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RESUMO

Introdugao — O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tem-se disseminado
globalmente, tornando-se endémico em muitos hospitais e comunidades. Além da meticilina,
diversas estirpes de S. aureus tém mostrado resisténcia a uma variedade de outros antibiéticos.
Esta resisténcia é conferida por genes cuja presenca e expressao sao facilitadas por uma alta taxa
de recombinagdo genética e pela capacidade de transferéncia horizontal de genes. A recente
sequenciacdo dos diferentes genomas das estirpes de S. aureus e o desenvolvimento de
ferramentas de bioinformatica sdao muito promissores na identificacdo e caracterizagdo de
genes-alvo associados a esta resisténcia. Objetivo — Determinar as tendéncias emergentes,
estirpes mais prevalentes, mecanismos moleculares subjacentes e fatores de viruléncia e como
esses elementos estdo relacionados com a resisténcia antimicrobiana e o sucesso das infe¢des
causadas por diferentes estirpes de S. aureus. Métodos — Utilizaram-se as bases de dados
PubMed e ScienceDirect para pesquisar artigos de janeiro de 2016 a agosto de 2024, com texto
completo disponivel em lingua inglesa, que estudassem infecGes nosocomiais por S. aureus
efetuando testes de sensibilidade a antibidticos (TSA) e analise do genoma, de modo a identificar
genes de resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia. Adicionalmente foram também
pesquisados artigos no website Elicit. A selecdo dos artigos e da informacao foi realizada através
da ferramenta Rayyan e a extracdo da informacdo pelo Microsoft Excel. Resultados — Foram
incluidos quatro estudos, realizados no continente asidtico, mas em diferentes regides. Os
estudos realizados na China concentraram-se principalmente nos dois clones MRSA ST239 e
ST59, reconhecidos mundialmente. No estudo no Irdo, realizado em cinco hospitais, os isolados
MRSA demonstraram uma distribuicdo clonal notdvel que reflete a epidemiologia local. O estudo

realizado nas Filipinas revelou que a maioria dos isolados de MRSA pertencia ao complexo CC30,
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distribuidos principalmente entre o subtipo ST30 e a sua variante de locus Unico ST1456.
Conclusao — Os dois clones ST239 e ST59 sdao dos mais prevalentes mundialmente em infecdes
nosocomiais causadas por MRSA. A maioria dos estudos demonstrou que todos os isolados de
MRSA foram identificados como resistentes a penicilina e oxacilina. Os estudos que
determinaram os fatores de viruléncia permitiram concluir que os MRSA possuem genes de
viruléncia, sendo os mais comuns o gene chp e os genes codificadores de PVL.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); Infecbes nosocomiais;

Genes de resisténcia a antibioticos; Fatores de viruléncia.

The rise of antibiotic resistance genes in Staphylococcus aureus: a

systematic review

ABSTRACT

Introduction — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has disseminated globally,
becoming endemic in many hospitals and communities. In addition to methicillin, S. aureus
strains have shown resistance to other antibiotics. This resistance is conferred by genes whose
presence and expression are promoted by a high rate of genetic recombination and horizontal
gene transfer. The recent sequencing of the different S. aureus strains genomes and the
development of bioinformatics tools hold great promise for identifying and characterizing target
genes associated with this resistance. Objective — To determine emerging trends, most prevalent
strains, underlying molecular mechanisms and virulence factors, and how these elements are
related to antimicrobial resistance and the success of infections caused by different S. aureus
clones. Methods — PubMed and ScienceDirect databases were used to search for articles
published between January 2016 and August 2024 with full text available in English that
investigated nosocomial infections by S. aureus, testing (AST), and genome analysis to identify
antibiotic resistance genes and virulence factors. Additionally, articles from the Elicit website
were also searched. The articles and information were screened using the Rayyan tool and
extracted using Microsoft Excel. Results — Four studies were included, included, all of which were
conducted in Asia, but in different regions. The studies conducted in China primarily focused on
the two globally recognized ST239 and ST59 clones. The more localized study from Iran, carried
out across five hospitals, showed a remarkable clonal distribution that reflected the local
epidemiology. Meanwhile, the study from the Philippines revealed that the majority of MRSA

isolates belonged to the CC30 complex, distributed mainly between the ST30 subtype and its



single-locus variant ST1456. Conclusion — MRSA clonal lineage sequence types ST239 and ST59
are the most prevalent worldwide in nosocomial infections. Most studies have shown that all
MRSA isolates were identified as resistant to penicillin and oxacillin. Virulence factors have
concluded that the isolates carry virulence genes, with the most common being the chp and PVL
coding genes.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA); Nosocomial infections; Antibiotic

resistance genes; Virulence factors.

Introducao

A resisténcia bacteriana aos antibidticos representa uma crise crescente de saude
publica, especialmente no contexto das infecdes nosocomiais, onde o controlo rigoroso de
infecdes e o uso adequado de antibiéticos s3o cruciais®. Segundo a Organiza¢gdo Mundial da
Saude (OMS), as infecGes nosocomiais afetam milhdes de pessoas todos os anos, estando
associadas a prolongamento de internamentos, aumento de custos médicos, resisténcia a
medicamentos e a mortes evitdveis. A resisténcia bacteriana ameaca reverter muitas das
conquistas da medicina moderna, tornando as infe¢des mais dificeis de tratar e elevando o risco
associado a procedimentos médicos?.

