Universidade
Estadual de LondRrina

DIOGO CESAR CARRARO

DISTRIBUICAO TEMPORAL DA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS E RELACAO COM A TIPAGEM
SCCMEC DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE
PELE E PARTES MOLES EM UM HOSPITAL NA REGIAO
SUL DO BRASIL ENTRE OS ANOS 2000 E 2019

Londrina
2019



DIOGO CESAR CARRARO

DISTRIBUICAO TEMPORAL DA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS E RELACAO COM A TIPAGEM
SCCMEC DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE
PELE E PARTES MOLES EM UM HOSPITAL NA REGIAO
SUL DO BRASIL ENTRE OS ANOS 2000 E 2019

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em  Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtencdo de
titulo de Mestre em Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial.

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Regina Eches
Perugini

Londrina
2019



Fldndederﬁﬁcapaudauhmeldrmadapehaﬂmaﬁmsduﬁmﬁadeﬁem@o

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Dse

Gmﬁnﬂuﬂﬁa
30 temporal da resisténcia a antimicrobianos e relagio com
tipagem mmhmmaumm&pﬂeemm
em um hospital na regido sul do Brasi entre os anos de 2000 & 2018 / Diogo
Cesar Camaro. - Londrna, 2018,

BOF. :il
Dnentadur Marcia Regina Eches Penusgini.
Eﬂﬁlaclu ia Clinica e Laboratorial) - Universidade
Esladua] Cenmlemas da Salde, Programa de

F'us—&atmﬁswpﬂugm Clinica e Laboratorial, 2018
Incdui L

1. Staph aureys - Tese. 2. Perfl SCCmet - Tese. 3. Resisténcia
bacteriana - Tese. 4. | hnsprlalarTﬁeIHeg\aEd'resPemgmMama
II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da Salde. Programa de
Pos-Graduagio em Fisiopatologia Clinica e Laboratorial. 1. Titulo.

CDU 579




DIOGO CESAR CARRARO

DISTRIBUICAO TEMPORAL DA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS E RELACAO COM A TIPAGEM SCCMEC DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS DE PELE E PARTES
MOLES EM UM HOSPITAL NA REGIAO SUL DO BRASIL ENTRE OS
ANOS 2000 E 2019

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em  Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial & obtencédo de
titulo de Mestre em Fisiopatologia Clinica e
Laboratorial.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Regina Eches
Perugini
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof2 Dra. Sueli Fumie Yamada Ogatta
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof2 Dra. Marla Karine Amarante
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 12 de dezembro de 2019.



CARRARO, Diogo Cesar. Distribuicdo temporal da resisténcia a antimicrobianos
e relacdo com a tipagem sccmec de Staphylococcus aureus isolados de pele e
partes moles em um hospital na regido sul do brasil entre os anos 2000 e 2019.
2019. 79 f. Dssertacdo (Mestrado em Fisipatologia Clinica e Laboratorial) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [Methicillin-resistant S. aureus —
(MRSA)] € um patégeno altamente prevalente ao redor do mundo e responséavel por
causar diferentes infeccbes ao homem. Este estudo teve como objetivo avaliar
examinar a distribuicdo temporal de S aureus nos ultimos 20 anos, de acordo com 0
padrdo de resisténcia a antimicrobianos, bem como sua relacdo com os tipos de
SCCmec que circulam em hospital da regido sul do Brasil. Para isso, foi realizado
um estudo retrospectivo, observacional, transversal, utilizando dados de amostras de
pacientes do Hospital Universitario de Londrina no periodo de 2000 a 2019. S.
aureus foram isolados de culturas de sangue, pele e partes moles, fragmentos
0sseos, secrecodes respiratérias, liquidos cavitérios, urina, swabs de vigilancia, entre
outros. Foram calculadas as CIMso e CIMgo, correspondem as CIM para
antimicrobianos que correspondem a 50 e 90% dos isolados e comparadas entre
isolados de MRSA e MSSA. Foram investigados seis tipos de SCCmec: |, II, lll, IV, V
e VI. Os isolados que né&o se enquadraram em nenhum desses tipos foram
categorizados como nao-tipaveis (NT). O teste x2 test foi usado para variaveis
categoricas e o teste Exato de Fisher para variaveis continuas, quando apropriado.
Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Foram analisados os
resultados de 9.717 culturas positivas para S. aureus, realizadas no periodo de
janeiro de 2000 a outubro de 2019. Entre os anos 2000 e 2002, a frequéncia de
MRSA era maior (58,5%) do que a de MSSA (36,5%). No entanto, a partir de 2003
ocorreu uma inversdo das taxas. MRSA reduziu para 29% em 2019 e MSSA
aumentou para 59,9% em 2019. Além disso, a andlise de diferentes antibiotipos
permitiu a observacéo da ocorréncia de isolados com SCCmec tipo Il com perfis de
resisténcia a um menor numero de antimicrobianos, ao passo que também se
observou a presenca de isolados SCCmec tipo IV com perfis de resisténcia a um
manio numero de classes de antimicrobianos. Surpreendentemente, S. aureus
sensiveis a penicilinas [Penicillin-susceptible S. aureus — (PSSA)], apresentaram
uma tendéncia de aumento ao longo do tempo. Nossos dados sdo consistentes com
analises anteriores que indicaram declinios no MRSA no hospital e aumento de
prevaléncia de MSSA e PSSA. Embora com o viés de ter sido realizado em apenas
uma instituicdo, o estudo atenta para o fato da constante alteracdo entre os clones
de MRSA no ambiente hospitalar e também na comunidade, indicando a
necessidade constante de revisdo epidemiolégica, a fim de otimizar protocolos
terapéuticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. MRSA. CA-MRSA. HA-MRSA. SCCmec.



CARRARO, Diogo Cesar. Temporal distribution of antimicrobial resistance and
relationship to sccmec typing of Staphylococcus aureus isolated from skin and
soft tissue in a hospital in southern Brazil from 2000 to 2019. 2019. 79 p.
Dissertation (Master’s in Clinical and Laboratory Pathophysiology) - Londrina State
University, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus [Methicillin-resistant S. aureus - (MRSA)]
is a highly prevalent pathogen around the world and responsible for causing different
infections to man. This study aimed to evaluate the temporal distribution of S aureus
in the last 20 years, according to the pattern of resistance to antimicrobials, as well
as its relationship with the types of SCCmec circulating in a hospital in southern
Brazil. For this, a retrospective, observational, cross-sectional study was carried out,
using data from patient samples at the University Hospital of Londrina from 2000 to
2019. S. aureus were isolated from blood, skin and soft tissue cultures, bone
fragments, secretions respiratory tract, cavity fluids, urine, surveillance swabs,
among others. MIC50 and MIC90 were calculated, corresponding to MICs for
antimicrobials that correspond to 50 and 90% of the isolates and compared between
MRSA and MSSA isolates. Six types of SCCmec were investigated: I, II, Ill, IV, V and
VI. Isolates that did not fit into any of these types were categorized as non-typable
(NT). The x2 test was used for categorical variables and Fisher's Exact test for
continuous variables, when appropriate. A value of p <0.05 was considered
statistically significant. The results of 9,717 positive cultures for S. aureus, carried out
from January 2000 to October 2019, were analyzed. Between the years 2000 and
2002, the frequency of MRSA was higher (58.5%) than that of MSSA ( 36.5%).
However, from 2003 onwards there was an inversion of rates. MRSA decreased to
29% in 2019 and MSSA increased to 59.9% in 2019. In addition, the analysis of
different antibiotics allowed the observation of the occurrence of isolates with
SCCmec type Il with profiles of resistance to a lower number of antimicrobials, while
that the presence of SCCmec type IV isolates with profiles of resistance to a number
of classes of antimicrobials was also observed. Surprisingly, penicillin-sensitive S.
aureus [Penicillin-susceptible S. aureus - (PSSA)], showed an increasing trend over
time. Our data are consistent with previous analyzes that indicated declines in MRSA
in the hospital and increased prevalence of MSSA and PSSA. Although with the bias
of having been carried out in only one institution, the study is aware of the fact of the
constant change between MRSA clones in the hospital environment and also in the
community, indicating the constant need for an epidemiological review in order to
optimize therapeutic protocols.

Key words: Staphylococcus aureus. MRSA. CA-MRSA. HA-MRSA. SCCmec.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e se
apresenta, estruturalmente, como cocos Gram-positivos, de 0,5 a 1,5 pm de
diametro, podendo ocorrer na forma de cocos aglomerados, tétrades, cadeias
curtas ou aos pares. Sao anaeroébios facultativos ndo moéveis e nao formadores
de esporos (JORGENSEN et al., 2015).

A identificacdo desse organismo teve origem no final do século 19, mais
precisamente em 1880, quando o primeiro S. aureus foi isolado de uma ferida
cirdrgica por Alexander Ogston, um médico cirurgido britanico que ficou famoso
pela descoberta. A partir desse isolamento, pode-se observar que o
microrganismo em questao era capaz de causar abscessos quando injetado em
cobaias e camundongos (OGSTON, 1881).

Em 1882 foi definido o género Staphylococcus e em 1884 a divisao entre
duas espécies: Staphylococcus aureus e Staphylococcus albus, sendo essa
nomenclatura modificada somente em 1939 a partir de testes de coagulase,
quando foi possivel separar Staphylococcus epidermidis como uma espécie
distinta (COWAN, 1939). Mesmo sendo um dos primeiros patégenos descritos, 0
S. aureus permanece sendo um dos mais frequentes causadores de infeccbes
em humanos. Atualmente esse género é composto por 54 espécies e 28
subespécies (LPSN, 2019).

Dentre estes, destaca-se S. aureus, que pode ser encontrado como
membro da microbiota humana, principalmente em pele, narinas e outras
mucosas de individuos saudaveis; e como patdégeno, por causar infeccbes de
gravidade distintas, tanto autolimitadas quanto graves, capazes de provocar
altos niveis de morbidade e mortalidade (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO,
2007). Aproximadamente metade da populacdo é colonizada por S. aureus,
sendo que destes 40% s&o portadores permanentes, enquanto 60% sé&o
colonizados de forma intermitente. Essa alta taxa de individuos colonizados
torna o risco do aparecimento de infecgdes maior, uma vez que o processo de
colonizacéo precede uma infeccdo (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).



No entanto, existem excecfes, como quando ha contaminacdo de
cateteres ou feridas devido as praticas inadequadas de controle de infeccdo. Por
esse motivo, entender a dindmica da colonizacao torna-se relevante. A adesao
bacteriana ao epitélio do hospedeiro é realizada pela acdo do acido teicdico
localizado na parede celular bacteriana (BURIAN et.al., 2010; WEIDENMAIER
et. al., 2008). Além desta substancia, outros componentes fazem parte do
processo de adeséo de S. aureus, como por exemplo, o fator B de agregacgéao
(CIfB), relacionado a colonizagéo de narinas, embora algumas cepas deficientes
de CIfB sdo capazes de colonizar o hospedeiro independentemente (O’BRIEN
et. al., 2002).

Além dos fatores diretamente envolvidos na relacdo entre bactéria e
hospedeiro, a interagdo desta com outras espécies encontradas na mucosa
nasal, como Corynebacterium spp., Propionibacterium acnes, Staphylococcus
lugdunensis e Staphylococcus epidermidis podem estar relacionadas com a
auséncia ou presenca de S. aureus (LIU et. al, 2015; LEMON et. al.,2010). A
competicdo por locais de adesédo e por nutrientes sdo fundamentais para o éxito
de uma espécie em relacdo a outra no processo de colonizacdo. As narinas, por
exemplo, possuem uma quantidade de nutrientes disponiveis relativamente
baixa. Este fato € um dos fatores de sucesso de S. aureus em colonizar essa
regido, pois em comparacdo com espécies coagulase-negativas de
estafilococos, ele € menos exigente do ponto de vista nutricional, permitindo uma
vantagem na competicdo existente entre esses microrganismos (KRISMER et.
al., 2014).

Algumas espécies competem por um mecanismo chamado antibiose, ou
seja, podem produzir certas substancias capazes de inibir o crescimento de um
segundo microrganismo. Isso € observado no caso de S. lugdunensis que
produz um composto antimicrobiano chamado lugdunina que inibe o crescimento
e destréi S. aureus, tanto in vitro quanto em modelos animais (ZIPPERER et. al.,
2016). Ainda com relacdo a dinamica da colonizacéo, S. aureus tem capacidade
de induzir uma resposta imunoldgica do hospedeiro a produzir proteinas
antimicrobianas contras as quais € mais resistente do que outras bactérias
comensais (KRISMER et. al., 2017).



1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Dois anos apoés a introducédo da penicilina na pratica clinica como terapia
em humanos, em 1942, ja foram relatados os primeiros casos de S. aureus
resistentes (RAMMELKAMP; MAXON, 1942). Em 1945, estima-se que a
frequéncia de S. aureus resistentes a penicilina ja havia chegado a 80% (BONDI,
1945). Essa resisténcia era mediada por uma B-lactamase cujo gene (blaz),
localizado em umplasmideo, permite o microrganismo a capacidade de hidrolisar
o anel B-lactamico da penicilina. Atualmente este mecanismo € responsavel por
aproximadamente 95% da resisténcia a penicilina em isolados de S. aureus.
Alternativamente, o antimicrobiano semissintético, conhecido como meticilina foi
desenvolvido no final da década de 50 e introduzido clinicamente em 1959. No
entanto, em 1960 ja foi identificado o primeiro isolado de S. aureus resistente a
meticilina [methicillin-resistant S. aureus — (MRSA)] (JEVONS, 1961).

