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Vigilancia epidemiologica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

isolados de um hospital tercidrio publico de Dourados/MS

RESUMO

Introducao: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) estdconstantemente asso-
ciado a perfis de multiresistenciae constituem uma das principais preocupacdes em infecgoes
relacionadas aos servicos de saude. Foi realizado um estudo transversal entre agosto/2016 e
agosto/2017 para descrever as caracteristicas clinicas e moleculares associadas as cepas de
MRSA isoladas de um hospital tercidrio localizado no centro-oeste do Brasil. Métodos: As
caracteristicas clinicas associadas a infec¢des de corrente sanguinea por MRSA em neonatos
foram investigadas com uma andlise de caso-controle envolvendo 51 pacientes. A identifica-
cdo bacteriana foi realizada pelo sistema PhoenixTM. A susceptibilidade antimicrobiana foi
determinada pela microdilui¢do em caldo. A presenca de genes de resistencia a meticilina
(mecA, femA), a leucocidina de Panton-Valentine (pv/) codificada pelo genepvi/ e a tipagem
de SCCmec foi avaliada por PCR e sequenciamento de DNA. Resultados: Um total de 30 ce-
pas de S. aureus resistentes a meticilina foram idoladas de 30 pacientes, sendo 23 delas
MRSA adquiridas no ambiente hospitalar (76,6%) ¢ 7TMRSA adquiridas na comunidade
(23,4%). A maioria dos pacientes incluidos no estudo eram neonatos (57%). A sindrome da
membrana hialina, a displasia broncopulmonar, a sindrome de aspiragdo de meconio, a prema-
turidade, a hospitaliza¢do prolongada e o uso de dispositivos invasivos foram associados a in-
feccoes de corrente sanguinea por MRSA em recém-nascidos. A amplificagdo por PCR e o se-
quenciamento mostraram que os genes mecA e femA foram responsaveis pela resisténcia a
meticilina. A analise molecular do SCCmec revelou que o SCCmec tipo IV foi o mais preva-
lente. A maioria das cepas positivas para pv/foram identificadas como Staphylococcus aureus
adquirida no ambiente hospitalar (HA-MRSA), indicando a diversificagdo bacteriana das ce-
pas HA-MRSA e Staphylococcus aureus adquirida na comunidade CA-MRSA. Conclusao:
este estudo mostrou que pacientes infectados / colonizados representam reservatdrios para
transmissao horizontal, assim, medidas de controle de infec¢do sdo necessarias para prevenir a

disseminagdo de cepas resistentes a multi drogas (MDR) em institui¢cdes de satde.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; MRSA; Caracteristicas clinicas.
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Epidemiological surveillance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus

isolated from a public tertiary hospital in Dourados / MS

ABSTRACT

Background: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are frequently associated
with multidrug-resistance profiles and a major concern in infections health services. A cross-
sectional study was conducted between August/2016 and August/2017, to describe the clinical
and molecular characteristics associated MRSA strains isolated from a tertiary hospital
located in mid-western Brazil. Methods: Clinical characteristics associated with MRSA
bloodstream infections in neonates were investigate with a case control analysis involving 51
patients. Bacterial identification was performed by Phoenix™ system. Antimicrobial
susceptibility was determined by broth microdilution. The presence of methicilin-resistance
genes (mecA, femA), Panton-Valentine leukocidin encoding gene (pv/) and SCCmec typing
was evaluated by PCR and DNA sequencing. Results: A total of 30 methicilin-resistant S.
aureus strains were recovered from 30 patients, of which were identified as hospital acquired-
MRSA (76,6%) and community-acquired-MRSA (23,4%). The majority of the patients
included in the study were neonates (57%). Hyaline membrane syndrome, bronchopulmonary
dysplasia, meconium aspiration syndrome, prematurity, long-term hospitalization and use of
invasive devices were associated with MRSA bloodstream infections in neonates. PCR
amplification and sequencing showed that mecA and femA genes were responsible for
resistance to methicllin. Molecular analysis of SCCmec revealed that SCCmectype IV was the
most prevalent. Most pvi-positive strains were identified as hospital-acquired Staphylococcus
aureus (HA-MRSA), indicating bacterial diversification between HA-MRSA and acquired in
the community (CA-MRSA) lineages. Conclusion: this study showed that infected/colonized
patients represent reservoirs for horizontal transmission, thus infection control measures are
needed to prevent the spread of multidrug resistant strains (MDR) strains in healthcare

institutions.

Keywords: Bacterial resistance; MRSA; Clinical features.

SUMARIO
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1.INTRODUCAO

O Staphylococus aureus resistente a meticilina (MRSA) ¢ um grave problema de
saude publica por ser um dos principais envolvidos em casos de infec¢des hospitalares no
mundo. Atualmente ndo ¢ mais um micro-organismo exclusivo do ambiente hospitalar (HA-
MRSA), sendo encontrado frequentemente em infecgdes oriundas da comunidade (CA-
MRSA) (UDO et al., 2017; STEFANI et al.,2012). A indicagdao de relatorios mostrando a
presenga cada vez maior dessas cepas da comunidade substituindo cepas hospitalares tem
causado uma miscigenagdo entre os dois tipos de MRSA tornando cada vez mais complicado

a diferenciacao entre esses HA-MRSA e CA-MRSA (ZUMA et al., 2017).

A proteina responsavel por conferir resisténcia aos P-Lactamicos ¢ denominada
proteina ligadora de penicilina (PBP2a). A PBP2a ¢ codificada pelo gene mecA que estd
inserido no cassete cromossomal estafilococico (SCCmec) (BOYE et al., 2007). Existem 13
tipos descritos de SCCmec, porém apenas os tipos de I-V s3o globalmente distribuidos e
utilizados na classificagdao genética do MRSA sendo que os CA-MRSA estao associadas aos
SCCmec tipos IV e V e os HA-MRSA aos tipos I, II e II. Essa classificagdo ¢ realizada
através da deteccdo molecular de regides varidveis existentes no SCCmec, além da deteccdo
de genes para os tipos IV e V como o gene codificador da leucocidina Panton-valentine (pv/)

que ¢ um fator de viruléncia associados principalmente a infecgdes de pele (SAN et al., 2017).

O crescimento da resisténcia antimicrobiana em bactérias responsaveis por infecgdes
hospitalares ¢ um relevante desafio para a saude publica (POIREL et al, 2007). A alta
frequéncia na resisténcia bacteriana frente a grande maioria dos antimicrobianos a nivel
mundial torna-se preocupante principalmente em pacientes institucionalizados.
Hospitalizagdes prévias, didlise, uso de dispositivos invasivos e procedimentos cirurgicos sao

observados como fatores de riscos para esses processos infecciosos (OLIVEIRA et al., 2002).

A compreensdo das diferentes cepas de S. aureus no ambiente intra-hospitalar e na
comunidade ¢ de extrema importancia em relacdo a saude publica que se evidencia pelo
continuo desenvolvimento do MRSA. Nos ultimos anos houve uma acentuada verificacao e
estudos sobre esse micro-organismo. A caracterizagdo molecular permite estudos de perfis
epidemiologicos e origem clonal determinando um importante avango no controle de S.
aureus (AGIUS et al., 2007). Diversas técnicas sao utilizadas para caracterizagdo dos MRSA
entre elas a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), a tipagem de sequéncia

multiloccus (MLST) e a tipagem por SCCmec (FATHOLAHZADEH et al., 2008).No
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presente estudo realizamos a caracterizagdo molecular, através das técnicas de reagcdo em
cadeia de polimerase (PCR) para tipagem de SCCmec e pvl, distribuicdo, perfil
epidemiologico das amostras de MRSA de todos os setores hospitalares.

Através do presente estudo, espera-se gerar conhecimento sobre a epidemiologia
molecular do MRSA, atualizando a vigilancia epidemioldgica, oferecendo informacgdes
relevantes para a abordagem clinica adequada ao paciente e visando contribuir com as a¢des
em vigilancia a satde, medidas preventivas adequadas, bem como, reduzir gastos com

internagdo de pacientes pelo Sistema Unico de Saude.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Staphylococcus aureus (S. aureus)

O S. aureus sdo cocos gram positivos e catalase positiva, sua apresentacdo se da
isoladamente, aos pares ou em formato de cachos de uva quando visualizados a microscopia
de luz, isto esta relacionado a sua divisao celular que acontece em trés planos perpendiculares.
Sao arredondados, imoéveis, esféricos (Fig. 1) aerobios em grande parte podendo ser
anaerobios facultativos. Se diferencia das demais espécies estafilococicas devido a presenga
da pigmentacdo dourada em suas colonias e resultado positivo para o teste de coagulase na

fermentacdo (BANNERMAN, 2006).

Figura 1: Microscopia eletronica de varreduda de Staphylococcus aureus. Aumento de 20 mil
vezes e colorido por ferramenta de imagem. Fonte: Centers for Disease Control and
Prevention’s Public Health image Library.

