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performed for each clinical S. aureus isolate, followed by the MBC test. S. aureus ATCC 29213

strain was used as control.

Screening for hVISA

All MRSA isolates were submitted to a screening test for hVISA in Brain Heart Infusion
agar (BHIA; Oxoid, Basingstoke, England) containing 3 pg/mL vancomycin (BHIA-3V)? and
6 ug/mL vancomycin (BHIA-6V)?2. Briefly, 10 pL of a bacterial suspension (1 x 103 CFU/mL)
was spread onto BHIA-3V and incubated for 24h at 37°C. Cultures showed growth after 24 h
were confirmed by PAP-AUC. hVISA Mu3 (ATCC 700698) control strain was included in

each analysis.

PAP-AUC method

PAP/AUC was performed as described by Huang et al.'* Briefly, a 0.5 McFarland
standard suspension from an overnight culture in Trypticase soy broth (TSB; Oxoid,
Basingstoke, England) was prepared. Serial dilutions (10! to 10%) were prepared in sterile saline,
and 10 pL from each dilution was spread onto BHI agar plates containing increasing
concentrations of vancomycin (0 to 8 pg/mL) and the colonies were counted after 48 h of
incubation at 37°C. Calculated CFU/mL values were plotted against vancomycin concentration
using program Excel® (Microsoft, Windows 7, Redmond, WA, EUA). VSSA (ATCC 29213),
hVISA Mu3 (ATCC 700698) and VISA Mu50 (ATCC 700699) were included as control strains
in each analysis. The ratio of the AUC of the test isolate to the AUC of Mu3 was calculated and
interpreted as follows: for VSSA, a ratio of < 0.9; for hVISA, a ratio of 0.9 - 1.3; and for VISA,

aratio of > 1.3.
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DNA isolation

All isolates were cultured on blood agar and incubated overnight at 37°C. Genomic
DNA was extracted using Chelex®100 (Bio-Rad, Richmond, CA) and Proteinase K (Sigma-

Aldrich, Poole, UK). DNA samples were stored at -20°C until use.

Detection of virulence genes

The presence of the Ala (alpha hemolysins), Ald (delta hemolysins), sea (staphylococcal
enterotoxins type A), pvl (panton - valentine leucocidin) and #s¢ (toxic shock syndrome toxin)
virulence genes were detected by conventional PCR according to Alfatemi et al.?* S. aureus
N315 (hla and hld), S. aureus JCSC 4469 (sea and tst) and S. aureus ATCC 14458 (pvl) were

included as control strains in each assay.

Molecular typing

Multiplex PCR was used to determine the SCCmec type (I-X) of all MRSA isolates,
according to the method published by Kondo et al*® and Lawung et al?®. NCTC 10442 (SCCmec
type 1), N315 (SCCmec type 1), 85/2082 (SCCmec type III), JCSC 4474 (SCCmec type [Va),
JCSC 2172 (SCCmec type 1Vb), JCSC 4488 (SCCmec type IVc), JCSC 4469 (SCCmec type
IVd), WIS (SCCmec type V), HDE 288 (SCCmec type VI), JCSC 6082 (SCCmec type VII),
JCSC 6943 (SCCmec type IX) and JCSC 6945 (SCCmec type X) were included as control
strains in each multiplex PCR. The accessory gene regulator (agr) polymorphism was

determined by multiplex PCR using a previously described method.?” S. aureus COL (agr 1),
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S. aureus N315 (agr 1), S. aureus ATCC 25923 (agr 111) and S. aureus A920210 (agr IV) were

included as control strains in each analysis.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using SPSS version 23.0 software (SPSS, Chicago,
IL, USA). Chi-square test or Fisher’s exact test for categorical variables were used to calculate

p values. A p value of < 0.05 was considered as statistically significant.

Results

Antimicrobial susceptibility

Vancomycin resistance was not observed among the 177 MRSA isolates examined in
the present study. All isolates were susceptible to vancomycin, with MIC values of 1 and 2
png/mL. The results showed that 24 (13.6%) of the MRSA were vancomycin tolerant, and 9
(5.1%) exhibited the hVISA phenotype. The VISA phenotype was not detected by PAP-AUC.
The presence of hVISA was statistically significant among the VT-MRSA isolates (p < 0.001).

