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1. Resumo

Staphylococcus aureus é um patégeno humano comum, causador principalmente
de infeccdes de pele na comunidade e infeccdes em diversos sitios em ambiente
hospitalar. Desde a ultima década, tornou-se motivo de preocupacdo devido ao
aumento na incidéncia de infeccdes por cepas resistentes a meticilina (methicillin-
resistant S. aureus [MRSA]) na comunidade sem os classicos fatores de risco
associados. O cassete cromossomico SCCmec (staphylococcal cassette chromosome)
tipo IV, carreador do gene mecA (responsdvel pela resisténcia a meticilina/oxacilina),
estd associado predominantemente a0 MRSA comunitidrio e ao denominado clone
pediatrico do MRSA, causador de infec¢des hospitalares. Isolados de MRSA
comunitdrio normalmente produzem uma toxina chamada Panton-Valentine leukocidin
(PVL), associada a destruicao dos leucdécitos e a necrose tecidual. MRSA carreadores
de SCCmeclV do clone Oceania Southwest Pacific (OSPC), foram relatados no Brasil
causando principalmente infec¢des de pele e tecidos moles em pacientes de Porto
Alegre. Entretanto, pouco se conhece sobre as caracteristicas clinicas dos casos
ocorridos no Brasil. Este estudo objetivou descrever a epidemiologia clinica e
molecular associada a0 MRSA carreador de SCCmecIV em pacientes atendidos em

hospital universitario de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

De julho de 2006 a junho de 2008 foram selecionados isolados de MRSA
isolados de pacientes provenientes do Hospital Sdo Lucas da PUC-RS, que
apresentaram resisténcia a oxacilina e a ndo mais que trés antibiticos nido [-
lactamicos. Foi realizada andlise molecular por Reacdo em Cadeia Polimerase

(Polimerase Chain Reaction [PCR]) para deteccdo dos genes mecA e lukF-pv (que



codifica a toxina PVL), teste de restricao modificado (RM) para identificar o complexo
clonal a que as amostras pertencem e eletroforese em campo pulsado (Pulse Field Gel
Electrophopresis -PFGE) para a identificagdo dos clones de MRSA isolados. As

caracteristicas clinicas foram revisadas nos prontudrios médicos dos pacientes.

Vinte um isolados de 13 pacientes preencheram critérios de inclusdo. Somente o
primeiro foi considerado para andlise molecular. Os 13 isolados foram carreadores de
SCCmeclV e pertenciam a duas linhagens diferentes: complexo clonal (CC) 30
(relacionado ao clone OSPC, 11 isolados) e CCS (relacionado ao clone pediéatrico, 2
isolados). Seis isolados apresentaram PFGE padrdo A;; outros 5 isolados foram
relacionados ao clone A; (A; ao A4). Outros dois isolados apresentaram PFGE padrao
B (os dois do CCS5). Todas os isolados CC30 eram produtoras de PVL. Cinco pacientes
apresentaram infec¢do associada a cuidados de satde (IACS), com inicio hospitalar;
cinco apresentaram IACS com inicio comunitirio; e apenas trés associadas a

comunidade (CA) sem fatores de risco para MRSA.

Este estudo apresentou o perfil genotipico e fenotipico de isolados de MRSA
carreadores de SCCmeclV presentes em Porto Alegre e demonstrou que isolados do
clone OSPC nao causam apenas infec¢des comunitarias no Brasil, mas também podem

causar IACS.



2. Introducao

O Staphylococcus aureus foi descoberto na década de 1880'. E uma bactéria
comum em diversos ambientes, podendo fazer parte da microbiota da pele humana e,
desde a sua descoberta, mostrou-se ser um dos patégenos facultativos mais
importantes. E capaz de causar infec¢des de diferentes niveis de gravidade, como
abscessos e feridas na pele, osteomielite, endocardite, pneumonia, meningite,
bacteremia e sindrome do choque t6xico’.

Desde o seu surgimento na década de 1960, os S. aureus resistentes a meticilina
(methicillin-resistant S. aureus [MRSA]) adquiriram prevaléncia expressiva nas
populacdes adulta e pedidtrica em ambiente hospitalar, sendo um desafio para a terapia
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antimicrobiana devido a seu perfil de multi-resisténcia>*”. Os fatores de risco

associados a colonizac@o ou infeccdo por MRSA sdo: consulta médica em hospital,
hospitalizagdo ou cirurgia recente (1 ano antes da identificacio do MRSA),
convivéncia com profissionais da saude, tratamento com antibidtico (nos ultimos 12
meses), doencas cronicas (doenca renal grave, diabetes, etc), didlise, presenca de
cateter percutaneo no momento da coleta da amostra, ventilagio mecanica, tubo
endotraqueal, nasogdstrico ou traqueostomia, nutri¢do parenteral total ou nutricdo
enteral, imunossupressao, isolamento prévio de MRSA, uso de drogas licitas e ilicitas e
contato com pessoas que tenham fatores de risco para colonizacdo ou infeccao por
MRSA™"®. Infeccdes por MRSA na auséncia de fatores de risco tém sido relatadas na

comunidade, sendo referidas como infec¢des por MRSA associados a comunidade

(community-associated-MRS A [CA—MRSA])6.



A partir da década de noventa, a prevaléncia de infec¢cdes por CA-MRSA em
diferentes paises do mundo vem crescendo, incluindo infec¢des de pele e tecidos
moles, bacteremias e infec¢des musculo-esqueléticas™®. O aumento na freqiiéncia e a
conseqiiente morbidade e mortalidade associadas as infec¢des causadas por este
microorganismo indicam que estas infeccdes podem vir a se tornar um problema de
satide publica’.

Devido a pressdes seletivas diferentes, existem diferencas entre isolados de
MRSA adquiridos em hospitais (hospital-acquired MRSA [HA-MRSA]) e na
comunidade (CA-MRSA), como caracteristicas moleculares e perfil de sensibilidade a
antibidticos®'?. Apesar da resisténcia comum a antibidticos B-lactimicos entre as
cepas de HA-MRSA e CA-MRSA, isolados comunitdrios tém patogénese,
epidemiologia e manifestacdes clinicas diferentes dos hospitalares. Os CA-MRSA
apresentam maior sensibilidade aos antibiéticos ndo B-lactamicos quando comparados
com isolados de HA-MRSA, normalmente multi-resistentes' .

A resisténcia a meticilina pelo Staphylococcus spp. é determinada pelo gene
mecA, o qual € carreado em um cassete cromossomico (staphylococcal cassette
chromosome - SCCmec) tipos I a VII. Os SCCmec tipos I, II e III estdo presentes na
maioria dos isolados hospitalares. Cepas de MRSA comunitdrio estio normalmente
associadas a0 SCCmec tipo IV e, menos fregiientemente, aos tipos V e VII'%. Apesar
do SCCmec tipo IV estar associado predominantemente ao MRSA comunitério, existe
o denominado clone pedidtrico do MRSA, também chamado USAS800, causador de
infeccdes hospitalares que também tem o mecA carreado pelo SCCmecIV'". Além do
SCCmeclV, Oliveira et al descrevem em estudo realizado em Portugal, a presenga do
SCCrmec tipo VI em cepas do clone pediétrico'®. As cepas carreadoras de SCCmecIV

normalmente produzem uma toxina chamada Panton-Valentine leukocidin (PVL),



associada 2 destruicio dos leucécitos e necrose tecidual'®, com excecdo dos isolados
pertencentes ao clone pediétrico.

Nos hospitais brasileiros, estima-se que isolados de MRSA sejam responsaveis
por aproximadamente 37% das infeccdes por S. aureus". O clone responsavel pela
maioria das infecgdes por MRSA no Brasil chama-se clone endémico brasileiro
(Brazilian endemic clone - BEC). Entretanto, estudos tém relatado a ocorréncia de
infeccdes por CA-MRSA no sul do Brasil que apresentam outros clones CA-MRSA
carreadores de SCCmecIV descritos em outros paises'”.

Isolados de MRSA carreadores de SCCmecIV do clone Oceania Southwest
Pacific (OSPC), também chamado USA100, foram relatados no Brasil causando
principalmente infeccdes de pele e tecidos moles em pacientes de Porto Alegre, RS'®.
A presenga de outros clones de MRSA carreadores de SCCmeclV foram relatados no
Brasil, principalmente em Porto Alegre e Rio de Janeiro, como o USA300 e Western-
Australian (WA)-1/U SA400*" e o clone pediatrico, também conhecido como USA800
e normalmente encontrado em infeccoes nosocomiais'®. Entretanto, as caracteristicas
clinicas destas infec¢des t€m sido pobremente descritas, e algumas manifestacdes
classicas de MRSA carreadores de SCCmeclIV, como pneumonia necrotizante, ainda
nao foram relatadas no Brasil até agora.

Portanto, nosso objetivo é avaliar as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de
pacientes que apresentaram infeccdo por MRSA carreadores de SCCmeclIV atendidos
em hospital universitirio de Porto Alegre, bem como determinar a epidemiologia

molecular desses isolados.



3. Revisao da literatura

3.1. Staphylococcus aureus

3.1.1 Microbiologia

Os Staphylococcus spp. fazem parte da familia Micrococcacceae e aparecem na
forma de cocos gram-positivos em aglomerados, em pares ou isolados. Sao
microorganismos imoéveis, nado-esporulados e catalase positivo. Os S. aureus se
diferenciam das outras espécies de Staphylococcus spp. pela pigmentacao dourada de
suas colonias e por ser a Unica espécie a produzir a enzima coagulase. O teste mais
amplamente utilizado e aceito para sua identificacdo laboratorial estd baseado na
atividade desta enzima'’.

Os S. aureus sdo bactérias ubiquas, altamente resistentes as condi¢cdes adversas
ambientais e resistem a ambientes secos e também a altas concentracdes de NaCl, o
que permite a colonizacdo temporaria ou permanente da pele ou de mucosas™. E um
microrganismo que pode fazer parte da microbiota humana, colonizando pele e
mucosas, sendo as narinas o sitio de colonizacdo mais freqiiente. Outros sitios de
colonizagdo incluem perineo, faringe, axilas, regido inguinal e, com menor freqiiéncia,
o trato gastrointestinal'®?',

Os S. aureus sdo patdégenos oportunistas e, dependendo das circunstancias,
podem causar infeccdes sérias. Queimaduras e feridas operatérias sdo comumente

invadidas por este microrganismo, onde a producdo de toxinas pode, por exemplo,

resultar em Sindrome do choque téxico””. Entretanto, a producdo de diversos fatores de



viruléncia permite que algumas cepas causem infeccdes graves em pacientes sem

nenhuma condig¢do clinica debilitante.