Até a década de 80, surtos por MRSA foram relatados em grande parte ao
continente europeu e eram provocados em sua maioria por cepas chamadas
“arcaicas” originarias do Reino Unido. Apés este periodo, novas cepas foram
descritas e atingiram as demais regides do mundo, tornando as infeccdes
causadas por MRSA mundialmente importantes por acarretarem casos mais
graves com taxas de mortalidade maiores quando comparadas as infeccdes
originadas a partir de isolados sensiveis [methicillin-susceptible S. aureus —
(MSSA] (ENRIGHT et al., 2002).

1.2.1 Resisténcia a Betalactamicos

A forma como S. aureus apresenta resisténcia a meticilina esta
intimamente relacionada as proteinas ligadoras de penicilina [penicillin-binding
protein — (PBP)] alteradas. Essas proteinas servem de alvo para a ligacdo da
maioria dos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, incluindo as penicilinas,
permitindo que eles atuem inibindo a sintese da parede bacteriana, promovendo

fragilidade osmatica, aumentando a permeabilidade celular do microrganismo e,
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consequentemente, exercendo sua atividade bactericida. Por mecanismos ainda
nao totalmente esclarecidos, S. aureus pode receber, por via horizontal o gene
mecA, um gene localizado no elemento genético movel cassete cromossdmico
estafilococico mec [Staphylococcal Cassette Chromossome mec — (SCCmec)]. A
expressado deste gene leva a producédo de uma PBP alterada (PBP2a ou PBP2’),
estruturalmente perfeita e capaz de exercer sua funcdo, porém com menor
afinidade a maioria dos antimicrobianos [-lactamicos, exceto ceftaroline e
ceftobiprole (HARTMAN; TOMASZ, 1981; LEE et al., 2018).

Esse mesmo cassete cromossdmico é composto ainda por outras regides,
chamadas J. Essas regides, embora estruturalmente ndo essenciais ao cassete,
podem carregar genes relacionados a resisténcia aos antimicrobianos
(MILHEIRICO; OLIVEIRA; DE LENCASTRE, 2007).

A regido J se divide em 3 sub-regifes. J1 esta localizada a montante do
complexo ccr, na juncéo inicial do cassete. A regido J2 fica entre o complexo ccr
e 0 gene mec, enquanto a regido J3 esta a jusante do gene mec, na juncéo final
do cassete (MILHEIRICO; OLIVEIRA; DE LENCASTRE, 2007).

As diferentes combinacfes possiveis entre o complexo ccr, 0 gene mec e
as regides J definem os diferentes tipos de SCCmec. Até a presente data, 13
tipos de SCCmec foram identificados (GREMA, 2015; LAKHUNDI; ZHANG,
2018).

Atualmente, s&o conhecidos outros 3 genes envolvidos no processo que
confere resisténcia as penicilinas ao S. aureus, mecB, mecC e mecD
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Em 2007, uma cepa de S. aureus resistente a meticilina foi isolada a partir
de uma amostra de leito em um estudo epidemiolégico de casos de mastite em
rebanho do Reino Unido. Embora tenha mostrado resisténcia a meticilina, os
testes para mecA e PBP2a foram repetidamente negativos. Posteriormente,
esse isolado foi estudado e identificado que o gene mecA possuia em torno de
69% de similaridade de sequéncia nucleotidica com o mecA original e 63% de
similaridade de sequéncia de aminoacidos, o0 que explicava os testes negativos
(GARCIA-ALVAREZ et al., 2011; SHORE et al., 2011). Em 2012, esse gene,
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originalmente chamado de mecALcazs1, foi renomeado para mecC (ITO et al.,
2012).

Um terceiro grupo de genes homologos ao mecA foi encontrado tanto no
cromossomo quanto em plasmideo de Macrococcus caseolyticus, um
microrganismo geneticamente préximo a Staphylococcus. Em 2009, M.
caseolyticus carregando genes homélogos ao mecA foram isolados de amostras
de pele de aves no Japdo (BABA et al., 2009). Essas cepas possuiam 62% de
similaridade de nucleotideos comparadas a mecA original, sendo chamadas de
mecB a partir de 2012 (ITO et al., 2012).

Em 2018, cepas de S. aureus resistentes a meticilina e que testaram
negativo para mecA e mecC foram isoladas em uma triagem rotineira a partir de
um swab nasal de um paciente cardiaco de 67 anos de idade. O isolado mostrou
100% de similaridade genética em comparacdo com 0 gene mecB relatado em
M. caseolyticus (BECKER et al., 2018). Da mesma forma que mecA e mec C, a
presenca do gene mecB confere a S. aureus resisténcia a meticilina e identifica-
lo corretamente permite a correta classificacdo dessas cepas como MRSA e néo
MSSA (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Em 2017, um outro homologo do gene mecA foi relatado em cepas
caninas e bovinas de M. caseolyticus. Chamada de mecD, essa cepa é capaz de
conferir resisténcia a todos os B-lactamicos, incluindo cefalosporinas anti-MRSA,
como ceftarolina e ceftabiprole. Como o gene mecD foi encontrado em ilhas
gendmicas de resisténcia chamadas MCRImecp-1 € McCRImecp-2, Sua presenca
sugere alta capacidade de propagacdo, pois tais ilhas estdo associadas a um
gene de viruléncia e uma integrase sitio-especifica (SCHWENDENER;
COTTING; PERRETEN, 2017).

Isolados de MRSA, mecA positivo, podem expressar resisténcia
heterogénea a oxacilina, com Concentracao Inibitoria Minima (CIM) variando de
2 pg/mL, considerado sensivel, a 256 ug/mL, classificada como resisténcia
extremamente alta (HRYNIEWICZ; GARBACZ, 2017; POURNARAS et al., 2015.
Devido a esse fato, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) passou a
classificar como MRSA todos os isolados que apresentam gene mecA ou CIM
para oxacilina > 4 ug/mL (CLSI, 2018).
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O surgimento de cepas sensiveis a oxacilina, porém com presenca de
gene mecA [Oxacilin-susceptible MRSA — (OS-MRSA)], tem tornado a terapia
antimicrobiana ainda mais complexa, pois mesmo possuindo mecA, esses
isolados se mostram sensiveis nos testes fenotipicos, com CIM muitas vezes <
2 yg/mL (DUARTE et al., 2019).

As possiveis explicacdes para esse achado sdo vérias, passando desde
repressdo ou baixa expressao do gene mecA até a aquisicdo de elementos
genéticos moveis como a IS1272. Outras teorias dizem respeito a mutacdes em
genes envolvidos na sintese da parede celular da bactéria ou mutacdes no
complexo mecl-mecRI envolvidos na regulagdo da transcricdo do gene mec
(KAMBEROVIC, et al., 2015; POURNARAS et al.,, 2015). Esses isolados
possuem prevaléncia distintas dependendo da regido do mundo, variando de
1,2% em estudo realizado no Reino Unido (SAEED et al., 2014) a até 52% como
mostrou um estudo brasileiro (ANDRADE-FIGUEIREDO; LEAL BALBINO, 2016).

Por muito tempo, a preocupacdo com relacao a resisténcia de S. aureus
era restrita aos ambientes hospitalares e de assisténcia a saude. Atualmente,
porém, essa realidade tem se alterado e 0 MRSA é considerado como um dos
principais patégenos relacionados as infec¢cdes na comunidade. Devido a isso, ja
h& algum tempo, ndo é correto tratar MRSA como um patdégeno de interesse
exclusivamente hospitalar (TORRES et al., 2017).

As cepas comunitarias apresentam caracteristicas fenotipicas e genéticas
das cepas hospitalares, fato que motivou uma denominacdo especifica para
cada uma delas, sendo as comunitarias chamadas de community-associated
MRSA (CA-MRSA) e as hospitalares chamadas de hospital-associated MRSA
(HA-MRSA). Inicialmente, as cepas comunitarias foram quase que
exclusivamente relacionadas as infeccdes de peles e partes moles, porém
atualmente se encontra essas cepas causando infec¢des hospitalares. Por esse

motivo, essa diferenciacdo entre CA-MRSA e HA-MRSA tem sido menos clara

pbp.

De maneira geral, CA-MRSA possuem perfis genéticos e de resisténcia
aos antimicrobianos diferentes de HA-MRSA, sendo sensiveis a um maior

numero de classes de antimicrobianos nao-beta-lactamicos; carreiam SCC-mec
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estruturalmente mais simples e produzem, em muitos casos PVL
(VANDENESCH et al., 2003). Infec¢des causadas por CA-MRSA, na maioria das
situacdes, respondem bem a tratamentos realizados por diversos
antimicrobianos, incluindo fluoroquinolonas, clindamicina, eritromicina e
aminoglicosideos. Por outro lado, infec¢des provocadas por cepas de HA-MRSA
requerem tratamento mais especifico, sendo a vancomicina historicamente o
medicamento de escolha (LOUGHREY et al., 2007).

A facilidade com que S. aureus tem de adquirir resisténcia a uma grande
quantidade de antimicrobianos € um ponto importante no estudo desses
microrganismos. A maior parte dos genes de resisténcia é adquirida através de
transmissao horizontal de genes (HGT), obtidas em sua maioria de outras
espécies ou géneros, embora possam ocorrer mutacdes capazes de gerar
resisténcia a determinados antimicrobianos. A HGT permite a aquisicdo de
clusters de genes que podem ter na sua constituicdo genes de resisténcia.
Podem ser citados como exemplos disso 0s genes mec, para resisténcia a
meticilina, e 0 gene vanA, para resisténcia a vancomicina. Por outro lado, as
mutacdes podem fornecer resisténcia a novos antimicrobianos ou para aqueles
que ndo tenham analogo naturais e que por esse motivo ndo possuem

determinantes de resisténcia disponiveis na natureza (MONACO et. al., 2016).

1.2.2 Resistencia a Glicopeptideos

Embora muitas vezes seja eficaz como terapia empirica e usada inclusive
como medicamento de Ultima escolha, a farmacoterapia com vancomicina deve
ser realizada com critério, pois cepas de S.aureus com resisténcia intermediaria
a vancomicina (VISA) e resisténcia total a vancomicina (VRSA) ja foram
identificadas (HIRAMATSU, 1997; CDC, 2002).

Em 1997, no Japdo, o primeiro S.aureus com sensibilidade reduzida a
vancomicina foi descrito (HIRAMATSU et al.,, 1997). Posteriormente, outros
paises também identificaram cepas com diferentes perfis de sensibilidade,

apresentando desde sensibilidade limitrofe até resisténcia total (GARDETE et
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al., 2012). Além da deteccdo de VISA e VRSA, um achado importante foi a
presenca de VISA heterogéneo (hVISA), que é definido como S.aureus ainda
sensiveis a vancomicina, porém contendo populacdo minoritaria com resisténcia
intermediaria (LIU; CHAMBERS, 2003). O gene vanA € um exemplo tipico de
HGT. Esse operon é composto de 5 genes, e localizxado no transposon Tn1546,
e que ocorre geralmente em enterococos resistentes a vancomicina (VRE),
principalmente em Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. A
transferéncia ocorre através de um plasmideo da familia Inc18 (ZHU et al.,
2010). Importante notar que o VRSA identificado no Brasil esta relacionado com
0 USA300 e PVL-positivo (ROSSI et al. 2014).

Foi em MRSA que a maior parte dos VISA e VRSA emergiram. Poderia se
pensar que VRSA seria uma evolucdo da resisténcia de VISA, porém o que se
observou é que ndo houve essa progressdao e que VISA e VRSA possuem
mecanismos de resisténcia distintos (BOBIN-DUBREUX et al., 2001; RYBAK et
al., 2005).

O crescimento das cepas de VISA é inibido com valores de CIM
consideradas como resisténcia intermediaria, ou seja, entre 4-8 pg/mL (CLSI,
2018). De maneira geral, CIM’s de teicoplanina para VISA sdo maiores do que
para vancomicina (RYBAK et al., 2005). Ha também cepas de S. aureus que
podem aparecer como sensiveis a vancomicina nos testes de rotina, mas que
podem conter subpopulacdes com resisténcia intermediaria para a vancomicina,
capazes de serem identificadas somente com uma analise do perfil dessas
populacdes. Essas cepas recebem o nome de VISA heteroresistente (h-VISA)
(LIU; CHAMBERS, 2003). A prevaléncia de h-VISA pode chegar a 50%, embora
possa variar bastante dependendo da regido do mundo (LIU; CHAMBERS,
2003).

Diferentemente do VISA, as cepas de VRSA possuem CIM para a
vancomicina em concentragfes bastante elevadas, normalmente acima de 16
png/mL. O mecanismo de resisténcia dessas cepas foi adquirido através da
transferéncia do marcado de resisténcia presente em Enterococcus resistentes a
vancomicina [vancomycin resistant enterococcus — (VRE)]. Dessa forma, as
bases genéticas e bioquimicas de resisténcia de VRSA sao as mesmas de VRE,

sendo as cepas portadoras do gene operon vanA, capazes de conferir alto nivel
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de resisténcia ndo s6 a vancomicina, mas também a teicoplanina (COURVALIN,
2006).

O operon vanA possui um grupo de genes capaz de codificar a sintese de
precursores de peptideoglicano modificados contendo um terminal D-ala-D-lac
ao invés de D-ala-D-ala, tornando a bactéria menos suscetivel a acdo do
glicopeptideo (WEIGEL et al, 2003).