Entre os agentes patogénicos mais preocupantes destaca-se a bactéria Staphylococcus
aureus devido a sua capacidade de desenvolver resisténcia a multiplos antibidticos e causar
graves infecdes®. E a espécie mais patogénica do género Staphylococcus, sendo responsavel
tanto por infe¢des nosocomiais como comunitdrias®. Estima-se que cerca de 20-30% da
populagdo esteja permanentemente colonizada por este microrganismo e 30% sao portadores
temporarios. Esta colonizagdo fornece um reservatério a partir do qual existe potencial de
dispersdo bacteriana, particularmente relevante em situa¢des de comprometimento das defesas
do hospedeiro. As infe¢bes causadas pelo S. aureus variam desde infe¢des superficiais até
pneumonia, bacteremia e outras infe¢cdes sistémicas’.

O S. aureus resistente a meticilina (MRSA), identificado pela primeira vez na década de
60, disseminou-se globalmente e tornou-se endémico em muitos hospitais e comunidades. Além
da meticilina, diversas estirpes de MRSA demonstram resisténcia a varios antibidticos, incluindo
penicilinas, macrolideos, tetraciclinas e, mais recentemente, a vancomicina, considerada a
Ultima opcdo terapéutica/linha de tratamento. Assim, o MRSA representa uma grave ameaca
devido & sua resisténcia a multiplas classes de antibiéticos e a sua capacidade de evoluc¢do®®.

Clinicamente, o principal desafio no tratamento de infecGes por S. aureus é a sua

resisténcia aos antibidticos, o que aumenta a probabilidade de falha terapéutica e,



consequentemente, um mau progndstico. A resisténcia aos antibidticos prolonga a doencga,
aumenta o risco de morte — individuos com MRSA tém 64% de maior probabilidade de morrer
em comparacdo com infecdes nao resistentes — e eleva os custos de saude devido a
internamentos hospitalares mais longos e a necessidade de cuidados intensivos®.

Esta resisténcia é conferida por genes cuja presenca e a expressao sdo facilitadas por
uma alta taxa de recombinacdo genética e pela capacidade de transferéncia horizontal de genes,
permitindo que o S. aureus se adapte rapidamente as pressdes seletivas impostas pelo uso
clinico de antibidticos. A recente sequenciagdo dos genomas das estirpes de S. aureus e o
desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica sdo muito promissores na identificagdo e
caracterizacdo de genes-alvo associados a esta resisténcia’.

Sabe-se que a resisténcia a meticilina é codificada pelo gene mecA, localizado no
elemento genético mével SCCmec. O MRSA evoluiu de estirpes de S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA) através da aquisicdo do SCCmec. Este gene leva a codificacdo da proteina PBP2a de
ligac3o a penicilina, que apresenta baixa afinidade para os antibidticos 8-lactamicos’. O gene
ermC confere resisténcia aos macrolideos, enquanto os genes tetK e tetM estdo associados a
resisténcia as tetraciclinas. Recentemente, o gene VanA foi identificado como responsavel pela
resisténcia a vancomicina por meio da modificacdo dos precursores do peptidoglicano
bacteriano®®. Estes mecanismos complexos de resisténcia evidenciam a adaptabilidade do S.
aureus, ressaltando-se a necessidade de vigilancia continua e o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para combater este agente patogénico.

Além da sua resisténcia antimicrobiana, o S. aureus é altamente virulento, o que se deve
a sua capacidade de expressar fatores que facilitam a adesdo, invasao, inflamacdo e evasdo do
sistema imunoldgico. Entre os fatores de viruléncia estdo a leucocidina de Panton-Valentine
(PVL), que destrdi células imunolégicas, e a proteina A (spa) que inibe a fagocitose. A formac3o
de biofilmes em superficies bioldgicas e artificiais também contribui para a prote¢do da bactéria
contra a acdo de antibidticos e do sistema imunoldgico, dificultando o tratamento das infe¢des
e consolidando o S. aureus como um patégeno extremamente adaptavel e dificil de erradicar!™
13.

E ainda importante referir o gene chp, pois este estd envolvido na regulagdo de fatores
de viruléncia por via do sistema agr (accessory gene regulator), que controla a expressdo de
toxinas e enzimas essenciais a patogénese e influencia a resposta da bactéria a condigcGes
adversas, como a presenca de antibidticos, afetando indiretamente a resisténcia antimicrobiana.
Este gene é um alvo importante em estudos que procurem novas estratégias para combater

infecdes causadas por S. aureus®®.



Este cenario desafiador impulsiona a necessidade de uma compreensao abrangente dos
mecanismos de resisténcia do S. aureus e das estratégias para combaté-los. Assim, quais sdao os
mecanismos de resisténcia do S. aureus aos antibidticos em infecdes nosocomiais? Esta revisao
tem como objetivo identificar estirpes e clones de MRSA associadas a infecdes nosocomiais,

principais resisténcias a antibidticos e fatores de viruléncia associados.

Métodos

Esta revisdo sistematica foi efetuada tendo em conta as guidelines de 2020 definidas
através do protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta
Analyses)®.

Durante o processo de elaboracdo da revisdo sistemdtica, a pesquisa e a andlise dos
artigos selecionados, bem como asua extracdo de dados, foram realizadas de forma

independente por trés investigadores, contribuindo para uma diminuicdo do enviesamento.