3.1.2 Manifestacoes Clinicas

Os S. aureus podem causar doencas através de dois mecanismos: invasao
tecidual e producgdo de toxina. A formacao de abscesso € caracteristica da infec¢do pela
espécie. Doencas mediadas por toxinas incluem intoxicag¢do alimentar e sindrome do
choque téxico. A invasdo tecidual do microrganismo provoca lesdes cutaneas como
impetigo, furinculos e ferimentos e infeccdoes de tecidos moles, como fascite
necrozante™*. A quebra da barreira da pele e mucosas permite a disseminagdo do .
aureus pela corrente sangiiinea e tecidos adjacentes, resultando em bacteremia,
endocardite, pneumonia, osteomielite e artrite sépticalg.

Desde a época em que surgiram, cepas de MRS A disseminaram-se por hospitais
em todo o mundo, causando bacteremia, pneumonia, infec¢des de sitio cirtirgico e
outras infeccdes nosocomiais. Infeccdes hospitalares ocasionadas por MRSA
representam uma preocupagdo tanto para o paciente como para os sistemas de satde,
devido a sua associagdo com alta morbidade e mortalidade e aumento nos custos de
hospitalizagdo®.

O espectro clinico das infec¢des por MRSA na comunidade sdo similares ao das
infeccdes por MSSA (S. aureus sensiveis a meticilina), incluindo colonizagdo
assintomadtica, infec¢do de pele e tecidos moles e, com menor freqiiéncia, infec¢des

invasivas®®. As manifestacdes clinicas mais comuns de CA-MRSA entre criancas e

11



adultos sdo infec¢des de pele, como abscessos, furinculos, e foliculites, e tecidos
moles — musculos, fascia, e as trés camadas da pele (derme, epiderme e hipoderme),
atingindo cerca de 85% a 95% das infec¢des causadas por este microorganismo. As
lesdes de pele podem apresentar necrose e serem confundidas com picadas de aranha

11,24,26

ou outros insetos Embora controverso, as lesdes necrdticas podem estar

relacionadas a producdo de da citotoxina PVL, leucocidina comumente associada a
isolados de CA-MRSA'"**.

Os isolados de CA-MRSA também sdo responsdveis por infec¢des graves.
Existem relatos de casos de fascite necrotizante, piomiosite, tromboflebite séptica das
extremidades, pneumonia necrotizante, artrite séptica, osteomielite pélvica, abscesso
pélvico, sindrome de Waterhouse-Friderichsen, e ptrpura fulminante com sindrome do
choque toéxico, apesar do S. aureus ndo ser patdégeno comum em algumas destas
doengas”.

Infec¢des musculo-esqueléticas sdo as infec¢des invasivas mais comuns em
criancas e adultos ocasionadas por CA-MRSA, incluindo osteomielite hematogénica
aguda. Os sitios de infeccdo mais comuns em criangas sao 0ssos longos como tibia e
fémur, e em adultos sdo as vértebras. As complicagdes associadas sdo embolia séptica
e fraturas patoldgicas. Tromboflebite venosa evoluindo para embolia pulmonar séptica
e outros sitios de disseminacdo foram relatados, bem como fascite necrotizante tem
sido associada a CA-MRSA'"%.

Pneumonias complicadas com empiema, e infeccdes graves invasivas e
disseminadas sao encontradas em criangas desde quando isolados de CA-MRSA

11,24

tornaram-se mais freqiientes Alguns estudos citam casos de pneumonia

necrotizante por CA-MRSA?®, manifestacio no relatada no Brasil até ento.
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Também tem sido associado a isolados de CA-MRSA a apresentacdo de purpura
fulminante em adultos e criangas, similar a meningococcemia. Os sinais clinicos em
criangas sdo leucopenia, neutropenia, taquicardia profunda e acidose ldtica nao
responsiva. S. aureus é a causa de endocardite infecciosa em adultos de todo o mundo,
especialmente endocardite infecciosa relacionada a cuidados de saide. Trombose
venosa ¢ um achado comum um pacientes com bacteremia por S. aureus associada a
cateter central. Apesar do aumento de infec¢des por CA-MRSA, ndo foi relatado
aumento no ndmero de criangas com endocardite infecciosa ocasionada por este

microrganismo''*.

3.1.3 Opcoes terapéuticas

Os antimicrobianos de escolha para o tratamento de infeccdes por S. aureus sao
as penicilinas semi-sintéticas, penicilinase-resistente, como a meticilina (ndo
comercializada no Brasil) e a oxacilina, esta ultima utilizada no Brasil. Cefalosporinas
e combinacdes de PB-lactamicos com inibidores de B-lactamase sdo utilizados como
alternativa™”. Antibi6ticos p-lactimicos, incluindo as penicilinas semi-sintéticas como
a oxacilina, t€ém acdo bactericida mais rdpida e possuem maior eficicia contra MSSA
quando comparados com a vancomicina. Este ultimo antibi6tico € o medicamento mais
amplamente utilizado no tratamento de cepas resistentes a oxacilina, conhecidas como
MRSA?’. Outros agentes com atividade contra MRSA sdo a linezolida, daptomicina,

9

quinupristina-dalfopristina, teicoplanina e tigeciclina™”. Segundo o Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI), S. aureus resistentes a oxacilina, podem
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parecer sensiveis in vitro a outros [B-lactdmicos, combinac¢des de [-lactimicos e
inibidores de B-lactamase, carbapenémicos e cefalosporinas, mas sdo ineficazes in vivo.

Devido ao problema do desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos pelo S.
aureus, a vacinagdo pode ter papel importante no controle deste microrganismo no
futuro. Foster ef al. comentam que alguns laboratdrios estdo desenvolvendo produtos
para imunizacdo ativa e passiva na preven¢do de infec¢des por S. aureus, incluindo
vacina de polissacarideo capsular, submetida a ensaios clinicos em pacientes em
hemodiélise, anticorpos monoclonais e imunoglobulinas com anticorpos que

reconhecem o fator A*°,

3.1.4 Resisténcia aos p-lactamicos

3.1.4.1 Resisténcia a penicilina

No inicio da década de 1940, antes da introdug¢do do primeiro antibidtico no
tratamento das infec¢des ocasionadas por S. aureus, a mortalidade dos pacientes
infectados por esta bactéria chegou a atingir aproximadamente 80%'. A alta
mortalidade relacionada a infec¢des por S. aureus diminuiu apenas apds a introducao
da penicilina no tratamento de infeccdes estafilococicas. Entretanto, logo no final dos
anos 40 surgiu a resisténcia a penicilina e cepas multi-resistentes, quando hospitais da
Inglaterra e Estados Unidos chegaram a relatar at¢ 50% de isolados de S. aureus
resistentes a penicilina®. A responsdvel pela resisténcia dos S. aureus 2 penicilina é

uma [-lactamase, chamada penicilinase, enzima que hidrolisa o anel B-lactamico
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presente na estrutura deste antibiético’”'. Esta enzima é codificada pelo gene blaZ,
normalmente carreado por um plasmideo®®. Essa p-lactamase foi primeiramente
descoberta na bactéria Escherichia coli em 1940, e pouco tempo depois foram isoladas
cepas de S. aureus expressando esta enzima. Pensava-se que o surgimento da [-
lactamase era um evento evolutivo, entretanto, foi identificada sua ampla distribuicao
entre varias espécies de bactérias devido a pressdo do uso de antibiéticos, tornando-se
preocupante”’.

Os antibidticos B-lactdmicos agem ligando-se a uma proteina transpeptidase
presente na membrana celular dos S. aureus, chamada proteina de ligacdo a penicilina
(penicillin-binding proteins — PBPs), que regula os estdgios finais da biossintese de
peptideoglicano que faz parte da parede celular desta bactéria. Desta forma, inibem sua
atividade impedindo o crescimento bacteriano ao intervir na sintese da parede
celular’'*%. Existem quatro tipos de PBPs: trés transpeptidases monofuncionais, PBP1,
3 e 4, e a PBP2, bifuncional, com atividade transglicosidase e transpeptidase.

A maior limitacdo das penicilinas era sua susceptibilidade a hidrélise pela [-
lactamase, caracteristica da maioria dos MSSA e MRSA. Entdo, combinando [-
lactamicos com inibidores de -lactamase, como clavulanato ou sulbactam foi possivel

restabelecer o sucesso terapéutico contra cepas produtoras de penicilinases™.

3.1.4.2 Resisténcia as penicilinas semi-sintéticas resistentes a

penicilinases: oxacilina e meticilina
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A reducdo da incidéncia de S. aureus resistentes a penicilinas aconteceu apenas
nos anos 60, quando foi desenvolvida a primeira penicilina semi-sintética resistente a
penicilinase, a meticilina. Mas os estafilococos desenvolveram resisténcia a este novo
antimicrobiano apenas 6 meses apds sua introducdo, surgindo entdo os primeiros
isolados de S. aureus resistentes a meticilina®®. A resisténcia as penicilinas semi-
sintéticas nao ocorre devido a producdo de B-lactamase, mas pela expressdo de uma
forma alterada da proteina ligadora de penicilina PBP2, entdo chamada PBP2a,
adquirida de outras espécies’. A PBP2a ndo tem origem na espécie de S. aureus, uma
vez que nao hd nenhum alelo equivalente do gene mecA em cepas de MSSA. A
identificacdo de um gene homdlogo ao mecA, presente em grande nimero de isolados
de Staphylococcus sciuri, indica a origem extra-espécie deste gene. O gene mecA do S.
sciuri e do S. aureus apresentam 88% de similaridade entre os aminodcidos. Apesar da
similaridade, isolados de S. sciuri carreadores do gene homdlogo ao mecA nido
apresentaram resisténcia intrinseca a meticilina, presumindo-se que este gene, nativo
do S. sciuri, tem funcao bioldgica nao relacionada a resisténcia a antibidticos, apesar de
apresentar resisténcia sob pressao seletiva — diminuindo drasticamente a sensibilidade
ao antimicrobiano com o aumento crescente de sua concentragdo. Entretanto, a
diferenca entre as seqiiéncias € suficiente para indicar que os S. aureus nao adquiriram
o gene mecA diretamente das cepas de S. sciuri>. Como os B-lactimicos tm acdo
através da ligacdo com as PBPs, o desenvolvimento de novos antibiéticos que atuem
sobre a PBP2a especificamente tornou-se necessario para inibir cepas de MRSA™.