O S. aureus tem capacidade de sobreviver em ambientes inanimados como cateteres e
alimentos por longos periodos e em meios intracelulares (STEFANI; GOGLIO, 2010). Esse
patdgeno se aloja em vérias partes do corpo humano, incluindo a nasofaringe (EDWARDS;
MASSEY; CLARKE, 2012). A nasofaringe ¢ a localizagdo de primeira escolha para
colonizagdo desse micro-organismo (BARROSO; MELICO-SILVESTRE; TAVEIRA, 2014).
O processo de colonizagdo se da pela presenca do micro-organismo no hospedeiro, sem
manifestacdo clinica ou imunoloégica (CHEN et al., 2011). Os seres humanos sdo colonizados
em pele e mucosas naturalmente por S. aureus, o que comumente resulta na integracdo do
micro-organismo na microbiota do hospedeiro, tornando-se reservatorios. A transmissao do S.

aureus acontece no contato direto com o individuo portador do micro-organismo, tendo um
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potencial aumento em pacientes hospitalizados e profissionais institucionalizados (SASAKI et
al., 2011).

Pode se manifestar através de varios tipos de infecgdes, podendo acometer individuos
saudaveis, porém sua manifestacio ocorre especialmente em pacientes debilitados
(HASSOUN; LINDEN; FRIEDMAN, 2017). As principais manifestagdes causadas por S.
aureus sdo as infecgdes por intoxicagdo alimentar, bacteremia, sindrome do choque toxico,
sindrome da pele escaldada, pneumonias e principalmente infecgdes de tecidos moles e pele
(OSTOJIC; HUKIC, 2015).

Dentre os micro-organismos, o S. aureus ¢ um dos patdogenos que mais se manifesta no
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana nas infec¢Oes relacionadas a assisténcia a
satde (IRAS), principalmente aquelas relacionadas a infec¢des de sitio cirtirgico, pneumonias,
endocardite e bacteremias (GRUNDMANN et al., 2010).

Estudos demonstram que além do Brasil, demais paises e continentes relatam alta
incidéncia nos episodios de IRAS acometidos por S. aureus, como pode ser observado em um
estudo realizado nos Estados Unidos da América (EUA), onde foi analisada a prevaléncia de
S. aureus em 400 pacientes hospitalizados em uma instituicdo hospitalar em OHIO,
confirmando 25% dos relatos investigados (KAPOOR et al., 2014). Em um estudo semelhante
em Taiwan observou-se 39% dos casos de infeccoes de pele e tecidos moles (CHOU et al.,
2015). No Libano, o S. aureus foi responsavel de 12 a 65% pelas infec¢des de sitios cirurgicos
(CHAHOUD et al., 2014). Na Franga, evidenciou-se o S. aureus como principal micro-
organismo relacionado aos casos de bacteremia, totalizando 18% da analise (BONNAL et al.,

2015).

2.2. Fatores de viruléncia

Para se estabelecer um processo infeccioso, o S. aureus deve se aderir a tecidos ou
dispositivos proteicos como proteses, através de varias proteinas de superficie identificadas
como moléculas adesivas da matriz. Quando ocorre a adesdo, mecanismos imunologicos dos
hospedeiros sdo ativados e entdo o S. aureus utiliza recursos na tentativa de escapar desses
mecanismos, facilitando o aparecimento da infeccdo. Um dos exemplos ¢ a formacao de
biofilme, onde cole¢des de polimeros produzidos pelo micro-organismo conferem prote¢ao
contra respostas imunologicas e a¢ao dos antimicrobianos (CORREAL et al., 2013).

O potencial de viruléncia nos isolados de S. aureus é caracterizada pela presenca ou

auséncia de genes de fatores de viruléncia, como os que codificam enterotoxinas
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estafilocdcicas, leucocidinas, esfoliativas, hemolisinas e outras exotoxinas, toxinas da
sindrome do choque toxico 1(7SS7-1) e alelos do gene acessorio regulador (agr) (SPANU et
al., 2012). Em cada cepa de S. aureus contém uma combinacdo de proteinas de superficie e
proteinas reguladoras, que sdo denominados os complexos clonais. Com isso pode-se observar
que todas as cepas possuem uma ampla variedade de elementos genéticos mdveis que
codificam genes de resisténcia e viruléncia, o que indica constante transferéncia horizontal
(SUNG; LLOYD; LINDSAY, 2008).

Em relacdo a ampla variedade de fatores de viruléncia nas cepas de S. aureus, torna-se
muito laboriosa a defini¢ao de um fator de viruléncia predominante, isso confere ao S. aureus
uma multifuncionalidade caracteristica em manifestar diferentes tipos de patologias, sendo
destaque em estudos de epidemiologia relacionados a assisténcia em satide (MONTANARO
et al., 2011). Além disso, os S. aureus possuem também enzimas como coagulase, catalase,
hialuronidase, fibrinolisinas, lipases, nucleases e penicilinases fatores de viruléncia
contribuintes para a instalagdo, desenvolvimento ¢ manutencao no hospedeiro (SANTOS et
al., 2007a; Lowy, 1998).

Diante disso a pesquisa na disposi¢do dos fatores de viruléncia de S. aureus relata
conhecimentos importantes para a determinagdo de estratégias positivas no controle de
infec¢des (HWANG et al., 2010). Os produtos do gene ligados a especificidade do hospedeiro
podem se tornar objetivos diretos para agentes terapéuticos pretendendo a prevencdo no
carreamento ¢ infecgdes em animais ou humanos, diminuindo morbidade ¢ letalidade (SUNG;

LLOYD; LINDSAY, 2008).

2.2.1. Exotoxinas

As funcdes mais importantes das exotoxinas sdo facilitar aderéncia do micro-
organismo ao tecido lesionado, a matriz tecidual ou a superficie das células do hospedeiro;
auxiliar na destrui¢do tecidual e a propagacdo do micro-organismo; viabilizar a evasdo de
anticorpos e respostas imunes mediadas pelo sistema complemento, principalmente o trabalho
dos fagbcitos promovendo a lise da célula do hospedeiro, ainda ocorre a inibi¢do da resposta
imunolégica diante dos S. aureus, facilitando a patogénese (GRUMANN; NUBEL;
BROKER, 2014).
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2.2.2. Toxina da Sindrome do Choque Toxico

A Toxina da Sindrome do Choque Toéxico-1 (TSST-1) € caracterizada como a
principal causadora de sindrome do choque toxico (TSS), é manifestada pelos quadros de
febre, hipotensdo, congestao de multiplos 6rgaos e choque em humanos (LERICHE; BLACK;
FLEMING, 2012). A toxina possui propriedades biologicas em comum com outras
exotoxinas pirogénicas, como a competéncia de iniciar febre, de aumentar o choque
endotdxico, intensificar a dissemina¢do ndo especifica das células T, e em induzir a liberacao
de IL-1 e TNF- o (TAKEUCHI et al., 1998).

O Center for Disease Control and Prevention (CDC), nos Estados Unidos, estabeleceu
cinco critérios para caracterizagdo e a precisdao nos casos de TSS em um paciente, sendo caso
confirmado o que se enquadra nos cinco critérios, e provavel caso o que se enquadra em
quatro critérios. Os critérios sao definidos por febre acima de 38,9°C, eritema macular difuso,
descamacdo ap6s uma a duas semanas do aparecimento do eritema, hipotensdo, e
comprometimento multiplo dos 6rgdos (CENTER FOR DISEASE CONTROL, 2011). A
TSST-1 ¢é codificada pelo gene tst pertencente ao cromossomo bacteriano de 15,2 kb

denominado como ilha de patogenicidade 1 (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000).

2.2.3. Toxinas esfoliativas

Os mecanismos de agdo das toxinas esfoliativas nao sdao bem determinados, porem
acredita-se que o modo de agdo da toxina foi desenvolvido juntamente com sua atividade
proteolitica. De acordo com outras toxinas estafilococicas, foi sugerido que as toxinas
esfoliativas operassem como superantigenos, no entanto as respostas iniciais foram
incoerentes (VAISHNANI, 2009). Devido as lesdes da sindrome estafilocdcica da pele
escaldada (SSSS) ndo afirmarem evidéncias de solicitacdo de células, acredita-se que a
superantigenicidade das toxinas esfoliativas ndo esta associada patogenicidade da doenca,
uma vez que ¢ sugerido que a atividade proteolitica ndo depende da atividade mitogénica.
Diante disso, a atividade proteolitica configura-se responsavel pela exfoliacio da pele na
SSSS, portanto o funcionamento mitogénico ndo estd ligado com os sinais da doenga,
podendo ter caracteristicas fisiologicas ou condi¢cdes particulares de experimentos

(BUKOWSKI; WLADYKA; DUBIN, 2010).
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2.2.4. Leucocidina Panton-Valentine (pvl)

As leucotoxinas fazem parte de uma familia de proteinas que sdo classificadas como
formadoras de poros, sdo proteinas com peso molecular entre 32 e 35 kDa e instituidas por
duas classes de proteinas, a classe S e a classe F, ambas codificadas por genes do nucleo do
genoma, o core-genoma ou por fagos, que podem ser adquiridos por transferéncia horizontal.
A subunidade S funciona como ligante a célula do hospedeiro, iniciando a sua ligagdo a classe
F, ajudando na realizagdo de ligacdes hexaédricas ou octaédricas, estimulando agdes
biologicas como a formagao de poros (YOONG; TORRES, 2013).

