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Resumo

O Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) é um importante
patébgeno humano, associado a uma variedade de sindromes clinicas. A ocorréncia
de bacteremia associada a esses quadros esta associada a elevada morbidade e
mortalidade. O entendimento da epidemiologia, tendéncias clinicas e desfechos é
importante para o desenvolvimento de medidas preventivas e protocolos de
tratamento. Sob essa perspectica, esse trabalho teve como objetivo analisar a
epidemiologia e caracterizar MRSA isolados de infecgdes bacterémicas de MRSA
oriundos de hospitais de Porto Alegre, Brasil. O estudo compreende dados clinicos
epidemioldgicos, bem como a caracterizagdo bioquimica e molecular de MRSA
isolados de hemocultura de pacientes atendidos em hospitais de Porto Alegre no
periodo de 2014 a 2019. Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram
realizados pelos métodos de disco-difusdo e fitas de gradiente. A caracterizagao
genotipica, com detecg¢ao de genes de resisténcia e viruléncia e a tipagem molecular,
foi realizada por detecgao in silico por meio de dados obtidos por high throughput
sequencing, utilizando a tecnologia lllumina. Como resultado foi verificado uma
elevada incidéncia de bacteremia por S. aureus (68,5 casos/100.000 pacientes/ano)
e nao foi identificada variagao estatisticamente significativa durante o periodo, sendo
a proporgao de infecgbes por MRSA de 22% (variagédo: 19 a 27%). A maioria dos
pacientes foram do sexo masculino (64,3%), com mediana de idade de 62 anos,
intervalos interquartis (1IQ) de 51 a 74 anos, que apresentavam multiplas
comorbidades. Dentre as comorbidades mais frequentes cabe destacar: hipertensao
(45,2%), diabetes mellitus (31,6%) e cardiopatias (21,1%). Dois escores de gravidade
foram avaliados, o indice de Comorbidade de Charlson com mediana de 5 pontos (IIQ:
3 a 6) e o Escore de Bacteremia de Pitt com mediana de 1 ponto (l1Q: 1 a 4). A maior
parte das infecgdes foram relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e o principal foco
identificado foram dispositivos intravasculares (28,5%). Além disso, foi evidenciada
uma mortalidade de 31,2% em 30 dias, sendo identificados dois fatores de risco
independentes para mortalidade: o indice de Comorbidade de Charlson aOR 1,222
(1,061-1,409; p=0,006) e o Escore de Bacteremia de Pitt aOR 1,726 (1,410-2,112;
p<0,001). Os dados sugerem que pacientes com mais comorbidades presentes ou
apresentacgdes iniciais de bacteremia com maior gravidade tendem a apresentar maior

mortalidade. A terapia antimicrobiana empirica com droga com atividade anti-MRSA
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foi um fator protetor com aOR 0,319 (0,126-0,806; p=0,016). A maioria dos isolados
de MRSA apresentou perfil de resisténcia a mais de um antimicrobiano além dos beta-
lactdmicos, com um total de 35,1% dos isolados multirresistentes. Por meio da
caracterizagcao molecular desses isolados, foram detectados cinco diferentes tipos de
SCCmec, sendo o SCCmec IV (68,2%) o mais frequente, além de elevada presenca
da leucocidina de Panton-Valentine (53,8%). Este estudo pode evidenciar a presenca
de onze sequencias tipo (ST) relacionadas a cinco complexos clonais (CC) entre os
isolados, sendo os principais: CC5, CC30 e CC8. Foi caracterizado o clone mais
prevalente entre as infec¢bes comunitarias, o ST30-SCCmeclVc-PVL+ e 0 CC5 como
associados as IRAS. Foram identificados ST n&o descritas previamente e outras ndao
identificadas em infecgbes na América Latina, além de identificar a baixa frequéncia
do Brazilian endemic clone (BEC), uma linhagem antes circulante, evidenciada em

somente 3,3% dos isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus, MRSA, bacteremia, epidemiologia e
caracterizagao genotipica.
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major human pathogen
associated with a variety of clinical syndromes. The occurrence of bacteremia related
to these conditions is associated with high morbidity and mortality. Understanding the
epidemiology, clinical trends, and outcomes is important for the development of
preventive measures and treatment protocols. Thus, the objective of this study is to
analyze the epidemiology and characterize the isolates of MRSA bacteremic infections
from hospitals in Porto Alegre, Brazil. This is cohort study was performed from 2014 to
2019, with clinical and epidemiological data and with the characterization of MRSA
isolates from blood cultures of patients treated in hospitals in Porto Alegre. The
susceptibility to antimicrobials was evaluated by the disk diffusion method and by
gradient strips. Genotypic characterization with detection of resistance and virulence
genes and molecular typing was performed by in silico detection using data obtained
by high throughput sequencing, with Illlumina technology. A high incidence of S. aureus
bacteremia of 68.5 cases per 100,000 patients per year was described and no
statistically significant variation was identified during the period. The proportion of
MRSA infections was 22% (range: 19 to 27%). Most patients were male (64.3%), the
median age was 62 years and interquartile range (IQR) of 51 to 74 years, and
presented with multiple comorbidities, the most frequent: hypertension (45.2%),
diabetes mellitus (31.6%), and heart disease (21.1%). Tow severity scores were
evaluated, the Charlson comorbidity index median was 5 (IQR: 3 - 6) and the Pitt
bacteremia score median was 1 (IQR: 1 - 4). Most infections were healthcare-
associated, and the most frequent focus was intravascular devices (28.5%). It was
identified a 31.2% 30-day mortality, and two independent risk factors for mortality were
identified: Charlson comorbidity index aOR 1.222 (1.061-1.409; p=0.006) and Pitt
bacteremia score aOR 1.726 (1.410-2.112; p<0.001). This data suggests that patients
with more comorbid conditions or more severe presentation tend to present with higher
mortality. Empirical therapy with an anti-MRSA agent was a protective factor aOR
0.319 (0.126-0.806; p=0.016). Most MRSA isolates showed a resistance profile to
more than one antimicrobial besides beta-lactams, with a total of 35.1% of the isolates
considered multidrug resistant. Through the molecular characterization was possible
to identify the presence of five different SCCmec types, with SCCmec IV (68.2%) being
the most frequent. High prevalence of Panton-Valentine leucocidin (53.8%) was
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detected. This study could evidence the presence of eleven sequence types (ST)
related to five clonal complexes (CC) among the isolates: CC5, CC30 and CC8. It was
characterized the most prevalent clone among community infections, ST30-
SCCmeclVc-PVL+, and identified the CC5 as associated with healthcare-associated
infections. Two new ST were described, and others ST not previously identified in
infections in Latin America. Finally, low frequency of the Brazilian endemic clone

(BEC), a previously circulating lineage, was now evidenced in only 3.3% of the isolates.

Keywords: Staphylococcus aureus, MRSA, bacteremia, epidemiology and genotypic

characterization.
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1. APRESENTAGAO

Este trabalho consiste na Tese de Doutorado intitulada: “Epidemiologia de
infecgdes bacterémicas por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
de Porto Alegre”, apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, em maio
de 2022.

As questdes de pesquisa que estimularam o desenvolvimento deste trabalho
se referem a compreenséo da epidemiologia e de aspectos genémicos do MRSA.
Buscou-se descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes acometidos, identificar
os fatores de risco para mortalidade e identificar os principais clones associados a
essas infecgbes. Para contribuir com as respostas, foi realizado um estudo de
coorte com acompanhamento por cinco anos (2014 a 2019) de pacientes atendidos
em hospitais de Porto Alegre — RS.

Os dados desta tese foram produzidos no Laboratério de Microbiologia
Molecular e no Laboratorio de Cocos Gram-Positivos da Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre e durante um periodo de Doutorado Sanduiche
(setembro de 2018 a agosto de 2019), no Laboratoério do Prof. Dr. Mario Ramirez
(Mario Ramirez Lab.), no Instituto de Medicina Molecular Jodo Lobo Antunes da
Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal. Esse trabalho obteve apoio financeiro da
Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do
grupo de pesquisa do Prof. Dr. Mario Ramirez, Lisboa, Portugal.

Esta tese esta dividida em: apresentacédo, revisao da literatura, justificativa,
objetivos, artigos cientificos, conclusdes, referéncias e anexos. Uma vez que os
resultados que compdes a tese serao submetidos a periddicos internacionais, eles
estdo apresentados em forma de manuscrito, em lingua inglesa e com formatagao

especifica de acordo com as diretrizes de cada revista.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus € uma bactéria esférica (coco), Gram-positiva,
anaerdbia facultativa, imével, ndo formadora de esporos, com didmetro aproximado
de 0,5 a 1,5um. Costuma se apresentar como células unicas, aos pares ou em
aglomerados quanto observados a microscopia (Riedel e Carroll, 2016; Que e
Moreillon, 2020).

Este microrganismo pertence a familia Staphylococcaceae e ao género
Staphylococcus, o qual é constituido de um total de 59 espécies, sendo o S. aureus
considerado o principal em relevancia clinica e o mais virulento (Parlet et al., 2019;
Richardson, 2019; Parte et al., 2020). E um patégeno bem reconhecido, sendo sua
primeira descrigédo realizada em 1880, por Sir. Alexandre Ogston, a partir de pus de
abscessos cutaneos (Riedel e Carroll, 2016).

O S. aureus cresce em meios de cultura ndo seletivos, com temperatura étima
de crescimento a 37°C, sendo suas colonias lisas, arredondadas e brilhantes. As
coloénias costumam apresentar pigmentagcdo amarela, mas podendo também ser
branca ou acinzentada. Quando cultivados em agar sangue produzem uma zona
difusa de hemolise (B-hemdlise) ao redor das suas coldnias e € produtor das enzimas
coagulase, catalase e DNAse (Vaudaux et al., 2006; Tuchscherr et al., 2010; Que e
Moreillon, 2020).

E um microrganismo ubiquo que coloniza a pele, trato respiratdrio superior,
gastrointestinal e urogenital de cerca de 20 a 40% da populagdo adulta, os quais
servem como portadores de longo prazo (Parlet et al., 2019).Também pode colonizar
animais para produgao ou domeésticos, servindo como reservatério. Como patogeno,
esta associado a uma ampla gama de sindromes clinicas-infecciosas, principalmente
associadas a quebra da barreira cutanea (Armand-Lefevre et al., 2005; Hogan et al.,
2019).
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2.2 Patogenicidade

A transmissao do S. aureus ocorre por contato direto com individuos infectados
ou colonizados, bem como por contato indireto com superficies ou dispositivos
previamente contaminados (Lee et al., 2018; Pearson et al., 2019). A infec¢ado pode
ocorrer por inoculagdo ou entrada direta deste patdogeno em uma ferida, mas
geralmente este processo costuma ser precedido da colonizagdo do hospedeiro. A
colonizagédo por S. aureus € um fator de risco bem estabelecido para a doenca
estafilococica. Esse € um processo assintomatico, sendo os sitios mais comumente
colonizados o introito nasal, o perineo e as axilas (Verhoeven et al., 2014; Dayan et
al., 2016; Laux et al., 2019). O processo patogénico geralmente inicia por quebras da
barreira cutdnea ou mucosa, permitindo que a bactéria acesse os tecidos adjacentes
ou a corrente sanguinea (Wertheim et al., 2005).

Ao conseguir superar essas barreiras, o S. aureus utiliza-se de diversos fatores
de viruléncia para se evadir do sistema imune. A producdo de toxinas € uma
caracteristica do S. aureus e tem papel importante na modulacdo do sistema imune
do hospedeiro. A produgao destes fatores de viruléncia (que incluem as exotoxinas)
representam, aproximadamente, 10% do secretoma do S. aureus e podem ser
classificados em trés grupos conforme suas fungdes: citotoxinas, enzimas citotoxicas
e superantigenos (Kusch e Engelmann, 2014; Tam e Torres, 2019). Associado a
esses, a producdo de enzimas, fatores de evasdo imune (como a capsula
polissacaridea e a proteina A) e producdo de biofilme servem para dificultar a
fagocitose e resistir a destruigdo apos a ingestdo (Tong et al., 2015; Bennett e
Thomsen, 2020; Kwiecinski e Horswill, 2020).