O uso de diferentes tipos de antimicrobianos com o passar dos anos levou ao
surgimento de cepas de MRSA multi-resistentes, como resultado de mutagdes nos
genes que codificam proteinas ligacdo e através da aquisi¢ao e acimulo de genes de

resisténcia aos antibidticos”. Foi entdo que surgiram cepas de MRSA resistentes a
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outros antimicrobianos e a ocorréncia de MRSA multi-resistentes foi relatada em
diversos paises da Europa, na Inglaterra, Austrdlia e India. Durante a década de 1980,
foram reportados casos de cepas de MRSA resistentes a gentamicina em paises da
Europa, e também nos Estados Unidos®.

A vancomicina, um antibidtico glicopeptideo, embora surgida antes mesmo das
penicilinas semi-sintéticas penicilinase-resistentes, foi por muito tempo a tinica op¢ao
de terapia antimicrobiana contra MRSA?2. A vancomicina foi aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration) em 1958, e em 1996 surgiu no Japao o primeiro
isolado de S. aureus com susceptibilidade intermedidria a vancomicina (VISA). Em
2002, foi relatado o caso de um paciente dos Estados Unidos com S. aureus totalmente
resistente a vacomicina (VRSA) ?°. Atualmente, outras drogas com acdo anti-MRSA

foram recentemente lancadas no mercado, conforme brevemente descrito acima.

3.2. MRSA

3.2.1 Microbiologia

A resisténcia a meticilina surgiu devido a uma altera¢do na proteina de ligacdo a
penicilina, a PBP. A nova proteina, a PBP2a, tem menor afinidade pela maioria dos
antibidticos beta-lactamicos, e € pré-requisito para o alto nivel de resisténcia aos f-
lactimicos em isolados de MRSA™. O gene mecA, que codifica esta proteina, é

carreado por um elemento genético mével, o SCCmec. Até o momento, sete tipos

17



diferentes de SCCmec (I-VII) ja foram descritos, os quais se diferem em tamanho e
estrutura' >,

O primeiro isolado de MRSA for reportado no Reino Unido em 1960 e era
carreadora do SCCmec tipo I. Este clone € agora conhecido como o clone Arcaico e foi
disseminado ao redor do mundo na década de 60. Em 1982, um MRSA carreador do
SCCmec tipo 1II foi isolado no Japao, sendo chamada de clone New York/Japan e
também disseminada em diversos paises. Trés anos depois, em 1985, foi isolado o
MRSA carreador de SCCmec tipo III na Nova Zelandia. Desde o inicio dos anos 90,
varios clones de MRSA carreadores de SCCmec tipo IV foram relatados no mundo.
Em 2004, SCCmec tipo V foi descrito na cepa de MRSA chamada WIS, isolada na
Austrélia. O SCCmec tipo VI foi observado entre isolados de MRSA de Portugal e a
cepa foi chamada de HDE288. O SCCmec tipo VII tem sido observado em cepas
isoladas em Taiwan'.

Os tipos I, II e III estdo geralmente associados ao HA-MRSA, enquanto que os
isolados de CA-MRSA estao associados ao tipo IV e, menos frequentemente, ao tipo V
e VII' 12143435 - Apesar do SCCmec tipo IV estar associado predominantemente ao
MRSA comunitdrio, existe o denominado clone pedidtrico do MRSA, também
chamado USAS800, causador de infec¢Ges hospitalares que também tem o mecA
carreado pelo SCCmeclV e, como relatado em estudo realizado em Portugal, também
carreado pelo SCCmecVI®.

Os SCCmec tipos I, IV, V, VI e VII contém o gene mecA como o Unico
determinante de resisténcia, causando resisténcia apenas a antibidticos B-lactdmicos,
enquanto que os tipos II e III contém multiplos determinantes para a resisténcia, como
plasmideos integrados e transposons, € sdo responsdveis pela multi-resisténcia

normalmente encontrada em cepas de HA-MRSA 14, Entretanto, devido ao seu maior
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tamanho, a transferéncia horizontal dos SCCmec tipo II e III € mais dificil quando
comparados com o tipo IV, e a disseminagdo destes elementos ocorre principalmente
como resultado da pressdo seletiva da exposi¢do a antibiéticos”'*. Devido ao seu
menor tamanho e auséncia de outros genes de resisténcia, as cepas SCCmec tipo IV sdo
provavelmente mais moveis, conferindo vantagem fora da pressdo relacionada a
antibiticos em ambiente hospitalar, possibilitando sua rdpida disseminacdo na
comunidade’.

Os cassetes SCCmec s@o carreadores de algumas seqiiéncias de inser¢do, como
0s genes responsaveis pela transcricao do mecA, como AmecR1 (SCCmec tipo I, IV, V,
VI e VII) ou mecR1 e mecl (SCCmec tipo II e III). Ainda existem os genes ccr
(cassette chromossome recombinases), localizados em todos os elementos SCCmec.
Sua fungdo € a integracdo do SCCmec e sua excisao no genoma do S. aureus no sitio
especifico. Os genes ccr sao designados ccrAl e ccrBl para o SCCmec tipo 1, ccrA2 e
ccrB2 para o SCCmec tipo Il e IV, ccrA3 e ccrB3 para o SCCmec tipo III, ccrA4 e
ccrB4 para o SCCmec tipo VI, e ccrC para o ScCCmec tipos V e VII. O tipo de
SCCmec é determinado pelo complexo mec e pelos genes ccr. .

A patogenicidade e viruléncia dos S. aureus estd associada com a capacidade
desse microrganismo de produzir alguns fatores de viruléncia incluindo enterotoxinas
sorotipos A a Q (SEA-SEQ), toxina-1 da sindrome do choque téxico (TSST-1), toxinas
citoliticas (o e B hemolisinas), toxinas esfoliativas, a leucocidina PVL, a proteina A e
diversas enzimas. As enterotoxinas e a TSST-1 causam choque téxico e doencgas
relacionadas através da indugdo da liberacdo maciga de citocina pelos macréfagos e
células T. Isolados de CA-MRSA tém demonstrado aumento na viruléncia resultando
no aumento da prevaléncia de casos de choque téxico e infeccdes de pele e tecidos

moles mais graves, aumentando a mortalidade em muitos casos>. A toxina PVL ataca
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a membrana das células de defesa do hospedeiro devido a atividade sinérgica de duas
proteinas, LukS e LukF, resultando em necrose tecidual. Cepas de CA-MRSA tem sido
associadas a pneumonia necrotizante e infec¢des cutdneas necrotizantes devido a esta
toxina®.

Um resumo dos SCCmec e suas principais caracteristicas é demonstrado na

tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas principais dos SCCmec tipos I a VII".

SCCmec Presenca de Origem dos Presenca do Subtipos de
outros Isolados gene da PVL SCCmec, que se
genes de diferenciam por
resisténcia pequenas

variagdes na
estrutura
I Nao Hospital Infreqiiente IA
1I Sim Hospital Infreqiiente IIA, 1IB,
IIC, 11D,
IIE, IIb
III Sim Hospital Infreqiiente IIIA, IIIB
v Nao Comunidade Freqiiente IVa/lVb,
IVc, IVd,
IVA,
IVE, IVF,
IVg, IVh

v Nao Comunidade Desconhecido ~ Desconhecido

VI Nao Hospital Desconhecido  Desconhecido

VI Nao Comunidade Desconhecido ~ Desconhecido

“Adaptado de 1 ¢ 8.



3.2.2 Epidemiologia

A maioria dos estudos em pacientes hospitalizados baseia-se no tempo de
infeccdo para definir entre MRSA comunitdrio ou hospitalar. A infec¢cdo presente no
momento da admissao hospitalar ou diagnosticada até 48 a 72 horas apds a internacdo €
considerada comunitdria. Entretanto, no caso de infec¢do por estafilococos, esta
defini¢do € limitada, uma vez que a colonizacdo por MRSA pode persistir por meses
ou até anos’”. Por este motivo, uma infeccdo pode desenvolver-se em ambiente
diferente daquele onde o microorganismo foi adquirido, tornando-se dificil estabelecer
o verdadeiro local e momento de aquisi¢cao. Desta forma, a distin¢do entre cepas de
MRSA comunitdrio e hospitalar deveria ser baseada na avaliacdo genotipica do
isolado”®.

O Centro para Prevengdo e Controle de Doengas (Center for Disease Control
and Prevention — CDC) define CA-MRSA como cepas de MRSA isoladas de pacientes
fora do ambiente hospitalar ou com menos de 48 horas de internacao em hospital, e que
ndo apresentem histéria de infec¢do ou colonizagdo por MRSA, internacdo ou
procedimento cirdrgico no ultimo ano, admissdo em casas de satude, didlise ou ainda ter
dispositivos intravenosos. O CA-MRSA também pode ser definido baseado em
marcadores genéticos, como a presenca de SCCmec tipo IV, V ou VII e pela presenca
da toxina PVL, uma vez que, em geral, 40 a 90% dos isolados de MRSA carreadores
de SCCmeclV produzem PVL e apenas aproximadamente 5% dos isolados produtores
de PVL carreiam SCCmec tipos 1 a III. [Durenberg et al, 2008]. Entretanto, deve-se
considerar que o clone pedidtrico, ou USA800, também ¢é carreador de SCCmeclV,

apesar de tratar-se de uma cepa hospitalarB. Segundo Dietrich et al, casos de MRSA
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sao considerados comunitdrios se preencherem os seguintes critérios: microrganismos
isolados em menos de 48 horas de interna¢do hospitalar ou pacientes nao internados e
sem identificacao de critérios para HA-MRSA Os critérios utilizados por Dietrich et al
para HA-MRSA sao microrganismos isolados com mais de 48 horas de internagao
hospitalar, histéria de isolamento prévio de MRSA, hospitaliza¢do ou cirurgia no ano
anterior a cultura positiva para MRSA, ou dispositivos intravasculares no momento da
coleta do material para cultura®®.

A disponibilizacao de técnicas moleculares em investigagdes epidemioldgicas
pode demonstrar que alguns isolados de infec¢des comunitdrias apresentam gendtipo
diferente de isolados hospitalares. Pode revelar também a presenca de cepas de S.
aureus, na comunidade, genotipicamente relacionados com cepas hospitalares,
sugerindo a difusdo de HA-MRSA fora do ambiente hospitalar °.