A ligagdo da leucocidina a célula alvo provocam a formacao de canais de cdlcio e de
poros transmembrana que sdo permedveis a ions monovalentes, resultando na eliminagao
celular (BARRIO; RAINARD; PREVOST, 2006). Foram definidas em cinco classes das
subunidades F (HilgB, LukF-PV, LukD, LukF’-PV e LukG) e seis classes de subunidades S
(HlgA, HlgC, LukSPV, LukE, LukM e LukH) (GRUMANN; NUBEL; BROKER, 2014). Estio
associadas a lise celular da linhagem mieldéide (monocitos, macrofagos e neutrofilos), e
também tem agdo citotoxica em células como eritrocitos, trombocitos e linfocitos, tendo
possivel responsabilidade na interferéncia da defesa imunoldgica. Sdo toxinas de extrema
importancia para a evasdao de S. aureus ao sistema imunologico (Fig 2). Além do mais,
leucotoxinas sdo habilitadas a estimulagdo dos fagocitos a liberagdo de intimeros mediadores

inflamatoérios resultando em sua degranulagdo (DUMONT et al., 2011; SPAAN et al., 2013).

MASA Metochandrion
. Lk 3 /\ﬁ‘ o "
y /'/ i

Low [PYL]
- LukF p\r.J

4 f f
o Apaplosis i k= .
N FQZ.
y
Hagh [PVE] e &=

C\'l lysis

Inflammatory mediators or AGS
released following PVL-mediated
Iysis leads 1o tissue necrosks

PYL-mediated nacrosis
of epithedial cells?

Figura 2. Modelo de como a PVL pode mediar a necrose tecidual. Os dois componentes de PVL, LukS-PV e
LukF-PV sdo secretados por S. aureus antes de se reunirem em um heptamero formador de poros nas membranas
dos leucoécitos polimorfonucleados (PMN). Concentragdes elevadas de PVL causam lise de PMN, enquanto
concentragdes baixas medeiam uma nova via de apoptose de PMN por ligacdo direta a membranas
mitocondriais. Necrose tecidual pode resultar da liberagdo de espécies reativas de oxigénio de PMNs lisados.
Alternativamente, a liberacdo do contetido granular dos PMNs lisados poderia desencadear uma resposta

inflamatéria, resultando eventualmente em necrose tecidual (GENESTIER et al.,2005).
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Em relagdo a sua distribui¢do epidemioldgica apresentam ligacdo com a patologia
clinica em humanos. As amostras isoladas de S. aureus produtores de pv/ estao ligadas com os
quadros de piodermites e pneumonias necrosantes (HANRATTY, et al., 2015). A leucocidina
LukE/D foi encontrada em amostras de pacientes com diarreia, mesmo apds tratamento
antimicrobiano. J& os genes LukM/LukF- PV foram relatados em isolados de mastite de
ruminantes (BARRIO; RAINARD; PREVOST, 2006).

A pvl (PVL/lukF-PV + lukS-PV) tem se apresentado recorrentes em infec¢des agudas e
cronicas de pele e de tecidos moles causadas por S. aureus, abcessos e furunculoses,
caracterizadas pelo aparecimento da patologia causadas pelo micro-organismo fora do ambito
hospitalar, também se apresenta envolvida nos casos de pneumonia necrosante
(SHALLCROSS et al., 2013). E responsével pela eliminagdo de leucécitos e necrose tecidual
(ARGUDIN; MENDOZA ; RODICIO, 2010).

Essa relagdo entre pv/ e MRSA tem sido mais extensivamente demonstrada em paises
como EUA e Japao, onde esse patdgeno parece ser endémico (MAEDA et al., 2012; KONO et
al., 2013; YAMAGUCHI et al., 2015). No Brasil alguns estudos t€ém falhado ao demonstrar
tal correlagdo e a pv/ tem sido encontrada de forma inconsistente entre cepas MRSA e S.
aureus susceptivel a meticilina (MSSA) associadas a infec¢des nosocomiais ou de origem

comunitaria (BRUST et al., 2013; BONESSO et al., 2014).

2.3. Staphylococcus aureus resistente a meticilina- MRSA

Em 2004, o genoma do S. aureus foi completamente sequenciado. Foram realizadas
analises de nove cepas sensiveis e resistentes, de origem animal, humana e laboratorial, onde
pode ser observado um alto indice de genes conservados. Existem demais genes que fazem
parte de um genoma acessorio, compostos por ilhas genomicas de viruléncia, transposons e
plasmideos. Grande parte dos genes de resisténcia a antimicrobianos sdo transferidos através
de plasmideos, elementos genéticos moveis ou elementos de inser¢do que estdo inseridos em
todos os organismos vivos e desempenham a funcdo na organizagdo genOmica € na sua
propria mobilidade. Acredita-se que a alta capacidade de adaptacdo do genoma em diferentes
ambientes e hospedeiros, mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e sua
patogenicidade, sdo resultados da presenga desses elementos. S. aureus apresentam
importante patogenicidade que se manifesta devido a diversos fatores de viruléncia que
facilitam o processo de fixacdo, colonizagdo, ligagao célula-célula e danos teciduais (FENG et

al., 2008).



607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617

618
619

620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633

18

A resisténcia bacteriana tem se tornado uma complicada e grave desordem de saude
publica, relacionada a elevada morbi-mortalidade em ambientes hospitalares.
(WORTHINGTON; MELANDER, 2013). Nos anos 40 a penicilina, um antimicrobiano [
lactamico, foi introduzida definitivamente para fins terapéuticos, viabilizando o tratamento
em pacientes com infec¢do estafilococica (WORTHINGTON; MELANDER, 2013).
Rapidamente o micro-organismo desenvolveu resisténcia a essa droga e em 1942 foi isolado o
primeiro S. aureus resistente a penicilina de origem hospitalar, logo depois na comunidade
(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008a). A resisténcia a penicilina se desenvolve
codificada pela expressdo do gene blaZ, produtor de uma enzima chamada B-lactamase, que

atua hidrolisando o anel B-lactamico do antimicrobiano (Fig.3) (LOWY, 2003).

Figura 3— Representacgdo da destrui¢do enzimatica do antimicrobiano (BRASIL, 2007).

No ano de 1959, teve inicio da utilizacdo da meticilina, um antimicrobiano [-
lactamico semissintético que apresentava resisténcia a acdo das enzimas B-lactamases. Logo
em seguida, em 1960 teve o aparecimento do primeiro caso de MRSA em uma instituicao
hospitalar no Reino Unido, relacionada a expressdo do gene mecA (DEURENBERG;
STOBBERINGH, 2008b; FRAIMOW; TSIGRELIS, 2011). Os MRSA se destacam pelo
importante indice e nocividade diante das patologias que podem desenvolver tanto no
ambiente hospitalar como na prépria comunidade (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014). O
MRSA surgiu ap6s adquirir um elemento genético movel chamado cassete cromossomico
estafilococico (SCCmec) responsavel pelo transporte do gene de resisténcia P-lactamase
mecA, o qual representa o maior fator de resisténcia do MRSA (KARUMI SR, M.;
YOUSEFI, 2011). A gravidade e disseminagdo de MRSA agregando genes multiresistentes
limitam as opg¢des de tratamento para infec¢des estafilocdcicas, piorando os resultados

clinicos (ELLINGTON et al., 2009; CHU et al., 2016).
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Os antimicrobianos B-lactamicos interferem diretamente na parede celular da bactéria,
unindo-se as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), que sdo enzimas transpeptidases
acopladas no citoplasma, alterando a estrutura da parede celular e impedindo a sintese de
peptideoglicano (Fig. 4). O gene mecA codifica ao S. aureus resisténcia a meticilina e aos
antimicrobianos f-lactamicos por baixa afinidade devido expressdo de uma PBP (STEFANI

et al., 2012; WORTHINGTON; MELANDER, 2013; CASTANHEIRA, 2013).

Figura 4- Representagdo da alteragdo do local de agdo do antibidtico. (BRASIL, 2007).