E sugerido que a transferéncia do operon vanA para VRSA ocorreu in
vivo, provavelmente em uma infeccao mista entre VRE e MRSA, sendo mediada
por plasmideo, assumindo a caracteristica de VRSA (COURVALIN, 2006).

1.2.3 Resisténcia a Linezolida e Daptomicina

Em 2001 ocorreu o primeiro relato de S. aureus resistente a linezolida em
um paciente nos Estados Unidos que havia recebido esse antimicrobiano por 30
dias (TSIODRAS et al.,, 2001). Esse achado vai de encontro com o0 que é
observado na maioria dos casos de resisténcia a linezolida, ou seja, a detecc¢éo
de isolados resistentes esta associada ao uso prévio deste medicamento. Esse
fato torna esse tipo de resisténcia mais comum em alguns grupos especificos,
como paciente com fibrose cistica, por exemplo, visto que sofrem
frequentemente com pneumonias e linezolida é um dos medicamentos de
escolha (ENDIMIANI et al., 2011).

Com consequéncias clinicas importantes, a resisténcia de S. aureus
contra daptomicina merece ser citada. A mutagdo mais comum que promove
essa resisténcia € no gene mprF que codifica uma enzima envolvida no
metabolismo da membrana celular. Essa mutagcdo promove uma alteracdo na
estrutura de cargas da membrana celular, promovendo diminuicdo da insercao
do complexo calcio-daptomicina (JONES et al., 2008). Logo apdés a introducéo
do uso clinico da daptomicina em 2003, os primeiros isolados de S. aureus
resistentes ja foram detectados, principalmente em pacientes que sofriam de
endocardite, devido, provavelmente, ao fato dessas infec¢cdes possuirem uma
carga bacteriana elevada (, HAYDEN et al.,, 2005; JULIAN et al.,, 2007).
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Felizmente, a prevaléncia de resisténcia a daptomicina ainda é bastante
reduzida, sendo cerca de 0,05% (SADER et al., 2014). Ha ainda uma relacéo
entre a sensibilidade diminuida a vancomicina e a resisténcia a daptomicina.
Grande parte dos isolados de VISA possui resisténcia a daptomicina, indicando
gue o espessamento da parede celular que ocorre nos VISA pode influenciar a

permeabilidade também da daptomicina (CUI et al., 2006).

1.2.4 Resisténcia a Outros Antimicrobianos

Determinados clones de MRSA possuem também perfis caracteristicos de
resisténcia. CA-MRSA, por exemplo, sdo em sua maioria sensiveis a maioria das
classes de antimicrobianos ndo-beta-lactamicos, embora observa-se resisténcia
a eritromicina e ciprofloxacina no clone USA300 (DAVID; DAUM, 2010). O clone
europeu ST80, por sua vez, é resistente a tetraciclina. HA-MRSA sao
conhecidos por possuir um perfil de maior resisténcia, com sensibilidade a uma
gama menor de antimicrobianos. O clone ST22 (EMRA-15) possui a
caracteristica de resisténcia a fluorquinolonas e macrolideos, sendo sensivel a
gentamicina (ELLINGTON et al., 2010; JOHNSON et al.,, 2005). Enquanto o
clone ST8 (clone de Lyon) é resistente a flourquinolonas, porém sensivel a
macrolideos e aminoglicosideos (DAUWALDER et al., 2008).

Alguns antimicrobianos que foram desenvolvidos hd menos tempo
apresentam boa acdo contra o0 MRSA. Esse é o0 exemplo da ceftarolina e do
ceftabiprole, duas cefalosporinas que possuem ac¢do contra MRSA por terem
afinidade contra as PBP2 (DAVIES et al., 2007; MOISAN et al., 2010). Além
desses, alguns derivados da vancomicina e da teicoplanina, como telavancina e
dalbavancina, foram desenvolvidas e também mostram-se eficientes contra
MRSA (MORATA et al., 2015).

1.3 INFECCOES CAUSADAS POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

As infecgBes mais comuns relacionadas a S. aureus incluem as de pele

e partes moles, artrite séptica, endocardite, osteomielite, sepse, pneumonia e



17

infeccbes de corrente sanguinea. InfeccBes de sitio cirdrgico relacionadas a
corpos estranhos, como proéteses ortopédicas, também podem ocorrer (YU et al.,
2015).

InfecgBes cronicas, refratarias a tratamento com antimicrobianos, estéo

intimamente relacionadas a producéo de biofilme (JOSHI et. al., 2018).

Como algumas cepas S. aureus possuem a capacidade da producédo de
biofilme, a formacdo dessas estruturas em tubos orotraqueais pode tornar
recorrente o surgimento de quadros de pneumonias, além de dificultar ainda
mais a terapia medicamentosa (SANCHEZ et al., 2013; WAN et al., 2017)

S. aureus foi isolado em cerca de 40% das culturas obtidas de pacientes
com pneumonias adquiridas em hospitais (KOLLEF; MICEK, 2005), sendo
também o patégeno mais frequentemente relacionado a Pneumonias
Associadas a Ventilacdo (PAV), causando cerca de 25% dessas infeccdes
(WEINER et al.,, 2016). Alguns estudos apontam que a prevaléncia de PAV
relacionada com S. aureus pode chegar a 33%. Além da gravidade clinica do
paciente com esse quadro, que pode apresentar complicacées respiratorias
importantes, os altos indices de PAV em servicos de saude elevam muito o
custo de tratamento e a morbimortalidade dos pacientes (AYKAC; OZSURECKI;
BARASANOGLU, 2017).

S. aureus também possui importante relevancia em infec¢cdes de corrente
sanguinea e € um dos patdégenos mais comuns em casos de bacteremia.
Isolados de S. aureus mais resistentes estéo relacionadas a piores prognosticos
guando comparados com aqueles mais sensiveis. A taxa de mortalidade de
pacientes com bacteremia por S. aureus reportada por diversos autores é
bastante elevada, chegando a 20% apds um periodo de internacdo maior que 30
dias, com taxa de 13% de mortalidade relacionada a infecgédo (VAN HAL et al.,
2012; RECKER et al., 2017).

Nos EUA, um estudo mostrou que a incidéncia de infecgbes por CA-
MRSA é maior quando comparada as infec¢cbes causadas por HA-MRSA,
alcancando numeros em torno de 250 casos/100.000 habitantes e 30
casos/100.000 habitantes, respectivamente (DAVID; DAUM, 2010). Apesar do
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aumento observado nas infec¢cdes por CA-MRSA, a exposi¢cao aos cuidados de
saude continua sendo um grande risco para o desenvolvimento de infeccbes
invasivas por MRSA. Em 2015, 78% dos casos foram classificados como
associados a saude, enquanto 21% foram classificados como associado a
comunidade, mostrando respectivamente incidéncias de 14,8 por 100.000 e 3,9
por 100.000 (CDC, 2015).

No Brasil, MRSA é considerado o principal agente etiolégico causador de
bacteremias. Com relacdo as pneumonias, aparece como segundo patégeno
mais isolado (GALES et al., 2009).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DO MRSA

Os primeiros surtos e epidemias ocorreram nos anos de 1950 e foram
causados por um clone de S. aureus resistente a penicilina denominado fago
tipo 80/81 (GILLESPIE; ALDER, 1957). Essa cepa rapidamente se tornou
predominante em alguns paises, como Reino Unido, Canada, Estados Unidos e
Australia (BYNOE; ELDER; COMTOIS, 1956), causando muitos casos graves de
infeccOes de pele, sepse e pneumonia. Nesse momento 0sS surtos eram
praticamente restritos ao ambiente hospitalar, atingindo a comunidade
gradualmente no decorrer dos anos. Com a introducdo da meticilina no final da
década de 50, o fago tipo 80/81 reduziu em frequéncia (JESSEN et al., 1969).

A partir de 1980, o numero de infeccdes hospitalares causadas por esses
patégenos passou a atingir niveis alarmantes. Um estudo realizado na Inglaterra
e no Pais de Gales acompanhou a evolucdo das taxas de mortalidade e
morbidade causadas por MRSA durante os anos de 1993 e 2002. O que se
notou foi um aumento de 15 vezes na mortalidade e de 24 vezes nos casos de
bacteremia causadas por MRSA (GRIFFITHS et al., 2004).

Nos Estados Unidos, em 1968 ocorreu a primeira epidemia hospitalar
causada por MRSA, no estado de Massachussetts (BARRETT; MCGEHEE;
FINLAND, 1968). Progressivamente, outras regibes do pais passaram a ser
atingidas, sendo hospitais universitarios os mais acometidos, principalmente as
suas Unidades de Terapia Intensiva (UTI's). Entre 1975 e 1991 a taxa de MRSA
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isolados de pacientes hospitalizados passou de 2,4% para 29% (PANLILIO et.
al., 1992).

Na Austrdlia, o primeiro relato de MRSA ocorreu em 1965 apos
observacéo de ineficicia terapéutica da meticilina em duas grandes cidades:
Sydney e Melbourne (ROUNTREE; BEARD, 1968; GIVNEY et. al., 1998).
Algumas regifes da Australia ndo reportaram casosde MRSA durante muitos
anos, até que uma cepa de MRSA sensivel a gentamicina foi identificado no final
dos anos de 1980 (TORVALDSEN; ROBERTS; RILEY, 1999). Apé6s a
descoberta, essa cepa rapidamente se disseminou por todo o pais. Na regiao
leste desse pais, mais precisamente em Queensland, um estudo demonstrou
gque o numero de casos de MRSA ndo multirresistente passou de 71
casos/milhdo em 2000 para 315 casos/milhdo em 2006, sendo que essas cepas
eram resistentes para ao menos antimicrobiano nao-beta-lactamico e sensivel
ao ciprofloxacino (NIMMO et. al., 2008). No mesmo periodo um grande aumento
foi observado em pacientes ambulatoriais na regido, passando de 52 para 490
casos/milhdo (SONG et. al., 2011).

No final da década de 1980, o Japdo passou a observar uma maior
prevaléncia de MRSA em hospitais académicos e a partir de 1990 os demais
hospitais passaram a ser atingidos também (KAYABA et. al., 1997). A frequéncia
de pacientes com MRSA que era de 3,8% em 1990 passou a ser de 9,6% em
1994. Um dado interessante é notar que, de todos os pacientes colonizados por
MRSA no Japao em 1990, 4,5% eram representados por pacientes
ambulatoriais, tendo esse numero alcancado 35% em 1994. A explicacdo aceita
€ de que isso foi devido a disseminacdo do MRSA na comunidade (UDO;
PEARMAN; GRUBB, 1993, 1993; KAYABA et. al., 1997), embora somente em
2005 foi descrito o primeiro isolamento de MRSA carregando o gene PVL,
demonstrando ser um CA-MRSA (TAKIZAWA et. al., 2005; ITO et. al., 2008). Em
paises do norte europeu, enquanto na Finlandia o nimero de casos de MRSA
aumenta anualmente, tendo iniciado com 120 casos em 1997 e passando a
1458 casos em 2004 (KERTTULA et. al., 2007), outros paises da mesma regiao
permanecem com casos apenas esporadicos de isolamento de MRSA, como
séo os casos de Noruega, Dinamarca, Holanda e Suécia (TIEMERSMA et. al.,
2004; ANDERSEN; RASCH; SYVERSEN; 2007; STENHEM et. al., 2006).
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O continente africano possui dados ainda escassos sobre a prevaléncia
de MRSA. A maioria dos estudos utiliza apenas testes fenotipicos, fato que
tornam menos fidedignos os resultados. Estima-se que a prevaléncia seja algo
em torno de 50% na maioria dos paises, podendo ser inferior a 30% em algumas
regides. Como a Africa é um continente diversificado economicamente, fatores
como disponibilidade de antimicrobianos, praticas de controle de infeccédo e
incidéncia de infecgdo pelo HIV (considerado como um fator de risco para a
colonizagdo por MRSA) podem explicar as variagdes entre os paises (LEE et.
al., 2018).

Na América Latina, um estudo publicado em 2017 foi realizado utilizando
1185 isolados obtidos a partir de amostras de corrente sanguinea de 1010
pacientes obtidos de 24 hospitais diferentes em 9 paises distintos, sendo eles
Brasil, Argentina, Venezuela, Guatemala, Chile, Colémbia, Equador, México e
Peru. A taxa geral de isolados de MRSA foi de 45%, havendo, porém, diferencas
regionais importantes. O Brasil foi 0 pais que apresentou a maior taxa, 62%. A
seguir Venezuela (57%). México (57%), Peru (54%) e Guatemala (54%) também
apresentam taxas elevadas. Chile, Argentina, Equador e Col6mbia foram os
paises que apresentaram as taxas mais baixas, respectivamente, 45%, 40%,
29% e 22% (ARIAS et. al., 2017).

1.5 METODOS DE TIPAGEM

Métodos de tipagem possuem um papel de grande importancia no
processo de identificacdo e diferenciacdo dos diferentes clones de MRSA
existentes em diferentes regides do mundo. A tipagem SCCmec é baseada na
identificacdo de elementos estruturalmente diferentes do gene SCCmec e possui
grande utilidade para que se permita rastrear a origem evolutiva de clones de
MRSA. Essa tipagem visa identificar os elementos principais de cada tipo

SCCmec, o complexo da classe mec e tipo de complexo de ccr.