A tipagem molecular € um pré-requisito no estudo da epidemiologia do S.
aureus, sendo util aos servigos de controle de infec¢do hospitalar, uma vez que o
monitoramento da emergéncia e disseminacdo de CA-MRSA na comunidade pode
ajudar a prevenir a introducio deste microrganismo no ambiente hospitalar’’. Qualquer
estratégia para conter a transmissdo do MRSA, na comunidade ou no hospital, requer
conhecimento sobre a natureza e nimero de clones disseminados'. As metodologias
normalmente utilizadas para caracterizar as cepas de MRSA incluem eletroforese de
campo pulsado (ou pulse-field gel eletroforesis - PFGE), tipagem seqiiencial
multilocus (ou multilocus sequence typing - MLST), tipagem do locus spa (que
determina a variacdo da seqiiéncia da regiao X polimérfica do locus da proteina A —
spa do S. aureus) e tipagem do SCCmec por amplificacdo por PCR (reacdo em cadeia

1,38,25

polimerase) Os clones sdo nomeados de acordo com sua distribui¢do

geogrifica®. Estes métodos permitem a investigacdo do padrdo genético das cepas de
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MRSA e proporcionam o conhecimento da sua relacdo epidemioldgica e evolugao

clonal®

. Em laboratérios onde as técnicas de PFGE e PCR nao estdo disponiveis, as
cepas de CA-MRSA podem ser identificadas pela sensibilidade a eritromicina,
clindamicina, ciprofloxacino e gentamicina®.

Cepas de CA-MRSA e HA-MRSA diferem fenotipicamente e genotipicamente
entre elas. Ao contrario dos isolados de HA-MRSA, a maioria dos isolados de CA-
MRSA sdo sensiveis a antibidticos ndo B-lactamicos. Anélises moleculares por PEFGE
ou MLST tém demonstrado que as linhagens de CA-MRSA e HA-MRSA néo sado
relacionadas. Além do mais, a maior diversidade clonal do CA-MRSA comparado ao
HA-MRSA sugere que mais linhagens de S. aureus adquiram a habilidade de se tornar

CA-MRSA'. As principais caracteristicas dos HA-MRSA e CA-MRSA estio descritas

na tabela 2.
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Tabela 2. Principais caracteristicas das cepas de HA-MRSA e CA-MRSA*

Caracteristica HA-MRSA CA-MRSA
Clinica Infecgdes de sitio operatério,  Infeccdes de pele e tecidos
Bacteremia; invasivo moles, picadas de insetos, em
casos graves: choque séptico,
bacteremia, pneumonia
necrotizante, raramente
invasivo, multiplo, recorrente
Epidemiologia Idosos, neonatos prematuros, Jovens saudaveis, atletas,
imunocomprometidos, usudrios de drogas, militares,
associado a cuidados individuos sem fatores de
médicos risco associados,
Fatores de Dispositivos intravasculares,  Contato fisico, lesdes de pele,
risco hemodidlise, hospitalizacao higiene precaria

prolongada, uso de
antimicrobiano por periodo

longo

Resisténcia a

Multi-resistente (p-

Resistente a B-lactdmicos

antibidticos lactadmicos, quinolonas,
aminoglicosideos,
eritromicina, clindamicina)

Marcadores PVL em < 5%, PVL em > 95%,

moleculares SCCmec 1, Il e 111 SCCmec 1V (subtipos a—h) e
predominantes \"

* Adaptado de 20 e 41.

O primeiro MRSA foi isolado pouco depois da introdu¢do da meticilina na
pratica clinica na década de 60. Durante os anos seguintes, MRSA espalharam-se por

paises europeus e, na década de 70, estava disseminado em diversos paises do mundo



como Austrdlia, Japao e Estados Unidos. Atualmente, MRSA € umas das maiores
causas de infec¢des nosocomiais em todo o mundo. Entre 1997 e 1999, o SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program estudou a prevaléncia de infec¢des por MRSA em
hospitais pelo mundo e observou uma prevaléncia de 23% na Australia, 67% no Japao,
35% na América Latina, 40% na América do Sul, 32% nos Estados Unidos e 26% na
Europa42’43. No Brasil, foi encontrada prevaléncia de 43,8% de MRSA em estudo
realizado pelo SENTRY em amostras coletadas de diversas cidades do pais, como Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Florian6polis, Porto Alegre e Brasilia no periodo de 1997 a
2001*. Em outros paises onde sdo relatadas infeccdes por MRSA, observa-se um
ndmero limitado de clones disseminados, cada um com sua base genética e tipos de
SCCrmec especificos'.

Dados mais recentes do CDC mostraram que 59,5% de todas as infec¢des por S.
aureus associadas a cuidados de satide nos Estados Unidos sdo causadas por MRSA®.
Outro estudo realizado nos Estados Unidos sobre infec¢des sangiiineas demonstrou que
o segundo agente mais comum causador dessas infec¢des foi o S. aureus e que a
propor¢io de isolados de MRSA aumentou de 22% em 1995 a 57% em 2001*. Dados
do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program demonstraram aumento nos indices
de MRSA entre os S. aureus isolados de pacientes internados em unidades de terapia
intensiva em todo o mundo®. No Brasil, Brites e colaboradores revisaram os registros
de isolados bacterianos do Hospital Espanhol em Salvador, Bahia. Foi analisada a
freqiiéncia de culturas positivas para S. aureus durante o periodo de 1996 e 2004. O
total de 710 culturas eram positivas para S. aureus e a prevaléncia de MRSA era de
28%, sendo 59% na unidade de terapia intensiva, 43% na unidade de hemodidlise e

34% na unidade de doencas infecciosas™.
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Atualmente, isolados de CA-MRSA também t€m sido responsaveis por infec¢des
associadas a cuidados de saide (IACS) em alguns paises como Estados Unidos,
Canadé e Austrdlia’’. Existem estudos que sugerem que cepas de CA-MRSA estdo
infiltrando-se no ambiente hospitalar e substituindo as infec¢des por HA-MRSA. Um
dos motivos para que esta substitui¢do aconteca € a crescente reserva de CA-MRSA na
comunidade. As conseqiiéncias da invasdao de CA-MRSA nos hospitais sao
preocupantes, uma vez que estard atingindo pacientes debilitados e
imunocomprometidos e que as infec¢cdes causadas por este microrganismo podem ser
graves™®.

D’Agata e colaboradores sugerem um modelo matematico que pode prever a
substituicao das cepas de HA-MRSA por CA-MRSA em hospitais baseado nos fatores
epidemiolégicos que contribuem para a domindncia de CA-MRSA*. A expansio da
reserva de CA-MRSA na comunidade e nos hospitais, as caracteristicas particulares da
bactéria que conferem vantagens sobre cepas de HA-MRSA, incluindo uma versao
menor do SCCmec, o tipo IV, maior velocidade de multiplicagdo bacteriana e potencial
fitness bioldgico maior reforcam esta teoria. Os autores relatam ainda que o controle
efetivo seria possivel com a descolonizacdo e lavagem das maos, mas para isso é

necessario adesdo dos individuos envolvidos™.

3.2.3 Tratamento

Em casos em que as infec¢des cutaneas por CA-MRSA apresentam-se na forma

de abscesso, incisdo e drenagem sdo componentes importantes na terapia. Como as
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infec¢des por CA-MRSA sado contagiosas e freqiientemente associadas com infecg¢oes
em outros membros da familia e pessoas proximas, tratamento com antibiético somado
a intervencdo cirurgica apropriada pode ser tutil para limitar a disseminacdo da
infeccdo. Entretanto, depois da incisdo e drenagem de abscesso com suspeita ou
confirmacdo de CA-MRSA, iniciar terapia sist€émica empirica ou baseada nos
resultados da cultura é uma conduta terapéutica conservadora apropriada. A cultura
bacteriana é recomendada antes do inicio da terapia, especialmente se houve
necessidade de intervencio cirdrgica (como incisdo e drenagem de abscesso) **.

Em regides onde o MSSA ainda sdo mais prevalentes que MRSA, quando o
paciente € jovem, clinicamente bem, e apresenta lesao cutanea sugestiva de infeccao de
pele ou tecidos moles por S. aureus, recomenda-se iniciar a terapia oral com
penicilinas penicilinases-resistentes (dicloxacilina, ndo disponivel no Brasil),
cefalosporinas ou [B-lactdmicos associados a inibidores de P-lactamase.
Subseqiientemente, a terapia sist€émica pode ser alterada baseada no perfil de
susceptibilidade resultante dos exames de cultura. A duracdo da terapia oral depende
da gravidade da infec¢do e da resposta terapéutica, entretanto, o minimo de 10 a 14
dias normalmente € necessario sendo que 2 a 3 semanas pode ser recomendado em
casos graves .

Em dreas onde ha altos indices de infec¢des por MRSA carreadores de SCCmec
tipo IV, fora do ambiente hospitalar, sugere-se administracdo oral de antibidticos nao
B-lactamicos, aos quais a maioria dessas cepas de MRSA sdo sensiveis (como
sulfametoxazol-trimetoprima, clindamicina ou tetraciclina), devem ser inicialmente

utilizados para o tratamento empirico de infeccdes de pele e tecidos moles ndo

complicadas. Entretanto, alteracdes na terapia antimicrobiana, se necessarias, devem
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ser baseadas na susceptibilidade antimicrobiana apresentada pela cultura do material da
lesdo coletado antes de iniciar a terapia™™".

Sulfametoxazol-trimetoprima 800/160 mg a cada 12 horas em adultos tem sido
recomendado como monoterapia ou combinado com rifampicina 600 mg por dia em
adultos no tratamento presuntivo ou confirmado de infec¢des por CA-MRSA.
Particularmente, quando a incidéncia de resisténcia induzida a clindamicina € alta na
comunidade, recomenda-se o uso de sulfametoxazol-trimetoprima para tratamento
empirico de CA-MRSA. Clindamicina 300-450 mg a cada 6 horas em adultos como
monoterapia ou combinado com rifampicina 600 mg por dia também pode ser
indicado’. Diferente do sulfametoxazol-trimetoprima, a clindamicina é normalmente
ativa também contra estreptococos B-hemoliticos, outro microrganismo comumente
causador de infeccdes cutaneas na comunidade. Cepas de CA-MRSA resistentes a
eritromicina que sao inicialmente sensiveis a clindamicina, podem desenvolver
resisténcia a clindamicina durante a terapia. Por este motivo, € realizado o teste D no
laboratdrio, para determinar se os isolados de CA-MRSA sensiveis a clindamicina
possuem resisténcia induzida a este antimicrobiano’™*.