The antimicrobial resistance profiles showed low levels of tetracycline resistance 39
(22.0%), followed by trimethoprim/sulfamethoxazole 48 (27.1%), rifampicin 55 (31.1%) and
levofloxacin 88 (49.7%). Higher resistance levels were observed for erythromycin 137 (77.4%)
and clindamycin 114 (64.4 %). Intermediate resistance levels were verified for levotloxacin 16
(9.0%) e teicoplanin 3 (1.7%). The inducible clindamycin resistance was found in 11 (6.2%)
MRSA isolates. Eighty-eight (49.7%) MRSA presented multidrug resistance (MDR, resistant

to three or more antimicrobial classes). Significant differences were observed in antimicrobial
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resistance to clindamycin, erythromycin, levofloxacin, rifampicin, trimethoprim/
sulfamethoxazole, and tetracycline between VI-MRSA and MRSA. Among MRSA isolates,
hVISA had significantly higher resistance to rifampicin, trimethoprim/ sulfamethoxazole and

tetracycline than non-hVISA (Table 1).

Frequency of virulence genes in MRSA

Of 177 MRSA isolates, the most frequent toxin genes were hld (90.4%) and hla (87.6%),
followed by tst (27.7%), pvl (18.6%), and sea (4.5%). There was no significant difference in
the presence of virulence genes between MRSA and VT-MRSA, and between hVISA and non-

hVISA.

Molecular characteristics

SCCmec typing is presented in Table 2. None of the isolates showed SCCmec types VII
and X. Among VT-MRSA, the SCCmec Il was the most frequent followed by SCCmec types
I, IV, I and V. The presence of SCCmec Il in VI-MRSA was significantly higher than in
MRSA (p=0.025). Among hVISA isolates, the SCCmec III was the most frequent followed by
SCCmec 11, and an isolate of SCCmec I and SCCmec IV. There was no significant difference
in the presence of SCCmec between hVISA and non-hVISA.

The majority of MRSA belonged to agr group II, followed by agr group I and III. Agr
group IV was not detected (Table 2). Twenty-one isolates were untypable by our assay. The

presence of agr group II was significant in VI-MRSA (p = 0.032) and hVISA (p = 0.046).
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Discussion

Vancomycin is the antimicrobial of choice for the treatment of MRSA infections;
however, the excessive use of this glycopeptide has led to the emergence of MRSA with
reduced vancomycin susceptibility.*%*!* In our results, 13.6% of the MRSA isolates were
tolerant of vancomycin, in accordance with findings from other studies.'>'® The selection of
VT-MRSA strains occurs likely due to exposure to suboptimal concentrations of vancomycin,

15.16.20 41 the association

which explains the rapid development of hVISA and VISA strains
between VT-MRSA and hVISA. This characteristic may explain the association between VT-
MRSA and hVISA found in our data.

In the present study, the PAP-AUC analysis revealed that 5.1% of the MRSA isolates
showed the hVISA phenotype. In previous reports, the frequency of the hVISA phenotype has
ranged from 0 to 22.1% of MRSA isolates.!""'%?830 The prevalence of hVISA among MRSA
varies significantly with the geographic area, source of clinical isolates, and detection
methods.!**" There are reports that hVISA and VISA are associated with vancomycin treatment
failure, persistent bacteremia (> 7 days), prolonged hospitalization and adverse clinical
outcome. 1214

In this analysis, all MRSA were susceptible to vancomycin, with a MIC range of 1 and
2 pg/mL. Several studies have reported an increase in vancomycin treatment failures and
mortality with vancomycin susceptible MRSA strains, particularly those with MICs of 1.5 or 2
pg/mL.2%2! Another showed that the efficacy of vancomycin was 78.8% in patients infected for
MRSA with MIC of 1 pg/mL, whereas the efficacy was only 30.0% in patients infected for
MRSA with MIC of 2 pg/mL.>! Some data suggests an increased incidence of hVISA when

vancomycin MIC increases from 1 to 2 ug/mL.5%



63

Epidemiological studies have demonstrated that SCCmec IV and V are the most
common in community-associated MRSA (CA-MRSA), whereas SCCmec 1, 1I, and III
predominate in hospital-acquired MRSA (HA-MRSA).!*° The results of our analysis show that
SCCmec 111 was the most prevalence molecular types among the MRSA strains, as observed in
other research.!*?%33 Previous reports demonstrated that SCCmec II and I1I were more prevalent
in MRSA with reduced susceptibility to vancomycin.'®3* Our results show that the presence of
SCCmec III was greater than SCCmec Il among hVISA isolates. These findings corroborate
other studies, which presented a higher frequency of the SCCmec I1I than SCCmec 1l in hVISA
isolates.!®!*?° The presence of other types of SCCmec among hVISA isolates such as I'! and
IV'634 had also been reported. This suggests that hVISA is not limited in a typical clone of
MRSA.