Atualmente s&o descritos 13 tipos de SCCmec que diferem em tamanho
de 20 a 60 kb. Os maiores elementos de SCCmec (tipos | a Ill) podem conter
ainda transposons e plasmideos integrados capazes de conferir resisténcia a
outros antimicrobianos, além da possibilidade de conterem operons que

permitem a resisténcia a metais pesados. O tipo IV codifica resisténcia somente
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a meticilina e, por ser de um tamanho menor quando comparado aos tipos I, Il e
[ll, tem maior probabilidade de ser transferivel. Além disso, ainda pode ser
dividido em oito subclasses, nomeado de a ao h, com base nas diferencas na
regido J1. SCCmec tipo IV e V sdo normalmente associados a CA-MRSA
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018). A estrutura dos diferentes elementos SCCmec

podem ser vistas na figura 1.

A técnica de multilocus sequence typing (MLST) € uma técnica bastante
utilizada para a classificacdo de isolados de S.aureus dentro de grupos
especificos de clones. A metodologia da técnica é baseada no sequenciamento
dos fragmentos internos de sete genes de manutencdo. Os alelos dos sete
genes originam um tipo de sequéncia definida pelo perfil alélico definida como
sequence typing (ST). Os ST'’s relacionados podem ser agrupados em clusters
chamados “complexos clonais” (CC). As principais vantagens do MLST é sua
reprodutibilidade e sua nomenclatura universal, permitindo uma relativa
facilidade em comparacdo de resultados (DEURENBERG; STOBBERINGH ,
2008).

A tipagem da proteina A estafilocécica (spa) € baseada na sequéncia de
um anico gene, responsavel pela codificacdo da proteina spa, em particular da
regido X. Essa regido é bastante polimérfica e contem diferentes repeticées
curtas em série, cuja combinacao resulta em diferentes tipos de spa (HARMSEN
et. al., 2003). Ha, atualmente, cerca de 15.000 tipos de spa catalogados. O
poder de diferenciacdo dessa tipagem €é superior MLST, porém inferior ao do
PFGE em termos de definichio do CC (COOKSON et. al, 2007;
STROMMENGER et. al., 2008). Como o local onde se encontra o spa tem uma
alta taxa de mutacdo, com o passar dos anos pode ocorrer o fenbmeno de
homoplasia, ou seja, 0s tipos spa podem acabar por convergirem e,
consequentemente, ocasionar problemas na distincdo dos clones (NUBEL et. al.,
2011).

A aplicacdo em maior escala destas técnicas moleculares passou a
permitir a identificacdo de clones de MRSA e suas distribuicbes mundiais. Vale
ressaltar que os clones estdo constantemente evoluindo e que ocorrem

situacdes em que alguns tipos de clones declinam e posteriormente ressurgem,
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sendo necessaria constante atualizacdo dos componentes epidemioldgicos
envolvendo MRSA. A globalizacdo € um fenébmeno que permite a troca e
disseminacgéo de clones e linhagens entre os paises de maneira mais acelerada
a cada ano (CHAMBERS; DELEO, 2009).

A identificagdo molecular de cepas de S. aureus tem ganhado papel
importante pela utilidade que pode possuir em varias situacfes, tanto como
agente colonizante quanto naquelas em que levam a um processo infeccioso.
Rastreamento de surtos, identificacdo de fontes de colonizacédo e distin¢cdo entre
cepas comunitérias e hospitalares podem ser realizados utilizando técnicas
como pulse-field em gel de eletroforese (PFGE), multilocus sequence typing
(MLST), tipagem de SCCmec e tipagem para proteina A estafilocécica (spa). Em
muitas situacdes, a combinacdo de dois ou mais métodos se torna necessaria
pelo fato de que alguns isolados ndao permitem a identificacao correta a partir de
um unico método (BENS; VOSS; KLAASSEN, 2006).

Primeiro descrito por Schwarz e Cantor em 1984, a eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE) ja foi considerado padrdo-ouro para tipagem de
MRSA (SCHWARTZ; CANTOR, 1984).
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Figura 1. llustragdo esquematica dos tipos SCCmec relatados. Até o momento, 13 tipos de SCCmec foram
identificados. Representagdes em escala dos 13 tipos SCCmec sdo mostrados, com o complexo do gene mec
indicado pelo sombreamento verde, o complexo do gene ccr indicado pelo sombreamento ptipura, e as regides J1,
J2 e J3 ao redor. ORF’s dentro dos elementos SCCmec sao representadas pelas caixas em vermelho, enquanto ORF’s
cromossOmicas sao representadas pelas caixas em amarelo. Elementos importantes nas regides J, como
transposons e plasmideos também sdo indicados. Diferentes combinagdes do complexo genético mec e ccr dao
origem aos varios tipos de SCCmec. Fonte: Internatonal Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassete Chromosome Elements (IWG-SCC)

A técnica é baseado na digestdo do DNA bacteriano com endonucleases
de restricdo reconhecendo um nimero limitado de sitios no genoma bacteriano,
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gerando fragmentos que vao desde 30 kb a mais de 1 Mb (GOERING, 2010).
Estes fragmentos ndo podem ser separados através da eletroforese em gel
convencional, que utiliza um campo elétrico Unico e uniforme e em que o DNA
percorre do catodo para o anodo através do gel em apenas uma direcdo. Estas
bandas maiores apareceriam como uma Unica banda difusa (SINGH et al.,
2006).

Em PFGE a orientacdo do campo elétrico é pulsado, ou seja,
periodicamente deslocado ou alterado, permitindo uma alteragdo do DNA no
sentido do movimento e permitindo a separacdo dos fragmentos dos pares de
bases efetivamente de acordo com seu tamanho (FARBER, 1996). O PFGE, no
entanto, requer a utilizacdo de DNA genOmico intacto e, por conseguinte,
cuidados especiais devem ser tomados durante a extracdo do DNA. Para este
efeito, as células bacterianas séo incorporadas em tampdes de agarose de baixo
ponto de fusdo, que permitem o livre fluxo das solu¢des necessarias para a lise
da parede celular e da enzima de digestdo das proteinas celulares, a0 mesmo
tempo que protege o DNA da ruptura. Enquanto permanece na agarose, 0 DNA
gera fragmentos de alto peso molecular. Durante a eletroforese, esses
fragmentos migram para o anodo; no entanto, antes da migracdo eles precisam
se alinhar com a direcdo da corrente elétrica. O tempo necessario para o
alinhamento dos fragmentos de DNA depende do massa molecular dos
fragmentos; os fragmentos maiores necessitam de mais tempo para se
reorientarem para a direcdo do novo campo, enquanto os fragmentos menores
rapidamente reorintam-se e comecam a migrar. Isso resulta em uma resolucéo
mais nitida de fragmentos quando o campo eléctrico € pulsado e/ou alternado
durante a eletroforese (REED; STEMPER; SHUKLA, 2007).

1.6 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Durante as primeiras décadas apés a identificacdo do primeiro MRSA,
essas cepas ficaram restritas a servicos de saude nos Estados Unidos e Europa,
pincipalmente (CHAMBERS; DELEO, 2009). Denominada como fago tipo 83A,

atualmente € classificada como ST250, CC8, e que foi chamado de “clone

arcaico”. O clone arcaico gradualmente foi desaparecendo para dar origem a
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outros novos clones pandémicos (ENRIGHT et. al., 2002; CHAMBERS; DELEO,
2009). Uma dessas linhagens é o ST239-SCCmec Ill, também conhecido como
clone epidémico brasileiro-hangaro (BEC) (DEURENBERG;
STOBBERINGH,2008; SMYTH et. al.,, 2010). ST239 se tornou prevalente no
Reino Unido, Australia e Estados Unidos entre 1970 e 1980, na América do Sul e
Europa entre 1980 e 1990 e na Asia e Oriente Médio entre 1990 e 2000. A
nomenclatura original de HA-MRSA utilizava o nome da area geografica onde o
clone foi isolado pela primeira vez ou mais difundido (MURCHAN et al., 2003) e
sua classificacdo era baseada na tipagem do fago e outros tracos fenotipicos
(KERR et. al.,, 1990) e, posteriormente, por PFGE (OLIVEIRA; TOMASZ;
LENCASTRE, 2002).

Embora algumas dessas nomenclaturas ainda permanecam, a forma mais
utilizada é feita a partir do tipo ST-SCCmec e adicionalmente o componente CC.
Na verdade, um Unico CC pode incluir clones MRSA com diferentes distribui¢cdes
geograficas e que podem estar associados a diferentes elementos SCCmec,
além da possibilidade da existéncia de outras caracteristicas, como fatores de
viruléncia e resisténcia a determinados antimicrobianos (MONECKE et. al., 2011;
NUBEL et. al.,, 2011). Um exemplo disso é o tipo CC5 que engloba clones
pertencentes ao ST5-SCCmec Il (USA100), mais comum HA-MRSA presente
nos Estados Unidos, assim como ST5-SCCmec IV (USA800), conhecido como
clone pediatrico (MONECKE et. al., 2011).

Na América do Norte, além do ST5-SCCmec I, os clones mais frequentes
sdao o ST8-SCCmec IVh (USA500), ST36-SCCmec IV (USA200) e ST45-
SCCmec IV. Com menos frequéncia se encontra também ST22-SCCmec IV e
ST247-SCCmec |I. A América do Sul apresenta dois clones HA-MRSA mais
frequentes: o ST5 e o ST239. No Brasil, particularmente, as linhagens
hospitalares mais comumente encontradas sdo ST239-SCCmec III (clone
brasileiro), ST5 e ST1 (SILVA-CARVALHO et al., 2009; CABOCLO et al. 2013),
enquanto na Argentina a maioria dos HA-MRSA isolados séo do clone ST5-
SCCmec | (clone cordobes-chileno), também bastante frequente na Colémbia,
juntamente com o ST8-SCCmec IVc (BECKER et al. 2012; EGEA et al. 2014).
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Apesar desse achado, no Brasil observa-se em alguns locais uma
mudanca de perfil quanto a epidemiologia. Estudos ja mostram uma maior
prevaléncia de SCCmec tipo Il em um hospital de Sdo Paulo (CAIAFFA-FILHO
et al, 2013). ST5-SCCmec IV e ST1-SCCmec IV foram as linhagens
predominantes em estudo realizado em um hospital no Rio de Janeiro
(PEDINOTTI et al., 2017). Além disso, USA100 se mostrou o0 clone
predominante em dois estudos realizados no Brasil incluindo hospitais de S&o
Paulo e Porto Alegre (ARIAS et al., 2017; CHAMON et al., 2017).

Na Europa, ST5, (CC5), ST8 (CC8) e ST22 (CC22) sdo aqueles que
predominam na maioria dos paises, embora existam diferencas regionais
importantes. Na Italia, Alemanha, Cro4cia, Austria, Hungria e Eslovénia o clone
ST228-SCCmec | (clone balcanico-adriatico do norte) é detectado com
frequéncia (GRUNDMANN et. al., 2010; MONACO et. al., 2010). Na Espanha, o
clone ST125-SCCmec IV tem sido identificado com o tipo spa t067 (PEREZ-
VAZQUEZ et. al., 2009).

Na Alemanha, Bélgica Holanda, Suica e Croacia se observa
constantemente o isolamento do clone ST45-SCCmec |V, chamado de “clone
epidémico de Berlim”. Na Francga, o clone mais abundante € o chamado “clone
de Lyon”, classificado como ST8-SCCmec IV, seguido pelo ST5-SCCmec |,
conhecido como “clone Geraldino” (DAUWALDER et. al., 2008). Os Estados
Unidos, desde o inicio dos anos de 1990, apresenta como clone mais comum o
ST22-SCCmec |V, chamado de EMRSA-15. Esse mesmo clone tem sido
encontrado seguidamente em outros paises, como Alemanha, Hungria, Portugal
e ltalia. Esse clone é mais frequentemente encontrado no continente europeu
(HOLDEN et. al., 2013; GRUNDMANN et. al., 2014).

Na Africa, os testes genotipicos sdo ainda limitados. Sugere-se a
predominédncia dos clones ST5 associados a diferentes tipos SCCmec,
principalmente |, Il e IV. A Africa do Sul ja identificou como clones de HA-MRSA
0 ST22-SCCmec IV, ST36-SCCmec Il e 0 ST612-SCCmec IV (ABDULGADER
et. al., 2015). Hospitais localizados na Tunisia e na Nigéria ja tiveram
identificados isolados de clones ST1 (MARIEM et. al., 2013; RAJI et. al., 2013).
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A Asia, embora territorialmente extensa e amplamente povoada, possui
uma caracteristica peculiar: cerca de 90% das infeccbes hospitalares séo
causadas pelo clone ST239-SCCmec Il (SMYTH et. al., 2010). Esse é o clone
predominante em praticamente todos 0s paises onde 0s testes genotipicos tém
sido realizados, incluindo China, Coreia do Sul (MOON; LEE; LEE, 2010),
Indonésia, Filipinas, Tailandia, Vietnd, india e Paquistdo (SHABIR et. al., 2010;
CHEN; HUANG, 2014). O Japdo é a exceg¢do e possui como seu clone
predominante o ST5-SCCmec Il (CHEN; HUANG, 2014), que também é
encontrado na China, Coreia do Sul e Taiwan (TSAO et. al. 2014). Clones de
ST241 sao encontrados na Tailandia, Vietna e Filipinas (CHEN; HUANG, 2014).