Cepas de CA-MRSA também podem ser sensiveis a tetraciclinas; minociclina
100 mg a cada 12 horas em adultos e doxiciclina 100 mg a cada 12 horas sdo bem
toleradas, de longa durag@o, com biodisponibilidade oral excelente e possuem melhor
atividade anti-estafiloc6cica do que a tetraciclina, além de nao apresentarem atividade
contra estreptococos [-hemoliticos. A susceptibilidade do CA-MRSA a
fluorquinolonas € varidvel; entretanto isolados de MRSA logo desenvolvem resisténcia
as fluorquinolonas mais antigas (como ciprofloxacino e levofloxacino) quando
utilizadas como monoterapia. Entretanto, as fluorquinolonas mais recentes, como

moxifloxacino e gatifloxacino, especialmente se utilizadas em associagdo com outros
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anitbidticos, podem nao ser tdo susceptiveis a desenvolver resisténcia pelo CA-
MRSA”.

Para pacientes com infeccdes graves de pele e tecidos moles, suspeitas de serem
causadas por CA-MRSA, recomenda-se o uso de vacomicina intravenosa. Entretanto
sugere-se a confirmacdo por exame de cultura, uma vez que B-lactimicos como a
cefazolina, e penicilinas penicilinase-resistentes como a oxacilina, sdo bactericidas
mais rapidas e mais eficazes que a vancomicina contra MSSA. Outros agentes anti-
estafilocdcicos como linezolida, daptomicina, quinopristina-dalfopristina, teicoplanina
e tigeciclina sdo disponiveis, além de outros agentes que estdo sendo avaliados para o
tratamento de CA-MRSA, como ceftobiprole, dalbavancina, oritavancina e
telavancina’.

O tratamento tépico para lesdes infecciosas e para potenciais sitios de
colonizagdo bacteriana, como as narinas, pode ser incluido no manejo de infec¢des
cutaneas por CA-MRSA. O mais efetivo na descolonizacao de CA-MRSA intra-nasal é
a aplicacdo de mupirocina 2% no local. Banho com agente antimicrobiano como
sabonete liquido de iodo-povidona 10% ou 7,5%, clorexidina 4%, ou triclosan 2% ou
0,3%, geralmente em conjunto com a aplicagdo intra-nasal de mupirocina, mostrou-se

efetivo no tratamento de pacientes infectados ou colonizados por MRSA’*.

3.2.4 CA-MRSA e SCCmeclV

Em 1982, foi relatado o primeiro surto de MRSA adquirido na comunidade (CA-

MRSA), em usudrios de drogas de Detroit, Michigan49. Em 1993, foi relatado casos de
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CA-MRSA em aborigenes na Austrdlia, tratando-se de individuos sauddveis com
infecc@o de pele e tecidos moles. Durante os anos 90, outros surtos de infeccdes por
CA-MRSA foram surgindo em diversos paises do mundo'”.

Recentemente, muitos estudos t€m relatado aumento na freqii€ncia de infecg¢des
comunitdrias causadas por MRSA, patégeno de alta relevincia em ambiente
hospitalar”*'°. O aumento na prevaléncia de CA-MRSA e a conseqiiente morbidade e
mortalidade associadas as infec¢des causadas por este microorganismo indicam que
estas infec¢des podem vir a se tornar um problema de satde piblica’.

Atualmente, a prevaléncia de infeccdo e colonizagao por CA-MRSA estd sendo
estudada em diferentes regides do mundo, mapeando assim a disseminacdo deste
germe. Na Espanha, Vindel et al. estudaram 463 isolados de S. aureus coletados em
145 hospitais em um unico dia. Entre eles, 135 (29.2%) eram MRSA, 6.7% dos
isolados eram SCCmec type IV, e SCCmec type I e SCCmec type Il eram 7.4% e 5.2%
dos isolados, respectivamente. Apenas um isolado era produtor de PVL™.

Em Atlanta, Estados Unidos, King et al. avaliaram 389 episddios de infeccdo de
pele e tecidos moles por S. aureus em pacientes da comunidade, sendo 279 (72%)
MRSA. Ente os MRSA, 244 (87%) eram CA-MRSA, sendo a maioria do clone USA
300°". Programas de vigilincia antimicrobiana realizados na Austrdlia registraram
aumento significativo no percentual de MRSA de 10,3% em 2000 para 16% em 2006.
Os autores atribuiram este aumento a emergéncia dos clones de CA-MRSA, entretanto
HA-MRSA ainda sdao predominantes na regiao. Em 2006, foi encontrada prevaléncia
de 8,8% de CA-MRSA entre as infec¢des comunitdrias na capital da Austrélia e,
embora multiplos clones de CA-MRSA tenham sido identificados, o clone

predominante foi o chamado Queensland (Qld) MRSA (ST93-MRSA-IV), PVL
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positivo. Outros clones de CA-MRSA PVL positivos também foram identificados,
incluindo USA 300 (ST8-MRSA-IV) *.

Salgado et al, realizou uma metanélise de varios estudos de prevaléncia de CA-
MRSA, incluindo pacientes hospitalares e individuos da comunidade. Os autores
observaram que a maioria dos individuos tinha pelo menos um fator de risco para CA-
MRSA, e que a prevaléncia de colonizacdo por CA-MRSA entre individuos sem
fatores de risco para MRSA foi de 0,24%7.

Embora as cepas de CA-MRSA sejam mais suscetiveis a antibiéticos ndo [-
lactamicos (como clindamicina, sulfametoxazol/trimetoprima e doxicilina) quando
comparadas com cepas de HA-MRSA, tendem a apresentar maior viruléncia'’. A
capacidade das cepas de CA-MRSA colonizarem hospedeiros na comunidade e
causarem infec¢Oes se deve a uma combinacio de fatores de viruléncia. As cepas de S.
aureus produzem enzimas extracelulares, como a coagulase, hialuronidase (fator de
disseminac¢do), penicilinase, entre outras, e também toxinas, como hemolisinas, super
antigenos estafilocécicos e leucocidinas, que funcionam como fatores de viruléncia®.
Alguns estudos evidenciam a associacdo entre o alto potencial de viruléncia do CA-
MRSA e uma toxina capaz de lisar leucécitos, chamada PVL. Esta toxina também esta
associada a presenca do SCCmec tipo IV e V, e ndo aos tipos I, Il e 11", Isolados
produtores de PVL possuem os genes [ukS-lukF que codificam as subunidades S e F.
Estes componentes foram identificados a partir da sua velocidade de difusdao por
cromatografia como ‘slow’ (S) e ‘fast’ (F). Esta toxina estd associada a destrui¢do dos
leucéceitos e necrose tecidual'*2*>>. Cepas produtoras de PVL podem causar infeccdes
de pele e tecidos moles recorrentes, crOnicas e particularmente graves, inclusive
pneumonia necrotizante adquirida na comunidade, as quais se apresentam em

9,20,53

individuos previamente sauddveis e imunocompetentes . Entretanto, é importante
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notar que cepas de CA-MRSA negativas para PVL também podem ocorrer. Alguns
autores afirmam que o papel especifico da toxina PVL nas caracteristicas
epidemioldgicas e patogénese das infeccoes por CA-MRSA tem se mostrado
indefinido e controverso®’.

Para investigar a evolu¢ao dos patégenos, € importante estudar seus clones
epidémicos e suas caracteristicas. A diferenciacdo molecular dos S. aureus tem sido
realizada por algumas técnicas, entre elas o MLST é um método essencial para
determinar a clonalidade dos isolados. Nesta andlise, as seqiiéncias de DNA de 07
genes permitem a classificacdo em tipos seqiienciais (sequence types — STs), onde STs
relacionados sdo agrupados em complexos clonais (CCs) **. Indmeros CCs ou
linhagens ja foram identificados, cada um com proteinas de superficie varidveis e
estruturas diferentes demonstradas por técnicas de genotipagem como a MLST. Os
CCs mais freqiientes entre os isolados de MRSA pertencem a 6 destas linhagens (CCl1,
CC5, CC8, CC22, CC30 e C(C45), onde cada uma adquiriu independentemente o
SCCmec, elementos genéticos mdveis carreadores de resisténcia a meticilina®>®. A
distribuicdo geografica dos HA-MRSA evolui continuamente, embora cada local
apresente numero limitado de clones, normalmente de linhagens diferentes, tornando-
os facilmente discrimindveis através de testes genéticos. E importante que os servicos
de controle de infec¢do hospitalar possam detectar a introducdo de novas cepas ou
surtos de infeccdo, o que inclui cepas mais patogénicas ou CA-MRSA nos hospitais®.

Estudos de epidemiologia molecular tém permitido a identificacdo de CCs de
MRSA e MSSA. Em pesquisa realizada na Espanha, foi encontrado 32,1% de MRSA
entre 81 isolados de S. aureus testados. A maioria (88,5%) era carreador do SCCmec
tipo IVc e pertenciam ao CC5 e com MLST ST125, ST5 e ST228%". A Dinamarca tem

apresentado baixos indices de prevaléncia de MRSA desde a década de 1970, mas
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recentemente apresenta nimero crescente de casos de infeccio por CA-MRSA. Em
estudo realizado em 1790 amostras de MRSA coletadas entre 1999 e 2006, os autores
observaram 29,4% de casos de CA-MRSA entre todas as infec¢des por MRSA. A
tipagem molecular demonstrou mais de 60 clones diferentes, onde 89,4% dos isolados
pertenciam a 5 CCs - CC80, CCS8, CC30, CC5 e CC22, 81,2% eram carreadores de
SCCmec IV e 69,4% eram positivos para PVLY.

Outros paises também relatam aumento na incidéncia de infeccdes por MRSA na
ultima década, como afirmam pesquisadores da Finlandia, por exemplo, onde foi
realizado estudo que demonstrou que, entre 44 amostras avaliadas provenientes de
diversos laboratérios do pais, o CC8 mostrou-se mais prevalente, o SCCmec
predominante era o tipo IV e 48% ndo apresentou multi-resisténcia a antibioticos.
Vinte tipos diferentes de STs foram encontrados, pertencendo a 12 CCs conhecidos -

CC8, CC5, CC45, CC59, CC30, CC80, CC22, CC12, CC1, CCT72, CC228 ¢ CCY*®.