Condi¢des predisponentes do hospedeiro humano também estdo associadas a
colonizagao por S. aureus, tais como idade (criangas e idosos), obesidade, diabete
mellitus, doencga renal cronica dialitica, imunossupressées (como infecgédo pelo HIV
ou tratamento onco-hematolégicos), doengas dermatologicas ou presencga de feridas.
Fatores relacionados as condi¢gdes ou habitos de vida também estao descritas, como
viver em condi¢gbes de aglomeragao ou em instituigbes de longa permanéncia, o uso
de drogas injetaveis ou ser profissional da saude (Popovich et al., 2013; Verhoeven et
al., 2014). Uma vez estabelecido o processo infeccioso, as manifestagdes clinicas vao
variar muito de acordo ao sitio da infeccdo ou conforme a ag¢do das toxinas

estafilococicas (Tong et al., 2015).
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2.2.1 Manifestagodes clinicas

A doenga pelo S. aureus pode se manifestar como uma ampla gama de
sindromes clinicas-infecciosas. Essas manifestacbes sao decorrentes do efeito das
toxinas estafilococicas ou pela invasdo de tecidos pelo patéogeno, podendo ser
infecgdes limitadas as camadas superficiais da derme ou infecgdes consideradas
complicadas e invasivas (Que e Moreillon, 2020).

2.2.2 Sindromes relacionadas as toxinas estafilococicas

As doencas decorrentes dessas toxinas podem ocorrer diretamente pela
producdo por microrganismos colonizando ou infectando um tecido, ou indiretamente,
quando secretadas em alimentos ou bebidas (Tam e Torres, 2019). Entre as toxinas
mais comuns secretadas pelo S. aureus estao as toxinas esfoliativas, as leucotoxinas,
as hemolisinas, as enterotoxinas e a toxina da sindrome do choque toxico (Kong et
al., 2016).

Aproximadamente 2% das cepas de S. aureus produzem toxinas chamadas de
esfoliativas, sendo as toxinas esfoliativas A ou B (ETA ou ETB) as mais relevantes
(Tam e Torres, 2019). O alvo destas toxinas € o desmossoma das células da derme.
Essas toxinas sdo liberadas localmente, podendo ocasionar bolhas localizadas ou,
quando atingem disseminagdo sistémica, podem provocar uma descamacéo
generalizada da pele — sendo entdo chamada de “sindrome da pele escaladada
estafilococia®. Essa sindrome costuma ocorrer em recém-nascidos ou criangas com
idade menor de 1 ano, apresentando baixa mortalidade apesar da idade dos doentes
(Bennett e Thomsen, 2020).

O S. aureus pode produzir um amplo numero de enterotoxinas, tendo sido
identificadas até o momento as enterotoxinas A, B, C, D, E, G, H, |, J, K, L, M, N, O,
P,Q, R, S, U TeV, além de outras toxinas homélogas (Hait et al., 2018). Essas
toxinas sdo termoestaveis e ndo costumam ser desnaturadas durante o cozimento dos
alimentos. Apesar de todas as caracteristicas clinicas relacionada a cada toxina n&o
estar completamente esclarecida, a apresentagao mais comum é de nauseas, vomitos
e diarreias associados ao consumo de alimentos contaminados (Hait et al., 2018;
Bennett e Thomsen, 2020).
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A sindrome do choque toxico € uma manifestagdo grave associada as toxinas
estafilococicas. Ela é ocasionada pelo superantigeno TSST-1, sendo responsavel por
uma super ativagao do sistema imune — principalmente do MHC da classe Il (Bennett
e Thomsen, 2020). Essa toxina € produzida pelo S. aureus e absorvida localmente no
sitio colonizado ou infectado, podendo ser no trato respiratorio, na pele ou em
mucosas, relacionada ao uso de absorventes intimos (Schlievert e Davis, 2020). A
apresentacao clinica costuma ser de febre alta, exantema cutaneo, vomitos, edema
periférico e hipotensdo. Nesta sindrome, apesar da manifestacdo sistémica, ndo é
comum ser evidenciada a presenga de S. aureus em corrente sanguinea (Tam e
Torres, 2019; Schlievert e Davis, 2020).

2.2.3 Infecgoes de pele e tecidos moles

O S. aureus € um dos principais patdogenos causadores das infecgdes de pele
e tecidos moles, tendo a ele relacionados uma ampla variedade de sindromes clinicas
(Vella et al., 2021). Dentre as infecgbes nao complicadas, devemos citar o impetigo e
ectima, assim como foliculite e a furunculose. Normalmente, esses quadros sao
limitados e com menor duragdo. Quanto as infecgcdes complicadas as manifestagdes
mais frequentes sdo o abscesso cutaneo e a celulite, ou ainda infecgbes mais
profundas como a miosite piogénica e a fasceite (Tong et al., 2015; Bouvet et al.,
2017).

A celulite é uma inflamagéo aguda da derme e tecido subcutaneo, muitas vezes
precedidas por ulceras, dermatites ou mesmo por lesbes menores. Essa sindrome é
mais comum de ocorrer nos membros inferiores e pode se propagar por contiguidade,
via linfatica ou hematogénica (Pasternack e Swartz, 2020). Dados epidemiologicos
dos Estados Unidos referem uma incidéncia de celulite ou abscessos cuténeos de
32,5 casos para 1.000 pessoas-ano (Hersh et al., 2008). Sendo que até 20% dos
adultos com infecgdes de pele e tecidos moles vao apresentar recorréncia da doencga
em até doze meses (Bouvet et al., 2017). Essas doengas variam de gravidade
conforme o tempo de evolugédo e a extensdo acometida no paciente (Pasternack e
Swartz, 2020).

Devemos consider também a importancia do S. aureus como causador de
infecgdes de sitio cirurgico, sendo um dos principais agentes evidenciados (Owens e
Stoessel, 2008). Essas infecgbes estdo associadas a aumento da morbi-mortalidade
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dos pacientes, aumento do tempo de permanéncia e das readmissdes hospitalares
(Tuon et al., 2019).

2.2.4 Osteomielite e artrite séptica

O S. aureus é o mais comum agente causador de infecgdes 6sseas e de artrites
sépticas. Para o desenvolvimento dessas sindromes clinicas € necessario que ocorra
um trauma ou manipulagdo do sitio, ou acometimento por contiguidade de um sitio
préximo infectado, ou ainda por disseminagdo hematogénica em casos de bacteremia
(Urish e Cassat, 2020).

Osteomielite € uma debilitante infecgdo do osso (peridsteo, cortical ou medula),
sendo o S. aureus o patégeno mais frequentemente isolado dessas infecgdes (Olson
e Horswill, 2013; Kavanagh et al., 2018). A incidéncia destas infecgdes pode variar de
0,05 até 9,8 casos por 100.000 pessoas-ano, apresentando um aumento do risco com
o envelhecimento dos individuos. Além da idade, comorbidades como diabete
mellitus, doengas imunossupressoras ou uso de drogas injetaveis também estao
associadas a osteomielites (Tong et al., 2015). Para o desenvolvimento da artrite
séptica outros fatores de risco também devem ser considerados, como a artrite
reumatoide e outras artropatias, além de cirurgia ou manipulagdo da articulagao
(Earwood et al., 2021).

2.2.5 Infecgobes invasivas

A pneumonia também € uma manifestagcdo importante da infecgao pelo S.
aureus, sendo mais frequente em recém-nascidos, imunossupressos € no doente
critico. E também um agente relevante nas pneumonias adquiridas na comunidade,
muitas vezes precedidas de uma infeccdo pelo virus da Influenza, sendo o
responsavel por 2 a 5% dessas pneumonias (Tong et al., 2015; Self et al., 2016). Uma
complicagdo comum € o empiema, o qual é responsavel por quase um terco dos
casos, podendo ocorrer também a formacédo de abscessos pulmonares (Keynan e
Rubinstein, 2013). Entre os fatores de risco para pneumonia por S. aureus estdo o
baixo indice de massa corporal, tabagismo, doenga pulmonar crénica, diabetes,
doenca onco-hematologica e historia prévia de pneumonia (Self et al., 2016).
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Apesar de n&o ser uma apresentagdo comum, a meningite por S. aureus é uma
doenga grave. Essa apresentagao corresponde de 1 a 7% dos casos de meningite
bacteriana adquiridas na comunidade, sendo de até 50% a mortalidade (Tong et al.,
2015; Antonello and Riccardi, 2022). A disseminac&o para o sistema nervoso central
(SNC) costuma ocorrer apds manipulagdo cirurgica ou por via hematogénica
secundaria a uma infeccdo em curso, podendo ser responsavel por até 20% das
meningites pds-procedimentos (Antonello e Riccardi, 2022).

Além sido, o S. aureus é um dos principais patdogenos associados a infecgdes
de corrente sanguinea em pacientes hospitalizados, estando frequentemente
relacionado a infec¢des de dispositivos vasculares (Keynan e Rubinstein, 2013). Entre
as principais complicagcdes estdo as infecgcdes metastaticas, assim como a
endocardite infecciosa. A apresentagao clinica sepse por S. aureus costuma se
apresentar de maneira similar a outras sepses de origem bacteriana, sendo bem
descritas as alteragbes hemodinamicas, febre e estresse ventilatorio (Tong et al.,
2015; Hassoun et al., 2017).

A endocardite € uma das complicagdes mais graves da bacteremia por S.
aureus, sendo uma infecgao com elevada mortalidade se nao tratada adequadamente,
muitas vezes necessitando de abordagem cirurgica. A incidéncia pode variar de 2 a 8
casos por 100.000 pessoas-ano, podendo ser superior em populacdes especificas,
sendo um importante fator de risco o historico protese valvar cardiaca (Asgeirsson et
al., 2018). A persisténcia da bacteremia em pacientes com endocardite pode ser
superior a 30%, podendo ocasionar novas complicagdes. Essa condi¢ao pode ser
mais grave que quando ocasionada por outros microrganismos, estando
frequentemente associada a quadros de sepse e elevada mortalidade (Holland et al.,
2014; Tong et al., 2015; Turner et al., 2019).

2.2.6 Bacteremia

Bacteremia € definida como a presenga de bactérias viaveis na corrente
sanguinea, podendo estar ou n&o associada a um processo patologico. A resposta
clinica a bacteremia é variavel e depende tanto do patégeno quanto do hospedeiro
(Barlam e Kasper, 2018). Caso esse fendbmeno ocorra de forma transitoria ele costuma

ser de menor significancia (podendo ocorrer sem repercussodes clinicas). Contudo,
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muitas vezes esta relacionado a um processo infeccioso em progresso, sendo uma
manifestagéo sistémica desta infecgéo (Lindberg et al., 2022).

Além das infecgbes cuténeas, a bacteremia € uma das manifestacbes mais
bem descritas da doencga estafilocdcica. Ela pode ser definida como a presenca de
um ou mais isolados de S. aureus em hemoculturas de pacientes com sinais clinicos
de infecgdo (como febre, tremores, calafrios, toxemia ou hipotensdo) (Friedman,
2002). Essa condigao pode ser desenvolvida como uma complicagdo de uma infecgéo
invasiva ja estabelecida por S. aureus ou pela entrada na corrente sanguinea a partir
da quebra da barreira cutdnea ou mesmo por dispositivos intravasculares (Wilson,
2011).

As bacteremias por S. aureus podem ser consideradas complicadas ou nao
complicadas. Elas sao consideradas ndo complicadas quando a infeccdo apresenta
0s seguintes critérios: infeccdo relacionada a cateter e o dispositivo € removido,
culturas de follow-up sem crescimento do microrganismo, resolugéo da febre em até
72 horas, ndo haver evidéncia de endocardite infecciosa, ndo haver material prostético
implantado e nao ocorrer infeccdo metastatica. Caso ocorra qualquer um destes
achados a infecgéo é considerada com complicagéo (Holland et al., 2014; Hassoun et
al., 2017).

A ocorréncia de bacteremia por S. aureus esta associada a elevada
mortalidade, variando de 20 a 50% dos casos, apesar do tratamento adequado
(Holland et al., 2014; Asgeirsson et al., 2018). Além disso, a bacteremia pode
ocasionar complicagbes subsequentes (ocorrendo de 10 a 53% dos casos), como
infeccbes metastaticas (infeccédo de sitios previamente ndo acometidos), recorréncia
(5a 10%) ou a contaminagao de orteses, proteses ou dispositivos vasculares. E ainda,
dos pacientes com a infecgao resolvida, até um terco podem apresentar sequelas,
como a tromboflebite séptica (Asgeirsson, 2018; Kern e Rieg, 2020; Kwiecinski e
Horswill, 2020).

