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Resumo

Objetivo: Descrever o conhecimento atual dos principais mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos e glicopeptideos apresentados
por Staphylococcus aureus. Metodologia: Foram selecionados artigos de pesquisa originais e de revisdao disponiveis nas bases de
dados PubMed, Portal Periédicos CAPES e SCIELO. Os seguintes descritores foram utilizados: methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), MRSA infection, vancomycin-intermediate S. aureus (VISA), heterogeneous-VISA (hVISA), staphylococcal cassete
chromosome mec (SCCmec). A selegdo dos artigos foi baseada em dois critérios: 1) publicacdo entre os anos 2000 e 2014 (até a data
de submiss&o); 2) artigos cujos autores contribuiram com descobertas relevantes sobre os temas, independente do ano de publicagdo.
Resultados: As consultas realizadas nos bancos de dados resultaram em 268 artigos, dos quais 59 foram utilizados para escrita dessa
revisdo. Conclusdo: As comunidades, médica e cientifica, sdo constantemente desafiadas com a emergéncia de bactérias resistentes
aos antimicrobianos. MRSA continua sendo um grande problema de satdde publica no mundo todo. Resisténcia aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina), uma das ultimas escolhas para o tratamento intravenoso de infecgbes causadas por cepas de MRSA
também tem sido descrita. A partir deste novo cenario, observou-se o surgimento de VRSA (vancomycin-resistant S. aureus), VISA
(vancomycin-intermediate S. aureus) e hVISA (heterogeneous-VISA). Esses dados indicam a necessidade urgente de adogdo de
métodos mais sensiveis e rigorosos para detecgdo dessas cepas no laboratério de microbiologia clinica. Esta medida pode contribuir
no sucesso do tratamento e prevengao de infecgGes causadas por essas bactérias.
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Abstract

Objective: To describe the current knowledge of the major mechanisms of resistance to 8-lactams and glycopeptides presented by
Staphylococcus aureus. Methodology: Original research and review articles were selected by searching the PubMed, Portal de Periddicos
CAPES and SCIELO bibliographic databases. The following descriptors were used: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
MRSA infection, vancomycin-intermediate S. aureus (VISA), heterogeneous-VISA (hVISA), staphylococcal cassete chromosome mec
(SCCmec). The selection of the articles was based on two criteria: 1) published between the years 2000 and 2014 (until the submission);
2) articles whose authors contributed with important insights into the issues, regardless of the year of publication. Results: Search in
databases resulted in 268 articles, of which 59 were used for writing this review. Conclusion: The medical and scientific communities
are continuously challenged with the emergence of antimicrobial-resistant bacteria. MRSA remains a major public health problem
worldwide. Resistance to glycopeptides (vancomycin and teicoplanin), one of the last alternative for the intravenous treatment
of infections caused by MRSA strains have also been described. From this new scenario, it was observed the emergence of VRSA
(vancomycin-resistant S. aureus), VISA (vancomycin-intermediate S. aureus) and hVISA (heterogeneous-VISA). Altogether, these
data indicate the urgent need to adopt more sensitive and accurate method for the detection of these strains in clinical microbiology
laboratory. This measure can contribute for the successful of treatment and prevention of infections caused by these bacteria.
Keywords: Beta-Lactams. Glycopeptides. Oxacillin. Methicillin.

INTRODUCAO

Espécies do género Staphylococcus vivem como
comensais em diversos sitios anatémicos de humanos e
outros animais, sendo Staphylococcus aureus a espécie de
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maior importancia médica. Este microrganismo pode ser
componente da microbiota normal da pele e membranas
mucosas humanas, em especial a mucosa nasal’.

S. aureus é um patdégeno oportunista capaz
de produzir infec¢des em diversos tecidos do corpo
humano e estd associado a altas taxas de morbidade
e mortalidade, constituindo-se em uma das principais
causas de infec¢Bes adquiridas tanto na comunidade
como em ambiente hospitalar?. A maioria das infec¢des
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provocadas por S. aureus resulta de portadores assin-
tomaticos, em que o individuo pode ser colonizado por
periodos curtos ou longos, causando doenca quando ha
algum comprometimento do sistema imunolégico?. Apro-
ximadamente 20% da populacdo podem ser considerados
portadores persistentes, sendo a maioria criancgas. Por
outro lado, uma grande parte da populacdo (60%) alberga
S. aureus de forma intermitente?.