Na Australia, até o final da década de 90, o clone de HA-MRSA mais
recorrente era 0 mesmo asiatico, ou seja, 0 ST239-SCCmec lll. Nesse periodo,
0 clone ST22-SCCmec IV passou a ser 0 mais comum nessa regiao
(WILLIAMSON; COOMBS; NIMMO, 2014). Uma particularidade com relacédo a
Nova Zelandia é que os clones ST1 sdo os mais detectados em pacientes
apresentando bacteremia (RITCHIE; THOMAS; RAINEY, 2014).

A partir dos anos de 1990 houve uma mudanca significativa na
epidemiologia de MRSA provocada, principalmente, pelo aumento dos casos de
infeccbes causadas por cepas na comunidade, denominadas CA-MRSA. As
primeiras infec¢cdes por esse tipo de cepa foram identificadas na Austrélia, no
final da década de 80, sendo posteriormente identificada como ST8-SCCmec IV
(NIMMO; COOMBS, 2008).

No inicio da década de 90, os Estados Unidos observaram a ocorréncia
de casos de infeccdo por MRSA na comunidade em criangas sem nenhum fator
de risco aparente (HEROLD et. al.,, 1998). No final da mesma década, um
pequeno surto de pneumonia necrotizante e sepse, causado por MRSA, ocorreu
em criancas saudaveis no oeste americano. A cepa causadora desse surto foi
identificada como USA400 através da técnica de PFGE (DELEO et. al., 2010;
DAVID et. al.,, 2015) e se tornou o CA-MRSA mais prevalente nos Estados
Unidos até 2001, ano em que o clone USA300 substituiu o anterior como sendo
o de maior prevaléncia na comunidade (STRYJEWSKI; CHAMBERS 2008).
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CA-MRSA foi associada a muitas infeccbes de pele e tecidos moles em
jovens saudaveis sem nenhum fator de risco e nenhuma relacdo com servicos
de saude (STRYJEWSKI; CHAMBERS 2008). Essas cepas passaram a causar
surtos em algumas populacdes especificas, como atletas, militares, prisioneiros,
homens homossexuais e recém-nascidos. Em algumas situagdes, cepas de CA-
MRSA foram relacionadas a infecgcbes graves, como pneumonia necrotizante,
fasciite necrotizante, sepse e osteomielite (CRUM et. al,. 2006; BUKHARIE
2010).

A tipagem molecular das cepas de CA-MRSA mostrou um perfil diferente
quando comparado ao HA-MRSA. As cepas comunitarias mostraram ser em sua
maioria do tipo SCCmec IV ou V enquanto as cepas hospitalares
frequentemente séo dos tipos I, Il ou lll. Além disso, os CA-MRSA apresentam
resisténcia a um numero menor de antimicrobianos nao-beta-lactamicos, ao
passo que os HA-MRSA sé&o, em sua maioria, multirresistentes (BENOIT et, al.,
2008; DAVID; DAUM, 2010).

Outra caracteristica comum aos CA-MRSA é a presenca dos genes para
a PVL responsavel por uma citotoxina com afinidade aos neutréfilos humanos,
levando a sua destruicdo e, consequentemente, dano tecidual (BOYLE-VAVRA;
DAUM 2007; SPAAN et. al., 2015). Além disso, a PVL tem sido definida como
importante fator que contribui para a viruléncia e disseminacdo do CA-MRSA
(ZHANG et. al., 2008; CHAMBERS; DELEO 2009). A presenca de SCCmec tipo
IV e PVL tem sido utilizado como marcadores para o acompanhamento da
disseminacdo de CA-MRSA em todo o mundo (VANDENESCH et. al., 2003).
Entre 60 e 100% das cepas de CA-MRSA possuem genes para PVL (ROSSNEY
et. al., 2007; SHALLCROSS et. al., 2013), sendo que essa porcentagem pode
variar dependendo da regido geografica (MUNCKHOF et. al., 2003).

Com a recente elevacéo da presenca de clones CA-MRSA em ambientes
hospitalares, principalmente nos Estados Unidos, a distincdo epidemioldgica
entre essas cepas e as HA-MRSA tem sido menos clara e, portanto, exigindo
mais de um critério molecular para que seja possivel a diferenciacdo (DAVID;
DAUM, 2010).

A prevaléncia de infec¢des por CA-MRSA parece ser maior nos Estados

Unidos do que em outras regides do mundo, embora os dados ainda sejam
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escassos em muitos paises e continentes (WITTE , 2009; MEDIAVILLA et. al.,
2012).

Nos Estados Unidos, o clone CA-MRSA mais comum é o ST8-SCCmec
IVa (USA 300). Esse clone possui, além dos genes PVL, um elemento movel
catabolico de arginina (ACME), que é relacionado a uma maior capacidade de
colonizacéo da pele (DAVID; DAUM 2010). Além do clone citado acima, o ST1-
SCCmec IV (USA400), ST30-SCCmec IV e ST59-SCCmec IV também podem
ser encontrados em menor numero (MEDIAVILLA et. al., 2012; MONECKE et.
al.,, 2011). O Canada possui um perfil semelhante aos Estados Unidos, sendo
USA300 e USA400 os mais prevalentes (NICHOL et. al., 2013).

Na Europa existe uma série de clones diferentes circulando, sendo que
maioria das infecgbes sao provocadas pelo clone europeu ST80-SCCmec IV
(VANDENESCH et. al.,, 2003). O clone USA300, responsavel por peqguenos
surtos e infec¢des esporadicas, foi relatado na Dinamarca em 2000 (LARSEN et.
al., 2007) e, posteriormente, em outros paises como Austria, Inglaterra, Franca,
Franca, Holanda, Espanha e Itadlia (NIMMO 2012; SANCHINI et. al., 2013).
Esses Ultimos dois paises também j4 detectaram o clone USA300-LV
(CERCENADO; RUIZ DE GOPEGUI, 2008; SANCHINI et al., 2011; DAVID;
DAUM, 2010). O clone ST30-SCCmec IV é bastante comum em varias regioes
do continente. Outros tipos também s&o encontrados em frequéncia variavel
dependendo da regido, incluindo os clones ST22, ST59, ST122 e ST772
(MONECKE et. al., 2011; ELLINGTON et. al., 2010; MEDIAVILLA et. al., 2012).

O norte africano possui o clone ST80-SCCmec IV como sendo 0 mais
comum (SCHAUMBURG et. al., 2014). A regidao central, oeste e leste do
continente africano apresenta o clone ST80-SCCmec IV como mais prevalente
(SCHAUMBURG et. al., 2014). No sul, ST612-SCCmec IV é clone mais comum
(ABDULGADER et. al., 2015).

A Asia apresenta uma ampla diversidade de clones circulando e a
prevaléncia varia significativamente dependendo da regido. O clone ST59
associado ao gene SCCmec IV, V ou V7 (Vraiwan) €ncontra-se em Taiwan, China,
Vietnd e Japao (DAVID; DAUM, 2010; SOWASH; UHLEMANN, 2014; CHEN;
HUANG, 2014). O clone ST30-SCCmec IV pode ser encontrado em

praticamente todo o continente, com maior prevaléncia em Singapura, Hong
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Kong, Filipinas e Jap&o. Na india, o clone ST772-SCCmec V (clone Bengal Bay)
€ o0 predominante, embora ST22-SCCmec IV também seja encontrado. No
Japéao ainda é possivel encontrar os clone ST8, ST88 e ST93 (CHEN; HUANG,
2014; DAVID; DAUM, 2010; MONECKE et. al., 2011; SOWASH; UHLEMANN,
2014; WILLIAMSON; COOMBS; NIMMO, 2014).

Na Australia, o clone mais prevalente de CA-MRSA é o0 ST93-SCCmec IV,
conhecido como clone Queensland. Porém, outros clones podem ser
encontrados também, inclusive negativos para PVL (NIMMO; COOMBS, 2008).
Deve ser notada a presenca do clone ST75, geneticamente distinto do S. aureus
e que, provavelmente, pertenca a uma outra espécie. A Nova Zelandia possui
como clone mais comum o ST30-SCCmec IV desde 2005. Antes disso, o clone
ST5-SCCmec IV era o mais prevalente. Além desses citados, outros clones
encontrados na Oceania sdo USA300, ST59-SCCmec V1 e ST772-SCCmec V,
esses dois Ultimos também bastante comum na Asia e que explica-se pela
proximidade das duas regides (WILLIAMSON et. al., 2014).

Na Ameérica do Sul, uma variante do clone ST8-SCCmec IVa (USA300)
chamado de clone ST8-SCCmec IVc (USA300-LV) € o clone CA-MRSA mais
prevalente. Esse clone, que possui 0 gene para PVL, mas ndo ACME, foi
primeiramente descrito na Colémbia em 2009 (REYES et. al., 2009), e também é
presente em muitos paises, incluindo Peru, Equador, Brasil, Venezuela e
Argentina (JIMENEZ et. al., 2012; EGEA et. al., 2014). No Brasil, o clone
comunitario mais comum € o ST30-SCCmec IV (GELATTI, 2016).

Dessa forma, a caracterizacdo da distribuicdo da resisténcia a
antimicrobianos e relacdo com tipagem SCCmec de S.aureus torna-se relevante
para o entendimento da situacdo local, permitindo um melhor entendimento
sobre a epidemiologia do local de estudo. Nesse trabalho, foi pesquisada essa
relacdo no Hospital Universitario da Regido Norte do Parana em infeccdes de

pele e partes moles entre os anos de 2000 a 2019.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a distribuicdo temporal da resisténcia a antimicrobianos e
relacdo com a tipagem SCCmec de Staphylococcus aureus isolados de pele e
partes moles em um hospital na regido sul do brasil entro os anos 2000 a 2019.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

2.2.2 Comparar os dados de CIMso e CIMgo entre as cepas de MSSA e MRSA

utilizadas no estudo.

2.2.3 ldentificar a tendéncia de resisténcia para o0s antimicrobianos

betalactamicos entre os anos de 2000 e 2019.

2.2.4 Determinar a frequéncia global dos antibiotipos identificados nos isolados
clinicos de MRSA entre os anos de 2010 e 2019.

2.2.5 Observar a variacao dos tipos SCCmec das amostras mecA positivas entre
0s anos de 2010 e 2019.



32

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivo, observacional, transversal, com
pacientes de um hospital da regido sul do Brasil, no periodo de 2010 a 2019.
Trata-se de um hospital terciario da Rede Sentinela que possui 290 leitos.

Dados demograficos dos pacientes, resultados das culturas e de testes de
sensibilidade a antimicrobianos foram obtidos do banco de dados do Sistema de
Informagdo AGTA Healthcare, modulo LABHOS®, do laboratério de anélises
clinicas do hospital.

S. aureus foram isolados de culturas de sangue, pele e partes moles,
fragmentos 6sseos, secrecdes respiratorias, liquidos cavitarios, urina, swabs de
vigilancia, entre outros. As hemoculturas foram realizadas utilizando-se Sistemas
automatizados, BacT/ALERT® (bioMérieux, Durham, NC, USA) ou BD Bactec™
(Becton Dickinson). As demais culturas foram realizadas por metodologia
manual, padronizada por Jorgensen et al. (2015).

A identificagdo das amostras assim como a determinagdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) a antimicrobianos foram realizadas pelos
sistemas automatizados MicroScan WalkAway®  (Siemens-Califérnia),
Phoenix® (Becton- Dickinson) ou Vitek2® (bioMérieux- Durham, NC, USA), de
acordo com o periodo de estudo, seguindo orientacdes dos fabricantes.

A CIM de vancomicina para S. aureus foi determinada pelo método de
Etest®, utilizando-se fitas plasticas contendo o antimicrobiano em gradiente de
concentracdo, de 0,16 a 256 pg/mL, de acordo com recomendacbes do
fabricante.

Isolados que apresentaram CIM para oxacilina > a 4 pg/mL foram
designados MRSA, enquanto os que apresentaram CIM para oxacilina menor a
< 4 yug/mL e para benzilpenicilina > 0,25 pg/mL foram considerados S. aureus
sensiveis a meticilina (Methicillin-susceptible S. aureus — MSSA). Aqueles
isolados que apresentaram CIM para benzilpenicilina < 0,12 pg/mL foram
categorizados como S. aureus sensiveis a penicilina (Penicillin-susceptible S.
aureus — PSSA).
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Foram consideradas infec¢cdes hospitalares aquela desenvolvidas apos
um periodo de 72 horas de internacdo. Consequentemente, aquelas infeccoes
observadas em um periodo anterior a esse, foram consideradas infeccdes

comunitarias.

3.2 CLASSIFICACAO DE MRSA EM ANTIBIOTIPOS

S. aureus foram categorizados em antibiotipos, de A a W, de acordo com
as classes de antimicrobianos (macrolideos, lincosaminas, fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, sulfonamidas, rifampicina, oxazolidinona e glicilciclina), as
quais apresentavam resisténcia.

O antibiotipo A apresentavam resisténcia a seis classes, exceto a
oxazolidinona e glicilciclina. O B era resistente aos mesmos antimicrobianos,
com excecdo de rifampicina. O antibiotipo C apresentava resisténcia a
betalactamicos e a mais outras quatro classes, com excecao das sulfonamidas e
rifampicinas. J& os MRSA que apresentavam antibiotipo D eram resistentes a
macrolideos, lincosaminas e fluoroquinolonas, e assim sucessivamente, como

pode ser visualizado na tabela 1.