O SCCmec € um elemento movel genético inserido em um amplo fragmento de DNA
e ¢ codificado pelo gene mecA e mecC, ja o gene mecB foi observado em um plasmideo
(BECKER et al, 2018). O SCCmec se introduz em uma area especifica determinada (attBscc)
na regido 3’ da orfX do genoma do S. aureus (MALACHOWA; DELEO, 2010). A
composi¢do do SCCmec ¢ feita pelo complexo mec, o complexo ccr, regides de juncdo (J),
fatores de resisténcia e de viruléncia. Esses fatores, se presentes, sdo ligados na regido J do
cassete (TURLEJ; HRYNIEWICZ; EMPEL, 2011). O complexo mec ¢ composto pela
sequéncia de insercdo (IS431), pelo gene mecA e seus genes reguladores mecl e mecR1. O
mecl codifica uma proteina repressora que atua na transcri¢ao de mecA e o mecR1 codifica
uma proteina transmembrana marcadora de B-lactamicos, induzindo a transcricdo do gene
(PETINAKI et al., 2001). Sem o tratamento com o antimicrobiano, a proteina mecl liga-se ao
gene mecA, inativando sua transcri¢do, mas quando a célula se liga com o - lactdmico, a
proteina mecR1 ¢é aglomerada, o citoplasma da proteina ativa-se e se aglomera com o mecl,
ocorrendo a transcri¢do do mecA e expressao da PBP2a (DEURENBERG; STOBBERINGH,
2008a). O complexo ccr ¢ composto pelos genes ccr, responsaveis pela codificagdo de
recombinases, que funciona introduzindo ou retirando o SCCmec no genoma da bactéria

(HANSSEN; KJELDSEN; ERICSON SOLLID, 2004).0 SCCmec ¢ composto também por
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plasmideos e transposons que usualmente apresentam genes de resisténcia adicionais a outras
classes de antimicrobianos (RAY; BOUNDY; ARCHER, 2016).

Até o momento foram identificados 13 tipos do SCCmec (Fig. 5)sendo classificados
do tipo I ao XIII e sdo diferenciados de acordo com a composicao dos complexos de genes ccr
e genes mec introduzidos no cassete, todos os SCCmec contém o gene mecA, com excecao as
cepas do SCCmec tipo XI que abrigam o gene mecC, também conhecido como mecA

LGA251(PETERSDOREF et al, 2015; LIU et al, 2016; LAKHUNDI, 2018).
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Figura 5. Caracteristicas genéticas dos elementos SCCmec I-XIII. As estruturas globais dos 13 tipos SCCmec
reconhecidos por IWG-SCC sdo ilustradas com base nas seguintes sequéncias nucleotidicas (tipo SCCmec), ID
de isolado (n ° de inclusdo do GenBank): tipo I, NCTC10442 (AB033763); tipo II, N315 (D86934); tipo III,
85/2082 (AB037671); tipo IV, CA05 (AB063172); tipo V, WIS [WBG8318] (AB121219); tipo VI, HDE288
(AF411935); tipo VII, JCSC6082 (AB373032), tipo VIII, C10682 (FJ390057); tipo IX, JCSC6943 (AB505628);
tipo X, JCSC6945 (AB505630); tipo XI, LGA251 (FR821779.1); tipo XII, BA01611 (KR187111) e tipo XIII,
55-99-44 (MG674089). Os complexos do gene mec e ccr sdo sombreados rosa e azul, respectivamente.
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Sequéncias de insergdo e transposons identificados estdo em amarelo. Genes relacionados a resisténcia a metais
pesados e plasmideos integrados localizados nas regides J também sdo indicados. A ilustragdo ¢ adaptada de
Hiramatsu e outros (Hiramatsu et al., 2013).

2.3.1. Tipos de SCCmec

2.3.1.1. SSCmec tipo 1

O SCCmec tipo I que se apresenta no tamanho de 34,3 kb, se manifestou
primeiramente no Reino Unido em 1960 e se disseminou universalmente naquela década. Sua
estrutura € composta pelo gene mecA, que € o Unico determinante que lhe confere resisténcia
(ZETOLA et al., 2005). Com a sua denominagdo de clone arcaico, foi a cepa de maior sucesso
e mais pesquisada entre todas as cepas de MRSA. O clone ibérico também bastante
conhecido, carreia 0 SCCmec tipo IA e ¢ uma variante do clone arcaico. (CHAMBERS;

DELEO, 2009).

2.3.1.2. SCCmec tipo 11

Primeiramente o SCCmec tipo II foi encontrado no Japao no ano de 1982 e
denominado como clone New York/Japao. O clone EMRSA-16 também carreia o SSCmec
tipo II (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009). O SCCmec tipo II contém vdrias
caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos ndo beta lactimicos e confere o perfil de
multirresisténcia as cepas que sdo encontradas em MRSA hospitalares (ZETOLA et al.,
2005), isso se da pela presenca de genes de resisténcia adicionais que sdo inseridos em
plasmideos como o pUBI110, plI258 e ptl81 e em transposons como o Tn554
(DEURENBERG, 2007).

2.3.1.3. SCCmectipo 111

A primeira cepa carreadora de SCCmec tipo III (66,9kb) foi encontrada na Nova
Zelandia em 1985. Semelhante ao SCCmec tipo II, esse cassete apresenta perfil de
multirresisténcia na terapia antiestafilococica e ¢ tipico de cepas hospitalares.
(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009). Acredita-se que devido ao seu grande tamanho, a
transferéncia horizontal no SCCmec tipo II e Il ocorra com maior dificuldade comparada ao

SCCmec tipo IV. A disseminagdo dessas cepas se da especialmente pela pressdo seletiva aos
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antimicrobianos e ao uso prolongado da droga através da transferéncia vertical (ZETOLA et
al, 2005). Em institui¢des hospitalares brasileiras o clone Endémico Brasileiro (BEC) que
carreia 0 SCCmec tipo III, € o mais prevalente, bem como na Europa e na América do Sul

(CAMPOS et al, 2012).

2.3.1.4. SCCmec tipo IV

Uma ampla variedade de clones MRSA carreando SCCmec tipo IV disseminados pelo
mundo, foram descritos desde o ano de 1990 (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009),
entre eles o clone EMRSA-15, o MRSA Berlin, o clone pediatrico entre outros (MIMICA,
2013). Sao cepas susceptiveis a varios antimicrobianos, especialmente os beta-lactdmicos,
apresentando grande semelhanca com as cepas MSSA e o Gnico gene de resisténcia carreado
pelo cassete ¢ o mecA (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009). Devido a inferioridade do
seu tamanho (20,9 a 24,3 kb) quando comprado ao SCCmec Tipo II e III, apresentam maior
mobilidade e vantagem evolutiva na pressao aos antimicrobianos no ambiente hospitalar e de

grande rapidez de dissemina¢do na comunidade (COHEN, 2007).

2.3.1.5. SCCmec tipo V

A primeira cepa carreadora do SCCmec tipo V foi manifestada em 2004 na Australia
(DEURENBERG; STOBBERINGH, 2009). Seu perfil de resisténcia confere exclusividade
aos antimicrobianosf-lactimicos (DEURENBERG, 2007) e como o SCCmec tipo IV estdo
mais presentes em infec¢cdes da comunidade como infeccdes de pele e tecidos moles

(CHAMBERS; DELEO, 2009).

2.3.1.6. Outros tipos de SCCmec

Primeiramente o SCCmec tipo VI foi encontrado em Portugal (OLIVEIRA;
MILHEIRICO; DE LENCASTRE, 2006), o SCCmec tipo VII na Suécia (DEURENBERG;
STOBBERINGH, 2009). Os SCCmec tipo IX e X foram descritos apresentando resisténcia a
metais (LI et al., 2011). O SCCmec tipo XI foi recentemente caracterizado na Irlanda

(SHORE et al., 2011).
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2.4. MRSA hospitalar (HA-MRSA) e MRSA da comunidade (CA-MRSA)

Os MRSA originalmente se manifestaram nos ambientes hospitalares, mas na década
de 90 pode ser observado, pacientes saudaveis desenvolvendo infeccdes por MRSA na
comunidade. Diante desses acontecimentos foi-se estabelecida uma classificagdo do patdgeno
e sua denominagao se apresentou como MRSA de origem hospitalar (HA-MRSA) e MRSA de
origem da comunidade (CA-MRSA) (MEJIA; ZURITA; GUZMAN-BLANCO, 2010;
STEFANI et al., 2012).0s SCCmec tipo I, 1I e III, estdo principalmente introduzidos nas
cepas de HA-MRSA e os SCCmec tipo IV e V nas cepas CA-MRSA (MITSUMOTO-
KASEIDA et al., 2017).Em 2000, 25 estudos demonstraram cepas HA-MRSA associadas a
multirresisténcia e relacionadas aos SCCmec tipos I, 11, III, VI, VIII, IX, X e XI, enquanto as
cepas de CA-MRSA associadas aos SCCmec tipos IV, V e VII, com susceptibilidade grande
parte dos antimicrobianos nao B-lactdmicos (Ito et al., 2009).