Estratégia de pesquisa e critérios de inclusdo e exclusdo

As bases de dados consultadas para a pesquisa de artigos cientificos foram a PubMed e
a ScienceDirect. Em ambas foi utilizada a chave de pesquisa [(Resistant Genes) AND (AMR) AND
(nosocomial bacteria) AND (hospital bacteria) AND (human bacteria infection) AND (aureus)].
Foi ainda utilizado o website Elicit, uma ferramenta de inteligéncia artificial que tem como
objetivo agilizar o processo de pesquisa, permitindo identificar os artigos mais relevantes que
integram a plataforma Semantic Scholar, demonstrando informacbes basicas dos artigos
selecionados com a possibilidade de filtrar os resultados®®. Desta forma, foi aplicado o filtro full
text, tal como executado anteriormente em motores de pesquisa.

Aos artigos cientificos recuperados através da estratégia de pesquisa utilizada foram

aplicados critérios de inclusdo e exclusdo, que podem ser consultados na Tabela 1.



Tabela 1. Critérios de inclusdo e exclusdo aplicados em motores e websites de pesquisa para sele¢do de artigos
adequados ao tema em estudo

Critérios de Inclusdo Critérios de Exclusao
Artigos cientificos originais Estudos de revisdo sistematica
Artigos disponiveis para consulta com free full text Artigos indisponiveis e sem free full text

Artigos publicados entre janeiro/2016 e agosto/2024 Artigos publicados antes de janeiro/2016

Artigos publicados na lingua inglesa Artigos publicados em outras linguas que ndo a lingua
inglesa

Artigos sobre o tema onde o estudo é realizado com Artigos fora do tema, direcionados a outros tipos de

amostras bioldgicas de pacientes recolhidas em bactérias e fungos, realizados em animais e fora do

ambiente hospitalar meio hospitalar

Selecdo dos artigos e informacdo extraida

Para a triagem e selecdo dos artigos recorreu-se a ferramenta Rayyan, realizada por trés
investigadores de forma faseada em trés etapas: uma triagem inicial, que consistiu na
identificacdo e exclusao de artigos duplicados; de seguida, uma triagem dos titulos e resumos
tendo em conta os critérios de exclusao; e, por fim, uma revisao final que teve em considera¢do
tanto os critérios de exclusdo como os parametros de avaliagdo da qualidade dos artigos,
conforme definido na sec¢do “Avaliagdo da Qualidade”. Os dados foram extraidos por trés

investigadores para uma tabela no Microsoft Excel.

Avaliacdo da gualidade dos artigos

A avaliacdo da qualidade dos artigos é importante na sele¢do e avaliacdo dos estudos a
serem incluidos numa andlise. Ferramentas e diretrizes desenvolvidas por instituicGes como o
IBI (Joanna Briggs Institute) sdo adequadas para esta finalidade.

A avaliacdo dos estudos foi assegurada pela ferramenta Joanna Briggs Checklist,
desenvolvida pelo JBI. Esta lista de carater valorativo foi desenvolvida para uma avaliagdo critica,
permitindo uma abordagem sistematica. Adicionalmente, uma vez que esta avaliacdo com
checklist é baseada no tipo de estudo, foi necessario considerar o tipo do estudo apresentado?’.

A avaliacdo consiste numa checklist de onze perguntas para os trés artigos de estudo
coorte e uma lista de oito perguntas para o estudo transversal, sendo estas respondidas com
Sim, N3o, Incerto ou N3o Aplicdvel e os resultados finais assegurados pela equipa da revisao

sistematical’ (cf. Anexo 1).



Resultados

Os artigos foram selecionados de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.
Como mencionado anteriormente, a chave de pesquisa foi utilizada em duas bases de dados
para pesquisa dos estudos — PubMed e ScienceDirect —, obtendo-se um total de 444 estudos. A
maioria dos estudos encontram-se na base ScienceDirect e os restantes na PubMed,
respetivamente, 435 e nove estudos.

Posteriormente os resultados foram filtrados, de acordo com a data de publicacdo (entre
janeiro/2016 e agosto/2024), artigos publicados na lingua inglesa e artigos com free full text.
Adicionalmente, na base ScienceDirect também foi possivel filtrar estudos da categoria research
article, bem como open access and article. Assim, perante estes critérios de exclusdo foram
removidos 360 estudos da pesquisa inicial. Além disso, foram detetados dois estudos duplicados,
um em cada base de dados utilizada; logo, um dos estudos foi removido, perfazendo um total de
361 estudos removidos antes da triagem.

Realizou-se uma triagem de 83 estudos com o auxilio da plataforma Rayyan, através da
leitura dos titulos e resumos. Neste processo foram excluidos 79 estudos por varios motivos:
cinco estudos apresentavam animais como a populacdo em estudo; um estudo consistia numa
revisdo sistematica; 26 apresentavam como objeto de estudo outras bactérias e fungos; cinco
estudos ndo analisaram amostras bioldgicas, tendo, por exemplo, amostras de agua e
superficies; dois estudos foram realizados fora do contexto hospitalar; dez foram excluidos por
dois ou mais motivos ja apresentados; e 31 por se encontrarem fora do tema como, por exemplo,
estudos terapéuticos, estudos com bacteriéfagos e um estudo relacionado com a infe¢do por
SARS-CoV-2.