2.3 Determinantes de viruléncia

Para os processos de colonizacdo ou infecgao dos tecidos, o S. aureus conta
com um amplo arsenal de fatores de viruléncia. Tais fatores auxiliam na adesao as
células do hospedeiro, invasao dos tecidos e disseminagao no organismo, evasao do

sistema imune e para a producdo de toxinas. Dessa forma, a viruléncia e a
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complexidade das infe¢des do S. aureus sdo multifatoriais e relacionadas, em grande
parte, a agdo combinada desses diversos fatores (Gallardo-Garcia et al., 2016; Liu et
al., 2016; Richardson, 2019).
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FIGURA 1 — Representacdo dos determinantes de viruléncia de Staphylococcus
aureus.
Adaptado de Dayan et al. 2016.

2.3.1 Adesinas

A adeséo a superficie celular € determinante nas fases iniciais de colonizag&o
e infecgdo do hospedeiro, sendo essa etapa mediada por diversas adesinas
microbianas que reconhecem elementos da matriz extracelular ou do plasma:
microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules — MSCRAMM
(Dayan et al.,, 2016; Tam e Torres, 2019). Entre os principais integrantes das
MSCRAMM esta a proteina A estafilococica (Staphylococal protein A — SpA) que
exerce a funcdo de inibicdo de imunoglobulinas, dificultando a opsonizagdo e a
fagocitose. Outros elementos sdo as proteinas de ligagdo a fibronectina A e B
(fribronectin-binding proteins — FnbpA e FnbpB), a proteina de ligagdo ao colageno
(collagen-binding protein — Cna) e os fatores de agregagao ao fibrinogénio A e B
(clumping fators — CIfA e CIfB), também exercendo fun¢des antifagociticas (Dayan et
al., 2016; Liu et al., 2016; Hassoun et al., 2017).
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2.3.2 Evasinas

O S. aureus secreta diversas proteinas e enzimas extracelulares para sua
protecao contra as respostas inata e adaptativa do hospedeiro. Entre essas a proteina
estafilocdcica inibidora da quimiotaxia (CHIPS) que impede a ligagdo do complemento
aos macrofagos que é secretada por, aproximadamente, 60% das cepas. Outras
evasinas sdo a proteina extracelular de ligacdo ao fibrinogénio, a proteina de
aderéncia extracelular (Eap) e a estafiloquinase (SAK), que atua inibindo a fixagdo do
complemento (de Jong et al., 2019; Richardson, 2019).

O polissacarideo capsular € mais um fator de viruléncia que protege esse
patogeno da ligacdo do complemento e consequente fagocitose pelos macréfagos,
além de promover a adesdo as células hospedeiras (O’'Riordan e Lee, 2004;
Visansirikul et al., 2020). Ele é expresso por mais de 90% dos isolados de S. aureus,
sendo descritos 13 sorotipos de polissacarideos capsulares diferentes. Apesar disso,
os serotipos capsulares 5 e 8 (CP5 e CP8) sdo os majoritariamente identificados em
isolados de infeccdo em humanos. Estudos epidemiolégicos mostram que a
expressao do serotipo capsular parece estar fortemente relacionada ao complexo
clonal (CC) e ndo apresentam variagéo (ou switching) para escapar do sistema imune
dos hospedeiros (D. Li et al., 2017; Mohamed et al., 2019; Visansirikul et al., 2020).

2.3.3 Exoproteinas

Uma importante parte do secretoma do S. aureus séo suas exoproteinas, sendo
elas as exoenzimas, as toxinas e os supertantigenos. Quando consideramos as
enzimas extracelulares, podemos destacar a coagulase, que catalisa a conversao do
fibrinogénio em fibrina, sendo esta caracteristica utilizada inclusive para a
identificacdo deste patégeno (Ahmad-Mansour et al., 2021; Cheung et al., 2021).
Outras enzimas presentes no S. aureus sao a catalase, que promove a inativagdo do
peréxido de hidrogénio no interior de células fagociticas, assim como a nuclease, a
hialuronidase, a colagenase e as proteases e lipases, que atuam na facilitando a
disseminagao nos tecidos. Outras toxinas incluem as hemolisinas (alfa, beta e gama-
hemolisinas) diretamente envolvidas na atividade hemolitica identificadas em 99% dos
genomas sequenciados deste microrganismo, e as leucocidinas (Lakhundi e Zhang,
2018; Turner et al., 2019; Cheung et al., 2021).
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Também cabe salientar as leucocidinas, proteinas binarias responsaveis pela
formacédo de poros na membrana celular dos leucécitos. A leucocidina de Panton-
Valentine (PVL) além de ser uma toxina importante, associada a destruicdo
leucocitaria e necrose tecidual, é utilizada também como um marcador
epidemioldgico. A PVL é codificada pelos genes lukS-PV e lukF-PV, é codificada por
aproximadamente 5% dos isolados de S. aureus, todavia esta presente em mais de
40% dos isolados de infecgdes graves de pele e tecidos moles, bem como de
pneumonias necrotizantes (Jiang et al., 2017; Cheung et al., 2021). Estudos
epidemioldgicos ja evidenciaram a associagdo da presenga da PVL a infecgdes
originadas na comunidade ocasionadas por este patdégeno, principalmente em
isolados de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Tong et al., 2015; Tsouklidis et
al., 2020).

Os superantigenos s&o uma familia de exotoxinas estafilocécicas capaz de
causar a ativagcao nao especifica do sistema imune, em especial das células T. A
prevaléncia dos genes desses antigenos tem sido avaliada em diversos estudos,
apresentando variagdes: a toxina 1 (TSST-1) é o superantigeno associado a sindrome
do choque toxico, sendo codificada pelo gene tst, detectado em 5 a 20% dos S.
aureus; as enterotoxinas estafilocécicas, também consideradas superantigenos,
apresentam uma prevaléncia de 10 a 60% dos isolados (Chung et al., 2014; Park et
al., 2019; Sadeghi et al., 2019).

2.3.4 Regulador gene acessorio

Associado a essa ampla gama de fatores de viruléncia, sistemas de regulagéo
e adaptacado do S. aureus ao hospedeiro se fazem necessarios. O sistema quorum-
sensing (QS) € um mecanismo de comunicagao entre células bacterianas, que permite
controlar a expressédo de genes em resposta a densidade populacional da bactéria e
ao ambiente, por meio da secrecdo de moléculas autoindutoras e deteccdo de
moléculas extracelulares (Le e Otto, 2015; Tan et al., 2018).

O regulador gene acessorio (agr) € o principal sistema QS em Staphylococcus
sp., sendo um regulador global, que controla a expressao dos fatores de viruléncia
envolvidos durante os processos de colonizacado e infecgao. O agr, em S. aureus,
regula positivamente a produgdo de fatores de viruléncia secretados pelas células

bacterianas, como as exoenzimas, as toxinas e os superantigenos, e negativamente
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na expressao de proteinas de superficie e adesinas (Le e Otto, 2015; Garcia-Betancur
et al., 2017).
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FIGURA 2 — Diagrama da estrutura do operao agr e do sistema de quorum-sensing.

Figura do autor.

O locus agr tem 3,5kb de tamanho e é composto por duas unidades
transcricionais divergentes, RNAIl e RNAIIl, que sdo expressos pelos promotores P2
e P3, respectivamente. O RNAIl tem um tamanho de 3kb e contém quatro genes:
agrB, agrD, agrC e agrA (Le e Otto, 2015; Choudhary et al., 2018; Tan et al., 2018).

O agrD codifica o precursor do peptideo autoindutor (PAI), enquanto o produto
do agrB é a endopeptidase transmembrana, responsavel pela sua modificacdo e
exportagdo para o extracelular. Os genes agrC e agrA codificam um sistema de
transducgao de dois componentes envolvidos, sendo o agrC o sensor transmembrana,
enquanto o agrA o regulador da resposta. O sinal para a regulacdo do sistema é
dependente de densidade do PAI, conforme a ativagéo o agrA liga-se no promotor P2,
para a transcricdo do RNAII, ou no promotor P3, para o RNAIIl (Le e Otto, 2015;
Choudhary et al., 2018; Tan et al., 2018).

O operon P3 codifica o RNAIII, um regulador essencial de resposta ao sistema

agr. O RNAIll pode interagir com sequencias regulatérios de DNA alvo ou atuar
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através de um mecanismo de antisenso — regulando a tradugcdo de determinados
genes. Além de sua fungéo regulatoria, o unico produto da tradugdo do RNAIIl € a
delta-hemolisina, codificada pelo gene hld (Le e Otto, 2015; Garcia-Betancur et al.,
2017; Tam e Torres, 2019).

O locus agr €, de maneira geral, conservado nos Staphylococcus spp., sendo
que as variagdes nas sequencias dos genes agrB, agrD e agrC resultam em variagdes
na producdo do PAI e consequentes variagbes na sua sinalizagdo. Esses
polimorfismos desse locus resulta na classificagdo de quatro grupos: agr, agril, agrill
e agrlV. A importancia desses grupos se da uma vez que cada PAI somente atua
como agonista em seu proprio grupo agr e atua como inibidor dos demais (Le e Otto,
2015; Choudhary et al., 2018).

2.4 Resisténcia aos antimicrobianos

A capacidade de resisténcia aos antimicrobianos do S. aureus deve-se, em sua
maior parte, pela presenga de elementos genéticos moveis (tais como plasmideos,
transposons e cassetes cromossOmicos) que podem ser adquiridos. Nestes
elementos costumam estar fatores de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos
para este agente (Turner et al., 2019). Um dos elementos genéticos mais importantes
quanto a resisténcia aos antimicrobianos no S. aureus é o cassete cromossémico

estafilococio mec (SCCmec) (Hiramatsu et al., 2013).

2.4.1 Resisténcia a penicilina

Na década de 1940, ao inicio do uso clinico da penicilina, esta foi a droga de
escolha para o tratamento das infec¢des estafilococicas. Contudo, ainda nos primeiros
anos de uso da penicilina, ja foram descritos isolados resistentes a este
antimicrobiano. A disseminacao destas cepas resistentes ocorreu primeiramente em
hospitais e, posteriormente, seguiu ocorrendo também na comunidade, sendo
amplamente prevalente ja na década de 1970 (Lobanovska e Pilla, 2017). A
resisténcia a penicilina ocorre devido a produgdo de uma penicilinase (uma beta-
lactamase codificada pelo gene plasmidial blazA) que degrada o anel beta-lactdmico

inativando esse antimicrobiano (Turner et al., 2019). Atualmente, essa enzima esta
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amplamente difundida, presente em até 90% dos isolados de S. aureus (Hagstrand
Aldman et al., 2017).

Devido a elevada prevaléncia de isolados resistentes a penicilina, a meticilina
(ou oxacilina) passou a ser a droga de escolha para o tratamento de infecgbes
estafilococicas. A meticilina € uma penicilina semissintética resistente a beta-
lactamase, tendo sido introduzida em 1959. Contudo, em 1961 o primeiro isolado de
MRSA ja foi descrito (Liu et al., 2016; J. Li et al., 2017).

2.4.2 Resisténcia a meticilina

A meticilina, assim como os demais antimicrobianos beta-lactamicos, tem seu
sitio de acdo nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP). As PBPs s&o
transpeptidases responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana. Ao interferir
na PBP, a meticilina impede a formagao completa do peptidioglicano, e assim provoca
a lise bacteriana (Lowy, 2003; Peacock e Paterson, 2015; Lee et al., 2018).

O principal mecanismo de resisténcia a meticilina € por meio da producao de
uma PBP modificada, a PBP2a (ou PBP2’). Essa PBP apresenta baixa afinidade com
os antimicrobianos beta-lactamicos, mas apesar de estruturalmente diferente, o
peptidioglicano ndo altera a sua fungéo (Hiramatsu et al., 2013; Peacock e Paterson,
2015; Lee et al., 2018). Assim a resisténcia a meticilina deve ser compreendida como
resisténcia aos beta-lactdmicos, sendo todas as penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos (Liu et al., 2016). A PBP2a é codifica pelo gene mecA (2,1Kb), que é
parte integrante do SSCmec (Hiramatsu et al., 2013). Além do gene mecA, a um
mecanismo de resisténcia a meticilina semelhante ocorre pela aquisicdo do gene
mecC, que codifica uma proteina homdloga a PBP2a: a PBP2a.ca. O mecC faz parte
do SCCmec tipo Xl e esta associado a transmissdo zoonética de MRSA (Lee et al.,
2018; Gajdacs, 2019).