Os SCCmec do tipo 1, II, III comparativamente mais antigos estdo restritos a cepas de
MRSA envolvidas em infecgoes associadas a assisténcia a saude (HA-MRSA). Os clones
tipicos d¢ MRSA HA-MRSA sdo denominados ST5 (CC5), ST239 (CCS8), ST22 (CC22) e
ST36 (CC30). Todavia, raramente sdao causadores de infeccdes em individuos saudaveis, sem
historicos de hospitalizagdo atual ou prévia nos ultimos 6 a 12 meses antes da infec¢do. Uma
consequéncia relacionada a aquisicdo de resisténcia antimicrobiana ¢ a reducdo da aptidao
competitiva. Isso pode ser observado quando associado a falha do HA-MRSA em se
disseminar de forma eficaz na comunidade (FIGUEIREDO, 2017).

O HA-MRSA ST239, identificado através da tipagem por sequéncia multilocus
(MLST), ¢ de especial interesse clinico. Como ST240 e ST241 sdo variantes do locus tnico
de ST239 e que diferem apenas por mutagdes nos genes marcadores pta ou yqi, esses STs sdo
discutidos juntos como o complexo clonal (CC) 239. CC239 abrigando o SCCmec tipo III
foram designados varios nomes em diferentes regides geograficas, no Brasil foi denominado o
clone brasileiro 09, 44 e 23. A CC239-MRSA-III ¢ provavelmente a cepa pandémica mais
antiga de MRSA. Com isso, observa-se que CC239-MRSA-SCCmec tipo III é uma cepa
verdadeiramente pandémica que em praticamente meio século espalhou-se ao redor do
mundo, causando infec¢des e até Obitos de pacientes. Esta pandemia ndo ¢ originada de
animais hospedeiros, mas de profissionais que trabalham em hospitais e centros cirlrgicos

(MONECKE et al., 2018).
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Em um estudo em institui¢des hospitalares brasileiras o S. aureus se apresentou como
a principal causa das infeccdes da corrente sanguinea, demonstrando um alto nivel de
resisténcia a meticilina (43,7%). Os dados moleculares revelaram que o SCCmec tipo III
(46,7%), pertencente ao clone epidémico brasileiro, mostrou-se o mais prevalente, porém,
observou-se a introdugdo no ambiente hospitalar de SCCmec tipo II, e em particular isolados
SCCmec tipo IV(MARRA et al., 2011).Ainda hoje, as cepas de MRSA com SCCmec tipo II
ou III sdo consideradas patdgenos nosocomiais tipicos em todo o mundo (CHEN et al., 2014).

Em relagdo a fatores epidemioldgicos, os CA-MRSA sdo diagnosticados perante os
critérios preconizados pelo Centro de Controle e Prevenc¢ao de Doengas (CDC), que descreve
infec¢ao por MRSA em paciente com tratamento ambulatorial e sem internagdes prévias, sem
realizagdo de procedimentos invasivos e sem cultura positiva para MRSA em até 48 horas
apos internagdo hospitalar (MILLAR et al., 2007). O CA-MRSA estdo ligados a presenca de
SCCmec tipos 1V, V, VII e a presenca da citotoxina Panton Valentine Leucocidina (pv/)
(MARIMON et al., 2012).

Mesmo com grandes nimeros de relatos de cepas HA-MRSA multirressistentes,
universalmente pode ser observado um crescente avango nas cepas de CA-MRSA onde
muitas delas se apresentam com caracteristicas variadas e diferenciadas em todo mundo
(GESUALDO et al., 2013). As cepas denominadas CA-MRSA sao diferentes das cepas HA-
MRSA em vdrios aspectos, como em relagdo as especificidades genéticas, epidemiologicas,
bacteriologicas. Estudos demonstram que cepas CA-MRSA sdo clinicamente semelhantes as
cepas de MSSA e pacientes que desenvolvem quadros infecciosos por cepas CA-MRSA,
apresentam manifestagdes clinicas rapidas e progressivas da patologia, evidenciando a grande
importancia em relagdo a uma abordagem incisiva e correta na prescri¢do de antimicrobianos
(LIU et al.,, 2011). Em outro estudo, observou-se que as cepas CA-MRSA emergentes
manifestam em maior frequéncia o gene que expressa a proteina PVL, que € pouco encontrada
entre as cepas HA-MRSA (GORWITZ et al., 2006).

Em 2000, os clones de CA-MRSA disseminaram de forma rdpida nos ambientes
hospitalares competindo com os clones de HA-MRSA, gerando importantes mudancas
epidemiologicas. Observa-se uma grande preocupagdo nas comunidades cientificas em
relagdo a possibilidade de um clone CA-MRSA uma vez instalado em institui¢des
hospitalares pudesse alterar o seu DNA por clones tradicionais de HA-MRSA e, com isso
adquirir genes multirresistentes. Existe também a possibilidade de que rapida disseminagdo de
CA-MRSA em hospitais facilite a aquisicdo de genes mutaveis, melhore a sobrevivéncia e a

adaptagdo bacteriana, mesmo ocasionando resisténcia aos antimicrobianos (FIGUEIREDO,
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2017). Mudancas em relagao a epidemiologia do CA-MRSA tem observado presenca desses
patogenos no ambito hospitalar agregados nos clones multirresistentes (KLEVENS;
MORRISON; NADLE, 2007). Com isso, clones SCCmec tipo IV vem se demonstrando
frequente em ambientes hospitalares no Brasil, sendo observado a transferéncia desses
patogenos para o ambiente hospitalar (VIDAL et al., 2009).

Outra mudanca na epidemiologia do MRSA pode ser observada quando um clone
negativo para pvl em uma linhagem tipica de CA-MRSA, apresenta-se amplamente restrito a
instituicdes hospitalares (FIGUEIREDO, et al., 2014). Como exemplo observa-se o clone
ST1-SCCmec tipo IV que foi caracterizado multirresistente, restrito ao ambiente hospital e
negativo para o pvl, relacionado ao CA-MRSA USA400 que se demonstrava positivo para pv/
causando infec¢des associadas a comunidade nos EUA e Canada e teve seu surgimento em
hospitais brasileiros, o que dificulta a distingdo entre CA-MRSA e HA-MRSA
(GUIMARAES et al., 2015).

2.5. Epidemiologia do MRSA no mundo

Com o progresso nos estudos relacionados a resisténcia antimicrobiana de S. aureus,
disseminagdo das cepas resistentes e epidemiologia molecular, a prevaléncia de algumas
cepas, vem se demonstrando alvos importantes de pesquisas em todo o mundo. O MRSA ¢
atualmente € o micro-organismo mais encontrado nas infec¢des hospitalares em muitas partes
do mundo, como nas Américas, Europa, Norte da Africa, Oriente Médio e Leste da Asia
(ARIAS, et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014). Em um estudo de prevaléncia mundial sobre
MRSA, pode ser observado taxas maiores que 50% nos paises da América do Sul e América
do Norte, Malta e Asia e taxas entre 25 ¢ 50% nos paises da China, Australia, Africa e
Europa. Na América Latina, 0o MRSA tem uma alta prevaléncia nos ambientes hospitalares e
seus clones circulantes variam de acordo com as regides demograficas (ARIAS, et al. 2017).
O Brasil foi um dos paises da América do Sul que apresentou prevaléncia de MRSA maior
que 50% (STEFANI et al., 2012).

Na América do Sul o clone CA-MRSA dominante € o ST30. Nos EUA, o ST8 CA-
MRSA também conhecido por USA300 ¢ o clone predominante nas infec¢des relacionadas a
comunidade. Com tudo, os fatores associados na disseminacdo de uma linhagem especifica de
CA-MRSA e seus mecanismos desenvolvidos na diversificagdo bacteriana permanecem

desconhecidos (FIGUEIREDO et al., 2014).
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2.6. Epidemiologia do MRSA no Brasil

Em um estudo realizado no Brasil pelo grupo de vigilancia e controle de patogenos
epidemiologicos (Scope), observou, através da avaliagdo de infecgdes de corrente sanguinea
em 16 hospitais, que 95% dos casos apresentavam pelo menos um micro-organismo, € o S.
aureus estava presente em 14% deles, sendo 43,7% denominados MRSA (MARRA et al.,
2011).Em 2014 a Anvisa, através da Rede de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em
Servicos da Saude (Rede RM) analisou as amostras de infeccdo primdria da corrente
sanguinea (IPCS) em 908 unidades de terapia intensiva (UTIs) do Sistema Unico de Satde
(SUS), totalizando 2.637 pacientes infectados por S. aureus, demonstrando-se o micro-
organismo mais prevalente e destes, 61% (1606 pacientes) eram S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA) (BRASIL, 2014).