A colonizagdo persistente por S. aureus pode ter
um efeito protetor contra a aquisicdo de outros pato-
genos, porém, esta barreira é reduzida ou eliminada
quando os hospedeiros sdo submetidos a terapia com
antimicrobianos®. Assim, a aquisicdo e a transmissdo de
cepas resistentes de S. aureus é preocupante principal-
mente no ambiente hospitalar, uma vez que individuos
colonizados apresentam risco elevado de desenvolverem
infeccdo invasiva por estes microrganismos>.

O desenvolvimento das doencgas causadas por
S. aureus esta associado, além das caracteristicas do
hospedeiro, com a expressdao de fatores de viruléncia
que permitem colonizagdo persistente, disseminagdo
no hospedeiro e a evasdo do sistema imunoldgico. O
conjunto de fatores de viruléncia necessarios para causar
a doenca depende do local da infecgdo, e este pode ser
determinante na disseminagdo da bactéria®.

Tentativas de desenvolver uma vacina contra este
patoégeno até o momento ndo apresentaram resultados
satisfatorios’, assim, a terapia com antimicrobianos é
ainda a principal estratégia no combate a infecgdes por
S. aureus®®.

Devido a elevada frequéncia de isolamento de S.
aureus multirresistentes em hospitais e disseminagao de
resisténcia tanto no ambiente hospitalar como na comu-
nidade, o objetivo deste trabalho foi revisar a literatura
atual sobre os principais mecanismos de resisténcia aos
B-lactamicos e glicopeptideos, antimicrobianos de esco-
Ilha para o tratamento das infec¢des causadas por esta
bactéria.

METODOLOGIA

Foram realizadas buscas em trés bases de dados
bibliograficos — Literatura Internacional em Ciéncias da
Saude (PubMed), Portal Periddicos CAPES e SCIELO, utili-
zando os descritores: methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), MRSA infection, vancomycin-intermediate
S. aureus (VISA), heterogeneous-VISA (hVISA), staphylo-
coccal cassete chromosome mec (SCCmec). Os critérios
utilizados para selegdo dos artigos foram: pesquisas
originais e revisdes, escritas em lingua inglesa, publica-
das entre os anos 2000 e 2014, e artigos cujos autores
contribuiram com descobertas relevantes sobre os temas,
independente do ano de publicagao.

RESULTADOS

As consultas realizadas nos bancos de dados,
utilizando-se os descritores, resultaram em 268 artigos.
Foram selecionados 59 artigos com informagGes Uteis para
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escrita dessa revisdo. Os principais temas relacionados
aos mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos e glico-
peptideos foram organizados por assunto e apresentados
na discussao.

DISCUSSAO

RESISTENCIA AOS BETA-LACTAMICOS

No inicio dos anos 1940, a penicilina era o far-
maco de escolha para o tratamento de infec¢Ges por S.
aureus. Este antimicrobiano se liga especificamente a
DD-transpeptidase, uma proteina de ligagdo a penicilina
(PBP2 —do inglés Penicillin-Binding Protein 2), que catalisa
a formacgdo de pontes cruzadas entre as subunidades do
peptideoglicano da parede celular bacteriana®. Contudo,
ja em 1942 foi relatado o primeiro caso de resisténcia
a este farmaco, devido a aquisicdo do gene plasmidial
que codifica a penicilinase ou B-lactamase. Esta enzima
degrada o anel B-lactamico da penicilina, inativando-a.
A introdugdo de penicilinas semissintéticas resistentes
as penicilinases, como a meticilina, na década de 1960,
possibilitou um avango na terapéutica, porém, logo se
detectou resisténcia a meticilina em S. aureus®*°.