No final deste processo foi realizada a triagem de textos integrais dos restantes quatro
estudos, sendo um deles excluido porque a maioria dos seus métodos focava-se na analise dos
genomas utilizando varias plataformas de bioinformatica. Assim, selecionou-se um total de trés
estudos.

Para além da pesquisa através das bases de dados foi também utilizado o website Elicit
para pesquisar os estudos mais relevantes do tema, tendo sido identificado um estudo que foi
igualmente incluido apds a triagem de textos integrais, perfazendo um total de quatro estudos

incluidos no tema da presente revisao sistematica.



Identificagdo de estudos via bases de dados e registos

Identificagdo de estudos por outros métodos

.s Estudos identificados em: | Estudos removidos Estudos identificados em:
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Figura 1. Fluxograma da metodologia para a selegdo dos estudos?>.

Informacdo extraida

Os quatro estudos foram realizados no continente asiatico, mas em diferentes regides:
um foi conduzido nas Filipinas, dois na China, sendo o primeiro exclusivo da cidade de Shangai,

e um no Irdo®® 2, A informac3o relevante dos estudos foi extraida e descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Resumo da informagdo extraida dos quatro estudos incluidos na revisdo sistematica



Titulo/A Ti .
tu o! r}o/ ipo de Participantes Tipo de amostra Objetivos Métodos Resultados
Referéncia estudo
Genomic - Todos os MRSA demonstraram
. Teste de sensibilidade a e A L -
surveillance of Compreender a antibiéticos (TSA); resisténcia a penicilina, oxacilina e
methicillin- Pacientes de 17 118 S. aureus obtidos . P R . ~ ! cefoxitina, consistente com a
. L . . epidemiologia extragdo de DNA de MRSA para
resistant Estudo hospitais e centros de diferentes tipos de .. . presenga dos genes blaZ e mecA; o
1 gendmica do MRSA whole-genome sequencing . .
Staphylococcus coorte médicos, entre amostras (e.g., e . . MRSA mais prevalente foi CC30-spa-
. . . . . nas Filipinas para (WGS); genotipagem multilocus e
aureus in the retrospetivo | janeiro/2013 a sangue, feridas, urina, e . t019 SCCmec-IV; genes que codificam
e auxiliar no controlo (MLST); tipagens da spa e
Philippines, dezembro/2014 etc.) . ~ - o PVL foram encontrados em 87,2%
de infegdes por MRSA | SCCmec; construgdo de . =
2013-2014 relacBes filogenéticas dos genomas, indicando que sdo PVL-
(2021)8 - o . - positivos
Clinical
and molecular O racio de MRSA em BJI aumentou de
characteristics 338 criangas admitidas 12,5% em 2013 para 44,4% em 2022;
L . ) . . TSA; MLST com genes
of methicillin- no Children’s Hospital Investigar as . 0s MRSA demonstraram alta
. . . . housekeeping de S. aureus; A . -
resistant Estudo of Fudan University em . caracteristicas do . e resisténcia a penicilina e oxacilina,
R S. aureus obtidos de . N tipagem da spa; amplificacdo e . .. . .
Staphylococcus coorte Shanghai, China, entre MRSA em infegbes o eritromicina, clindamicina; como
. . o amostras de sangue X . sequenciagdo dos genes de . .
aureus in bone retrospetivo | janeiro/2013 e dsseas e articulares toxinas e resisténcia antibiética linhagens dominantes em BJI, ST59-
and joint dezembro/2022, com (BJI) em criangas (AMR) t437 e ST22-t309 demonstraram alta
infection diagndstico de infegBes resisténcia a eritromicina e
among children Osseas e articulares (BJI) clindamicina
(2023)10 a
Pacientes com infecdes Comparar os WGS e MLST; histérias
Drivers of ,9 genomas de ST59 e evolucionais de ST239 e ST59; ST59 e ST239 tiveram 3 major
T na corrente sanguinea 132 ST239 e 72 ST59 . . . , .
methicillin- . ST239 para entender determinacdo da capacidade de | sublinhagens; ST239 possuiam mais
. (BSI), pneumonia S. aureus de L L
resistant . . , a causa da produzir biofilmes e da genes de viruléncia do que ST59; os
Estudo hospitalar (HAP) e diferentes fluidos o~ , . s
Staphylococcus — infecBes intra- A — substituicdo continua | atividade citolitica; clones ST59, apenas uma parte
aureus (MRSA) . abdcg)minais (1A) sanpue feriélga'; Auido de linhagens clonais identificacdo dos genes de apresenta a citotoxina PVL; ST59 teve
lineage P ! LR ! de MRSA e suas viruléncia; teste de competicdo | mais atividade citolitica in vitro e

replacement in
China (2021)20

de 31 hospitais em 14
provincias, entre 1994 e
2016

abdominal,
expetoragao, etc.)

potenciais
consequéncias

in vitro em meio Mueller-
Hinton

capacidade de produzir biofilmes
ligeiramente aumentada



Distribution of
adhesion and
toxin genes in
Staphylococcus

aureus strains Estudo
recovered from transversal
hospitalized

patients

admitted to the
ICU (2016)!