Em outro estudo realizado pela Anvisa em 2015, relacionado a resisténcia bacteriana,
observou-se que, o S. aureus ocupou a terceira colocagdo como micro-organismo mais
encontrado nas infec¢des de corrente sanguinea totalizando 13,2% dos casos, sendo desses
13,8% representados pela regido sudeste do Brasil e em pacientes sob cuidados intensivos.
(BRASIL, 2017).

O clone epidémico brasileiro (BEC, ST 239, SCCmec III), foi detectado pela primeira
vez no Brasil na década de 1990 (SADER, et al., 1994) e tem se manifestado predominante
em grande parte dos hospitais brasileiros (ANDRADE, et al., 2016). Entretanto, mudangas
epidemiologicas do MRSA estdo descritas em algumas instituigdes do Brasil. CAIAFFA, et
al. (2013) relataram a prevaléncia de MRSA, SCCmec tipo Il em um hospital de Sao Paulo. O
USA800/Pediatrico (ST5, SCCmec 1IV) e o US400/MW2/WA-1 (ST1, SCCmec 1V) foram
mais predominantes em cinco hospitais do Rio de Janeiro (ZUMA, et al., 2017).

Em 2013, em um estudo em hospitais do Rio de Janeiro e Porto Alegre observou-se o
aparecimento de cepas SCCmec 1V, geneticamente associadas ao clone USA 800 (CORREAL
et al, 2013). O USAI100 que anteriormente foi definido como clone New
York/Japao/ST5/CC5/SCCmec tipo II relacionado a multirresisténcia foi a linhagem de
MRSA predominante em um hospital militar, enquanto os isolados de MRSA policlonais, sem

multirresisténcia foram detectados em um hospital escola na cidade do Rio de Janeiro
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(CHAMON, et al., 2017). O USA100 apresentou prevaléncia maior que 80% em trés hospitais

brasileiros localizados nas cidades de Sao Paulo e Porto Alegre (ARIAS, et al., 2017).
Estudos recentes estdo demonstrando alteragdes epidemiologicas, ndo somente para

novas cepas de HA-MRSA, mas também em cepas CA-MRSA, com caracteristicas de grande

importancia clinica e epidemiologica (ANDRADE & LEAL, 2016).

2.7. Infecgdes relacionadas a assisténcia a saude — IRAS

De acordo com a denominacdo determinada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), no Brasil, a infec¢do hospitalar ocorre quando existe um caso de
infeccdo adquirido apds a admissdo do paciente no ambiente hospitalar, manifestando-se ao
longo de sua internagdo ou apos a alta, podendo estar relacionada ao periodo de hospitalizagdo
ou aos procedimentos invasivos realizados, tendo as enfermarias e unidades de terapia
intensiva como os principais setores de manifestacdo. A higienizacdo correta das maos,
demonstra-se como principal aliado na prevencdo das infec¢des, que também podem ser
ocasionadas pelo ndo cumprimento adequado das técnicas e procedimentos relacionados a
assisténcia a saude. (BRASIL, 2018).

Trés situagdes sao requeridas para que aconteca a transmissao de infec¢do hospitalar, a
fonte de infecc¢do, susceptibilidade do hospedeiro e os meios de transmissdo. Os pacientes
podem ser denominados como fontes de infec¢des, os profissionais € os acompanhantes ou
visitantes em menor frequéncia. Pacientes imunocomprometidos sdao mais susceptiveis, como
os casos de recém-nascidos e pacientes em tratamento quimioterapico. A transmissao se da
através do contato direto, por goticulas, aerossois e ao uso de materiais comuns a todos os
pacientes como equipamentos, mobiliarios, medicagdo, alimentacdo (CALIL, 2015).As IRAS
ainda se manifestam em pacientes e em profissionais de saude mesmo com todo o avango e
vigilancia constante na assisténcia, elas sdo estabelecidas e determinadas de acordo com as
manifestagdes desenvolvidas na internagdo ou apos a alta se houver alguma associacdo com
algum procedimento hospitalar realizado (HUANG, et al., 2016).

A importancia na recorréncia ou transitoriedade da colonizacdo estd relacionada a alta
probabilidade de proliferagdo do micro-organismo, tanto no ambiente hospitalar como na
comunidade. A disseminacdo do patégeno para o paciente esta diretamente ligada a prestacao
do cuidado e depende das medidas basicas de higiene adotadas. O funciondrio colonizado por
MRSA esta sujeito as mesmas ameacas da populagdo de um modo geral quando em contato

com o patdgeno, todavia, ndo se deve desconsiderar o risco de colonizagdo por MRSA ao
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trabalhador. Diante disso, o conhecimento do estado do portador e sua descolonizagio
diminuem os riscos de possiveis infeccdes (BULLE et al., 2016).

A grande variabilidade nos paises da América Latina, pode significar que os dados
sobre a incidéncia de MRSA em algumas instituicdes podem ndo apresentar uma boa
representatividade relacionado ao ambito nacional, em geral nota-se que a prevaléncia de
infecgdes ocasionados por MRSA alta. Contudo, mesmo com a publicacdio de dados
epidemiologicos e microbioldgicos, ndo foi possivel concluir qual seria a melhor abordagem
para o trabalho na prevengao e no controle das infec¢cdes por MRSA. O controle hospitalar de
MRSA endémico tem utilizados algumas estratégias como identificagdo previa e isolamento
de portadores assintomaticos, para fins de evitar proliferacdo, higienizacdo do corpo com
antissépticos, terapia sistémico e/ou tdpico, orientagdes para melhor adesdo na higiene das
maos e outras medidas de precaucdes convenientes para a reducdo do estado do portador e
controle dos antimicrobianos. Essas metodologias podem auxiliar na reducao da disseminacao
de MRSA, e diminuindo taxas de portadores e infeccoes por MRSA em instituicdes
endémicas. Com a boa adesdo ao cumprimento dessas metodologias o resultado sera positivo
em relacdo resposta clinica dos pacientes de alta complexidade, como os internados em

unidade de terapia intensiva (UTI) (RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente cepas de MRSA isoladas de pacientes

atendidos em um Hospital publico da cidade de Dourados/MS.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o perfil de susceptibilidade das cepas frente aos antimicrobianos dos pacientes
de todos os setores hospitalares, infectados por MRSA;

Determinar os genes relacionados a resisténcia a meticilina;

Realizar a determinacdo do tipo de cassete cromossdmico estafilocdcico (SCCmec)
nas amostras de MRSA através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR);

Determinar o perfil de viruléncia das amostras de MRSA investigando presenga de
genes de viruléncia associados a expressao da toxina (pvl - [ukS-F), por meio da técnica de
PCR;

Avaliar fatores associados a infeccdo de corrente sanguinea por MRSA em pacientes

neonatos.
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Background: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are frequently associated
with multidrug-resistance profiles and a major concern in infections health services. A cross-
sectional study was conducted between August/2016 and August/2017, to describe the clinical
and molecular characteristics associated MRSA strains isolated from a tertiary hospital
located in mid-western Brazil. Methods: Clinical characteristics associated with MRSA
bloodstream infections in neonates were investigate with a case control analysis involving 51
patients. Bacterial identification was performed by Phoenix™ system. Antimicrobial
susceptibility was determined by broth microdilution. The presence of methicilin-resistance
genes (mecA, femA), Panton-Valentine leucocidin encoding gene (pvl) and SCCmec typing
was evaluated by PCR and DNA sequencing. Results: A total of 30 methicilin-resistant S.
aureus strains were recovered from 30 patients and identified as hospital acquired-MRSA
(n=23; 76,6%) and community-acquired-MRSA (n=7; 23,4%). The majority of the patients
included in the study were neonates (57%).Hyaline membrane syndrome, bronchopulmonary
dysplasia, meconium aspiration syndrome, prematurity, long-term hospitalization and use of
invasive devices were associated with MRSA bloodstream infections in neonates. PCR
amplification and sequencing showed that mecAand femA genes were responsible for
resistance to methicllin. Molecular analysis of SCCmec revealed that SCCmec type IV was the
most prevalent. PVL-positive strains were identified as hospital acquired-MRSA (HA-
MRSA), indicating bacterial diversification between HA-MRSA and community acquired-
MRSA (CA-MRSA) lineages. Conclusion: In conclusion, this study showed that
infected/colonized patients represent reservoirs for horizontal transmission, thus infection

control measures are needed to prevent the spread of MDR strains in healthcare institutions.

Keywords: Bacterial resistance; MRSA; clinical characteristics.

1. Introduction
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has become a serious healthcare
concern worldwide involved in many infections in intensive care units (ICU) (1, 2). MRSA
was once associated only with health care settings, including hospitals and other health care
environments(HA-MRSA), however cases of community-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (CA-MRSA) infections has been frequently reported (3-5). CA-
MRSA infections appear to be on the rise and have been described in several populations.
Reports showing the increasing presence of these community strains replacing hospital-
associated strains has caused miscegenation between the two types of MRSA making it
complicated the distinction between these strains (6, 7).