Em isolados com resisténcia a meticilina, mas com auséncia da PBP2a, pode
ocorrer a super-expressao de outras PBPs, também com baixa afinidade a beta-
lactamicos, ou de beta-lactamases. Outro mecanismo também descrito € a presenca
de maior quantidade de enzima de sintese de peptidioglicano disponivel (Stapleton e
Taylor, 2002; Lee et al., 2018).

O surgimento do MRSA impés um grande desafio a terapia das infecgbes

estafilocdocicas, principalmente no que se refere as bacteremias, devido as limitadas
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opcdes terapéuticas restantes (Purrello et al., 2016). Um fator complicador
concomitante a ampla resisténcia aos beta-lactamicos, em isolados de MRSA
associados a infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), muitas vezes, s&o
evidenciados perfis fenotipicos com resisténcia a outras classes de antimicrobianos —
principalmente aos aminoglicosideos, fluoroquinolonas e macrolideos (Holland et al.,
2014; Tong et al., 2015; Purrello et al., 2016).

2.4.3 Cassete cromossomico estafilococico mec

O SCCmec é um elemento genético mével que contém o gene mec e genes
que controlam a sua expressao. Existem trés elementos basicos na composicdo do
SCCmec: o complexo gene mec (que contém os genes mecA ou mecC), o cassete
cromossOmicos recombinase ccr (ccrAB ou ccrC) e as regides J (chamadas de
Jjunkyard , mas também de joining regions) (Hiramatsu et al., 2013; Liu et al., 2016).
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FIGURA 3 — Diagrama da estrutura geral do elemento SCCmec.

O elemento SCCmec ¢é integrado a terminagdo 3’ da ofrX, com regides de repeticdo
diretas e invertidas em suas insergdes, o0 complexo gene mec € composto pelo gene
mecA e seus reguladores (mecR1 e mecl) e o complexo gene ccr.

Figura do autor.

O complexo gene mec é composto pelo gene mec, responsavel pela
codificagdo da PBP2a, e pelos seus genes reguladores: mecR1 (proteina transdutora)
e mecl (repressor) (Hiramatsu et al., 2013). Esse complexo tem, aproximadamente,
30 a 50Kb e pode ser diferenciado em 5 classes, conforme a variagdo de sua
composi¢do. O gene mecA apresenta mais variagdes, sendo categorizado nas classes
A, B, C1 e C», enquanto o gene mecC é categorizado na classe E (McClure-Warnier
et al., 2013; Liu et al., 2016; Kaya et al., 2018).
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O complexo ccr € o responsavel pela integragao e excisdo do SSCmec. De
acordo com os diferentes tipos de ccrAB, ccrC e seus genes regulatorios associados,
o complexo gene ccr é classificado em 8 alotipos. Foram descritos até o momento
quatro tipos de ccrA (ccrA1, ccrA2, ccrA3 e ccrA4), cinco ccrB (ccrB1, ccrB2, ccrB3,
ccB4 e ccrB5) e dois ccrC (ccrC1 e ccrC2) (Rolo et al., 2017; Kaya et al., 2018). Junto
a este complexo outros genes de resisténcia a antimicrobianos nao beta-lactamicos e
metais pesados podem ser inseridos, como o SCCHg, faciltando a troca de
informagéo genética entre os MRSA (IWG-SCC, 2009; Liu, 2016).

A regido J também é um elemento integrante do SCCmec, sendo classificadas
suas partes em J1, J2 e J3. De maneira geral, a regido J1 é situada a direta do
complexo ccr, a J2 entre os complexos ccre mec e a J3 do mec até a orfX — existindo
diferengas nessa estrutura nos SCCmec tipos VII, IX, Xl e Xlll. Essa regido costuma
abrigar outros elementos genéticos como o transposao Tn554 e outros genes de
resisténcia de origem plasmidial, como o plasmidio pT181 (Liu et al., 2016; Miragaia,
2018).

Conforme a sua estrutura, os elementos SCCmec séo classificados nos tipos |
ao XIV, baseado na natureza dos complexos mec e gene ccr nele contidos (Hiramatsu
et al., 2013; Liu et al., 2016; Baig et al., 2018; Urushibara et al., 2020). Sendo essa
caracterizagao muito utilizada para a tipagem molecular dos MRSA (IWG-SCC, 2009;
Uehara, 2022).
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FIGURA 4 — Esquema de comparagéao da estrutura genética dos elementos SCCmec.

A localizagdo do complexo mec esta destacada na cor rosa e a localizagdo do gene

ccr esta destacada na cor azul.
Adaptado de Uehara et al. 2022.

2.5 Epidemiologia

A epidemiologia clinica e molecular do S. aureus apresentou grandes

mudangas desde a década de 1990, com o aumento no numero de infecgbes

relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e o aumento de casos de infecgdes de pele
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e tecidos moles ocasionadas por MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA) (Tong,
2015; Souli, 2019). Entre os impactos dessas alteragbes na epidemiologia, foram
evidenciadas combinagdes néo usuais do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
e 0 aumento das infecgdes em areas ou populagcdes que nao apresentavam fatores
de risco (Rasigade et al., 2014). Essas consequéncias tornam ainda mais relevante o

acompanhamento continuo da epidemiologia das infecg¢des estafilocdcicas.

2.5.1 Classificacao epidemiolégica das infecgoes

A classificagao da epidemiologia e o entendimento da origem das infec¢des s&o
importantes para a identificacdo de fatores de risco presentes no paciente, como a
realizagdo de procedimento meédico ou uso de antimicrobianos, fatores
organizacionais ou caracteristicas do proprio paciente (Hughes, 2008; Cardoso et al.,
2013; World Health Organization, 2016). As definicbes para classificagcdo das
infecgbes foram implementadas em hospitais nos Estados Unidos em 1988, pelo
Centers for Disease Control and Prevention / National Healthcare Safety Network com
o proposito de vigilancia das infegdes nosocomiais (Horan et al., 2008). Desde entéo,
diversas modificagdes ja foram realizadas, além de critérios definidos para infegdes
em populagdes especificas (neonatal e longa-permanéncia) terem sido criados
(Friedman et al., 2002; Lenz et al., 2012; Haque et al., 2018). No Brasil, os critérios
diagnosticos das infecgdes foram definidos pela Portaria n°. 2.616, de 12 de maio de
1998 (BRASIL, 1998).

Assim, podemos considerar a classificagdo das origens de infeccbes em
adultos como (Cardoso et al., 2014; Friedman et al., 2018; Haque et al., 2018):

e Infeccdo comunitaria (CA) € aquela constatada em até 48 horas da admissao
ou atendimento a paciente (ou em incubagéo), desde que n&o relacionada a
atendimento médico ou em servigo de saude previamente;

e Infeccdo relacionada a assisténcia a saude (IRAS) € aquela constatada apés
48 horas da admissao do paciente, ou que se associada a atendimento médico
ou em servigo de saude (hemodialise, procedimento cirurgico ou endoscopico
— mesmo que ambulatorial, instituicdo em clinica de longa permanéncia) nos
ultimos 90 dias, ou que venha a se manifestar tardiamente sendo relacionada

a orteses ou proteses;
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e Infeccdo hospitalar (HA) € uma IRAS, mas com um conceito mais restrito,
sendo aquela infeccdo constatada apds 48 horas da admissao hospitalar do
paciente, ou que se manifestar até 2 (duas) semanas apoés a sua alta.

2.5.2 Epidemiologia clinica do MRSA

O risco por infecgcao pelo MRSA deve ser seriamente considerado, uma vez
que esses pacientes tém maior mortalidade (com taxas variando de 15 a 40% dos
pacientes), aumento do tempo de hospitalizagdo e maiores custos associados ao
tratamento que pacientes com infecgdes por S. aureus suscetiveis a meticilina. Da
mesma forma, pacientes com infecgdo por MRSA também apresentam maiores taxas
de faléncia renal, instabilidade hemodinamica e dependéncia de ventilagdo mecanica
que pacientes com infec¢gdes por S. aureus suscetiveis a meticilina (Keynan e
Rubinstein, 2013; Tong et al., 2015; Hassoun et al., 2017; Horino e Hori, 2020).

Conforme previamente descrito, algumas populagdes apresentam maior risco
para colonizacdo pelo S. aureus, sendo hospitalizacdes, uso de dispositivos
vasculares, realizacdo de procedimentos invasivos ou cirurgias e o uso de
antimicrobianos também fatores de risco para colonizacéo ou infec¢ao pelo MRSA. O
estudo realizado pelo Consoércio Internacional de Controle de Infecgdes Nosocomiais,
entre 2012 e 2017, identificou uma prevaléncia de 50,7% de MRSA entre infec¢des
de doentes criticos (Rosenthal et al., 2020). Destaca-se também que o MRSA ¢é o
causador mais comum de infec¢gdes de sitio cirdrgico, principalmente quando
associado a orteses ou proteses e um dos principais causadores de bacteremia,
mostrando-se como um relevante agente nas
IRAS (Souli et al., 2019; Turner et al., 2019; Weiner-Lastinger et al., 2020).

Além de ser causa de infecgdes graves de pele e tecidos moles e de
pneumonias, quando ocasionadas pelo CA-MRSA o risco de complicagcbes é
aumentado, incluindo a ocorréncia de bacteremias, infecgdes metastaticas ou
endocardite infecciosa (Keynan e Rubinstein, 2013). Infeccbes por CA-MRSA
prevalecem em grupos populacionais como: homens que fazem sexo com homens,
esportistas, militares, pessoas privas de liberdade, usuarios de drogas injetaveis e
pessoas vivendo em condicdes de aglomeragdo ou limitadas condigbes
socioecondmicas (Lakhundi e Zhang, 2018; Romero e de Souza da Cunha, 2021).
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A frequéncia de bacteremia por S. aureus varia por idade, género, condigdes
clinicas e comorbidades dos pacientes, assim como varia por regides e populagdes.
O risco € aumentado para criangas e idosos, principalmente apés os 70 anos, sendo
também em individuos do sexo masculino, com uma ocorréncia de até 1,5 vezes mais
casos nessas populagdes (Tong et al., 2015; Hassoun et al., 2017). Quanto a
incidéncia, em um estudo internacional com paises da Europa, América do Norte e
Oceania, foi reportada uma incidéncia de bacteremia por S. aureus de 26,1 por
100.000 pessoas-ano, sendo de 1,9 por 100.000 pessoas-ano para MRSA (Laupland
et al., 2013). Dados dos Estados Unidos mostram uma incidéncia maior de
bacteremias por S. aureus, até 45,7 casos por 100.000 pessoas-ano e quando
ocasionadas por MRSA de 16,1 casos por 100.000 pessoas-ano (Rhee et al., 2015).

Ao se avaliar a prevaléncia de MRSA, estudos de vigildncia mostraram
variagdes regionais e temporais na epidemiologia das infec¢gdes por MRSA. Conforme
o relatorio global de vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos da Organizagéo
Mundial da Saude, em todas as regides avaliadas a prevaléncia de MRSA foi superior
a 20%, podendo exceder a 80% (World Health Organization, 2014). Um estudo
europeu de prevaléncia e caracterizacdo molecular do MRSA de infec¢des adquiridas
na comunidade, evidenciou prevaléncia média de 15,1% de infec¢des relacionadas a
este agente, podendo ser até 29% conforme a regido avaliada (Bouchiat et al., 2017).
Essas discrepancias podem ser entendidas, uma vez que dados de vigilancia sugerem
que a prevaléncia do MRSA apresenta uma tendéncia de redugcdo na América do
Norte e Comunidade Europeia, enquanto seguem evidenciando como ele sendo um
patogeno relevante em paises em desenvolvimento (Jokinen et al., 2018; Seas et al.,
2018; Kern e Rieg, 2020).