3.2.5 CA-MRSA e SCCmeclV no Brasil e em Porto Alegre

Em estudo publicado em 2005, Ribeiro et al descrevem os primeiros casos de
infeccdo por CA-MRSA na América do Sul'®.Os isolados de MRSA foram obtidos de
dois pacientes que apresentavam infeccdo de pele e tecidos moles, e de outro paciente
que apresentava artrite séptica. Os trés pacientes eram provenientes da comunidade,
sem fatores de risco associados como isolamento prévio de MRSA, hospitalizacdo ou
cirurgia no ano anterior ao isolamento de MRSA ou presenca de dispositivos

percutaneos no momento da cultura. Estes trés casos foram classificados como
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infec¢cdes comunitdrias segundo os critérios de Dietrich ef al . As amostras foram
obtidas entre junho de 2002 e setembro de 2003 no ambulatério de dois hospitais
diferentes localizados na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Todos os
isolados eram carreadores de SCCmeclV e apresentaram padrdes idénticos aos do
clone OSPC".

Durante um periodo de 7 meses, Trindade et al avaliaram 151 amostras de
MRSA isolados de amostras de hemoculturas no Hospital das Clinicas de Sao Paulo,
Brasil. Vinte (13%) nao apresentavam perfil de multiresisténcia aos antimicrobianos
testados, sendo sensiveis a 4 ou mais antibidticos. Entre estes, 95% foi identificado o
SCCmec tipo IV que, embora normalmente seja associado com infec¢des comunitarias,
neste estudo foi associado a infec¢des nosocomiais em 18 casos e a cuidados de saide
nos outros 2 casos” . Nesse estudo ndo foram avaliados a quais CC pertenciam os
isolados.

Nos hospitais brasileiros, cerca de 37% das cepas de S. aureus causadoras de
infeccdo sdo resistentes a meticilina. A maioria das infec¢des ocorre devido a um tnico
clone de MRSA, chamado BEC, que foi caracterizado pela técnica de MLST como
ST239%. Os primeiros casos de infeccio por CA-MRSA no Brasil, relatados por
Ribeiro et al, foram identificados como ST30. Este tipo seqiiencial, o ST30, tem sido
associado ao CA-MRSA em diferentes paises, apresentando também a toxina PVL, e o
SCCmec tipo IV'C. No periodo de setembro de 1999 a Junho de 2000, Vivoni et al
selecionaram 87 pacientes admitidos em hospital universitirio do Rio de Janeiro,
Brasil, que apresentaram infeccdo por S. aureus na admissao ou durante a internacdo
hospitalar. Entre estes, 74 (85%) pacientes apresentaram infeccdo adquirida em

hospital e 13 (15%) apresentaram infec¢do adquirida na comunidade. Trinta e dois
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(37%) pacientes tinham infeccao por MRSA, sendo todos eles infec¢des hospitalares.
A maioria pertencia ao BEC (CCS8), e 2 casos pertenciam ao clone pediatrico (CC5) 60,

Em novo estudo, publicado em 2007, Ribeiro e colaboradores caracterizaram
isolados de CA-MRSA provenientes das cidades do Rio de Janeiro e Porto Alegre’. Os
resultados indicaram a presenca de clones internacionais nestas duas cidades
brasileiras, como o clone OSPC, previamente identificado pelo mesmo grupo na cidade
de Porto Alegre'®, e os clones USA300 e USA400. Este resultado indica que o clone
OSPC ainda circula em Porto Alegre causando infec¢des comunitdrias em pacientes
sem os cléssicos fatores de risco para MRSA. Os 13 isolados estudados apresentavam
SCCmec tipo IV. Os 5 isolados pertencentes ao clone OSPC (ST30) eram carreadores
da toxina PVL. Os clones de CA-MRSA estudados estavam envolvidos em infec¢des
comunitdrias (nos casos de isolados relacionados ao clone OSPC), na presenca ou
auséncia de fatores de risco cldssicos para colonizacdo ou infec¢cdo por MRSA, e em
infec¢des nosocomiais (nos casos relacionados aos clones USA300 e USA400) 4

Outro estudo realizado em duas cidades brasileiras por Miranda et al avaliou
isolados de MRSA nao multi-resistentes, a fim de investigar o aumento dos isolados
USA800 como patégenos hospitalares de duas cidades do Brasil, Recife e Rio de
Janeiro'®. Os 81 isolados apresentaram padrdes de PFGE similares aos padrdes de
USA100 (ST5, SCCmec II) e USA800 (ST5, SCCmec 1V), relacionados aos clones
New York/Japan e pedidtrico, respectivamente. O carreamento do SCCmec IV e a
classificacdo por MLST em CC5 confirma a relacdo genética dos isolados brasileiros
com o USAS800. Os isolados brasileiros relacionados aos USA800 foram responsaveis
por infec¢des nosocomiais graves em adultos comprometidos e pacientes idosos no
Brasil. Os dados demonstraram que o clone de MRSA mais comum entre os pacientes

do hospital universitirio de Recife foi o BEC, representado 70% dos MRSA
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analisados. Entretanto, 14% (6/43) dos MRSA isolados de Recife eram relacionados
aos USA800, como 5,9% (2/34) entre os isolados do Rio de Janeiro. Recentemente,
isolados relacionados ao USAS800 foram detectados colonizando narinas de
profissionais da saide no Rio de Janeiro®’. Os isolados relacionados ao USA&00, ou
clone pediétrico, foi detectado primeiramente por Sa-Ledo ef al em hospital de Lisboa,
Portugal, porém também é responsdvel por infec¢des hospitalares em outros paises
como Estados Unidos, Pol6onia, Argentina, Coldombia, Espanha e Frangalg.

Reinert e colaboradores estudaram a prevaléncia dos tipos de SCCmec em 50
cepas de MRSA adquiridas em hospitais de diferentes cidades do Brasil entre 1995 e
1999°. Foram encontrados 3 isolados carreadores do SCCmec tipo IV, todos com perfis
de PFGE e MLST diferentes (ST3, ST5 e ST88). As cepas carreadoras do SCCmec tipo
IIT pertenciam ao MLST ST 239, relacionado ao Brazilian/Iberian clone. Apenas a
cepa STS apresentou o gene para a toxina PVL. Os autores comentam que o fato de
encontrar cepas SCCmec IV na década passada indica que estes clones deviam estar
presentes no Brasil hd algum tempo, ndo sendo detectados”.

No periodo de abril de 1995 a dezembro de 2005, foi realizado estudo
retrospectivo em pacientes menores de 20 anos em hospital pediétrico de Salvador®’.
Foram revisadas 185 cepas de S. aureus, entre as quais 125 (67,6%) e 55 (29,7%)
apresentaram infec¢des comunitdrias e infeccdes hospitalares, respectivamente, e 5
foram definidas como colonizagdo. Entre as infec¢des comunitdrias, 9 isolados eram
MRSA, mas 3 foram excluidas da anélise devido a hospitalizacdo no ano anterior. A
resisténcia a meticilina foi mais freqiiente entre infec¢des hospitalares (30,9%), sendo
4,9% entre infecg¢des comunitérias®’.

O primeiro caso de endocardite por CA-MRSA ndo associado a cuidados de

862

saude foi descrito por Fortes et al em 2008°°. Paciente previamente saudavel
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apresentou histéria de endocardite apds apresentar infeccdo em ferida traumatica, com
multiplas hemoculturas positivas em 72 horas de internacdo. O isolado apresentou
SCCmec tipo IV e teste positivo para PVL. O paciente foi tratado com vancomicina e
teve recuperacdo completa em 3 meses. Os autores comentam o desafio no aumento da
incidéncia de endocardite por CA-MRSA para escolha da melhor terapia empirica,
onde alguns autores sugerem associa¢do de P-lactamico com agente anti-MRSA para
infeccdo grave por S. aureus®.

Schuenck e colaboradores realizaram andlise molecular e caracterizagdo clinica
de 20 isolados de MRS A nao multiresistentes entre fevereiro de 2005 a marco de 2006.
Todos, exceto 1 dos 20 isolados, apresentaram SCCmec IV e os genes da toxina PVL
foram observados em apenas 3 cepas. Os MRSA SCCmec IV nao multi-resistentes
isolados eram policlonais, uma vez que a andlise por PFGE agrupou os isolados em 9
genotipos diferentes (A ao I) os quais pertenciam as linhagens ST1 (CC1) e ST5 (CC5)
causadoras de infec¢des comunitdrias e hospitalares, e ST72 (CC8) e ST97 (CC97)
causadoras de infeccoes hospitalares, e ST8 (CC8) e 2 STs singletons SVL5 e SVL30
causadoras de infeccdes comunitdrias'’.

Desde o ultimo ano, estdo surgindo maior nimero de casos de infec¢des graves
por CA-MRSA no Brasil, como descreveram Rozenbaum e colaboradores, em artigo
publicado em 2009”’. O estudo descreve o caso de uma crianca de 10 anos
imunocompetente que apresentava algumas complica¢des, incluindo osteomielite
hematogénica, envolvendo miultiplos sitios requerendo drenagem de abscessos de
tecidos moles, e empiema pleural e pericardico. Os isolados bacterianos eram
relacionados a linhagem SCCmec IV ST30 (clone OSPC), PVL positivos e susceptiveis
a todos os antibidticos nao P-lactamicos testados. Os autores ainda caracterizaram mais

2 casos de infec¢do comunitdria grave associados ao SCCmec IV ST30 produtor de
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PVL em criancas na cidade do Rio de Janeiro. No Brasil ainda ndao ha dados de
prevaléncia de CA-MRSA atuais pelo pais, microrganismo em crescimento como

agente potencial de infeccdes graves®'.
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4. Justificativa:

Estudos realizados em diferentes continentes demonstram aumento preocupante
na incidéncia de infeccdes por MRSA, carreadores de SCCmec IV, tanto na
comunidade como no ambiente hospitalar. Alguns aspectos relacionados as infecc¢oes
por S. aureus sdo importantes como o surgimento de novas cepas, sua disseminagao
nos hospitais e comunidade, o desenvolvimento de resisténcia aos anitmicrobianos e a
necessidade de vigilancia epidemioldgica. A epidemiologia do S. aureus estd mudando;
cepas geralmente associadas a infeccdes comunitdrias, como USA300, tém sido
isoladas de pacientes internados em hospitais, assim como cepas relacionadas a
cuidados de satde estdo comecando a surgir na comunidade. Esta mudanca torna-se
um desafio no diagnéstico e na inicializacdo de terapia efetiva na reducdo da
morbidade e mortalidade ocasionada por esta doenga.