The global emergence and spread of MRSA harboring multi-resistance genes has left
clinicians with limited antimicrobial treatment options for these infections (8). Methicillin
resistance primarily results from the expression of mecA gene that encodes an alternative
penicillin-binding protein (PBP2a or PBP2’) that has low affinity for most semisynthetic
penicillins, including methicillin, nafcillin, and oxacillin (7, 9, 10). This methicillin-resistant
genetic component is carried on a mobile genetic element designed staphylococcal cassette
chromosome (SCCmec) and is transferred among staphylococcal species, conferring broad-
spectrum b-lactam resistance (11-13).

Thirteen types of SCCmec (I to XIII) have been identified thus far, classified
according to the structural organization and genetic content, however only the types [ to V are
globally distributed. CA-MRSA strains are associated to SCCmec types IV and V while HA-
MRSA strains to types I, Il and III. This classification is performed through the molecular
detection of variable regions in the SCCmec. SCC elements carrying genes other than mecA
have also been identified in staphylococci. These elements carry genes for fusidic acid

resistance, a capsule gene cluster, and a mercury resistance operon (6, 14, 15).
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Understanding the resistance mechanisms is of great interest to the prevention of
nosocomial infections. Given the importance of antimicrobial resistance surveillance to
control the spread of multidrug-resistance MRSA, the present study was conducted to
determine the prevalence and microbiological characteristics of MRSA strains isolated from
in a tertiary hospital located in mid-western Brazil. In addition we aimed to identify factors

associated with acquisition of these strains.

2. Material and Methods

2.1 Study site and patients
Data were collected from patients hospitalized in a public tertiary care hospital located
in the city of Dourados, in Mato Grosso do Sul (a central-western Brazilian state). The
facilities provides 187, distributed among infirmaries, maternal and infant area and the UTIs
adult, pediatric, neonatal and intermediate care units (IU). This cross-sectional study was
conducted from August/2016 to August/2017. A case of healthcare-associated MRSA (HA-
MRSA) was considered as a patient who presented a positive culture of MRSA obtained on or
after 48 hours of admission to the hospital. A case of community-associated MRSA (CA-
MRSA) was considered if the culture was obtained before 48 hours of admission to the
hospital with no history of hospitalization, surgery, dialysis, or residence in a long-term care
facility within 12 months preceding the culture date, or the presence of a central vascular
catheter (CVC) within the 2 days prior to MRSA culture (16). This study was conducted with
the approval of the Research Ethics Committee from the Universidade Federal da Grande

Dourados (number 1.905.211/2017).

2.2 Bacterial strains
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The MRSA isolated during the study period were obtained from 30 patients.
Colonization was defined as the isolation of strains without clinical manifestation of infection.
Clinical infection was defined by medical diagnosis according to clinical criteria (sepsis,
fever, changes in frequency or colour of secretions, or new radiological findings), as well as

isolation of one strain of MRSA (17).

2.3 Bacterial identification and susceptibility testing

Bacterial species were identified using the BD Phoenix™ automated system(18). The
minimal inhibitory concentrations (MICs) of antimicrobials were determined and the
following antimicrobials were tested: ampicillin, penicillin G, oxacillin, daptomycin,
trimethoprim/sulfamethoxazol, vancomycin, clindamycin, erythromycin,
quinupristin/dalfopristin, linezolid, rifampin, minocycline, tetracycline, gentamicin

nitrofurantoin (19).

2.4 PCR amplification and sequencing

Genomic DNA of MRSA strains were extracted from fresh cultures and the
concentration and purity of the total DNA was determined by optical density measured using
a spectrophotometer (BioDrop, Walnut Creek, CA, USA). PCR reactions were prepared in
laminar flow containing Invitrogem PCR master mix (Thermo Fisher Scientific, California,
USA) using specific primers (9, 20-24) (Table 1). In order to confirm the specie identification
of the strains the presence of the gene nucA was evaluated. Methicillin-resistance was
evaluated by the presence of mecA, femA genes. SCCmec typing was performed for all
MRSA isolates by multiplex PCR as previously described. The production of Panton-
Valentine leukocidin (PVL) cytotoxin was evaluated in all MRSA isolates by the presence of

lukS-PV-lukF-PV (pvl genes). Amplified PCR products were purified with GFX PCR DNA



38

1548

1549

1550

1551

1552

1553

1554

1555

1556

1557

1558

1559

1560

1561

1562

1563

1564

1565

1566

1567

1568

1569

1570

1571

1572

47

and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) and then were
sequenced using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Reactions were performed using an ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied

Biosystems, Foster City, California, USA).

2.5 Case-control study

To identify factors associated with the acquisition of MRSA bloodstream infection in
neonate patients hospitalized in the ICU, a case-control study was conducted. A case was
defined as a patient who presented MRSA strain isolated from clinical cultures during the
study period. Controls were patients without the isolation of MRSA strains in the first 48
hours after admission (at a 2:1 ratio to the case group). Each control was randomly selected
from inpatients admitted within the study period matched for age, clinical manifestation,
pathogen and hospital ward. Clinical records from inpatients were reviewed and the following
data were recorded: demographics; medical history and co-morbid conditions; location prior
to admission; ward of admission; hospital course (duration and ward location); invasive
procedures (devices use and surgery) receiving of mechanical ventilation; treatment with
immunosuppressant drugs; antibiotic exposure history; source of infection and outcome
(recovery/death). All clinical data were recorded and the statistical analysis was performed by
the program SPSS, version 18 (Chicago, IL, USA) using the univariate model. Variables with

p < 0.20 were considered to be statistically significant.

3 Results
3.1 Patients of the study
A total of 457 episodes of Staphylococcus sp. were recorded during the period of

study. Eighty-three strains were identified as S. aureus and 30 methicilin-resistant S. aureus
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strains were recovered from 30 patients. Following the criteria established by CDC most
MRSA isolates were identified as HA-MRSA (n = 23; 76,6%). The patients were hospitalized
in different hospital wards, including neonatal ICU (n = 17; 57%), adult ICU (n = 11; 37%)
and pediatric ICU (n = 2; 6%) and the median length of their hospital stay was 50 days. The
majority of the patients included in the study were neonates (median age 12/days, range 3-28
days). No differences were observed regarding the sex of the patients (P = 0.54). Furthermore,
63% (n = 19) of the identified strains were obtained from blood culture, 13% (n = 4) from
tracheal aspirates, 7% (n = 2) from urine culture, 7% (n = 2) from catheter tip and 10% (n = 3)

from other sites.

3.2 Antibiotic susceptibility
Regarding the susceptibility profile, 66% (n = 20) of the strains were resistant to more
than 3 classes of antimicrobial agents, thus classified as multidrug resistant (MDR). The
strains identified as HA-MRSA presented higher resistance rates compared with CA-MRSA
strains (Table 2). All MRSA strains were resistant to penicillins. In contrast, all MRSA were
susceptible to vancomycin (MICs ranged from 0,5 pg/mL to 2 pg/mL), linezolid (MICs

ranged from 1 pg/mL to 4 ng/mL) and daptomycin (MIC 0,25 pg/mL to 1 pg/mL).

3.3 Molecular characterization
PCR amplification and sequencing showed that the nucA and mecA gene were present
in all strains. The femA gene was detected in 16 (54%) strains. Molecular analysis of SCCmec
revealed that SCCmec type IV (n = 15; 50%) was the most prevalent followed by SCCmec
type I (n = 10; 33%), SCCmec type V (n = 4; 13%) and SCCmec type IlI (n = 1; 4%). PVL
gene was present in 18 (60%) MRSA strains. Interesting the majority PVL-positive strains

were HA-MRSA isolated from blood culture (Table 3).
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3.4 Case-control study

Considering that all neonate patients had an episode of MRSA bloodstream infection a
case control study was performed to identify factors associated with the acquisition of
infection. Fifty-one patients (17 cases and 34 controls) were included in the study and there
were no significant differences (P = 0.50) among cases and controls with regard to baseline
demographics. In the univariable analysis, MRSA strains were associated with hyaline
membrane syndrome, bronchopulmonary dysplasia, meconium aspiration syndrome,
prematurity, long-term hospitalization and use of invasive devices. Table 4 presents the
descriptive statistics for cases and controls. The analysis of data on patient outcomes revealed
no significant differences (P > 0.21) between mortality rates of MRSA patients and MSSA

(17.64 and 2.9 %, respectively).

4 Discussion

The global emergence and spread of multidrug-resistance strains is a severe challenge
for public health(25). Among different gram-positive pathogens MRSA, is the major cause of
hospital acquired infections as well as infections acquired from the community (10, 26, 27).
The overall prevalence of MRSA in our study was 36.1%, which is comparable to the results
obtained in previous studies (16, 28, 29). During hospitalization the patients
infected/colonized with MRSA strains, were subjected to invasive devices and were exposed
to more than three different antibiotics prior to the isolation of MRSA strains. These factors
probably represent severe underlying illness and consequently increased susceptibility to
infection from multidrug-resistant organisms (16, 30).