249 pacientes
hospitalizados com 6
meses a 68 anos,
admitidos nas ICUs de 7
hospitais, entre margo e
agosto/2015

70 S. aureus obtidos
de diferentes tipos de
amostras (e.g.,
sangue, feridas,
orelha, pus, fluido
corporal, cateter e
urina)

Criar um perfil de
genes de viruléncia
de S. aureus em
pacientes
hospitalizados
admitidos nas ICUs

TSA e confirmagdo do gene
mecA por PCR em MRSA;
extragdo de DNA para examinar
a presenca de genes de adesao
e toxinas

Todos os MRSA com gene mecA
foram fenotipados como resistentes a
meticilina; maior incidéncia de
infecGes observada entre os 21 e 45
anos; gene mais encontrado foi o spa
(100%)




Nos quatro estudos analisados na presente revisdo sistemdtica observou-se que a
amostra mais analisada é o sangue, seguida por amostras de feridas avaliadas em dois
estudos®?!, Apenas um estudo demonstrou que as amostras de expetoracdo e fluido abdominal
s30 as mais comuns, seguidas do sangue®.

Relativamente aos métodos verificou-se que em todos os estudos foram efetuadas
técnicas de cultura celular microbiana e de biologia molecular. Na maioria dos estudos foi
realizada a confirmacdo de MRSA através do teste de sensibilidade a antibidticos (TSA), seguindo
o método tradicional de difusdao em disco pelo método de Kirby-Bauer e de forma automatica
utilizando o equipamento VITEK 2 compact system da bioMérieux'®%2L,

Posteriormente efetuaram a extracdo e sequenciacdo de DNA para identificacdo e
analise de vaérios genes. Um dos estudos examinou a presenca de genes de adesdo (spa, can,
bbp, ebp, fnbB, fnbA, clfB, clfA) e de toxinas (etb, eta, pvl, tst), apresentando os primers
utilizados?'. Outro estudo procedeu a genotipagem Multilocus (MLST) para os genes
arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqil. Adicionalmente foi efetuada a tipagem da Staphylococcal
protein A (spa) e detecdo dos genes de toxinas hemoliticas (hla, hib, hid), enterotoxinas (sea,
seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej), toxinas esfoliativas (eta and etb), toxina do sindroma de
choque téxico (TSST-1), toxinas tst e pvl, bem como genes de resisténcia a antibidticos, como a
meticilina (mecA), aminoglicosideo (aph(3’)/Ill e aac(6’)/aph(2”)), eritromicina (ermA, ermB and
ermC) e tetraciclina tetM®.

O estudo de Masim et al. (2021), realizado nas Filipinas, realizou a sequencia¢do de todo
o genoma (WGS), efetuando a analise bioinformatica apenas com os DNA de alta qualidade de
S. aureus. Assim, foram identificados varios genes para além dos anteriormente mencionados, o
que permitiu a construgdo de arvores filogenéticas baseadas na semelhanga genética e previsoes
do gendtipo de resisténcia pertencentes ao complexo clonal 30'%. A semelhanga deste estudo, o
estudo de Chen et al. (2021) também realizou a sequencia¢do de todo o genoma e estabeleceu
relacbes filogenéticas para as linhagens ST239 e ST59%°. Apresentou igualmente a andlise da
aquisicdo de resisténcia a meticilina através da localizacdo do SCCmec, teste de formacdo de
biofilme e lise de eritrécitos em microplaca a 570 nm e 540 nm, respetivamente, sendo que
através dos resultados da lise identificaram genes associados ao potencial de viruléncia em ST59.
Além disso, analisaram a inativacdo do gene chp em mutantes de S. aureus ST59, seguidas do
teste de crescimento e, por ultimo, o teste de competicdo in vitro entre as linhagens com meio

MH e rifampicina®.



Discussao

A crescente prevaléncia e complexidade da resisténcia antimicrobiana no S. aureus,
particularmente no S. aureus resistente a meticilina (MRSA), continua a ser um significativo
desafio de salde publica em todo o mundo. Estudos recentes possibilitaram a aquisicdo de
informacdo sobre a diversidade genética, mecanismos de resisténcia e a dindmica evolutiva do

S. aureus, refletindo tanto a persisténcia quanto a adaptabilidade deste patdgeno.

Estirpes mais prevalentes

Ao longo do tempo surgiram varios clones de MRSA em todo o mundo, sendo os mais
prevalentes agrupados em clonal complexes (CC), conforme definido pelo multilocus sequence
typing (MLST). As técnicas tradicionais de tipagem molecular para MRSA, como o
staphylococcal cassette chromosome mec typing e o spa typing, também fornecem uma
nomenclatura para descrever linhagens relevantes??.