No Brasil, crescentemente t€m sido descritos casos de infec¢des comunitérias
por MRSA carreadores de SCCmeclV, porém pouco se conhece sobre as caracteristicas
clinicas dessas infec¢des e, aparentemente, a prevaléncia de clones inicialmente
comunitdrios em ambiente hospitalar parece ser menos comuns em comparagdo com
outros paises. Devido a constante mudanga na epidemiologia de infec¢des por MRSA,
sobretudo com a crescente prevaléncia de carreadores de SCCmeclV, a continua
avaliacdo da epidemiologia molecular em diversas regides é muito importante, assim
como a adequada avaliacdo das caracteristicas clinicas de pacientes infectados ou

colonizados por esses isolados.
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5. Objetivos

5.1 Geral:

Avaliar a epidemiologia clinica e molecular de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina carreadores de cassete cromossomico estafilocécico tipo IV.

5.2 Especificos:

1. Avaliar as caracteristicas clinicas de infec¢des causadas por MRSA SCCmec
IV em pacientes atendidos em hospital universitario de Porto Alegre.

2. Avaliar a epidemiologia molecular de isolados MRSA SCCmec IV
causadores de infec¢des em pacientes atendidos em hospital universitario de Porto

Alegre.
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Abstract

We evaluated clinical outcomes and molecular epidemiology of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) carrying SCCmeclV recovered from patients attended at a
teaching hospital from Porto Alegre, Brazil. All PVL-producer isolates belonged to clonal
complex (CC) 30 (11 isolates, related to Oceania Southwest Pacific clone - OSPC) and the
PVL-negative isolates were typed as CCS5 (2 isolates, related to the pediatric clone). Five
patients had health-care associated infections (HCAI) with hospital onset, five HCAI with
community-onset and three community-acquired infections without risks. A high overall
mortality (30.8%) was found. This study show that OSPC isolates are not only causing

community-associated infections but are also involved in HCAI in our country.

Keywords: methicillin-resistant Staphylococcus aureus, community-infection, SCCmeclV,

CA-MRSA, MRSA
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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRS A) has been increasingly associated
with community-associated (CA) infections (Zetola et al., 2005). Methicillin resistance
in staphylococci is determined by the mecA gene carried by the staphylococcal
chromosomal cassette mec (SCCmec) 1 to VII (Higuchi et al., 2008). Hospital-associated
(HA)-MRSA isolates usually carry SCCmecl, 11 or III, while CA-MRSA strains carry
SCCmeclV, and less frequently, SCCmecV or VII, which contain mecA as the only gene
encoding antibiotic resistance (Higuchi et al., 2008). As CA-MRSA, the HA-MRSA
called pediatric clone carries cassette mec types IV, but some isolates from Portugal
display SCCmec VI (Oliveira et al., 2006) Currently, CA-MRSA isolates have also been
responsible for healthcare-associated infections (HCAI) in many countries (Boucher and
Corey, 2008).

CA-MRSA isolates belonging to the Oceania Southwest Pacific clone (OSPC) was first
reported in Brazil in patients from Porto Alegre (Ribeiro et al., 2005). Other
international clones carrying SCCmecIV has also been reported in different Brazilian
cities (Ribeiro et al., 2007). Nonetheless, the clinical characteristics of these infections
have been poorly described thus far. Therefore, we aimed to review the clinical and
epidemiological characteristics of patients with SCCmeclV isolates attended at a
teaching hospital in Porto Alegre and to assess the molecular epidemiology of these
isolates.

The inclusion criteria in the case series were: 1) MRSA recovered from either out or
inpatients at Sao Lucas Hospital, located in Porto Alegre city, from July 2006 to June
2008, and 2) antimicrobial susceptibility patterns suggestive of carrying SCCmeclV
(resistance only to oxacillin or oxacillin plus no more than three non-p-lactam
antibiotics). The medical charts of patients with proved SCCmecIV MRSA isolates were

reviewed. HCAI were defined according to criteria proposed elsewhere (Dietrich et al.,
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2004). HCAI were further classified in community-onset (CO), if MRSA was recovered
<48 hours of hospital admission; and hospital-onset (HO), if MRSA was recovered >48
hours of hospital admission. CA infections without risks were defined as those from
which the isolate was recovered at an outpatient setting or <48 hours of hospital
admission and the patient did not present any of the above referred criteria. Therapy was
considered appropriate if the MRSA showed in vitro susceptibility to the antimicrobial
administered. The study was approved by the local ethic committee.

Isolates were identified by Vitek system (bioMérieux) and confirmed as MRSA by
amplification of an internal fragment of the mecA gene by PCR (Oliveira and de
Lencastre, 2002) and free-coagulase test. The antimicrobial susceptibility profiles were
determined by disk diffusion test as recommended by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (2007). The following antibiotics were tested: ciprofloxacin
(5 pg), clindamycin (2 pg), chloramphenicol (30 pg), erythromycin (15 pg), gentamicin
(10 pg), linezolid (30 pg), oxacillin (1 pg), rifampicin (5 pg), trimethoprim—
sulphamethoxazole (125 pg/23.75 ng), tetracycline (30 pg) and vancomycin (30 pg).
MLS3i phenotype (macrolide, lincosamide, streptogramin B-inducible resistance) was
accessed by D test (Fiebelkon et al., 2003). Oxacillin MIC was determined by E-test
(AB, Slona, Sweden). The S. aureus ATTC 25923 was used for controlling the disk
susceptibility tests.

PFGE of smal-digested DNA was performed in a CHEF-DR III system (Bio-Rad,
Richmond, CA, USA) as described previously (Soares et al., 2001). MRSA
representatives of some international epidemic clones, USA100 (New York/Japan clone)
and USAS800 (pediatric clone), kindly obtained from Dr. Paul Dunman, Nebraska
University, USA; and OSPC (WB56), from our collection (Ribeiro et al., 2005), were

used for comparison of the PFGE patterns. The visual criteria described by Tenover et al



(1995) were the main standard used for interpreting the PFGE results. SCCmec typing

was performed using the PCR multiplex methods previously described (Oliveira et al.,

2006). To allocate the isolates recovered in the clonal complex (CC), they were

additionally genotyped by the restriction-modification (RM) test described by Cockfield

et al (Cockfield et al., 2007). The occurrence of the PVL-encoding gene [ukF was tested

by PCR as described elsewhere (Ribeiro et al., 2005).

During the study period, a total of 616 S. aureus has been isolated, 381 (61.8%) of them were
MRSA. Twenty-one (5.5%) MRSA isolates from 13 patients met in the inclusion criteria.
Only the first isolate of each patient was considered for this study. All the isolates analyzed
carried SCCmeclIV and belonged to two different lineages by RM test: CC30 (11 isolates) and
CCS5 (2 isolates). The 11 isolates classified as CC30 (from patients 1, 3-5, 7-13) had PFGE
patterns called A (subtypes Aj.4), which were visually identical to that of the representative of
the OSPC clone or displayed just two or three band-differences from this pattern. All these
isolates showed amplification product for the fragment of lukF gene and were considered
PVL positive. The remaining CCS5 isolates (from patients 2 and 6) had more than six different
bands from PFGE A and were assigned in a new pattern B. These last isolates belonged to
CC5, did not show amplification for PVL, and had PFGE patterns similar to pediatric and
New York clones (Figure 1). Thus, because they carried SCCmecIV they were considered
related to the pediatric clone.

Antimicrobial resistance phenotypes and molecular characteristics of these 13 isolates are
summarized in table 1. Clinical and epidemiological characteristics of the patients are
described in Table 2. Seven (54%) patients were female and 6 (46%) male. The mean age was
55.4 years, ranging from 5 to 92 years. The length of hospital stay for these patients before

MRSA isolation ranged from 7 days to 4 months.
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We assessed the main clinical and molecular characteristics of 13 MRSA isolates
carrying SCCmeclV from patients attended at a teaching hospital from Porto Alegre, a
city where most cases of CA-MRSA have been reported in Brazil, thus far. Two
international CC was detected among these isolates, the PVL-producer CC30 (related to
OSPC), infecting patients with and without known risk factors for MRSA, and CC5
(related to pediatric clone) causing infections in hospitalized patients. The presence of
other international clones, such as USA300 and WA-1/USA400, has also been reported
in Porto Alegre (Ribeiro et al., 2007), but none of them was found in our study.

Notably, 72.7% of CC30 isolates were actually involved in HCAI and only three of them
were associated with true CA-MRSA infections. Thus, typical CA-MRSA isolates are
also associated with HCAI in our country. The presence of OSPC strain causing HCAI
has not been reported in Brazil, thus far. However, a recent study carried out in Uruguay
showed that, in at least one hospital, CA-MRSA had replaced HA-MRSA. Most of those
isolates were classified as USA100/OSPC (Benoit et al., 2008). In our study, the few
infections occurring in patients without risk factors for MRS A were also due to OSPC
isolates.

A relatively high overall mortality (30.8%; 4 of 13 patients) was found in our study,
which was even higher (44.4%; 4 of 9 patients) if we exclude 4 patients with less
invasive infections, such as furuncles and skin abscesses. Wang et al. (2008) have
reported 30-day mortality of 10.0% among patients with CA-MRSA bacteraemia.
However, in our study, one of the patients who died (case 2) was very old and presented
severe comorbidities. Additionally, it was found that the SCCmecIV MRSA isolate from
this patient was resistant to the prescribed drug (levofloxacin). Similarly, the patient 9,
who also died, presented with bacteraemia and septic shock and received appropriate

therapy only 7 days after MRS A was recovery from blood. The treatment was
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unreported for another patient who died (case 6). In fact, excluding the patient whose
treatment was not reported, 5 (46.7%) of 12 patients did not received appropriate MRSA
therapy (cases 2, 3, 4, 10, 12) and 3 (25%) received the appropriate therapy only 6 to 8
days after MRSA isolation (cases 8, 11, 13). These findings might have contributed for
both death and recurrence of infections observed.

Surgical drainage seemed to be sufficient to cure three patients with skin and soft-tissue
infection since they were treated with drugs for which the isolates were not susceptible:
case 4, erythromycin for furunculosis (the isolate was erythromycin-resistant and had a
negative MLSgi phenotype); case 10, cefalexin for axillary abscess; and case 12,
ceftriaxone and clindamycin for an abscess on the back (the isolate had a positive MLSgi
phenotype).

To our knowledge, this study also presented the first description of necrotizing
pneumonia due to CA-MRSA in Brazil. As expected, this isolate was PVL producer.
This patient presented a recurrent pneumonia during the hospitalization, but was cured
after vancomycin and rifampicin combined therapy.