In our study neonate patients were more susceptible to develop MRSA bloodstream
infection (57%), this may be related to the fact that newborn’s innate defense mechanisms are

immature to respond against therapeutic interventions, which could favour the acquisition of
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these strains (31). In the univariate analysis central venous catheterization, mechanical
ventilation, orogastric tube, prematurity, long-term hospitalization, antibiotic expouse and
neonatal comorbidities were associate with BSI in neonates. Previous studies described
similar results (16, 31, 32). In this study, three patients died by sepsis during the study,
therefore the poor outcome observed could not be attributed solely to the presence of MRSA
strains, and could also be related with unfavorable clinical condition, considering the patients
presented several comorbidities.

To analyze the mechanisms of antimicrobial resistance, phenotypic and molecular
assays of MRSA isolates were performed. MRSA strains exhibited high rates of resistance to
several antibiotics, notably all strains were susceptible to vancomycin which is the antibiotic
of choice for the treatment of infections caused by MRSA strains. The presences of mecA and
femA genes were responsible for the resistance to methicllin observed among the strains
evaluated. SCCmec type IV was the predominant type identified and, although previous
studies report that type IV is usually related to CA-MRSA strains (6, 33), in our study
SCCmec type IV was mainly identified in HA-MRSA strains, different from the established
pattern (11). Moreover typical CA-MRSA strains display the production of PVL toxicin (34),
however our results showed that 94% of PVL-positive strains were identified as HA-MRSA.
These findings indicate an important epidemiological change, leading to bacterial
diversification of these lineages (35).

The main limitation of this study was the lack of data regarding the genetic
relationship of the strains, which made it difficult to determine if there was an outbreak.
Nevertheless, this study was able to proved relevant information regarding surveillance of
MRSA strains. In addition, our findings demonstrated that infected or colonized patients

represent reservoirs for horizontal transmission and spread of MDR strains, thus continuous
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epidemiologic surveillance is highly recommended to efficiently prevent nosocomial
infections.
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1776  Table 1. Sequence of oligonucleotides used for the molecular characterization MRSA strains.

Gene hn__ Rafardnci
F CTTACTTACTGOTGTACCT Al (70
R ATCTCGOCTTGTTGTGTGE
nieA F GOGATTGATGGTGATACGGTT 77 74\
R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGE
mor A F AGAAGATGGTATGTGGAAGTTAG 58 (0
R ATGTATGTGCGATTGTATTGC
QCCme  F heta ATTGCCTTGATAATAGCCYTCOT 03 (7
R alfa 3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT
FeerC CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT 51 (77
R corC COTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT
F 1277 GOCACTCATAACATATGGAA A1 (71 27
R 1777 CATCCGAGTGAAACCCAAA
F TATACCAAACCCGACAACTAC 5 (01 MM
R CGGOCTACAGTGATAACATCC
pvl/ F ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGAT 43 (73)
IukF R GOATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC

1777  Abbreviations: F (Forward), R (Reverse), bp (base pair).
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1787 Table 2. Antimicrobial susceptibility profile of MRSA strains isolated during the period of study.
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Class Antimicrobials Resistant Sensitive Intermediary Resistant
CA-MRSA HA-MRSA
Ampicillin
Penicillin Oxacillin 30 (100%) - - 5 (17%) 25 (83%)
Penicillin G
Lincosamines Clindamycin 12 (40%) 18 (60%) - 3 (25%) 9 (75%)
Aminoglycosides Gentamicin 15 (50%) 14 (46,6%) 1 (3,4%) 2 (13,4%) 13 (86,6%)
Ansamycins Rifampin 6 (20%) 24 (80%) - 1(16,7%) 5(83,3%)
Trimethoprim+
14 (46,6%) 16 (53,3%) - 1(7,1%) 13 (92,9%)
Sulfonamides sulfamethoxazol
Tetracycline Tetracycline 6 (20%) 23 (76,6%) 1 (3,4%) 2 (33,3%) 4 (66,6%)
Quinupristin+
1 (3,3%) 27 (90%) 2 (6,7%) 1 (100%) -
Streptogramins dalfopristin
Glycopeptides Vancomycin - 30 (100%) - - -
Oxazolidones Linezolid - 30 (100%) - - -
Cyclic lipopeptide Daptomycin - 30 (100%) - - -
Macrolids Erithromycin 18 (60%) 9 (30%) 3 (10%) 4 (22,2%) 12 (66,6%)

1788  Abbreviations: CA-MRSA (community acquired), HA-MRSA (hospital acquired).
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1789 Table 3. Characterization molecular MRSA strains isolated from 30 patients hospitalized in a tertiary public hospital in Dourados.

Pacien Ward Age/ Culture site Sourc mec fem nuc SCCme Py Outcome
t e A A A c /
26 N2 75YM Urine CA  + o+ o+ v .  Discharge
101 SC  27Y/F  Peritonial fluid A+ o 4 I . Discharge
ICU HA Discharge
+ + + -
126 NEO 10D/M Blood I
ICU CA Discharge
+ + + -
127 NEO 6D/F Blood v
ICU HA Discharge
+ + + +
131 NEO 28D/F Blood v
ICU CA Discharge
+ + + +
135 NEO 28D/M Blood I
136 PED 2Y/M  Tracheal aspirates HA + - + v + Discharge
139 ICU  1SD/F Blood HA - 4 rv  +  Discharge
NEO
HA
140 N3 81Y/F Blood + + + v + Death
143 ICU  15DM Blood HA - 4 O
NEO 8
146 ICU 65Y/M  Tracheal aspirates HA + + + I + Death
148 ICU  28D/M Blood " rv 4  Discharge

NEO

56
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1790Abbreviation: N 2,3.4 (nursery 2,3,4), SC (surgery Center), ICU PED (ICU pediatric), PED (pediatrics), ICU (ICU adult), F.AID (first aid), ICU NEO (ICU neonatal), Y (years),
1791D (days), F (female), M (male), CA (community acquired), HA (hospital acquired).

1792

1793

1794
1795

1796
1797

1798
1799

Table 4: Clinical features associated with acquisition of MRSA bloodstream infection in neonate patients.

Characterists Case patients (n =17) Control patients (n = 34) P
Neonateweight

Low weight 5(29,41) 9 (26,47) 0,82
Very low weight 2 (11,76) 2 (5,88) 0,46
Extreme low weight 2 (11,76) 2 (5,88) 0,46
Comorbidities

Bronchopulmonary dysplasia 1 (5,88) 0 0,15
Hyaline membrane syndrome 9 (52,94) 4 (11,76) <0,01
Hypoglycemia 1(5,88) 1(2,94) 0,61
Icterus 2 (11,76) 6 (17,65) 0,58
Meconium aspiration syndrome 1(5,88) 0 0,15
Neonatal Anoxia 3(17,65) 4 (11,76) 0,56
Neonatal pneumonia 2 (11,76) 7 (20,59) 0,43
Hospitalization

Prenatal 10 (58,82) 17 (50) 0,55
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1800

Prematurity (GA<37 weeks) 10 (58,82) 13 (38,23) 0,16
Prolonged hospitalization 8 (47,05) 8(23,52) 0.09
Surgical procedure 2 (11,76) 6 (17,65) 0,58
Use ofantimicrobials

Aminoglycosides 9 (52,94) 12 (35,29) 0,22
B-lactam (penicilins/B-lactamaseinhibitors) 10 (58,82) 28 (82,35) 0,06
Glycopeptides 6 (35,29) 13(32,24) 0,83
Metronidazole 3(17,65) 0 0,01
Lincosamines 2 (11,76) 0 0,04
Presenceofdevice

Nasogastric tube 2 (11,76) 10 (29,41) 0,16
Orogastric tube 9 (52,94) 10 (29,41) 0,10
Mechanical ventilation 6 (35,29) 15 (44,12) 0,54
Central venous cateter 4 (23,53) 15 (44,12) 0,15
Umbilical cateter 4 (23,53) 4 (11,76) 0,27
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6 CONCLUSAO

Este estudo fornece informagdes relevantes sobre a vigilancia de cepas de MRSA.
Nossos achados demonstraram que pacientes infectados ou colonizados representam
reservatorios para transmissdo horizontal e disseminagdo de cepas multirresistentes. Os
resultados obtidos demonstram uma mudanca epidemioldgica no perfil molecular de cepas
HA-MRSA e CA-MRSA, resultando na diversificagdo dessas linhagens e dificultando a
diferenciagdo entre elas. Desta forma a vigilancia epidemioldgica continua ¢ extremamente

importante para prevenir infec¢gdes nosocomiais.
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