S. aureus resistente a meticilina (methicilin-resis-
tant Staphylococcus aureus — MRSA) foi primeiramente
reportado em 1961, no Reino Unido, quase dois anos apds
a introdugdo da meticilina no mercado. O mecanismo
de resisténcia a este antimicrobiano mais disseminado
entre MRSA é mediado por uma PBP (de aproximada-
mente 77 kDa) denominada de PBP2’ ou PBP2a, devido
sua localizagdo entre PBP1 e PBP2, apds migracdo em gel
de poliacrilamida®!. PBP2a é codificada pelo gene mecA,
o qual encontra-se inserido em uma regido de DNA co-
nhecida como cassete cromossdmico estafilocdcico mec
(SCCmec — staphylococcal cassete chromosome mec)*?.

SCCmec é um elemento genético movel, variando
de 20-67 kb, flanqueado por sequéncias repetidas diretas
(RD) contendo as sequéncias do sitio de integra¢do de SCC
que sdo reconhecidas por recombinases e, encontra-se
integrado em um sitio especifico (attBscc) localizado pro-
ximo a origem de replicacdo do DNA de S. aureus. SCCmec
é organizado em dois complexos génicos principais, mec
e ccr (cassette chromosome recombinase), que sao flan-
queados por regiGes denominadas J1,J2 e J3 (J da palavra
em inglés joining), as quais sdo utilizadas para classificar
os diferentes subtipos de SCCmec'***. Além disso, SCC-
mec apresenta sequéncias repetidas e invertidas (RI) nas
suas extremidades. Assim este segmento de DNA tem a
estrutura basica -RD-RI-J3-complexo mec-J2-complexo
ccr-J1-RI-RD-*.

O complexo génico mec codifica resisténcia a me-
ticilina e é composto pelos genes mecA, mecR1, mecl e
sequéncias de insergdo localizadas a jusante e a montante
de mecA®171819 enquanto o complexo ccr codifica uma ou
mais recombinases sitio-especificas (genes ccr), as quais
sdo responsaveis pela mobilidade de SCCmec. Diversos
tipos de SCCmec surgiram por meio da transferéncia
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horizontal em eventos independentes e, até a presente
data, onze tipos (I a XI) foram descritos em S. aureus de
diferentes origens>!4. Cada tipo de SCCmec é definido
pela combinagdo da classe do gene mecA e tipo de ccr, por
exemplo, SCCmec tipo | carreia o gene mec da classe Be o
tipo 1 de ccr, enquanto SCCmec tipo |l carreia o gene mec
da classe A e tipo 2 de ccr®.

A expressao do gene mecA, um segmento de DNA
de 2,1 kb, é controlada pelos genes mecR1 e mecl. O mecl
codifica uma proteina repressora que se liga ao operador
localizado na regido promotora do gene mecA, inibindo
sua transcricdo. Esta repressdo é revertida em presenca
da meticilina ou qualquer outro B-lactdmico no meio
(mecanismo de indug¢do)?®, ja MecR1, produto do gene
mecR1, é uma proteina sensora de membrana envolvida
em um sistema de transdugdo de sinal, a qual reconhece
a presenca de B-lactamico pelo seu dominio de ligagdo a
penicilina extracelular. O dominio citoplasmatico apresenta
atividade de protease e degrada Mecl, permitindo assim a
transcricdo do gene mecA?+?2,

PBP2a atua como uma DD-transpeptidase e
apresenta baixa afinidade pelas penicilinas e outros
B-lactamicos, exceto a cefalosporina ceftaroline?. Este
polipeptideo mantém-se ativo mesmo em presenca dos
antimicrobianos, permitindo assim a formacgdo das pontes
cruzadas do peptideoglicano, durante a biossintese da
parede celular??*, Em casos raros, 0 mecanismo de resis-
téncia a meticilina esta associado com a hiperprodugdo
de B-lactamase, PBPs alteradas (1, 2 e 4) e hiperprodugdo
de PBP4%-%,