Dados da América Latina mostram que o MRSA é um problema relevante,
apesar das diferencas entre os paises. Dados do SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program, avaliaram a prevaléncia de microrganismos de infecgbes de corrente
sanguinea durante um intervalo de 20 anos, mostrando uma prevaléncia de MRSA na
América Latina entre 16,4 e 21,5% (Diekema et al., 2019). Enquanto Seas e
colaboradores evidenciaram em uma coorte prospectiva de 2011 a 2014, na qual
incluiu 24 hospitais da América Latica, sendo 3 centros do Brasil, uma prevaléncia de
44, 7% de MRSA em isolados de corrente sanguinea, com uma marcada
heterogeneidade entre as regides avaliadas (Seas et al., 2018).
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Dados nacionais mostram que a frequéncia de IRAS por MRSA no Brasil é
elevada, permanecendo em, aproximadamente, 20% das infec¢gdes primarias de
corrente sanguinea (Martins, 2014). Em um amplo estudo multicéntrico, Marra e
colaboradores evidenciaram o S. aureus como primeiro agente associado a
bacteremias em pacientes com IRAS no Brasil. Esse estudo também evidenciou uma
prevaléncia de 43,5% de MRSA (Marra et al., 2011). Em uma revis&o sistematica com
dados da América Latina sobre infeccbes comunitarias, Leme e colaboradores
identificaram 4,5 a 25% de infecgbes por CA-MRSA entre isolados brasileiros (Leme
etal., 2021). No Rio Grande do Sul, um estudo de um hospital universitario que avaliou
5 anos de isolados de S. aureus de infecgdes comunitarias e IRAS, evidenciou uma
prevaléncia de 33,3% MRSA — dados que mostram a relevancia deste patogeno em
nosso meio (Rodrigues et al., 2015).

2.5.3 Epidemiologia molecular do MRSA

Conforme descrito previamente, a epidemiologia do MRSA é complexa e segue
em evolucdo. A dinamica deste microrganismo costuma ocorrer em ondas clonais,
caracterizadas por disseminagdes e declinios, com variagdes pelo tempo e regides
geograficas. Considere-se também que as técnicas utilizadas para a realizagdo da
caracterizagado molecular e investigagdo da origem dos isolados, das relagdes clonais
e da epidemiologia de surtos, por apresentarem variado poder discriminatério, n&o
agrupam as amostras da mesma maneira (Grundmann et al., 2010; Giulieri et al.,
2020).

Dentre as técnicas mais utilizadas para a tipagem molecular de isolados de
MRSA incluem a tipagem do elemento SCCmec por técnicas de PCR, que significa
reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, polymerase chain reaction); ou
eletroforese em campo pulsado (do inglés, pulsed field gel electrophoresis — PFGE);
ou por tipagem por sequenciamento de um unico locus, do gene da regidao X da
proteina A do S. aureus (spa typing). Muitos estudos foram realizados com a técnica
de MLST (do inglés, multilocus sequence typing) devido a capacidade de comparagéo
de resultados e objetividade nas analises. Essa técnica, que analisa sete genes
constitutivos do microrganismo, permite a caracterizacdo de uma sequéncia tipo (ST)
conforme os genes identificados e o agrupamento dentro de respectivos complexos

clonais (CC). Contudo, nos ultimos anos, o high-throughput sequencing — HTS
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(sequenciamento de nova geragao) tem sido cada vez mais utilizado (Enright et al.,
2002; Lakhundi e Zhang, 2018; Turner et al., 2019).

A disseminacgao inicial do MRSA ocorreu predominantemente no cenario
hospitalar, mostrando-se um patégeno bem adaptado nestes ambientes, sendo a
maior variedade de clones descritos e circulantes relacionados a IRAS ou chamados
de HA-MRSA (do inglés, healthcare-associated). Nos Estados Unidos, os clones
USA100-SCCmecll-ST5 e USA800-SCCmeclV-ST5 (ambos pertencentes ao CC5)
sdo historicamente os clones mais prevalentes. Enquanto na Europa, o EMRSA-15
(SCCmeclV-ST22) é um dos clones dominantes, sendo importante enfatizar que
pertencia originariamente a uma linhagem de CA-MRSA, mostrando a capacidade de
circulacao destas linhagens também em hospitais (Wyllie et al., 2011; Lindsay, 2013;
Lakhundi e Zhang, 2018). No Brasil, o Brazilian epidemic clone (BEC-SCCmeclll-
ST239) foi durante muito tempo o principal circulante em diversos hospitais, havendo
um processo de substituicdo por outros clones internacionais ja evidenciado (Carvalho
et al., 2017; Chamon et al., 2017).

Infecgbes comunitarias por MRSA foram primeiramente descritas em 1990, em
individuos sem fatores de risco, desde ent&o, diversos clones foram associados ao
CA-MRSA. Num estudo de pacientes atendidos em emergéncias nos Estados Unidos
em 2006, Moran e colaboradores identificaram o padrdo clonal USA300-SCCmeclV
como a linhagem mais prevalente, com a deteccédo da PVL em 98% nestes isolados
de infecgbes comunitarias, sendo, desde entdo, o USA300 (ST8) o clone epidémico
de infecgbes comunitarias naquele pais (Moran et al., 2006; Turner et al., 2019). No
Brasil, os CA-MRSA sao majoritariamente caracterizados pelo SCCmec tipo IV, e
pertencentes aos CC5-ST5, CC8-ST8 e CC30-ST30. De maneira geral, os MRSA com
elementos SCCmec tipos IV, V e VI estariam associados ao CA-MRSA, e com menor
frequéncia apresentam determinantes de resisténcia a antimicrobianos (Liu et al.,
2016; Romero e de Souza da Cunha, 2021). A primeira referéncia nacional ao CA-
MRSA é relacionada a infecgdes de pele e tecidos moles, entre 2002 e 2003, em Porto
Alegre. Esses isolado pertenciam ao clone Oceania Southwest Pacific (OSPC),
SCCmeclV-ST30 e PVL presente (Ribeiro et al., 2005).

O CC398 foi descrito como o0 mais importante dos associados a criadores de
animais, chamados de LA-MRSA (do inglés, livestock-associated). O CC398
apresentou uma grande disseminacdo na Asia e na Europa, inicialmente relacionado

a fazendeiros, veterinarios e infecgdes por alimentos contaminados. Atualmente, o
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CC398 esta presente em pessoas sem um vinculo classico de exposi¢cao a producdes
agricolas (André et al., 2017; Bouchami et al., 2020). As linhagens deste CC foram
descritas como multidrogas resistentes, carreando genes de resisténcia a penicilina
(blaZz-blal-blaR); tetraciclina  (tet(M) and tet(K)); = macrolideo-lincosamida-
estreptogramina B (MLSB, erm(A), erm(B) e erm(C); e aminoglicosideos (aacA-
aphD, aadD) — possivelmente relacionado ao uso de antimicrobianos nestas criagdes
(Argudin et al., 2017; Lakhundi e Zhang, 2018).

Apesar da dinamica constante e sua disseminagdo mundial, os clones mais
reportados pertencem a 5 complexos clonais (CC) especificos, sendo eles o CC5,
CC8, CC22, CC30 e o CCA45. (Lakhundi e Zhang, 2018; Turner et al., 2019). O CC5
merece ainda destaque, uma vez que além de ser mundialmente presente, isolados
associados a este CC s&o descritos como causadores de IRAS, como também CA-
MRSA. Um clone caracteristico e muito prevalente dentro deste CC é o New
York/Japan-SCCmecll-ST5 (Monecke et al., 2011; Dabul and Camargo, 2014). Outras
linhagens internacionais com grande circulagdo sdo o EMRSA-16 (USAZ200-
SCCmecll-ST36) principalmente na Europa e nos Estados Unidos, e o SCCmeclll-
ST239 na Asia e Africa (Lakhundi e Zhang, 2018; Gill et al., 2021; Abd El-Hamid et al.,
2022).
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por continente.
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Os clones predominantes na América Latina pertencem aos CC5 (ST5), CC8
(ST239) e ao CC30 (Lakhundi e Zhang, 2018; Turner et al., 2019). Em um estudo de
bacteremias por S. aureus da América Latina, os principais clones evidenciados
foram: Chilean-SCCmecl-ST5, NY-JP/USA100-SCCmecll-ST5 e o USA300LV-
SCCmeclV-ST8 (Arias et al., 2017). No Brasil, a substituigdo do BEC se deu com a
emergéncia de diversos clones diferentes. Na regi&do nordeste num estudo com 30
isolados de MRSA (sendo comunitarios e hospitalares) foi descrita a presenca do
clone Pediatrico (USA800-SCCmeclV-ST5) e do USA400-SCCmeclV-ST1 (de
Carvalho et al., 2019). Mais recentemente, o CC398 também foi reportado no Brasil,
sendo seis pacientes sem fatores de risco ou contato com criadores de animais. Esses
dados sugerem a emergéncia de uma linhagem de CC398 ndo LA-MRSA no Brasil
(André et al., 2017).

Dois estudos com isolados de Porto Alegre, descreveram a presenca de
diferentes clones internacionais entre seus isolados. Becker e colaboradores (2012)
evidenciaram o maior prevaléncia de isolados do SCCmec tipo lll, assim como é a
presenca de clones internacionais entre os isolados Cordobes/Chilean e Brazilian
endemic clone (Becker et al., 2012). O estudo de Gelatti e colaboradores (2013) com
isolados de infecgbes comunitarias, evidenciou o SCCmec tipo IV como o mais
prevalente e com a presencga dos clones USA300 e OSPC (Gelatti et al., 2013). Essas
diferengas entre os achados poderiam estar relacionadas a diferencas nas origens
dos isolados ou a caracteristicas regionais (Andrade et al., 2020).

Apesar de mais de 40.000 genomas de S. aureus ja estarem disponiveis para
realizagédo de analises epidemioldgicas, ao analisarmos os dados brasileiros € notoria
a falta de uma avaliagao nacional e da concentragdo dos dados em poucos centros.
Quando avaliado especificamente o MRSA, torna-se ainda mais destacada a caréncia
de dados nacionais. Para entender essa dinamica da epidemiologia do MRSA, Botelho
e colaboradores utilizaram isolados de MRSA de 1990 a 2000, dos estados do Rio de
Janeiro, Piaui e Para. Esses clones avaliados foram caracterizados como o BEC-
SCCmeclll-ST239 (Botelho et al., 2019). No estudo nacional com maior numero de
isolados de MRSA com genoma sequenciado, foram avaliadas 208 amostras de 51
hospitais do Rio de Janeiro, coletados durante os anos de 2014 a 2017. Neste estudo,
Viana e colaboradores (2021) evidenciaram um predominio do CC5 e conseguiram,
determinar o principal clone preponderante na cidade, sendo uma sublinhagem de
MRSA multidroga-resistente: SCCmecll-ST105-spat002 (Viana et al., 2021). No
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estudo de Arias e colaboradores (2017), os 16 isolados brasileiros reportados foram
de Sao Paulo e Porto Alegre (amostras de 2012) e também descrevem o CC5, com
os principais clones evidenciados o NY/JP-SCCmecll-ST105 e o Argentinian-
SCCmeclV-ST5 (Arias et al., 2017).

A elevada prevaléncia de infec¢des relacionadas a MRSA relatadas, tanto
IRAS, quanto comunitarias, e a morbimortalidade associada a estas infec¢des fazem
deste agente um patdgeno de grande relevancia clinica. Contudo, existe caréncia de
dados para a avaliacdo da epidemiologia nacional do MRSA considerando sua
caracterizagado molecular, sendo a maioria dos dados disponiveis locais ou regionais,
que expde a necessidade da vigilancia epidemioldgica e da compreenséo dos fatores
de risco para o MRSA.
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3. JUSTIFICATIVA

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um dos principais
agentes infecciosos humanos, estando associado tanto a infecgdes comunitarias,
quanto a infecgdes relacionadas a assisténcia a saude. Estudos tem mostrado que a
epidemiologia deste patdgeno € dindmica e apresenta variagbes entre as diferentes
regides e populagdes. Aliado a isso, o tratamento das infecgbes estafilococicas é
considerado um desafio na pratica médica, tanto pelas manifestagdes clinicas graves
e de rapida evolugao, quanto pelas opgdes terapéuticas reduzidas.

Nesse contexto, a descricdo da epidemiologia das infecgdes bacterémicas
ocasionadas pelo MRSA, dos fatores de risco para mortalidade entre os pacientes e
do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos deste agente sdo de grande auxilio,
pois auxilia na identificagdo precoce destes pacientes possibilitando a instituicdo da
terapia adequada. Assim como a caracterizagédo dos isolados de MRSA deve andar
em paralelo, para o entendimento de sua evolugdo neste cenario, auxiliando na

definicdo de estratégias terapéuticas e para o controle de sua disseminagao.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Analisar o perfil epidemiolégico e molecular de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina (MRSA) isolados de pacientes com infecgbes bacterémicas

em hospitais de Porto Alegre.