Os resultados obtidos em trés dos quatro estudos analisados revelaram um grau
considerdvel de diversidade genética, caracterizada pela presenca de multiplos CCs e sequence
types (ST) em diferentes locais do mundo, com particular énfase nas Filipinas e na China. O
estudo realizado nas Filipinas revelou que a maioria dos isolados de MRSA (74,1%) pertencia ao
complexo CC30, distribuidos principalmente entre o subtipo ST30 e a sua variante de locus Unico
ST1456. Existem mais de 100 CCs do S. aureus, sendo a estirpe CC30 uma das linhagens mais
prevalentes na Europa, associada tanto a infe¢des comunitarias quanto nosocomiais, com
destaque para sua presenca significativa em paises como o Reino Unido e a Alemanha?2. Estudos
realizados anteriormente demonstram também a prevaléncia desta estirpe no continente sul
americano, com dados que indicam que é uma das trés linhagens mais frequentemente isoladas
em adultos hospitalizados®. Desta forma, a ocorréncia deste clone nas Filipinas vem reforcar
ainda mais a evidéncia da disseminacdo global do MRSA. Esta disseminagao global destaca a
interconexao epidemioldgica do MRSA e a necessidade de esforgos internacionais coordenados
para monitorizar e controlar a disseminagao de linhagens resistentes. Ainda, no estudo realizado
nas Filipinas 68% das infe¢des foram identificadas como associadas a comunidade. De facto, o
subtipo ST30, pertencente ao CC30, representa uma das linhagens mais frequentemente
isoladas entre as estirpes de MRSA adquirido na comunidade, tendo sido isolado repetidamente
em todos os continentes?.

Por outro lado, os estudos realizados na China concentraram-se principalmente nos dois
clones ST239 e ST59, reconhecidos mundialmente. Um dos estudos efetuou uma caracteriza¢ao
molecular das estirpes de MRSA, com foco nas infe¢des do osso e articulagdo em criancas, tendo

o clone ST59 sido o mais prevalente entre as amostras sequenciadas (43,9%).



O outro estudo realizado na China procurou investigar a causa da substituicdo da
linhagem clonal ST239 pela linhagem clonal ST59. A analise filogenética destas linhagens revelou
uma diversidade significativa dentro de cada ST e a presenca de multiplas sublinhagens em cada
tipo. Para o ST59 foram identificadas trés sublinhagens filogenéticas distintas (ST59-A, ST59-B e
ST59-C), com uma correspondéncia aproximada a diferentes tipos especificos de Aureus-specific
stahpylococcal protein (spa). De forma semelhante, o ST239 foi dividido em trés sublinhagens
(ST239-A, ST239-B e ST239-C), com alguma variagao na atribuicao dos diferentes tipos de spa. O
contexto global fornecido por este estudo indicou que a diversidade observada nos isolados
chineses reflete a populacdo global de MRSA. Entre os clones primdrios mais prevalentes no
mundo encontram-se o CC5 e o CC8, dentro dos quais 0 ST239 e o ST59, respetivamente, sdo os
clones mais prevalentes em infecdes nosocomiais causadas por MRSA. Além disso, estudos
realizados anteriormente demonstram que ST59 e ST239 sdo os principais perfis genotipicos de
MRSA que causam infecdes em humanos na regido sudoeste da China, indo ao encontro do

refletido no estudo?®.

Resisténcia a antibidticos

Os estudos analisados na presente revisao sistematica da literatura enfatizam também a
natureza complexa da resisténcia aos antibidticos no S. aureus, impulsionada pela aquisicdo e
disseminacdo de multiplos genes de resisténcia.

No estudo que decorreu nas Filipinas, todos os isolados de MRSA testados foram
identificados como resistentes a penicilina, oxacilina e cefoxitina, consistentes com a presenca
dos genes blaZ e mecA. Além disso, um subconjunto de isolados exibiu multirresisténcia,
carregando genes que conferem resisténcia a uma variedade de antibidticos, incluindo
gentamicina, eritromicina, clindamicina, tetraciclina, entre outros. O alto nivel de concordancia
entre a resisténcia fenotipica e a presenca de genes de resisténcia (>98% para a maioria dos
antibioticos) salienta a confiabilidade das predi¢des gendmicas na compreensdo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos do MRSA.

No estudo realizado na China, a analise gendmica comparativa entre os isolados ST239
e ST59 revelou que os isolados ST239 transportam, em média, significativamente mais genes de
resisténcia a antibidticos do que os isolados ST59 (10,3 vs 6,3 genes). Esta maior carga de
genética de resisténcia a antibioticos no ST239 pode ter contribuido para a sua prevaléncia
histérica em ambientes hospitalares. No entanto, observou-se uma tendéncia de declinio no
transporte destes genes durante o periodo de vigilancia de 22 anos, particularmente na
sublinhagem ST239-A. Em contraste, a presenca de genes de resisténcia a antibidticos na

linhagem clonal ST59 permaneceu estavel ao longo do tempo. Esta tendéncia destaca a natureza



dindmica da resisténcia a antibidticos, sugerindo que existem diferentes pressdes evolutivas a
atuar nestas linhagens. Assim, certas linhagens podem perder genes de resisténcia ao longo do
tempo, potencialmente devido a reducdo da pressdo seletiva ou dos custos de adaptacdo
associados a manutencdo destes genes. Este facto é corroborado por estudos realizados
anteriormente e que demonstram a relacdo entre a pressdo seletiva e a perda de genes de
resisténcia a antibidticos no S. aureus. Um estudo de 2011, conduzido por Gullberg et al.,
mostrou que a redugao da pressdo dos antibidticos levou a perda de genes de resisténcia, pois
manté-los imp&e um custo metabdlico e de adaptacdo as bactérias?®. Adicionalmente, Lee et al.
(2018) demonstraram que a exposi¢do a niveis de antibidticos ao longo do tempo resultou na
perda de genes de resisténcia a meticilina, permitindo que estirpes mais suscetiveis
dominassem?’. Ambos os estudos destacam que a reducdo do uso indiscriminado de antibidticos
pode promover o surgimento de linhagens bacterianas suscetiveis.