Devido a aquisi¢do de resisténcia aos antimicrobia-
nos, MRSA tem se perpetuado nos ambientes de assisténcia
a saude, devido a pressdo seletiva exercida pelo uso dos
mesmos?’, aumentando os custos e complicagdes, sobre-
tudo em pacientes imunocomprometidos e/ou internados
em UTIs?. De fato, MRSA é, atualmente, o patégeno mais
comumente identificado como agente de infec¢des nos
hospitais em muitas partes do mundo, incluindo Euro-
pa, Américas, Norte da Africa, Oriente Médio e Leste da
Asiazs,29,3o'

Dados do National Nosocomial Infection Surveillan-
ce System (NNISS) mostram que MRSA foi responsavel por
59,5% das infecgBes causadas por S. aureus em UTls de
varios hospitais nos EUA (2006-2007)%. Ainda neste pais,
no ano de 2011, o numero de pacientes com infec¢do por
MRSA foi de 80.461, sendo que 11.285 casos resultaram
em morte®. Dados derivados do Programa SENTRY de
Vigilancia a Resisténcia Antimicrobiana englobando Argen-
tina, Brasil, Chile, Colombia, Venezuela e Uruguai mostram
que MRSA é causa comum de bacteremia em pacientes
hospitalizados, com prevaléncia de 21,6%3*233, No Brasil,
afrequéncia de isolamento de S. aureus e sua relagdo com
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) atingem
valores elevados. Em muitos hospitais brasileiros, o isola-
mento de MRSA varia de 30 a 80% 132,

MRSAs de origem hospitalar (HA-MRSA: healthcare-
-associated-MRSA) estdo fortemente associados aos tipos

I, Il e lll de SCCmec. Estas cepas apresentam resisténcia a
multiplos antimicrobianos além dos B-lactamicos, como
os macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, rifampi-
cina, cotrimoxazol e quinolonas®*. Em 1990, relatos de
infeccOes causadas por MRSA em individuos saudaveis, na
comunidade, sem histdrico de internagdo hospitalar, foram
reportados na Australia e Nova Zelandia, e posteriormente
nos EUA3>3¢, Desde entdo, surtos de infecgdo por CA-MRSA
(community-associated-MRSA) em ambientes de assistén-
cia a saude tém sido descritos no mundo todo?¥.

CA-MRSAs apresentam caracteristicas fenotipicas
e genéticas distintas, quando comparadas as cepas tipicas
isoladas nos hospitais. A maioria dos CA-MRSAs pertence
aos tipos IV ou V de SCCmec, apresenta resisténcia apenas
aos antimicrobianos B-lactamicos, carreia genes que codi-
ficam a leucocidina de Panton-Valentine (PVL)*®%*. Além
disso, CA-MRSAs sdo identificados na comunidade ou em
até 48 horas apds a admissdo hospitalar, em individuos
sem historico prévio de assisténcia a saude, tais como
hospitalizagdo, dialise, cirurgia ou utilizacdo de material
médico implantado no Ultimo ano®. Em virtude dessas
caracteristicas, as infecgdes causadas por MRSA devem ser
analisadas quanto ao tipo de bactéria isolada (CA-MRSA
ou HA-MRSA), aquisi¢do da infec¢do e isolamento inicial
de MRSA (na comunidade ou em ambientes de assisténcia
a saude)™.

RESISTENCIA AOS GLICOPEPTIDEOS

Devido a resisténcia aos B-lactamicos, os glico-
peptideos, vancomicina e teicoplanina, sdo utilizados
no tratamento das infec¢des causadas por MRSA desde
1958%*%3, Estes antimicrobianos sdo inibidores da biossin-
tese da parede celular, ligando-se ao terminal carboxilico
de residuos de D-ala-D-ala precursor do peptideoglicano,
formando um complexo ndo covalente estavel, impedindo a
sua utilizagdo na biossintese da parede celular?’. Apesar do
uso substancial de glicopeptideos desde sua introdugdo na
clinica médica, falha na terapia antimicrobiana com teico-
planina em infec¢des causadas por S. aureus foi reportado
somente nos anos de 1990 nos EUA e Europa“®**.