3.3 AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Foram calculadas as CIMso e CIMgo, correspondem as CIM para
antimicrobianos que correspondem a 50 e 90% dos isolados e comparadas entre
isolados de MRSA e MSSA.

Resultados das CIM para oxacilina, benzilpenicilina, ceftaroline,
eritromicina,  clindamicina, ciprofloxacina, = daptomicina, levofloxacina,
prulifioxacina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, rifampicina, linezolide,
acido fusidico, teicoplanina e tigeciclina, de S. aureus avaliados pelo Sistema
Vitek2® (bioMeriéux- Brasil) utilizando-se o painel 637 para microrganismos
gram positivos, foram obtidos utilizando-se o sistema de gerenciamento de
dados Observa®.

Para vancomicina, resultados das CIM, determinadas previamente por

Etest® (bioMerieux-Durham, NC, USA), para amostras de S. aureus, foram
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selecionadas do banco de dados do Sistema de Informacdo AGTA Healthcare,
modulo LABHOS® do laboratério do hospital.

9717 amostras positivas para S.
aureus (01/2000 - 10/2019

2931 amostras
com dados de
CIM disponiveis

MSSA CIM,, e

MRSA CIM,, e

Andlise temporal
de resisténcia aos
betalactamicos

3517 isolados MRSA -

Antibiotipos
I ]
e 100 amostras de
A Distribuicao . ~
Frequéncia global linfecgdes de peles
temporal
e partes moles

86% mecA

V,VlieNT

SCCmec |, 11, 11, 1V,

Figura 2 Fluxograma do delineamento do estudo
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Tabela 1 - Relacdo dos antibiotipos verificados para MRSA, de acordo com o perfil de resisténcia

aos antimicrobianos.
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Legenda: R — resistente, S — sensivel, OX - oxacilina, PN - benzilpenicilina, E - eritromicina, CLI
— clindamicina, CIP - ciprofloxacina, GN — gentamicina, SXT - sulfametoxazol-trimetoprim, RIF —
rifampicina, LZD — linezolide, TIG - tigeciclina

3.4 METODOS GENOTIPICOS

3.4.1 Reativacao das Amostras

Foram selecionadas 100 amostras de S. aureus obtidas de culturas de
pele e partes moles, estocadas no Banco de Bactérias do setor de microbiologia,
para realizacdo de testes moleculares. Os isolados foram recultivados em caldo
de soja e tripticaseina (TSB) e posteriormente em agar manitol salgado (Oxoid®,
Hampshire, UK), sob condi¢cdes aerbbicas, a 35 ° C, por 24 h. Colbnias

fermentadoras do manitol, sugestivas de S. aureus foram submetidas ao teste de
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DNAse. A resisténcia a betalactamicos foi avaliada por disco-difusdo, conforme

preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI -2018).

3.4.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A identificacdo de S. aureus foi confirmada por PCR, utilizando-se o
gene da coagulase (coa), de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008) e o de
termonuclease (nuc), de acordo com Hirotaki et al. (2011). O DNA total foi
extraido de acordo com Sambrook, Fritsch e Maniatis (1990).

O gene mecA também foi investigado para determinagcdo genotipica de
resisténcia a meticilina. As amostras positivas foram submetidas a tipagem
SCCmec por multiplex PCR, conforme proposto por Milheirico, Oliveira e
Lencastre (2007). Foram investigados seis tipos de SCCmec: I, II, I, IV, V e VI.
Os isolados que nao se enquadraram em nenhum desses tipos foram
categorizados como nao-tipaveis (NT).

Como controle de qualidade foram utilizadas cepas de MRSA tipo |
(NCTC10442), tipo Il (N315), tipo Ill (85/2082), tipo IV (JCSC4744), e tipo V
(WIS).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
— IBM Corp., Nova York, EUA), versao 20 para Windows para analise estatistica.
A tendéncia annual da prevaléncia de MRSA, assim como de MSSA, foi
estudada por regressdo linear usando GraphPad Prism v.6.01 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA). O teste x2 test foi usado para variaveis categoricas
e o teste Exato de Fisher para variaveis continuas, quando apropriado. Valor de

p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo
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4 LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

Os testes descritos nesse trabalho foram realizados no setor de
microbiologia do laboratorio de analises clinicas do Hospital Universitario de
Londrina e no laboratério de biologia molecular de microrganismos (NIP5)
localizado na Universidade Estadual de Londrina (UEL), Centro de Ciéncias
Biolégicas (CCB). O HUL € um hospital escola tercidrio e um centro de
referéncia para cuidados de saude no norte do Parana. Utilizando o Sistema
Unico de Saude, trata-se de um hospital exclusivamente de atendimento publico.

Conta com 313 leitos que atende pacientes oriundos de todo o Parana e regiao.
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5. PRODUCAO BIBLIOGRAFICA

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos

no artigo abaixo:

DISTRIBUIC}AO TEMPORAL DA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E
RELACAO COM A TIPAGEM SCCmec DE Staphylococcus aureus
ISOLADOS DE PELE E PARTES MOLES, EM UM HOSPITAL NA REGIAO
SUL DO BRASIL DE 2000 A 2019.

RESUMO

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [Methicillin-resistant S. aureus —
(MRSA)] € um patdgeno altamente prevalente ao redor do mundo e responsavel
por causar diferentes infeccGes ao homem. Este estudo teve como objetivo
avaliar examinar a distribuicdo temporal de S aureus nos ultimos 20 anos, de
acordo com o padrao de resisténcia a antimicrobianos, bem como sua relagéao
com os tipos de SCCmec que circulam em hospital da regido sul do Brasil. Entre
0s anos 2000 e 2002, a frequéncia de MRSA era maior (58,5%) do que a de
MSSA (36,5%). No entanto, a partir de 2003 ocorreu uma inversao das taxas.
MRSA reduziu para 29% em 2019 e MSSA aumentou para 59,9% em 2019.
Surpreendentemente, S. aureus sensiveis a penicilinas [Penicillin-susceptible S.
aureus — (PSSA)], apresentaram uma tendéncia de aumento ao longo do tempo.
Além disso, a analise de diferentes antibiotipos permitiu a observacdo da
ocorréncia de isolados com SCCmec tipo Il com perfis de resisténcia a um
menor numero de antimicrobianos, ao passo que também se observou a
presenca de isolados SCCmec tipo IV com perfis de resisténcia a um manio
namero de classes de antimicrobianos

ABSTRACT

O Staphylococcus aureus resiste a meticilina [S. aureus resistente a meticilina -
(MRSA)] é um patogeno altamente prevalente no mundo e responsavel por
causar diferentes danos ao homem. Este estudo teve como objetivo avaliar a
distribuicdo temporal do Sureure nos ultimos 20 anos, de acordo com o padréao
de resisténcia a antimicrobianos, bem como sua relacdo com os tipos de
SCCmec que circulam no hospital da regido sul do Brasil. Entre os anos 2000 e
2002, a frequéncia de MRSA era maior (58,5%) do que a MSSA (36,5%). No
entanto, a partir de 2003, ocorreu uma inversao das taxas. MRSA reduziu para
29% em 2019 e MSSA aumentou para 59,9% em 2019. Surpreendentemente, o0
S. aureus utilizou penicilinas [S. aureus suscetivel a penicilina - (PSSA)],
apresentou uma tendéncia de aumento ao longo do tempo. Além disso, uma
analise de diferentes antibidticos permitiu a observacdo da ocorréncia de
SCCmec tipo Il com registros de resisténcia e um numero menor de
antimicrobianos, ao passo que também teve a presenca de SCCmec tipo IV com
testes de resisténcia a um manio numero de classes de antimicrobianos
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é um patdgeno altamente prevalente ao redor do
mundo. A partir dos anos 80, isolados resistentes a meticilina (Methicillin-
resistant S. aureus — MRSA) surgiram nos anos 60, inicialmente em hospitais
com poucos clones multirresistentes dominantes. Nas ultimas trés décadas, no
entanto, foram identificados em infeccbes adquiridas na comunidade

(Community-acquired Methicillin-resistant S. aureus — CA-MRSA).

A resisténcia a meticilina deriva primariamente da aquisicdo do gene
mecA, o qual codifica uma proteina ligadora de penicilina (Penicillin-binding
protein- PBP2a) com baixa afinidade por betalactamicos. Este gene esta inserido
em um elemento genético movel, o cassete cromossdmico estafilococico

(Staphylococcal cassette chromossome mec — SCCmec).

MRSA relacionados a infeccbes hospitalares (Hospital-acquired
Methicillin-resistant S. aureus — HA-MRSA) tém sido descritos como
multirresistentes, ou seja, além da resisténcia a betalactamicos, sdo resistentes
a diversas classes de antimicrobianos como macrolideos, lincosaminas,
fluoroquinolonas e aminoglicosideos, e apresentam SCCmec dos tipos I, Il ou llI.
Por outro lado CA-MRSA pdescritos como sensiveis aos antimicrobianos néo
betalactamicos e portadores dos SCCmec tipo IV e V (ITO et al., 2015;............. ,
MIGUEL et al., 2019).

Estudos multicéntricos tém mostrado que a frequéncia e a epidemiologia
de S. aureus tem mudado na atualidade, em diversas areas geograficas do
mundo (ECDC et al., 2018; SASAI et al., 2019). Clones de MRSA originados na
comunidade tém entrado nos hospitais, assim como isolados de HA-MRSA tem
se disseminado para a comunidade. A emergéncia de infec¢des por estes novos
tipos de MRSA tem alterado significativamente as opcOes terapéuticas
(BOTELHO et al., 2019; KATEETE et al., 2019; MIGUEL et al., 2019).

No Brasil, porém, existem poucos dados acerca da epidemiologia
molecular e sua relacdo com a sensibilidade a antimicrobianos de S. aureus,
especialmente em isolados obtidos de infec¢cbes de pele e partes moles. Assim,

neste estudo, foi examinada a distribuicdo temporal de S. aureus nos ultimos 20
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anos, de acordo padrao de resisténcia a antimicrobianos, bem como sua relacao

com os tipos de SCCmec, que circulam em um hospital na regido sul do Brasil.
MATERIAIS E METODOS

DELINEAMENTO DO ESTUDO E COLETA DE DADOS

Foi realizado um estudo retrospectivo, observacional, transversal, com
pacientes de um hospital da regido sul do Brasil, no periodo de 2010 a 2019.
Trata-se de um hospital terciario da Rede Sentinela que possui 290 leitos.

Dados demograficos dos pacientes, resultados das culturas e de testes de
sensibilidade a antimicrobianos foram obtidos do banco de dados do Sistema de
Informacdo AGTA Healthcare, modulo LABHOS®, do laboratério de anélises
clinicas do hospital.

S. aureus foram isolados de culturas de sangue, pele e partes moles,
fragmentos 6sseos, secrecdes respiratorias, liquidos cavitarios, urina, swabs de
vigilancia, entre outros. As hemoculturas foram realizadas utilizando-se Sistemas
automatizados, BacT/ALERT® (bioMérieux, Durham, NC, USA) ou BD Bactec™
(Becton Dickinson). As demais culturas foram realizadas por metodologia
manual, padronizada por Jorgensen et al. (2015).

A identificagdo das amostras assim como a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) a antimicrobianos foram realizadas pelos
sistemas automatizados MicroScan WalkAway® (Beckman Coulter),
Phoenix® (Becton, Dickinson) ou Vitek2® (bioMérieux- Durham, NC, USA), de
acordo com o periodo de estudo, seguindo orientacdes dos fabricantes.

A CIM de vancomicina para S. aureus foi determinada pelo método de
Etest® (bioMeriéux-Durham, NC, USA), utilizando-se fitas plasticas contendo o
antimicrobiano em gradiente de concentracao, de 0,16 a 256 pg/mL, de acordo
com recomendacdes do fabricante.

Isolados que apresentaram CIM para oxacilina > a 4 pg/mL foram
designados MRSA, enquanto os que apresentaram CIM para oxacilina menor a
< 4 yg/mL e para benzilpenicilina > 0,25 pg/mL foram considerados S. aureus
sensiveis a meticilina (Methicillin-susceptible S. aureus — MSSA). Agueles

isolados que apresentaram CIM para benzilpenicilina < 0,12 pg/mL foram
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categorizados como S. aureus sensiveis a penicilina (Penicillin-susceptible S.
aureus — PSSA).

CLASSIFICACAO DE MRSA EM ANTIBIOTIPOS

S. aureus foram categorizados em antibiotipos, de A a W, de acordo com
as classes de antimicrobianos (macrolideos, lincosaminas, fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, sulfonamidas, rifampicina, oxazolidinona e glicilciclina), as
quais apresentavam resisténcia.

O antibiotipo A apresentavam resisténcia a seis classes, exceto a
oxazolidinona e glicilciclina. O B era resistente aos mesmos antimicrobianos,
com excegao de rifampicina. O antibiotipo C apresentava resisténcia a
betalactamicos e a mais outras quatro classes, com excecao das sulfonamidas e
rifampicinas. Ja os MRSA que apresentavam antibiotipo D eram resistentes a
macrolideos, lincosaminas e fluoroquinolonas, e assim sucessivamente, como

pode ser visualizado na tabela 1.

AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Foram calculadas as CIMso e CIMoo, correspondem as CIM para
antimicrobianos que correspondem a 50 e 90% dos isolados e comparadas entre
isolados de MRSA e MSSA.