No estudo realizado na China, focado nas infecdes do osso e articulagao em criangas, a
semelhanca do estudo conduzido nas Filipinas, todas as estirpes de MRSA apresentavam o gene
mecA sendo resistentes a penicilina e a oxacilina. De uma forma geral, as linhagens de MRSA
apresentavam uma prevaléncia maior de determinados genes de resisténcia, particularmente
aqueles que conferem resisténcia a aminoglicosideos e a eritromicina. A resisténcia a
eritromicina e clindamicina foi identificada frequentemente, com variabilidade nos padrdes de
resisténcia dependendo do gendtipo. As linhagens predominantes em infeces do osso e
articulagdo, ST59-t437 e ST22-t309, apresentaram resisténcia muito alta a eritromicina e
clindamicina, indicando que os macrolideos ja ndo sdo adequados para o tratamento de infe¢des
por MRSA em pacientes com este tipo de infecdo. Por outro lado, todos os isolados foram
suscetiveis a vancomicina e linezolida, indicando que estes antibidticos continuam a ser opg¢oes
de tratamento eficazes.

Por fim, e indo ao encontro dos resultados referidos anteriormente, o estudo no Irdo
detalhou os padrées de resisténcia do S. aureus, com todos os isolados a demonstrar
suscetibilidade a linezolida, teicoplanina e vancomicina. As maiores taxas de resisténcia foram
observadas contra ampicilina e penicilina (97,1%), seguidas por ciprofloxacina (71,4%),
amicacina (64,3%), gentamicina (60,0%) e clindamicina (60,0%). Notavelmente, 71,4% dos
isolados foram classificados como multirresistentes, com uma proporcao significativa derivada
de amostras de sangue e feridas, reforcando a correlagdo entre resisténcia e origem clinica.

De facto, os padroes de resisténcia a antibidticos obtidos nos estudos selecionados sdo
corroborados por estudos realizados anteriormente. O MRSA é um grande desafio de saude
global, com uma proporcdo significativa de estirpes de S. aureus exibindo resisténcia a meticilina.

Estudos de vdrias regides relatam que entre 25% e mais de 70% dos isolados de S. aureus,



particularmente aqueles de ambientes hospitalares, sdo resistentes a meticilina. No entanto,
apesar da resisténcia generalizada a meticilina, a maioria das estirpes de S. aureus permanecem
suscetiveis a vancomicina. Dados de vigilancia da OMS, dos Centros de Controlo e Prevencao de
Doencas (CDC) e varios estudos na Europa, Asia e Africa mostram consistentemente que as taxas
de suscetibilidade a vancomicina excedem geralmente 95%, sendo os casos de resisténcia a
vancomicina extremamente raros?®3. A vancomicina continua a ser um tratamento essencial
para infecbes por MRSA, particularmente em ambientes de saude onde o risco de encontrar
estirpes resistentes é maior. Esta eficdcia sustentada destaca o papel critico da vancomicina na
gestdo do MRSA, enquanto enfatiza a necessidade de vigilancia continua, uso responsavel de
antibidticos e pesquisa de tratamentos alternativos para manter a sua eficdcia diante da

resisténcia emergente.

Fatores de viruléncia

Além da resisténcia a antimicrobianos, o potencial de viruléncia do S. aureus é um fator
critico que influencia o seu impacto clinico. Estudos mostraram que certos clones, como o CC30,
estdo associados a maior viruléncia, muitas vezes ligados a presenca dos genes da leucocidina
de Panton-Valentine (PVL)**32, O estudo nas Filipinas conclui que a maioria dos genomas CC30
eram positivos para PVL, com 87,2% deles carregando os genes lukS-PV e lukF-PV, um fator chave
de viruléncia que tem sido associado a infecdes graves, particularmente em ambientes
comunitarios.

Apesar de carregarem, em média, menos genes de viruléncia, os isolados ST59
demonstraram maior atividade citolitica in vitro em comparag¢do com as linhagens ST239,
sugerindo que o numero de genes de viruléncia pode ndo ser o Unico determinante do potencial
patogénico. Este resultado enfatiza a complexidade de prever a viruléncia com base apenas em
dados gendmicos e destaca a necessidade de avaliagGes fenotipicas abrangentes para entender
completamente as implica¢des clinicas de diferentes estirpes de MRSA.

O estudo chinés concluiu que a linhagem clonal ST59, em expansdo, era muito mais
virulenta do que a ST239 anteriormente difundida. Assim, os autores colocam a hipdtese de que
a substituicdo continua de linhagens observada em hospitais chineses é impulsionada
principalmente por diferencas na viruléncia de diferentes linhagens de MRSA, o que pode ser
explicado em parte pelo transporte do gene chp pela linhagem clonal ST59.

O estudo realizado no Irdo forneceu uma caracteriza¢do detalhada dos perfis de genes
de viruléncia. Todos os isolados continham, pelo menos, dois genes de viruléncia, estando o gene
spa presente em todos os isolados e sendo o gene etb o0 menos comum (2,9%). A presencga de

genes codificadores de PVL foi observada em 21,4% dos isolados, predominantemente de



amostras de sangue (66,7%), o que sugere uma associacdo entre a presenca de pv/ e infe¢Oes
invasivas.