4.2 Objetivos Especificos

e |dentificar a incidéncia de infec¢des bacterémicas ocasionadas por MRSA,;

eDescrever o perfil epidemiologico das infecgdes bacterémicas de MRSA de
hospitais de Porto Alegre;

e |[dentificar os fatores de risco para mortalidade em pacientes com infecgcbes
bacterémicas ocasionadas por MRSA;

eDeterminar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em isolados de
MRSA;

eRealizar a caracterizacdo genotipica dos determinantes de viruléncia e

resisténcia aos antimicrobianos presentes nos isolados estudados;

eDescrever os principais clones de MRSA relacionados as infecgbes de

pacientes de Porto Alegre.
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Abstract

This study aimed to evaluate the epidemiology and 30-day mortality of adult patients with
metbhicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) bacteremia. We retrospectively
reviewed the demographic and clinical data of adult patients with S. aureus bloodstream
infections (BSI), admitted to a tertiary public teaching medical center in Porto Alegre, South-
ern Brazil, from January 2014 to December 2019. A total of 928 patients with S. aureus BSI
were identified in the study period (68.5 per 100,000 patient-years), and the proportion of
MRSA isolates was 22% (19-27%). Thus, 199 patients were included in the analyses. The
median age was 62 (IQR: 51-74) years, Charlson Comorbidity Index (CCl) median was 5
(IQR: 3-6), the Pitt bacteremia score (PBS) median was 1 (IQR: 1—4), and the most com-
mon site of infection was skin and soft tissue (26%). Most infections were hospital-acquired
(54%), empirical anti-MRSA treatment was initiated in 34% of the cases, and in 44% vanco-
mycin minimum inhibitory concentration was 1.5mg/L or above. Sixty-two (31.2%) patients
died up to 30 days after the bacteremia episode. Patients with more comorbid conditions
(higher CCI; aOR 1.222, p = 0.006) and a more severe presentation (higher PBS; aOR
1.726, p<0.001) were independently associated with mortality. Empiric antimicrobial therapy
with an anti-MRSA regimen was associated with reduced mortality (aOR 0.319, p = 0.016).
Our study identified significant risk factors for 30-day mortality in patients with MRSA BSl in
a population with a high incidence of S. aureus bacteremia. Empiric treatment with an anti-
MRSA drug was a protective factor. No significant variation in the incidence of S. aureus
BSI was recorded throughout the period.

Introduction

Staphylococcus aureus is a major human pathogen associated with a large range of infections
[1]. It is one of the most common causes of bloodstream infections (BSI) worldwide, causing
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bacteremia with incidence ranging from 3 to 50 episodes per 100,000 person-years, with large
geographical variations [2-4]. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) is challenging in terms
of therapeutic strategies, and the occurrence of bacteremia is associated with metastatic infec-
tions, recurrence, and high mortality rates (ranging from 15% to 40%). MRSA has a global
prevalence ranging from less than 5% to over 80%, being a prominent burden in many coun-
tries [5, 6]. MRSA was mostly considered a healthcare-related pathogen, although an increase
in the number of community-acquired MRSA (CA-MRSA) infections is being observed in sev-
eral regions. Current studies suggest that MRSA is a particularly important pathogen in devel-
oping countries [4, 7].

Several factors, such as pathogen virulence determinants, antimicrobial resistance, patients’
characteristics, and clinical management, have been studied to understand a patient’s progno-
sis upon MRSA bacteremia [1, 8]. Simultaneously, the morbidity of patients is increasing and
resulting in more complications associated with staphylococcal infections, which may lead to
poorer outcomes [9]. Unfortunately, MRSA BSI still presents high mortality and continuous
improvement in care remains necessary [6, 10]. Despite the existing evidence, a better under-
standing of the risk factors could be important to guide therapeutic strategies. This study
aimed to evaluate 30-day all-cause mortality in adult patients with MRSA BSIL.

Methods
Study design and patient population

This was a retrospective cohort study conducted in a tertiary public teaching medical center
located in Porto Alegre, Southern Brazil. The Conceigdo Hospital Group is a health network
responsible for providing medical care to a large part of the nearly 4 million people living in
the Porto Alegre metropolitan area and receiving referenced patients from the broader south-
ern Brazil region. Adult patients (age >18 years old) were included if they presented MRSA
bacteremia from January 2014 to December 2019. Exclusion criteria was patient data missing
or inconsistent. MRSA bacteremia was defined as the presence of one or more MRSA isolates
in blood cultures of patients with clinical signs of infection. Only the first episode was consid-
ered in cases of recurrent bacteremia during the study period.

Data collection and definitions

Patient demographics and clinical data were obtained retrospectively from the Infection Con-
trol Service database and electronic medical records. The standardized data collection
included: age, gender, race/ethnicity, comorbid illnesses, clinical conditions within 48 hours
or at the onset of bacteremia, stay in intensive care unit, concurrent identification of other
pathogens, persistence of bacteremia in consecutive blood cultures, healthcare antecedents,
previous antimicrobial treatments, and empiric antimicrobial therapy. Any anti-MRSA drug
with activity against the microorganism that was administered up to 24h after blood collection
of the index blood culture was considered empirical anti-MRSA therapy. The sources of bac-
teremia were identified by reviewing the medical records, radiologic studies, and microbiolog-
ical records of the patients. The Charlson comorbidity index (CCI) and Pitt bacteremia score
(PBS) were calculated from patient data. Both the CCI and PBS are tools designed to predict
mortality. Whereas CCI focuses on long-term mortality, PBS focuses on measuring severity of
illness and predict mortality in patients with bloodstream infections by evaluating patients
along 5 parameters, including: temperature, blood pressure and/or shock status, ventilator
dependence, cardiac arrest, and consciousness at the onset of bacteremia [11, 12].

Infections were classified as community-acquired (CA) when the first positive culture was
collected within the first 48 hours of admission and did not fulfill the criteria to be identified as
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a healthcare-associated (HCA) infection. A case was classified as hospital-acquired (HA) if the
first blood culture was obtained 48 hours or more after hospital admission, and as HCA if the
first positive culture was collected within the first 48 hours of admission but the patient was a
resident of a long-term care facility, had surgery or a medical procedure in the last 90 days, or
was under dialysis [13, 14]. Isolates were identified by Vitek-2 system (bioMérieux, France)
and antimicrobial susceptibility test (AST) was performed according to current protocols of
the Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing-BrCAST [15]. Vancomycin
susceptibility test was performed with Etest strips (bioMérieux, France) according to the man-
ufacturer’s instructions. These results were obtained by reviewing the microbiology laboratory
records, and the antimicrobials included were cefoxitin, ciprofloxacin, clindamycin, erythro-
mycin, fusidic acid, gentamicin, linezolid, moxifloxacin, rifampicin, tigecycline, trimetho-
prim-sulfamethoxazole, and vancomycin. Isolates were considered multidrug-resistant (MDR)
if they were resistant to >3 antimicrobial classes besides B-lactams, and infections were consid-
ered polymicrobial if any other microorganism, besides skin contaminants, were also isolated.
The 30-day mortality was defined as any cause of death within 30 days of the MRSA bacter-
emia. Additionally, the number of patients per year and patients with methicillin-susceptible
S. aureus BSI admitted during the study period were counted to calculate incidences.

Statistical analyses

Statistical analyses were conducted using the JMP software for Mac, Version 9 (SAS Institute,
Cary, NC, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was performed to check for normal distribu-
tion. Statistical differences between groups were analyzed using the chi-square or Fischer’s
exact tests, for nominal and categorical data. For continuous data, Student’s t or Wilcoxon-
rank-sum tests were employed. All tests were two-tailed, and a p-value of <0.05 was consid-
ered significant. A logistic regression model was built using a forward stepwise approach. Vari-
ables with p<0.20 were included in the model and remained in the final model if presented a
P<0.05 or were deemed biologically significant. Collinearity was assessed when applicable.

Ethics

This non-interventional study was approved by the review boards of the Conceigdo Hospital
Group and of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre (CAAE:
80793917.0.0000.5530).

Results

A total of 928 patients with S. aureus BSI were identified over the 5-year period, of which 207
were caused by MRSA. The overall incidence of BSI caused by S. aureus was 68.5 per 100,000
patient-years (range of yearly incidence: 62.2-78.3 per 100,000 patient-years), without a clear
temporal trend. The proportion of MRSA isolates among S. aureus BSI was 22% (range: 19-
27%), tending to decrease throughout the study period (p = 0.061). A total of 199 patients were
included in the analysis of the mortality risk-factors for MRSA BSI.

Clinical and demographic data

The patients were predominantly male (64.3%), the median age was 62 years with an inter-
quartile range (IRQ) of 51 to 74 years, and white (78.9%). The median of CCI was 5 (IQR:
3-6), the most frequent comorbidity was hypertension (45.2%), followed by diabetes mellitus
(31.6%) and cardiomyopathy (coronary artery disease or congestive heart failure; 21.1%). The
median PBS was 1 (IQR: 1-4). Most infections were HA (54.3%), of which 25.0% were in the
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ICU when diagnosed, while 27.6% of cases were CA. The most frequent primary site of infec-
tion among CA-MRSA cases was the skin and soft tissues, being responsible for 28 cases
(50.9%), followed by pulmonary infections (12 cases; 21.8%). The most frequent site of infec-
tion in HCA and HA cases was catheter-related, with 41 cases (28.5%). See Table 1 for further
details.

A total of 49.2% of the patients had received treatment with an antimicrobial in the previous
30 days, and 13.2% had received at least one day of treatment with vancomycin. Empirical
antimicrobial therapy with activity against MRSA was administered to 67 (33.8%) patients. A
total of 21.6% of the patients (43 individuals) presented persistent bacteremia, and 8.0% had
polymicrobial infections. The 30-day mortality was 31.2%, and the in-hospital mortality (all-
cause) was 39.6%.

Antimicrobial susceptibility

Only 3 isolates did not present resistance to antibiotics other than B-lactams. Resistance was
observed against erythromycin (72.3%), ciprofloxacin (49.7%), clindamycin (43.7%), moxi-
floxacin (37.6%), gentamicin (22.1%), trimethoprim-sulfamethoxazole (11.0%), rifampicin
(10.5%), linezolid (1.0%), and fusidic acid (0.5%). All isolates were susceptible to tigecycline.
The minimum inhibitory concentration (MIC) of vancomycin ranged from 0.25 to 2.0mg/L,
and the proportion of isolates with MIC >1.5mg/L was 43.7%. A total of 70 (35.1%) isolates
were classified as MDR and the proportion of MDR was 10.9% among CA-MRSA cases, and
36.1% and 47.2% among HCA and HA-infections, respectively.

Mortality associated risk-factors

Results from univariate and multivariate logistic regression models evaluating the association
between risk factors and 30-day mortality are shown in the table. The CCI (aOR 1.222,

p = 0.006) and PBS (aOR 1.726, p<0.001) were independent risk factors associated with
increased 30-day mortality. Our univariate analyses indicated that other factors were associ-
ated with increased mortality, such as age, presence of malignancy, tobacco use, presence of
polymicrobial infection, primary site of infection, and vancomycin MIC. However, these asso-
ciations were not significant in multivariate analyses. The use of empirical antimicrobial ther-
apy with activity against MRSA was independently associated with reduced 30-day mortality
(aOR 0.319, p = 0.016).

Discussion

Only a few studies have evaluated the burden of MRSA infections in Latin America, and most
countries do not have a continuous surveillance program. Our study revealed higher incidence
than those observed in developed countries, and the overall incidence of 25 per 100,000 per-
sons found in the SENTRY Surveillance Program [3], highlighting the importance of S. aureus
as a cause of bloodstream infection in this population. Despite the high incidence of S. aureus,
the prevalence of MRSA isolates was lower than that reported in other studies. The World
Health Organization global antimicrobial resistance report presented a proportion of 43% to
45% MRSA among invasive S. aureus isolates in the Americas [WHO, 2014] [5]. A similar data
was described in a Latin American observational study, which reported an overall proportion
0f 44.7% [7]. In 2011 the Brazilian SCOPE, a multicenter study of nosocomial BSI, found that
S. aureus was the leading microorganism in the country, being responsible for 15.4% of all
infections [16]. The same study reported a proportion of 43.7% MRSA and a crude mortality
of 31.0% associated with S. aureus BSI. These may reflect the differences in MRSA epidemiol-
ogy according to regions, potentially due to differences in the circulating MRSA clones [17].
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Table 1. Univariate and multivariate analysis of risk factors for 30-day all-cause mortality in patients with MRSA bacteremia.