Resultados das CIM para oxacilina, benzilpenicilina, ceftaroline,
eritromicina,  clindamicina, ciprofloxacina,  daptomicina, levofloxacina,
prulifloxacina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, rifampicina, linezolide,
acido fusidico, teicoplanina e tigeciclina, de S. aureus avaliados pelo Sistema
Vitek2® (bioMeriéux- Brasil) utilizando-se o painel 637 para microrganismos
gram positivos, foram obtidos utilizando-se o sistema de gerenciamento de
dados Observa®.
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Tabela 1- Relagdo dos antibiotipos verificados para MRSA, de acordo com o perfil de resisténcia aos

antimicrobianos.
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Legenda: R — resistente, S — sensivel, OX - oxacilina, PN - benzilpenicilina, E - eritromicina, CLI
— clindamicina, CIP - ciprofloxacina, GN — gentamicina, SXT - sulfametoxazol-trimetoprim, RIF —
rifampicina, LZD - linezolide, TIG - tigeciclina

Para vancomicina, resultados das CIM, determinadas previamente por
Etest® (bioMeriéux-Durham, NC, USA), para amostras de S. aureus, foram
selecionadas do banco de dados do Sistema de Informacdo AGTA Healthcare,
modulo LABHOS® do laboratério do hospital.

METODOS GENOTIPICOS

Reativagcdo das Amostras

Foram selecionadas 100 amostras de S. aureus obtidas de culturas de
pele e partes moles, estocadas no Banco de Bactérias do setor de microbiologia,
para realizacao de testes moleculares. Os isolados foram recultivados em caldo

de soja e tripticaseina (TSB) e posteriormente em agar manitol salgado (Oxo0id®,
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Hampshire, UK), sob condicbes aerodbicas, a 35 ° C, por 24 h. Colbnias
fermentadoras do manitol, sugestivas de S. aureus foram submetidas ao teste de
DNAse. A resisténcia a betalactamicos foi avaliada por disco-difusdo, conforme
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI -2018).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A identificacdo de S. aureus foi confirmada por PCR, utilizando-se o gene
da coagulase (coa), de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008) e o de
termonuclease (nuc), de acordo com Hirotaki et al. (2011). O DNA total foi
extraido de acordo com Sambrook, Fritsch e Maniatis (1990).

O gene mecA também foi investigado para determinagcdo genotipica de
resisténcia a meticilina. As amostras positivas foram submetidas a tipagem
SCCmec por multiplex PCR, conforme proposto por Milheirico, Oliveira e
Lencastre (2007). Foram investigados seis tipos de SCCmec: I, II, I, IV, V e VI.
Os isolados que nao se enquadraram em nenhum desses tipos foram
categorizados como nao-tipaveis (NT).

Como controle de qualidade foram utilizadas cepas de MRSA tipo |
(NCTC10442), tipo Il (N315), tipo Il (85/2082), tipo IV (JCSC4744), e tipo V
(WIS).

Aspectos éticos

O estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Estadual de Londrina (CEP/UEL) sob o niumero
CAAE: 78657317.0.0000.523.

Andalise Estatistica

Foi utilizado o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
— IBM Corp., Nova York, EUA), versao 20 para Windows para andlise estatistica.
A tendéncia anual da prevaléncia de MRSA, assim como de MSSA, foi estudada
por regressao linear usando GraphPad Prism v.6.01 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA). O teste x2 test foi usado para variaveis categoricas e o teste Exato
de Fisher para variaveis continuas, quando apropriado. Valor de p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

Foram analisados os resultados de 9.717 culturas positivas para S.
aureus, realizadas no periodo de janeiro de 2000 a outubro de 2019. Verificou-se
que a frequéncia de S. aureus foi maior em pacientes do sexo masculino (62%)
e a média de idade foi 45 anos, variando de zero a 98 (noventa e oito) anos.

S. aureus foi isolado, mais frequentemente, de pele e partes moles (3.392
— 35%), de secrec¢des respiratorias (1.698 — 17%) e de sangue (1.575 — 16%). A
maioria dos pacientes 6.696 (67%) estava internada, sendo que 2.308 estavam
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Quanto ao desfecho, pode-se constatar
que 79% dos pacientes receberam alta, enquanto 21% foram a 6bito.

As CIMsoig0 € 0s percentuais de resisténcia aos antimicrobianos para
2.931 S. aureus avaliados pelo Sistema Vitek2®, e para 303 amostras por
Etest® para vancomicina e compara os dados obtidos entre isolados MRSA e
MSSA (tabela 2).

A resisténcia global a oxacilina foi de 45% com CIMso e CIMgo de 0,5 e 4
pug/mL. Ja para ceftaroline, embora 100% dos isolados MSSA fossem sensiveis,
verificou-se que 5% dos MRSA apresentaram resisténcia (ClMso0, 1/1 pg/mL).

O fendtipo de resisténcia a macrolideos, lincosaminas e estreptograminas
B (MLSg) foi maior (85%) para MRSA (CIMsoigo, 8/8 pg/mL) do que para MSSA
(30% -ClIMso/90, 0,25/0,25 pg/mL).

Por outro lado, indices variados de resisténcia para fluoroquinolonas
foram encontrados. MSSA apresentaram 4% de resisténcia a ciprofloxacina e
3% a levofloxacina, enquanto para MRSA os indices foram de 85% e 89%
respectivamente. Ao contrario, para prulifloxacina, uma nova fluoroguinololona
ainda néo. A resisténcia global a oxacilina foi de 45% com CIMso e CIMgo de 0,5
e 4 pg/mL. J& para ceftaroline, embora 100% dos isolados MSSA fossem
sensiveis, verificou-se que 5% dos MRSA apresentaram resisténcia (ClMsooo,
1/1 pg/mL).

O fenotipo de resisténcia a macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas B (MLSs) foi mais frequente para MRSA (85% - ClMsos90, 8/8
png/mL) do que para MSSA (30% -ClMsosgo, 0,25/0,25 pg/mL).
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Tabela 2 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIMso e CIMgo) e percentual de resisténcia a diversos antimicrobianos
de 2.931 S. aureus e a vancomicina de 303 amostras identificadas em um hospital da regido sul do Brasil, no
periodo de margo de 2012 a outubro de 2019.

MSSA (1.638) MRSA (1.266) p-valor
CIMso/CIMgo R CIMso/CIMgo R

pa/Ml % pg/mL %
Benzilpenicilina 0.5/0.5 83 0.5/0.5 100 -
Oxacilina 0.25/0.5 00 4/4 100 <0,05
Ceftaroline 0.25/0.25 00 1/1 05 <0,05
Eritromicina 0.25/8 37 8/8 89 <0,05
Clindamicina 0.25/0.25 30 8/8 85 <0,05
Ciprofloxacina 0.5/0.5 04 8/8 85 <0,05
Daptomicina 0.25/1 00 0.25/1 00 -
Levofloxacina 0.25/0.25 03 8/8 89 <0,05
Prulifloxacina 0.5/1 00 0.5/0.5 00 -
Gentamicina 0.5/0.5 01 0.5/16 14 <0,05
Rifampicina 0.5/0.5 01 0.5/0.5 08 <0,05
Linezolida 2/2 00 212 00 -
Tigeciclina 0.12/0.12 00 0.12/0.12 00 -
Acido fusidico 0.5/0.5 01 0.5/0.5 02 -
Teicoplanina 0.5/0.5 03 0.5/0.5 08 <0,05
Sulfametoxazol/trimetoprim 0.5/0.5 03 0.5/1 10 <0,05
Vancomicina** (303) 1.5/2 7,5 1.5/3 05 -

** Concentragdo inibitéria minima avaliada por Etest® para 303 isolados.

foi baixa, tanto para MSSA quanto para MRSA.

A resisténcia a gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e rifampicina

Quanto a vancomicina foi verificada resisténcia intermediaria de 7,5%

para MSSA (CIMsog0 1,5/2 pg/mL) e de 5% para MRSA (5% - ClMso90, 1,5/3
pg/mL). Todos os isolados foram sensiveis a linezolide (ClMsog0, 2/2 pg/mL),
daptomicina (ClMso90, 0,25/1,0 pg/mL) e tigeciclina (CIMsos90, 0,12/0,12 pg/mL).

2000 a outubro de 2019, de acordo com a sensibilidade a betalactamicos.

A figura 1 mostra a distribuicdo de 9.717 S. aureus, de janeiro de
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Figura 1 - Distribui¢do temporal de resisténcia a betalactamicos para 9.717 S. aureus identificados em culturas de
materiais clinicos, em um hospital da regido sul do Brasil, no periodo de janeiro de 2000 a outubro de 2019.
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Legenda: PSSA - Penicillin-susceptible S. aureus; MSSA — Methicillin-susceptible S.
aureus; MRSA — Methicillin-resistant S. aureus

Entre os anos 2000 e 2002, a frequéncia de MRSA era maior (58,5%)
do que a de MSSA (36,5%). No entanto, a partir de 2003 ocorreu uma inversao
das taxas. MRSA reduziu para 29% em 2019 e MSSA aumentou para 59,9% em
2019. Surpreendentemente, S. aureus sensiveis a penicilinas (Penicillin-
susceptible S. aureus — PSSA), apresentaram uma tendéncia de aumento ao
longo do tempo.

Entre 3.517 amostras de MRSA avaliadas, verificou-se que 3.231
(92%) pertenciam aos antibiotipos A, B, C, D e G. O antibiotipo D foi o mais
frequentemente identificado (1.092 — 31%), seguido pelos antibiotipo B (940 —
27%) e A (684 — 19%) (tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia global dos antibiotipos identificados entre 3.517 isolados clinicos de MRSA, no periodo de
janeiro de 2000 a dezembro de 2018.

Antibiotipo | OX PN E CLI CIP GN SXT RIF TIG LZD| no. %

A R R R R R R R R S S | 0684 19

B R R R R R R R S S S | 0940 27

C R R R R R R S S S S | 0264 8

D R R R R R S S S S S |1.092 31

G R R S S S S S S S S | 0251 7

Outros 0286 8
Total 3.517

Legenda: R - resistente, S — sensivel, OX - oxacilina, PN - benzilpenicilina, E - eritromicina, CLI -
clindamicina, CIP - ciprofloxacina, GN — gentamicina, SXT - sulfametoxazol-trimetoprim, RIF —
rifampicina, LZD - linezolide, TIG - tigeciclina
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A distribuicdo temporal dos antibiotipos mais frequentes é mostrada no
graficol. Verifica-se que ocorreu uma inversdo na distribuicdo dos antibiotipos
ao longo do tempo.

Entre 2000 e 2002, os antibiotipos A e B eram responsaveis por 88%
dos isolados. A partir de 2006 a 2009, no entanto, ocorreu uma reducao
significativa, de 61% para 1,2% em 2019. Por outro lado, o antibiotipo D, que
nao havia sido identificado antes de 2005, aumentou gradativamente a partir de
2006 de 5% para 74%, de 2016 a 2018, sendo atualmente o antibiotipo
predominante. Ja& os antibiotipos C e G foram identificados em indices mais

baixos, de 3 a 15%, apresentando pouca variacao durante o periodo de estudo.

Figura 2 - Distribuicdo temporal dos antibiotipos mais frequentes para 3.517 isolados clinicos de MRSA, no periodo
de janeiro de 2010 a outubro de 2019.
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Foram selecionadas 100 amostras de S. aureus obtidas de pele e partes
moles, no periodo de janeiro de 2010 a maio de 2018, para analise molecular. O
gene mecA foi identificado em 86% das amostras. A tipagem SCCmec revelou
gue o SCCmec tipo Il foi o mais frequente com 49% das amostras positivas. O
tipo IV foi identificado em 14% enquanto o tipo | e as amostras nao tipaveis

foram positivos para 11,6 e 8,1% dos isolados, respectivamente.
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Comparando-se o0s tipos de SCCmec identificados entre MRSA
relacionados a infeccbes hospitalares e comunitarias, verifica-se que o tipo Il foi
0 mais frequente nos dois grupos com 55 e 62%, respectivamente. O percentual
de isolados portadores do SCCmec tipo IV foi maior no grupo de infecgcbes
comunitarias (24%) do que no de infeccbes hospitalares (11%). Por outro lado,
os do tipo | foram verificados em proporcdo similar em ambos os tipos de
infeccdo e os do tipo Il s6 foram detectados nas amostras de pacientes com
infeccdes hospitalares (12%).

Figura 3 — Tipos de SCCmec identificados entre 65 MRSA relacionados a infec¢cdes hospitalares e 21 a
infeccoes comunitarias de pele e partes moles, no periodo de janeiro de 2010 a maio de 2018.
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Legenda: IH: Infec¢cdao Hospitalar; IC: Infec¢do Comunitaria; |, 11, 111, IV, NT: Tipos de SCCmec

A figura 4 apresenta a distribuicdo temporal de 86 MRSA isolados de
infeccdes de pele e partes moles e submetidos a tipagem SCCmec .

Figura 4 — Distribui¢cdo temporal dos tipos de SCCmec identificados entre 86 MRSA isolados de pele e
partes moles, no periodo de janeiro de 2010 a maio de 2018
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Legenda: I, I, I, IV, NT: Tipos de SCCmec
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Avaliando-se a distribuicdo dos tipos de SCCmec identificados em MRSA
ao longo do tempo, verificou-se que do tipo Il aumentou de 48%, no primeiro
periodo (2010-2011), para 58%, no segundo (2015-2016), e para 71% no
terceiro (2017-2018). Ao contrério, ocorreu uma reducédo do SCCmec do tipo | de
17% entre 2010 e 2011 para 8% de 2015 a 2018, Por sua vez, isolados de
MRSA contendo SCCmec tipo Il se mantiveram em niveis baixos durante todo
periodo (8 a 11%). Quanto a S. aureus portadores do tipo IV, verificou-se um
que a frequéncia de 8%, no primeiro periodo (2010-2011), aumentou para 26%
no segundo (2015-2016), e voltou aos niveis anteriores (8%), no terceiro periodo
avaliado (2017 a 2018).