Regarding agr groups, agr group II was more frequent among MRSA isolates, as
already seen in other analysis.>'®** Furthermore, some data demonstrated that agr group II has
been frequently associated with reduced vancomycin susceptibility, as well as failures in the
treatment with vancomycin.!%**3 In our results the presence of agr group II was high among
VT-MRSA and hVISA, which is associated with reduced vancomycin susceptibility.!?3436-37

In conclusion, the increase of VI-MRSA and hVISA among MRSA isolate has been a
challenge in the treatment of staphylococcal infections, because it narrows therapeutic options
for their treatment. Therefore, we suggest that isolates with agr Il and SCCmec types 11 or 111,
that are susceptible to vancomycin in conventional tests, could be associated with treatment
failures by vancomycin, maybe because they in fact present reduced vancomycin susceptibility

not routinely detected.
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%

Antimicrobial agents MRSA VT-MRSA p Non-hVISA  hVISA p’
(n=153) (n=24) (n=168) (n=9)
Clindamycin 91 (59.5%) 23(95.8%) 0.002 106 (63.1%) 8(88.9%) 0.133
Erythromycin 113 (73.9%) 24(100.0%) 0.003 128 (76.2%) 9 (100.0%) 0.096
Levofloxacin 68 (44.4%) 20(83.3%) 0.003 80 (47.6%) 8(88.9%) 0.053
Rifampicin 37 (24.2%) 18(75.0%) <0.001 47 (28.0%) 8(88.9%) <0.001
Trimethoprim/sulfamethoxazole 30 (19.6%) 18 (75.0%) <0.001 40 (23.8%) 8 (88.9%) <0.001
Tetracycline 22 (14.4%) 17(70.8%) <0.001 31 (18.5%) 7(77.8%)  <0.001
Teicoplanin 0% 0% 0% 0% -

MRSA = methicillin-resistant Staphylococcus aureus; VT-MRSA = vancomycin tolerant methicillin-resistant

Staphylococcus aureus; hVISA = heterogeneous vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus.

" Chi-square test or Fisher’s exact test.
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Table 2 Molecular typing at the MRSA, VIT-MRSA and hVISA isolates.

Molecular typing MRSA (n=177) VT-MRSA (n=24)  hVISA (n=9)
SCCmec type

I 21 (11.9%) 3 (12.5%) 1 (11.1%)
I 36 (20.3%) 10 (41.7%) 2 (22.2%)
11 54 (30.5%) 5(20.8%) 5 (55.6%)
v 49 (27.7%) 4 (16.7%) 1 (11.1%)
\Y% 6 (3.4%) 2 (8.3%) 0%

VI 1 (0.6%) 0% 0%

VII 0% 0% 0%

IX 1 (0.6%) 0% 0%

X 0% 0% 0%

2/ + 9 (5.1%) 0% 0%

agr group

I 48 (27.1%) 7 (29.2%) 2 (22.2%)
I 62 (35.0%) 14 (58.3%) 6 (66.6%)
11 39 (22.0%) 3 (12.5%) 1(11.1%)
v 0% 0% 0%

2/+ 7 (4.0%) 0% 0%

NT 21 (11.9%) 0% 0%

MRSA = methicillin-resistant Staphylococcus aureus; VT-MRSA = vancomycin tolerant

methicillin-resistant  Staphylococcus aureus; hVISA

heterogeneous vancomycin-

intermediate Staphylococcus aureus; SCCmec = staphylococcal cassette chromossome mec;

agr = accessory gene regulator.
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7 CONCLUSOES

= As taxas de tolerancia e heterorresisténcia a vancomicina entre os isolados de MRSA
foram semelhantes as encontradas em outros estudos. Além disso, a presenga de

heterorresisténcia a vancomicina foi significativa entre os isolados de VI-MRSA.

= A ndo susceptibilidade a tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprima, rifampicina e
levotloxacino foi consideravelmente baixa. E altas taxas de resisténcia foram observadas
para eritromicina e clindamicina. Entre os isolados de hVISA foi observado uma

significativa resisténcia para rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprima e tetraciclina.

= Quanto a tipagem do elemento SCCmec, o SCCmec do tipo II e III foram predominantes
entre os isolados de MRSA e hVISA. Além disso, também foi verificado uma presenca

significativa do SCCmec do tipo II entre os isolados de VT-MRSA.

* Quando analisado o polimorfismo do gene regulador acessorio, a presenga do agr tipo
II foi predominante entre os MRSA, VT-MRSA e hVISA, sendo significativaem MRSA
com reduzida susceptibilidade a vancomicina (VT-MRSA e hVISA).

= A frequéncia dos genes de viruléncia Ala (alfa-hemolisina) e Ald (delta-hemolisina) foi
consideravelmente alta entre os isolados de MRSA. Em contrapartida, baixas taxas
foram observadas para a presenca dos genes sea (enterotoxina estafilococica A), pvl

(leucocidina de Panton-Valentine) e fst (toxina da sindrome do choque téxico).
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