30-day outcome

Variable TOTAL, No. (%) Survivors 137 (68.8) | Deaths, 62 (31.2) | pvalue | 30-day mortality aOR (95% CI) | p value
Age, in years * (IQR) 62 (51-74) 61 (51-71) 67 (55-77) 0.020
Male gender 128 (64.3) 86 (62.7) 42 (67.7) 0.498
Race/ethnicity

White 157 (78.9) 107 (78.1) 50 (80.6) 0.135

Black 29 (14.6) 18 (13.1) 11 (17.7)

Other 13 (6.5) 12 (8.7) 1(1.6)
Comorbid conditions

Hypertension 90 (45.2) 62 (45.2) 28 (45.1) 0.990

Diabetes mellitus 63 (31.6) 46 (33.6) 17 (27.4) 0.387

Cerebrovascular 21(10.5) 16 (11.7) 5(8.0) 0.442

Dementia 25(12.5) 15 (10.9) 10 (16.1) 0.307

CAD 28 (14.7) 20 (10.0) 8 (12.9) 0.750

Heart failure 23 (11.5) 14 (10.2) 9 (14.5) 0.379

Asthma or COPD 23 (11.5) 16 (11.7) 7 (11.3) 0.936

CRD 30 (15.0) 22 (16.0) 8(12.9) 0.564

Liver disease 9 (4.5) 3(2.2) 6(9.7) 0.275

Malignancy 36 (18.1) 21 (15.3) 15 (24.2) 0.132

HIV or AIDS 22 (11.0) 13 (9.5) 9 (14.5) 0.294

Alcohol abuse 32 (16.1) 25 (18.2) 7 (11.3) 0.215

Tobacco 66 (33.1) 54 (39.4) 12 (19.3) 0.005
Epidemiology

CA 55 (27.6) 34 (24.8) 21(33.9) 0.422

HCA 36 (18.1) 26 (19.0) 10 (16.1)

HA 108 (54.3) 77 (56.2) 31 (50.0)
CCI* (IQR) 5(3-6) 4(2-6) 5 (4-7) 0.004 1.222 (1.061-1.409) 0.006
ICU 36 (18.0) 22 (16.0) 14 (22.6) 0.268
PBS * (IQR) 1(1-4) 1(1-3) 4 (3-5) <0.001 1.726 (1.410-2.112) <0.001
ATM 30 days 98 (49.2) 65 (47.4) 33 (53.2) 0.450
Previous treatment with vancomycin 26 (13.2) 23 (16.9) 3(4.9) 0.215
Polymicrobial 16 (8.0) 7 (5.1) 9 (14.5) 0.004
Persistent bacteremia 43 (21.6) 32(23.3) 11 (17.7) 0.372
Empiric MRSA treatment 67 (33.8) 54 (39.7) 13 (21.0) 0.009 0.319 (0.126-0.806) 0.016
Infection site

SST 44 (26.1) 34 (27.8) 10 (21.7) 0.007

Catheter 41 (24.4) 36 (29.5) 5(10.8)

Pulmonary 39(23.2) 23 (18.8) 16 (34.7)

Surgical site 12 (7.1) 10 (8.2) 2(4.3)

Blood non-CRI 9(5.4) 7 (5.7) 2(4.3)

Abdominal 9 (5.4) 3(2.4) 6 (13.0)

Urinary 9 (5.4) 7 (5.7) 2(4.3)

Not identified 6(3.0) 2(1.6) 3(6.5)
MDR isolate 70 (35.1) 50 (36.5) 20 (32.2) 0.674

(Continued)
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Table 1. (Continued)

30-day outcome
Variable TOTAL, No. (%) Survivors 137 (68.8) | Deaths, 62 (31.2) | pvalue | 30-day mortality aOR (95% CI) | p value
Vancomycin MIC >1.5mg/L 87 (43.7) 65 (47.4) 22 (35.4) 0.155

Abbreviations: CA: community-acquired; HCA: healthcare-associated; IQR: interquartile range; CCI: Charlson comorbidity index; CAD: coronary artery disease;
COPD: chronic obstructive pulmonary disease; CRD: chronic renal disease; HA: hospital-acquired; ICU: intensive care unit; PBS: Pitt bacteremia score; ATM:
antimicrobial; MRSA: methicillin-resistant S. aureus; SST: skin and soft tissue; CRI: catheter-related infection; MDR: multidrug resistant microorganism; MIC:
minimum inhibitory concentration.

* Data presented in median and IQR.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0283774.t001

Despite its lower proportion among S. aureus bacteremias in Porto Alegre, MRSA remains an
important pathogen and continuous surveillance is needed to monitor if the reduction trend is
confirmed.

Our study found a high prevalence of CA-MRSA infections, most of which were related to
skin infections. CA-MRSA have been described as causing severe infections, usually pneumo-
nia and skin and soft tissue infections in individuals not exposed to healthcare settings [18].
While in some regions of the world MRSA remains mostly an HA and HCA pathogen, in oth-
ers it has become endemic in the community, and in Latin America, it is an increasing prob-
lem [19]. A large national study of S. aureus infections in China showed a 24% proportion of
CA-MRSA, with regional differences, ranging from 5 to 40% [20]. In 2018, a Latin American
observational study reported an occurrence of only 8.6% of CA-MRSA infections, with a low
prevalence in Brazil [7]. A systematic review with data from Brazil, Argentina, Uruguay, Guy-
ana, French Guiana, and Mexico showed CA-MRSA infection ranging from 0 to 87.9%, where
Argentina presented the highest prevalence, followed by Mexico (51.1%) [21]. In this same sys-
tematic review, the CA-MRSA prevalence in Brazil ranged from 4.5 to 8.6%, reaching 25% in a
study of skin infections in patients with dermatological conditions [21]. Our data showed a
much higher prevalence of CA-MRSA, a fact that should be taken into account when deciding
on empirical antimicrobial therapy in our setting.

We found a significant proportion of MDR MRSA isolates, but mostly associated with
HCA and HA infections, which further limits treatment options. Despite this, linezolid, vanco-
mycin and tigecycline remain good treatment options. A similar proportion of MDR was
reported previously in a study from southern Brazil with 42.9% of MDR among MRSA isolates
[22]. This is a deepening problem, with infections caused by MDR MRSA increasing in several
countries [23]. We found a high proportion of isolates with vancomycin MIC >1.5mg/L, in
line with the MIC creep phenomenon we had described previously [24]. Genomic studies are
necessary for a better understanding of the clones responsible and for the genetic determinants
of these increased vancomycin MIC values over time.

Our data showed that elevated CCI and PBS were independently associated with 30-day
mortality, findings consistent with the literature. The presence and severity of underlying dis-
eases are also responsible for increased mortality following S. aureus bacteremia [25]. In the
Seas and colleagues cohort study, CCI was reported as an independent factor associated with
all-cause mortality in patients with S. aureus BSI [7]. More so, previous studies have also found
PBS as a predictor of mortality in S. aureus BSIL. In a retrospective study of patients with bacter-
emia caused by MRSA with reduced vancomycin susceptibility (MIC = 2.0mg/L), CCI and
PBS were reported as independent factors associated with increased 30-day mortality [26].

PBS was also an independent mortality predictor in two prospective cohort studies [7, 27].
Taken together these suggest that the initial clinical presentation of S. aureus BSI should be
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considered to evaluate the potential severity of the infection. We failed to find factors related
to the bacteria (MDR or vancomycin MIC) as associated with 30-day mortality in this cohort.
In other words, vancomycin MIC >1.5mg/L lost significance once clinical covariates were ade-
quately controlled. These findings reinforce the notion that MRSA infection mortality is more
influenced by the severity of the illness and patient comorbidities than by characteristics of the
pathogen itself, although we cannot exclude that bacterial characteristics for which we did not
test could impact mortality [9, 28].

In our study, empiric treatment with an anti-MRSA drug was an independent protective
factor. It is well known that an early identification and prompt administration of the appropri-
ate antimicrobials improve patient outcomes in sepsis. S. aureus bacteremia is one of the most
serious bacterial conditions and delay in therapy is associated with treatment failure and the
occurrence of complications [29, 30]. Many patients in our study did not present traditional
risk factors to suspect an MRSA infection [1]. We propose that the empiric use of an anti-
MRSA therapy should be considered for patients with more comorbid conditions and patients
with higher PBS, due to their increased mortality and the possibility of an MRSA infection.
We did not evaluate the specific drug used in empiric therapy targeting MRSA; however, in
this center, vancomycin and linezolid are key tools to treat MRSA.

This study has limitations inherent to its retrospective design. Also, our data represents one
public health network, which, although responsible for a large population, may not be repre-
sentative of the current trends and burden in the whole Southern Brazil. The strengths of this
study include the large period evaluated and the diversity of infections studied, including com-
munity-acquired infections.

In this retrospective cohort study, we described the clinical characteristics of MRSA BSI
over a large period and its impact on 30-day mortality. The Charlson comorbidity index and
the Pitt bacteremia score were significant predictors of 30-day mortality in these patients, and
empiric treatment with an anti-MRSA drug was found to be protective. Patients with high PBS
or with more comorbid conditions, in settings with a moderate frequency of MRSA, should
receive prompt management for infection, possibly including antimicrobial treatment with an
anti-MRSA agent. This may be even more relevant in settings with a high burden of
CA-MRSA infections, such as ours. Given the heterogeneity in epidemiology and the dynamic
nature of MRSA infections in Brazil, sustained and larger epidemiological surveys are needed
to guide clinical management of these important infections.
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6. CONCLUSOES

. Durante os 5 (cinco) anos avaliados foi possivel identificar, entre
pacientes adultos, uma incidéncia de bacteremia por S. aureus de 68,5 casos por
100.000 pacientes por ano, ndo sendo identificada uma variagdo estatisticamente
significativa durante o periodo. Dentre essas infecgdes 22% (variagéo: 19 a 27%)
foram ocasionadas por MRSA.

. A maioria dos pacientes acometidos foram do sexo masculino (64,3%),
com mediana de idade de 62 anos, intervalos interquartil (IIQ) de 51 a 74 anos e com
multiplas comorbidades, sendo as mais frequentes: hipertensao (45,2%), diabetes
mellitus (31,6%) e cardiopatias (21,1%). O indice de Comorbidade de Charlson
apresentou mediana de 5 pontos (11Q: 3 a 6 pontos) e o Escore de Bacteremia de Pitt
mediana de 1 ponto (IIQ: 1 a 4 pontos). A maior parte das infecgdes foram IRAS,
principalmente infecgbes associadas a dispositivos intravasculares (28,5%). A
mortalidade em 30 dias identificada nesta populacao foi elevada (31,2%).