Uma andlise da relagcdo entre o padrdao de resisténcia fenotipica a
antimicrobianos e a tipagem SCCmec de S. aureus, obtidos de infec¢bes de pele
e partes moles, evidenciou que existe relacdo entre MRSA categorizados como
pertencentes aos antibiotipos A, B, C, D e G como os tipos de SCCmec que
apresentam.

Isolados de MRSA que possuiam o SCCmec do tipo | foram
caracterizados como antibiotipo C em todas as amostras analisadas (100%). De
forma similar, 90 % dos S. aureus portadores do SCCmec tipo Il pertenciam ao
antibiotipo D, e 87,5% dos portadores do tipo Ill, aos antibiotipos que
apresentavam resisténcia a maior parte das classes de antimicrobianos

avaliadas, A e B.

Figura 5 - Relagdo entre resisténcia a antimicrobianos (antibiotipos) e tipos de SCCmec para 86 isolados
de MRSA, obtidos de pele e partes moles de janeiro de 2010 a maio de 2018.
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Legenda: |, 11, lll, IV, NT: Tipos de SCCmec, A, B, C, D, G: Antibiotipos.
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Ja entre MRSA contendo SCCmec tipo IV, esta relacdo nao foi téo
evidente. A maior parte das amostras foi associada ao antibiotipo G (43%),
caracteristicamente sensivel a ndo betalactamicos, no entanto, este gendtipo
também foi identificado em isolados mais resistentes, como os antibiotipos A, B

e C em 8% cada e ao D em 15% das amostras analisadas.

DISCUSSAO

Neste estudo, verificou-se uma mudanca na epidemiologia de S. aureus
ao longo de um periodo de 20 anos. Nossos dados indicam declinio na
frequéncia de MRSA e um correspondente aumento de MSSA, bem como de
PSSA. Aliado a este fato evidenciou-se modificacdo nos tipos de SCCmec de
MRSA isolados em infeccbes de pele e partes moles, bem como uma relacéo
entre a mudanca do padréo de resisténcia e a s caracteristicas moleculares de

S. aureus ao longo dos anos.

Diversos estudos tém apontado mudanca na epidemiologia de S. aureus
nos ultimos anos (Karlowsky, Hoban, Hackel, Lob, & Sahm, 2017; Sader,
Mendes, Streit, 2017; Tian, Zhang, & Sun, 2019, Diekema et al, 2019, Walter et
al., 2017). Da mesma forma, no nosso estudo verificou-se declinio na proporcao

de MRSA e consequente aumento de MSSA.

Na publicacdo do Programa multicéntrico de vigilancia a antimicrobianos,
SENTRY, realizado por Diekema, et al. (2019), foram avaliados 191.460 S.
aureus obtidos num periodo de 20 anos. A frequéncia global de MRSA foi de
77.146 (40,3%), tendo variado de 26,8% na Europa e 47,0% na América do
Norte. Uma analise da tendéncia de resisténcia a meticilina ao longo do tempo,
evidenciou que a proporcao de MRSA entre isolados de S. aureus aumentou de
33,1% de 1997-2000 para 44,2% em 2005-2008, e entdo diminuiu para 42,3%
de 2009-2012 e 39,0% de 2013-2016. Da mesma forma, ocorreu reducao na
resisténcia dos isolados de MRSA a varios outros antimicrobianos entre 2010 e
2015. Resisténcia a antimicrobianos de dltima linha, incluindo ceftaroline,
daptomicina, linezolida, tigeciclina, vancomicina e teicoplanina, permaneceram

raras. Nossos dados concordam com o0s apresentados por Diekeman et al.,
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(2019) com relacdo a tendéncia temporal de MRSA. Por outro lado, verificamos

indices de resisténcia maiores para clindamicina, ceftaroline e vancomicina.

Schulte & Munson, (2019) avaliaram 309 isolados clinicos de S. aureus
coletados em Wisconsin, como parte de outro estudo multicéntrico de vigilancia,
o Surveillance of Wisconsin Organisms for Trends in Antimicrobial Resistance
and Epidemiology Program (SWOTARE). Foi observado resisténcia a penicilina
para 86% dos isolados, a meticilina para 56,8%, a levofloxacina para 25%,
clindamicina para 20,5%. Além disto, foi constatado que MRSA apresentaram
taxas de resisténcia mais elevadas para clindamicina, eritromicina e
levofloxacina quando comparados aos isolados MSSA. Quase todos S. aureus
demonstraram sensibilidade a ceftaroline, dalbavancina, telavancina e
vancomicina (CIMgo de 1 pg/mL). A proporgcdo de MRSA diminuiu continuamente
de 16% em 2010 para 10% em 2015. Interessantemente tem sido verificado,
também reducao da resisténcia a penicilina em isolados MSSA por este e outros
autores (Cheng, René, Cheng, & Lee, 2016; Jokinen et al., 2017; SaderHS,
MendesRE, StreitJM, 2017)

Recentemente, a disseminacdo de S. aureus resistentes a meticilina
portadores do elemento SCCmec tipo IV, adquiridos na comunidade (CA-MRSA)
tem sido frequentemente relatados em hospitais do mundo todo. S. aureus tem
sido apontado como um agente frequente de em pacientes ambulatoriais, no
entanto tem sido apontado que a epidemiologia destas infec¢cdes tem se
modificado nos udltimos anos. Kaku et al. (2019) avaliaram a frequéncia e
epidemiologia molecular de S. aureus de infeccbes de pele e tecidos moles
coletados pelo Programa Nacional de vigilancia japonesa (Japanese nationwide
surveillance) entre janeiro e outubro de 2013. Neste estudo, 141 amostras de S.
aureus, cerca de 25% dos isolados eram resistentes a meticilina e foram
submetidas a tipagem SCCmec. A porcentagem de SCCmec encontrados foi de
1,4% para o tipo I, 52,5% para o tipo I, 5,7% para o tipo Ill e 40,4% para o tipo
IV. Inicialmente, cepas de MRSA adquiridas no hospital (HA-MRSA) exibiam
resisténcia de alto nivel a multiplos agentes antimicrobianos, enquanto as cepas
de CA-MRSA geralmente eram sensiveis a antimicrobianos ndo betalactamicos.
Dessa forma poderia-se prever que o antibiograma da populacdo HA-MRSA

mudasse junto com o gendtipo de MRSA.
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Harada et al (2019) investigaram as alteracfes na populacdo de MRSA e
sua relacdo com o antibiograma, em isolados de infeccbes da corrente
sanguinea, em um hospital, entre 2010 e 2016. Os autores verificaram que 0s
isolados portadores do SCCmec tipo Il, caracteristicos de HA-MRSA, e que eram
prevalentes em 2010, foram substituidos por MRSA SCCmec tipo IV, principal
tipo de CA-MRSA. A alteracdo do gendtipo foi seguida pela alteracdo no

antibiograma.

Para caracterizar isolados de MRSA em um hospital de ensino superior
brasileiro, entre 2005 e 2010, foram recuperados 45 isolados de pacientes
internados na unidade de terapia intensiva de um hospital publico da regido
sudeste brasileira. Foi verificado que 100% dos isolados avaliados eram
resistentes para clindamicina, eritromicina e levofloxacina, 88,8% para
rifampicina e 86,6% para gentamicina. Os isolados apresentavam elementos
SCCmec dos tipo Il (66,7%), 1l (17,8%), IV (4,4%) e | (2,2%). Quatro (8,9%)
isolados carregavam cassetes nao tipificaveis. A maioria (66,7%) dos isolados
estava relacionada ao clone endémico brasileiro, CC8/SCCmeclll, que foi
predominante (89,3%) entre 2005 e 2007, enquanto a linhagem
USA100/CC5/SCCmec I, que surgiu em 2007 foi mais frequente nos ultimos
anos (Nascimento et al., 2018). Embora tenha sido realizado em um hospital
brasileiro, nossos resultados diferem dos apresentados pelos autores. Os
percentuais de resisténcia a antimicrobianos verificados no nosso estudo foram
inferiores aos apresentados, especialmente para gentamicina e rifampicina. O
clone prevalente foi 0 que possuia o SCCmec tipo Il, seguido pelo tipo IV e ndo o
tipo Ill. Este estudo ressalta a importancia da vigilancia regional, uma vez que o
conhecimento da epidemiologia é fundamental no estabelecimento de terapia

adequada.

No estudo realizado por Nicholaras et al. (2019) avaliaram MRSA obtidos
de infecgBes de corrente sanguinea no periodo de 2000 a 2015 e verificaram
uma baixa prevaléncia do clone de HA-MRSA multirresistente, provavelmente o
clone pandémico portador do SCCmec tipo Ill, e uma frequéncia crescente do
SCCmec tipo Il e CA-MRSA tipo IV. Em 2001 raros casos de clones USA300 e
USA400 haviam sido observados.
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Os fatores que contribuiram para essas profundas mudancas em nosso
ambiente ndo séo claros. O declinio das infeccbes por MRSA, observada
também por outros pesquisadores precedeu o intenso programa de controle de
infecgbes implementado na década anterior e, assim, parece ndo estar
relacionado a intervencdes de controle de infeccdo (See et al., 2019; Walter et
al., 2017).

Chambers & DelLeo, (2009) tem relatado que eventos semelhantes, isto
€, emergéncia, expansao e declinio de um clone de MRSA com substituicdo por
outro clone tem ocorrido repetidamente no processo evolutivo de MRSA.
D’Agata et al., (2009) reportaram que, provavelmente, clones de CA-MRSA se
tornardo dominantes em hospitais, devido ao fato de haver um reservatorio em

expansdo de MRSA na comunidade e seu influxo continuo no hospital.

Durante o ultimo periodo do estudo (2014-2015) de Nicholaras et al.,
(2019), 27% das infec¢Bes da corrente sanguinea por S. aureus eram causadas
por isolados portadores do elemento SCCmec IV, relacionado ao clone
comunitario ST80, que indicam que os clones de origem comunitaria quando
dentro do hospital se comportam mais como HA-MRSA e pode causar nao
apenas infeccbes de pele e tecidos moles, mas também infec¢des invasivas
graves com perfis semelhantes de doencas (Moore et al.,, 2009). O potencial
destes isolados se tornarem multirresistentes em ambientes de saude é um fator
preocupante. De fato, os autores identificaram um isolado ST80-I1V resistente a
sete classes diferentes de antimicrobianos como fluoroquinolonas, macrolideos,

clindamicina, tetraciclinas, acido fusidico, rifampicina e gentamicina.

No presente estudo também foi verificado que a resisténcia a
antimicrobianos esta relacionada ao padréo molecular dos MRSA.

CONCLUSOES

O declinio na proporcdo de MRSA ao longo de 20 anos e,
consequentemente, o aumento de MSSA, alerta para a constante necessidade
de acompanhamento e revisdo dos perfis de resisténcia e sensibilidade nas

instituicbes de saude.
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MRSA e MSSA apresentaram diferentes padrfes de resisténcia, sendo
MRSA significativamente mais resistente a eritromicina, clindamicina e
ciprofloxacina. Para antimicrobianos de ultima escolha, como tigeciclina,
linezolide e daptomicina, tanto MRSA quanto MSSA permanecem com baixas

taxas de resisténcia.

Ocorreu uma inversdao na frequéncia dos isolados pertencentes aos
antibiotipos A e B com o D. A frequéncia dos antibiotipos A e B eram superiores
no primeiro periodo (2000 a 2002) mas tiveram reducdo significativa até 2010,
por outro lado o antibiotipo D emergiu a partir de 2006 e aumentou
gradativamente até 2019.

Foram identificados 4 tipos de SCCmec entre MRSA isolados de pele e
partes moles. Os tipos de SCCmec mais frequentes foram o tipo Il e o tipo IV.
MRSA portadores do SCCmec tipo Il aumentaram ao longo do tempo, enquanto
do tipo | diminuiu, ja os do tipo IV apresentaram um pico no segundo periodo,
mas voltaram a cair no final. Isso mostra uma forte relacdo entre padrdo de

resisténcia bacteriana e tipo SCCmec.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo constante dos perfis de resisténcia de MRSA é de grande
importancia para que condutas clinicas e terapéuticas sejam revisadas e
atualizadas frequentemente, a fim de otimizar o cuidado ao paciente. A avaliagao
temporal de isolados MRSA, MSSA e PSSA, tal qual a analise das mudancas de
padrdo SCC-mec e de antibiotipos durante o periodo do estudo, permite a
compreensao de que a ocorréncia de achados laboratoriais diferentes daqueles
anteriormente observados mostra que ha a necessidade de atencdo constante

ao manejo do paciente e terapias farmacolégicas adaptadas a realidade atual.

Perfis de resisténcia que outrora foram definidos como clones hospitalares
ou clones comunitarios deixam de ter essa classificacdo de forma clara, pois a
transferéncia génica de informacdes, assim como a disseminacdo de diferentes
cepas no hospital e na comunicada, tornam essa definicdo mais ampla e dificil

de ser determinada.
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