O primeiro relato de isolamento de S. aureus
apresentando sensibilidade reduzida a vancomicina foi
realizado por Hiramatsu e colaboradores em 1997, no
Japdo. Estas cepas apresentaram, por metodologia de
microdiluicdo em caldo, fendtipo de sensibilidade inter-
mediaria a vancomicina (VISA —vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus), com concentragdo inibitdoria
minima (CIM) de vancomicina de 8 pug/mL, e fendtipo de
heterorresisténcia a vancomicina (hVISA — heteroresistant
vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus), com
CIM de vancomicina de 4 pg/mL, sendo denominados
cepa Mu50 e Mu3, respectivamente?®®*’. Ndo ha consenso
quanto a definicdo de hVISA, entretanto esta terminologia
é empregada para S. aureus que apresentam CIM para
vancomicina dentro da faixa de sensivel, mas que contém
uma subpopulagdo de células que apresentam valores
maiores de CIM para o antimicrobiano, quando testes
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utilizando alta densidade celular ou tempo de incubagdo
prolongado sdo utilizados*.

O primeiro isolamento de VRSA (vancomycin-
-resistant Staphylococcus aureus) foi reportado nos EUA,
em 2002. Neste caso, 0 mecanismo de resisténcia a este
antimicrobiano era mediado pelo gene vanA, que foi adqui-
rido de Enterococcus faecalis por transferéncia horizontal®.
Posteriormente, foram descritos VRSA na india e Ird e, a
partir de entdo, medidas de detecgdo de VISA ou VRSA em
outros paises foram intensificadas e como consequéncia a
ocorréncia desta bactéria ja foi reportada nos EUA, Coreia
do Sul, China e Reino Unido?’. A Tabela 1 mostra os valores
de CIM para definigdo da sensibilidade/resisténcia a van-
comicina para S. aureus.

Tabela 1 - Definigdes para o perfil de sensibilidade a vancomicina
de Staphylococcus aureus

Cim®
Classificagdo EEE— Comentario
EUCAST CLSI

hVISA é classificado fenoti-
picamente nesta categoria.

Sensivel (VSSA) <2 <2 Para confirmagdo sdo ne-
cessarios testes adicionais,
como o PAP

Intermediario (VISA) - 4-8 EUCAST ndo utiliza esta
categoria

Resistente (VRSA) >4 >16 -

aCIM: Concentragdo inibitoria minima determinada por microdi-
luicéo em caldo. Valores expressos em ug/mL.; EUCAST: European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing; CLSI: Clinical
and Laboratory Standards Institute; VSSA: vancomycin-susceptible
Staphylococcus aureus; VISA: vancomycin-intermediate Staph-
ylococcus aureus; VRSA: vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus; PAP: Population Analysis Profile.

Fonte: HOWDEN et al.?

A maioria dos VISA e hVISA parece surgir em pa-
cientes com histérico de infeccGes por MRSA sensiveis a
este antimicrobiano in vitro, e apresentam falha na terapia
com vancomicina®®*2, Viarios fatores contribuem para a
evolucdo de um VSSA (vancomycin-susceptible Staphylo-
coccus aureus) a hVISA e VISA. Dentre eles, a exposicdo
a vancomicina é o mais evidente. Todavia, outras classes
de antimicrobianos podem contribuir para a emergéncia
de S. aureus com sensibilidade intermedidria a vancomi-
cina. Neste contexto, foi mostrado que o imipenem, um
B-lactamico, induziu a geragédo in vitro de hVISA com perfil
fenotipico similar aquele induzido por vancomicina®?43%3,