A limitation of our study was that it was performed in a single centre. However, it is one
of the largest hospitals from Porto Alegre, attending a significant proportion of the city
population. Additionally, although phenotypically indistinct from the first MRSA
isolates, those recovered from recurrences were not submitted to molecular analysis.
Concluding, our results showed that OSPC isolates are not only causing community-
associated infections in Brazil but also HCAI The presence of OSPC isolates sharing
hospital environments with the highly multidrug-resistant isolates of the Brazilian
epidemic clone arouses concerns about potential acquisitions of antibiotic resistant genes

by this very susceptible and well-adapted community strain of MRSA and might be an
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initial sign of a changing in the molecular epidemiology of MRSA infections in some

Brazilian hospitals.
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Table 1

Antimicrobial resistance phenotype and molecular characteristics of the 13 methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolates displaying SCCmeclV

Oxacillin Non-B-lactam

lukF-
Case Isolation data Clinical Material MIC, antibiotic MLSBib PFGE CC¢
d
pv
mg/L resistance®
1 July, 2006 Surgical wound 5256 o ND A 30 +
2 September, 2006  Tracheal aspirate 5256 ND B 5 -
CIP
3 November, 2006  Tracheal aspirate 64 ERY i Ay 30 +
4 May, 2007 Hair skin abscess 3 ERY ) A, 30 +
5 June, 2007 Blood 5256 S ND A 30 +
6 June, 2007 Surgical wound 32 ERY, CLI N B 5 -
7 TJune. 2007 Surgical wound A
’ 32 S ND ! 30 +
C
8 July, 2007 Pustule secretion 64 ERY, CLI . A, 30 +
9 July, 2007 Blood 16 Sc ND A 30 +
10 October, 2007 Axillary abscess A 30 +
32 Sc
ND
11 November, 07 Knee prosthesis 32 Sc ND A, 30 +
12 February, 2008 Furuncle secretion 32 ERY, CLI . A 30 +
13 Mav. 2008 Bone fistula A 30
ay, 32 Sc ND 1 *

secretion

* Sc, Susceptible to all non-B-lactams tested; CIP, ciprofloxacin, ERY, erythromycin; CLI, clindamycin. bMLSBi,
macrolide, lincosamide, streptogramin B-inducible resistance. ND, not done; +, D test positive; -, D test negative.
°CC, clonal complex was assessed using the restriction modification test (RM test). “lukF-pv, the gene encoding for
the F subunit of Panton-Valentine leukocidin (PVL) was assessed by PCR amplification. +, amplification detected;

-, no amplification was detected with the specific primers.
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Table 2

Clinical and epidemiological characteristics of the 13 patients with methicillin-resistant Staphylococcus aureus carrying SCCmec IV

Case Age, Sex Baseline Type of Risk factor for ~ Site of Surgical Antibiotic therapy/ time to  Outcome / Time  Recurrence / site/ outcome "
years diseases Infection MRSA® infection intervention  start therapy/ duration of (days) from CA-
for treatment therapy, days MRSA recovery
to the outcome
1 61 F CHD, CHF HCA Mediastinitis  Yes VAN/ 3/21 Death / 35 No
hospitalization,
HO
IvC
2 92 F CREF; HCA Pneumonia No LVX/1/19 Cured / 20 Yes/ Pneumonia / Death
hospitalization,
stroke, HO
antibiotic use
Alzheimer
3 57 M Neoplasia, HCA hospitalization, Pneumonia  No FEP followed by MEM/ 0  Cured /23 No
COPD HO antibiotic use and 10/ 9 and 14
4 42 M CHF HCA hospitalization, Recurrent No PEN/ 12/9 Cured /unknown ¢ Yes (2 episodes)/ Scalp folliculitis and pustules on
CO antibiotic use furunculosis the nape/ cured
and scalp
folliculitis
5 66 M None HCA Necrotizing  No VAN plus CLR plus SXT/  Cured /37 Yes/ Pneumonia/ Cured.
hospitalization
CO pneumonia 0,0and 17/ 36, 7 and 14
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Table 2 Continuation

Case Age, Sex Baseline Typeof Risk factor for Site of Surgical Antibiotic therapy/ time  Outcome / Time Recurrence / site/ outcome
years diseases  Infection MRSA® infection intervention for to start therapy/ duration (days) from CA-
treatment of therapy, days MRSA recovery
to the outcome
6 47 F PAD HCA hospitalization, By-pass Yes Unknown ¢ Death/ 15 No
HO antibiotic use surgical
wound on left
leg
7 48 F None HCA Abdominal Yes CIP plus CLI/Oand 0/  Cured/ 15 No
hospitalization
CcoO surgical 15 and 7
wound
infection
8 46 M AIDS CA None Skin pustules No SXM/ 7/ 27 Cured / 35 Yes/ Pustules on the right buttock/ Unknown
on both arms
9 86 F CHF, DM HCA hospitalization, Bacteraemia/ No MEM and VAN/ 1 and  Death/ 10 No

HO IvC septic shock
/unknown

primary site

7/7 and 3
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Table 2 Continuation

Case Age, Sex Baseline Type of Risk factor for Site of infection Surgical Antibiotic therapy/ time ~ Outcome / Time Recurrence / site/ outcome °
years diseases  Infection MRSA* intervention  to start therapy/ duration (days) from CA-
for treatment of therapy, days MRSA recovery
to the outcome
10 21 F None CA None Axillary Yes LEX/ 0 / unknown Cured /unknown ¢ No
abscess
11 91 F CHF HCA hospitalization, Knee prosthesis  Yes VAN followed by CIP/ 8 Cured /25 No
CcO surgery, antibiotic use infection and 16/ 8 and 8
12 50 M Alcoholism CA None Recurrent Yes CRO and CLI/Oand 0/ Cured /unknown “© No
abscess on the 7 and 7
back
13 5 M None HCA Right humeral  Yes OXA and SMX/ 0 and 6/ Unknown ° No
hospitalization,
CO osteomyelitis 6 and 31
surgery

CFR = cefadroxil; CIP = ciprofloxacin; CLI = clindamycin; CLR = clarithromycin; CRO = ceftriaxone; ERY = erythromycin FEP = cefepime; LEX = cefalexin; LVX = levofloxacin;
MEM = meropenem; PEN = penicillin; RIP = rifampicin; SXT = trimethoprim/sulfamethoxazole; VAN = vancomycin. Diseases: CHD = coronary heart disease; CHF = congestive heart
failure; COPD = chronic obstructive pulmonary disease; CRF = choric renal failure; DM = diabetes mellitus; PAD = periphery arterial disease. Infection type: CA = community-
associated; CO = community-onset; HCA = Healthcare-associated; HO = hospital onset. Risk Factors: IVC = intravascular catheter. Sex: F = female; M = male;

* According to stringent criteria proposed elsewhere:” organism isolated >48 hours after admission to the hospital, history of previous MRSA isolation, hospitalization or surgery in the
year before the positive MRS A culture, percutaneous lines or indwelling devices present at the time of culture or antibiotic use. Antibiotic use is presented in the next column.

" All recurrences were due to MRSA with identical antimicrobial resistance phenotype, but no molecular analyses were done in these isolates.
‘These patients were considered cured, but the time could not be determined since they have returned to medical consultation many weeks or months after recovery.
4 There was no description of antimicrobials on medical chart and patient’s prescriptions were not found.

¢ This patient was discharged with high-dose SXT, but had not returned to medical consultation in a 10-month period of follow-up.
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8. Consideracoes finais

A prevaléncia de infec¢oes por CA-MRSA estd aumentando devido ao seu alto
potencial de viruléncia. A maioria das infec¢des ocasionadas por este microrganismo sao
infec¢des de pele e tecidos moles, na forma de abscessos, que podem ser tratados apenas com
drenagem da lesdo. As sulfas, como sulfametoxazol-trimetoprima, representam a classe de
antibidticos mais indicada no tratamento de infec¢des cutaneas por CA-MRSA. As
tetraciclinas e clindamicina também podem ser utilizadas com sucesso, entretanto deve-se
considerar a possibilidade de haver resisténcia induzida a lincosamina. As fluorquinolonas tém
sido utilizadas com efetividade, mas a resisténcia a esta classe tem aumentado. O uso da
vancomicina € amplamente utilizado como primeira op¢do em casos de infec¢do por CA-
MRSA mais graves™*.

O aumento na prevaléncia de CA-MRSA estd provocando mudancas no manejo de
infec¢des clinicas potencialmente causadas por S. aureus. Métodos rapidos e confidveis na
deteccdo de MRSA sdo necessdrios para identificar prontamente pacientes e implementar
medidas de precaucdo de contato assim como tratamento apropriado. Técnicas moleculares de
genotipagem tém papel importante na avaliacdo epidemioldgica € na compreensdo da
emergéncia e evolugdo das cepas de MRSA?®.

Em nosso estudo, revisou-se as caracteristicas clinicas de um grupo de pacientes com
isolados de S. aureus com SCCmeclV isolados na cidade de Porto Alegre, e descreveu-se a
epidemiologia molecular destes isolados. Observou-se que cepas OSPC, geralmente
comunitdrias, causam infec¢des relacionadas a cuidados de saide no Brasil, demonstrando que
a epidemiologia molecular das infec¢cdes por MRSA estd mudando. Sugere-se, entdo, que

continuem sendo realizados estudos moleculares dos isolados de MRSA provenientes da
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comunidade e do ambiente hospitalar em diferentes cidades do Brasil, com objetivo de
desenhar o perfil das cepas de MRSA presentes no pais e permitindo a correta escolha do
tratamento das infec¢des por este microrganismo, diminuindo o risco de falha terapéutica.
Portanto, a continua avaliacdo do perfil epidemiolégico como medida de vigilancia é
fundamental em todas as regides do mundo, com objetivo de permitir a escolha das medidas

de prevencido e controle adequadas para o perfil descrito em cada regio.

66



9. Anexos

1 234 56

Figura 1. Representacdo dos padroes de PFGE dos isolados CC30. Linha 1:
padrdo A, (Sdiferencas do OSPC), linha 2: padrao A; (4 diferencas do OSPC),
linha 3: padrao A, (2 diferencas do OSPC), linha 4: padrao A; (idéntico ao
OSPC), linha 5: padrao PFGE do isolado OSPC, linha 6: marcador de peso
molecular.
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1 2 3 4 5

Figura 2. PFGE dos isolados CCS5: linha 1, padrio B (4 — 6 diferencas do
USA100 e 3 diferencas do USAS800); linha 2, isolado representante do clone
pediétrico proveniente do Rio de Janeiro (utilizado como padrao adicional); linha
3, protétipo USA100; linha 4, protétipo USA800; linha 5, marcador de peso
molecular.
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