A presente revisdo sistemdtica utiliza uma abordagem robusta, aumentando a
confiabilidade dos resultados ao incluir estudos com métodos fenotipicos e genotipicos,
validando os mecanismos de resisténcia e minimizando erros. O foco em isolados invasivos
reforca a relevancia clinica e de saude publica.

O uso da técnica Whole Genome Sequencing (WGS) destaca-se como um ponto forte,
oferecendo alta resolugdo na identificacdo de genes e mutagdes de resisténcia. A integracao dos
dados da WGS com andlises epidemioldgicas e filogenéticas aprimora a compreensdo da
evolucdo e disseminagdo da resisténcia antimicrobiana no S. aureus, identificando clones

emergentes e as suas dinamicas.

Conclusao

Os estudos analisados na presente revisdo sistemdtica sugerem que as duas linhagens
clonais ST239 e ST59 sdo das mais prevalentes mundialmente em infecdes nosocomiais causadas
por MRSA. A maioria dos estudos demonstrou que os isolados de MRSA foram identificados
como resistentes a penicilina e oxacilina. Aminoglicosideos, eritromicina e clindamicina foram
alguns dos antibiéticos que também apresentaram maiores taxas de resisténcia.
Adicionalmente, os estudos mencionaram ainda alguns isolados classificados como
multirresistentes, possuindo genes que conferem resisténcia a uma variedade de antibidticos.
Os estudos que determinaram os fatores de viruléncia permitiram aferir que os isolados
possuem genes de viruléncia, sendo os mais comuns o gene spa, chp e os genes codificadores
de PVL, lukS-PV e lukF-PV, que tém sido associados a infe¢Ges graves e invasivas.

Além disso, verificou-se que a substituicdo da linhagem clonal prevalente ST239 pela
ST59 na China devera estar associada ao transporte dos genes de resisténcia a antibidticos em
ST239, com a manutengdo dos mesmos em ST59, bem como pelo transporte do gene chp em
ST59 que aumenta a sua viruléncia e atividade citolitica. Concluindo, a forte prevaléncia,
disseminagado global e complexidade do MRSA provoca uma necessidade constante de esforgos

para monitorizar e controlar a disseminagao destes clones.

LimitacOes e estudos futuros

A revisdo sistemdtica apresenta limitagbes, como a variabilidade nos desenhos e
metodologias dos estudos incluidos, o que pode introduzir heterogeneidade nos dados e
dificultar a sintese dos resultados. Diferencas nos critérios de selecdo de amostras, métodos de

teste de suscetibilidade e antibidticos testados dificultam a comparabilidade dos resultados.



Além disso, variacdes geograficas e temporais entre os estudos podem causar inconsisténcias,
especialmente em regides ou periodos com menos dados, o que pode afetar a generaliza¢do das
conclusdes da revisao.

Estudos futuros devem priorizar a padronizacao de metodologias entre os estudos, o que
aumentaria significativamente a comparabilidade dos resultados. A adog¢do de critérios
consistentes para selecdo de amostras, testes de sensibilidade a antibidticos e relatérios de

dados permitiriam uma sintese mais confidvel dos resultados.
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Anexo | — Joanna Briggs Checklists

Tabela 3. Tabela de avaliagdo da qualidade relativa aos 3 artigos de estudos coorte

JBI Critical Appraisal Checklist for Cohort Studies [18] [19] [20]
1. Were the two groups similar and recruited from the same population? NA Sim NA
2. Were the exposures measured similarly to assign people to both exposed and .
NA Sim NA
unexposed groups?
3. Was the exposure measured in a valid and reliable way? Sim Sim  Sim
4. Were confounding factors identified? Ndo Ndo Nao
5. Were strategies to deal with confounding factors stated? Nao Nao Nao
6. Were the groups/participants free of the outcome at the start of the study (or at the
NA NA NA
moment of exposure)?
7. Were the outcomes measured in a valid and reliable way? Sim Sim  Sim
8. Was the follow up time reported and sufficient to be long enough for outcomes to
NA NA NA
occur?
9. Was follow up complete, and if not, were the reasons to loss to follow up described and
NA NA NA
explored?
10. Were strategies to address incomplete follow up utilized? NA NA NA
11. Was appropriate statistical analysis used? Sim Sim  Sim
Fonte: Joanna Briggs Institute (JBI). JBI critical appraisal checklist for cohort studies. JBI; 2020. Available from:
https://jbi.global/critical-appraisal-tools
Legenda: NA = Ndo se aplica.
Tabela 4. Tabela de avaliacdo da qualidade relativa ao artigo de estudo transversal
JBI Critical Appraisal Checklist for Analytical Cross-Sectional Studies [21]
1.Were the criteria for inclusion in the sample clearly defined? Sim
2.Were the study subjects and the setting described in detail? Sim
3.Was the exposure measured in a valid and reliable way? Sim
4.Were objective, standard criteria used for measurement of the condition? Sim
5.Were confounding factors identified? Nao
6.Were strategies to deal with confounding factors stated? Ndo
7.Were the outcomes measured in a valid and reliable way? Sim
8.Was appropriate statistical analysis used? Sim

Fonte: Joanna Briggs Institute (JBI). JBI critical appraisal checklist for analytical cross-sectional studies. JBI; 2020. Available from:

https://ibi.global/critical-appraisal-tools
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