Determinantes moleculares de resisténcia em hVISA
e VISA ainda desafiam os pesquisadores. O nimero de loci
genéticos que pode estar associado ao desenvolvimento de
hVISA e VISA é grande, assim como os tipos de mutag¢des
que ocorrem neles, como simples substituicdo de base
nitrogenada ou dele¢do da mesma. O sequenciamento
de seus genomas mostra que mutagdes sequenciais, pre-
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dominantemente em genes que codificam reguladores
celulares globais, que alteram parcial ou totalmente suas
fungdes sdo responsaveis pela emergéncia da resisténcia.
Entre eles, estudos indicam que os genes regulatérios
(sistema regulatério de dois componentes) walkR, vraRS
e graRS, bem como o gene que codifica a subunidade B
da RNA polimerase (rpoB) estdo fortemente associados
ao fendtipo VISA**657 Uma das consequéncias dessas
mutagdes € a alteracdo na espessura e composicdo da pa-
rede celular de hVISA e VISA e, muitas vezes, estas células
crescem em multiplos agregados celulares. Em geral, a
parede celular contém aumento de terminagdes livres de
residuos de D-ala-D-ala, bem como numero reduzido de
ligacOes cruzadas entre as subunidades do peptideoglica-
no. O espessamento da parede resulta, funcionalmente,
na prevencao da difusdo da vancomicina para o septo de
divisdo celular, local de agdo do farmaco?.

A epidemiologia de hVISA e VISA ainda é incerta,
devido as dificuldades laboratoriais de se detectar estas
cepas. A identificacdo de VISA e hVISA ainda é um desafio
para os profissionais de laboratérios clinicos. Além do es-
pessamento da parede, estes microrganismos apresentam
crescimento lento, formam col6nias pequenas, e ocorre
reducdo na formacgdo de pigmentos e da atividade da
coagulase, que é utilizada como marcador fenotipico de
S. aureus. Assim, VISA e hVISA podem ser erroneamente
identificados como Staphylococcus coagulase negativo
(CoNS) no laboratdrio clinico de rotina. Devido a isto, a
detecc¢do do gene coa (codifica a coagulase) por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) vem sendo empregada para
discriminar S. aureus de CoNS?"38,

Vérios métodos para deteccdo de VISA e hVISA
foram desenvolvidos, porém, mostram-se muitas vezes
ineficientes, laboriosos ou de custo elevado para serem
aplicados na rotina do laboratério clinico. Dentre eles o E-
-TEST" com incubac&o de 48 horas, E-TEST" macrométodo
utilizando-se alta densidade celular (6 x 108 UFC/mL) e
incubac3o por 48 horas e 0 E-TEST" GRD sdo utilizados para
triagem de hVISA. Entretanto, o padrdo ouro utilizado para
deteccdo de hVISA é o PAP (do inglés Population Analysis
Profile)®. Esta metodologia baseia-se em calcular a area
sobre a curva (AUC: do inglés area under the curve), gerada
apos o crescimento de diferentes densidades celulares (10°
e 102 UFC/mL) em presenca de concentragBes variadas
de vancomicina (0-8 pg/mL) em meio BHI (Brain Heart
Infusion) dgar. Quando a razdo entre as AUCs da amostra
teste e da cepa de referéncia Mu3 ATCC® 700698 for 0,9,
a amostra testada é considerada hVISA®.

CONCLUSAO

Desde o surgimento dos primeiros S. aureus resis-
tentes aos antimicrobianos, este patégeno vem desafian-
do os microbiologistas e profissionais da satide. E notdria
gue a aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos seja
uma forma da bactéria se perpetuar diante da pressao
seletiva exercida pelo uso dos mesmos. Contudo, a re-
sisténcia aos antimicrobianos diminui as opgGes para o
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tratamento e agrava os quadros de infecgBes por S. aureus
multirresistentes.

Aresisténcia a meticilina apresentada por S. aureus
continua sendo um grande problema de saude publica
no mundo todo. Além disso, a emergéncia de VRSA,
VISA e hVISA desafia a medicina moderna, uma vez que
os glicopeptideos apresentam-se como uma das ultimas
opg¢odes disponiveis para o tratamento de infecgdes graves
causadas por MRSA.

A existéncia de CA-MRSA e HA-MRSA, além de
VISA, hVISA e VRSA indica a necessidade urgente de
métodos mais sensiveis e rigorosos para detecgado dessas
cepas no laboratério de microbiologia clinica. Esta medida
pode contribuir no controle, bem como no tratamento das
infeccOes causadas por essas bactérias, minimizando o uso
inadequado de antimicrobianos e consequentemente a
selecdo de cepas resistentes.
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