. Foram identificados 2 (dois) fatores de risco independentes para
mortalidade: indice de Comorbidade de Charlson (aOR 1,222; p=0,006) e o Escore de
Bacteremia de Pitt (aOR 1,726; p<0,001). Esse dado sugere que pacientes com mais
comorbidades presentes ou apresentagdes iniciais de bacteremia com maior
gravidade tendem a apresentar maior mortalidade. A terapia antimicrobiana empirica
(inicial) com atividade anti-MRSA foi um fator protetor (aOR 0,319; p=0,016),
associado a reducdo da mortalidade em 30 dias nestes pacientes.

o A maioria dos isolados de MRSA apresentou perfil de resisténcia a mais
de um antimicrobiano além dos beta-lactdmicos. Perfis de resisténcia foram
observados para eritromicina, clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina, e
sulfametoxazol-trimetoprima, rifampicina, linezolida, acido fusidico. N&o foram
observados perfis de resisténcia para tigeciclina e vancomicina — apesar de muitos
isolados apresentarem CIM = 1,5 mg/L para vancomicina. Ao total, 35,1% dos isolados

foram considerados multidroga resistentes.
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o Através da caracterizagédo genotipica pode-se identificar a presenga de
5 (cinco) diferentes tipos de SCCmec, sendo o SCCmec IV (68,2%) o mais frequente.
Foram identificados 3 (trés) tipos de locus agr: 11, | e Il (conforme suas frequéncias) e
elevada presenca da leucocidina de Panton-Valentine (53,8%) nos isolados
estudados. Diversos determinantes de viruléncia foram identificados nesses isolados

e suas frequéncias estavam associadas aos diferentes complexos clonais.

o Este estudo pode evidenciar a presenca de 11 (onze) ST relacionadas a
cinco complexos clonais entre os isolados, sendo 3 (trés) os principais: o CC5, o CC30
e o CC8. Foi caracterizado o clone mais prevalente entre as infecgcdes comunitarias,
o ST30-SCCmeclVc-PVL+, enquanto os isolados do CC5 estavam associados as
IRAS. Foram identificadas ST nao descritas previamente e também a ST669, a qual
nao havia sido identificada em infeccbes na América Latina. Outro achado foi
identificar a baixa frequéncia do Brazilian endemic clone (BEC), uma linhagem antes

circulante, evidenciada em somente 3,3%.
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HOSPITALAR CONCEICAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil molecular de isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina de Porto
Alegre: clonalidade e expressao génica

Pesquisador: Renato Cassol Ferreira da Silva

Area Temética:

Verséo: 1

CAAE: 80793917.0.0000.5530

Instituicdo Proponente: HOSPITAL NOSSA SENHORA DA CONCEICAO SA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.452.744

Apresentacédo do Projeto:

Introdugdo: O Staphylococcus aureus é um importante patégeno humano, estando
associados a infec¢des graves — tanto de origem comunitaria, quanto associadas a
assisténcia a saude. Estudos prévios ja evidenciaram que no Hospital Nossa Senhora
da Conceicgdo (HNSC) o S. aureus € o quarto microrganismo causador de infec¢éo
priméria de corrente sanguinea e também a existéncia do aumento da concentragdo
inibitéria minima (CIM) para vancomicina para este microrganismo. Este fenbmeno
conhecido como “MIC Creep” pode trazer complica¢des para o tratamento destes
pacientes, estando associado com a falha da terapia com este antimicrobiano. A
auséncia de dados epidemioldgicos referentes ao MRSA é um complicador na
elaboracao de estratégias de prevencado da disseminacao deste agente.

Objetivos: O objetivo deste trabalho € avaliar a existéncia da disseminacéo de clones
de MRSA em pacientes com infeccdo de corrente sanguinea do Grupo Hospitalar
Conceicéo. Assim como determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e
avaliar a presenca de fatores de viruléncia entre estes isolados.

Métodos: Estudo de transversal observacional. Sera confirmada a identificagdo dos
isolados de MRSA e serdo pesquisados fatores de viruléncia — através de testes
fenotipicos e genaotipicos — assim como sera pesquisada a existéncia de perfil clonal.
Sera realizada a CIM para vancomicina e a avaliagdo da expresséo de genes
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Bairro: CRISTO REDENTOR CEP: 91.350-200
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3357-2407 Fax: (51)3357-2407 E-mail: cep-ghc@ghc.com.br
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associados a resisténcia a vancomicina. Também sera avaliada a suscetibilidade a
daptomicina, linezolida e ceftarolina.

JUSTIFICATIVA

Estudos prévios apresentaram a possivel presenca do fenébmeno de “MIC creep”

para vancomicina em isolados de Staphylococcus aureus resistentes e meticilina. Essa
elevacao na CIM em isolados de MRSA esta associada ao risco de falha da terapia
antimicrobiana para estes pacientes.

O fenbmeno de “MIC creep” pode néo estar associada a presséo seletiva exercida

por antibiéticos, mas, possivelmente, relacionada a disseminacéo clonal de isolados.
Estudos de biologia molecular explorando esta possibilidade sdo necessarios para a
confirmacgéo desta hipotese.

A avaliacdo da susceptibilidade a outros antimicrobianos com acao anti-MRSA

pode ajudar a elaboracéo de protocolos e definicdo de planos terapéuticos.

Critérios de inclusao

Serdo incluidos no estudo todos os isolados de MRSA provenientes de

hemoculturas realizadas em pacientes internados nos hospitais do Grupo Hospitalar
Conceicéo (Hospital Nossa Senhora da Conceicéo, Hospital Cristo Redentor e Hospital
Femina). Os critérios para solicitacao de cultura, os procedimentos operacionais para
realizacgéo das culturas seréo os definidos nas rotinas do HNSC, HC e HF.

Tamanho da amostra

Parte-se de uma expectativa de casos baseada no histérico das instituices e da
epidemiologia local previamente descrita, obtendo-se entre 30 a 50 isolados por ano.
Assim considerando o periodo de coleta de 36 meses (janeiro 2016 a dezembro 2018)
estima-se avaliar entre 80 e 100 isolados de MRSA.

Ja existem isolados previamente armazenados no laboratério de Microbiologia da
UFCSPA, referentes aos anos de 2014 e 2015, os quais serdo analisados em conjunto.
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

Avaliar a existéncia de disseminagéo de clones de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina com elevados CIM para vancomicina, de pacientes com
infeccao de corrente sanguinea, isolados a partir de hemoculturas.

Objetivos especificos
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Identificar o gene mecA nos isolados de MRSA,;

Determinar a presenca do gene lukF-PV e lukS-PV e tipagem do locus agr nos
isolados;

Realizar a tipagem spa e do elemento SCCmec nos isolados;

Determinacéo da CIM para vancomicina;

Determinacao da susceptibilidade a linezolida, daptomicina e ceftarolina;

Avaliar a expressao dos genes envolvidos na sintese da parece celular (vraSR,
dItA e mprF) frente a exposicdo a vancomicina em concentragao subinibitoria nos
isolados com MIC 2mgl/L;

Verificar se houve disseminacéo clonal de MRSA, através da tipagem por MLST.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Adequados

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Projeto de tese de doutorado com temética relevante e importante, bem delineado e embasado.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Adequados. Dispensa de TCLE, dados retrospectivos do controle de infec¢do do HNSC.

Recomendacgdes:
N/A

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 06/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 1037185.pdf 08:29:20
Outros Relacao_dos_Integrantes.pdf 06/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:28:57 | Wirdig Riche

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 05/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:16:57 | Wirdig Riche

Outros Lattes_Renato_Cassol_Ferreira_da_Silv] 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
a.pdf 08:10:58 | Wirdig Riche

Outros Lattes_Diego_Rodrigues_Falci.pdf 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:10:44 | Wirdig Riche
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Outros Lattes_Cicero_Armidio_Gomes_Dias.pdff 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:10:31 | Wirdig Riche
Outros Lattes_Cezar_Vinicius_Wurdig_Riche.pd] 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
f 08:10:12 | Wiurdig Riche
Outros Anuencia_Labs_UFCSPA.pdf 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:09:21 | Wirdig Riche
Outros Anuencia_SCIH_HNSC.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:18:27 | Wirdig Riche
Outros Anuencia_Lab_GHC.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:15:17 | Wirdig Riche
Projeto Detalhado / |Projeto_Doc_Cezar_Riche 311017.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
Brochura 08:14:07 | Wirdig Riche
Investigador
Outros Termo_Entrega_Relatorio.pdf 28/11/2017 |[Cezar Vinicius Aceito
08:13:53 | Wirdig Riche

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro:
UF: RS
Telefone:

PORTO ALEGRE, 21 de Dezembro de 2017

Assinado por:

Rosa Maria Levandovski

(Coordenador)

Francisco Trein, 596 - Bloco H, 3° andar, Escola GHC (HNSC), sala 11

CRISTO REDENTOR
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil molecular de isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina de Porto
Alegre: clonalidade e expressao génica

Pesquisador: Renato Cassol Ferreira da Silva

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 80793917.0.3001.5345

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.467.160

Apresentacédo do Projeto:

Introducao: O Staphylococcus aureus € um importante patégeno humano, estando associados a infec¢des
graves — tanto de origem comunitaria, quanto associadas a assisténcia a saude. Estudos prévios ja
evidenciaram que no Hospital Nossa Senhora da Concei¢cdo (HNSC) o S. aureus é o quarto microrganismo
causador de infec¢do primaria de corrente sanguinea e também a existéncia do aumento da concentracéo
inibitéria minima (CIM) para vancomicina para este microrganismo. Este fenébmeno conhecido como “MIC
Creep” pode trazer complicacdes para o tratamento destes pacientes, estando associado com a falha da
terapia com este antimicrobiano. A auséncia de dados epidemioldgicos referentes ao MRSA é um
complicador na elaboracéo de estratégias de prevencédo da disseminagdo deste agente.Objetivos: O objetivo
deste trabalho € avaliar a existéncia da disseminac¢éo de clones de MRSA em pacientes com infec¢édo de
corrente sanguinea do Grupo Hospitalar Conceicao. Assim como determinar o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos e avaliar a presenca de fatores de viruléncia entre estes isolados. Métodos: Estudo de
transversal observacional. Sera confirmada a identificacdo dos isolados de MRSA e serdo pesquisados
fatores de viruléncia — através de testes fenotipicos e genotipicos — assim como serd pesquisada a
existéncia de perfil clonal.Ser4 realizada a CIM para vancomicina e a avaliacdo da expressao de genes
associados a resisténcia a vancomicina. Também sera avaliada a suscetibilidade a daptomicina, linezolida e

ceftarolina.
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Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a existéncia de disseminacédo de clones de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina com
elevados CIM para vancomicina, de pacientes com infeccdo de corrente sanguinea, isolados a partir de
hemoculturas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o autor:

"Enfatizamos que se trata de um estudo transversal observacional com andlise de isolados bacterianos. Nao
existira acesso a prontudrios, tampouco quaisquer intervengdes ou riscos aos pacientes.

Beneficios:

A avaliacdo da susceptibilidade a outros antimicrobianos com acao anti-MRSA pode ajudar a elaboragéo de
protocolos e definicdo de planos terapéuticos."

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de projeto para tese de doutorado com tema e embasamento adequado.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Termos apresentados adequadamente.

Recomendacgdes:
Recomendo aprovacao do projeto.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o ha pendéncias para este projeto.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:
Parecer ratificado pelo Colegiado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo

Outros Relacao_dos_Integrantes.pdf 06/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:28:57 | Wirdig Riche

Outros Lattes_Renato_Cassol_Ferreira_da_Silv] 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
a.pdf 08:10:58 | Wirdig Riche

Outros Lattes_Diego_Rodrigues_Falci.pdf 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:10:44 | Wirdig Riche

Outros Lattes_Cicero_Armidio_Gomes_Dias.pdff 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:10:31 | Wirdig Riche
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Outros Lattes_Cezar_Vinicius_Wurdig_Riche.pd] 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
f 08:10:12 | Wirdig Riche
Outros Anuencia_Labs_UFCSPA.pdf 04/12/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:09:21 |Wirdig Riche
Outros Anuencia_SCIH_HNSC.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:18:27 | Wirdig Riche
Outros Anuencia_Lab_GHC.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:15:17 | Wirdig Riche
Projeto Detalhado / |Projeto_Doc_Cezar_Riche 311017.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
Brochura 08:14:07 | Wirdig Riche
Investigador
Outros Termo_Entrega_Relatorio.pdf 28/11/2017 |Cezar Vinicius Aceito
08:13:53 | Wiirdig Riche

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
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Assinado por:
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8.2 Escores clinicos de gravidade

Escore de bacteremia de Pitt

Variavel Ponto alocado

Temperatura
36,1 - 38,9°C
35,1 -36,0°C
<35°C ou >40°C

N N =~ O

Hipotensao (tensao arterial sistolica <90mmHg ou necessidade
de vasopressor

Necessidade de ventilagdo mecanica

Parada cardiaca

Status mental

Alerta 0
Desorientado 1
Estupor 2
Comatoso 4

Todas as variaveis sao avaliadas nas 24h antes e 24h apds a coleta das hemoculturas

index. O pior resultado durante o periodo avaliado é o deve ser considerado.

Referéncia: Battle SE, Augustine MR, Watson CM, et. al. Derivation of a quick Pitt
bacteremia score to predict mortality in patients with Gram-negative bloodstream

infection. Infection 47, 571-578 (2019). https://doi.org/10.1007/s15010-019-01277-7
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indice de Comorbidade de Charlson

Variavel Ponto alocado
ldade
<50 anos
50 - 59 anos
60 - 69 anos
70 - 79 anos

A WO NN -~ O

>80 anos

Infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca

vascular periférica, doenca cerebrovascular, deméncia, doenca 1
pulmonar obstrutiva crénica, doenga do tecido conjuntivo, doenga

péptica ulcerosa, diabetes mellitus, doenga hepatica leve

Diabetes com lesdo de o6rgao alvo, hemiplegia, doenga renal
moderada ou severa, qualquer neoplasia solida localizada ou 2

hematoldgica

Doenca hepatica moderada a severa 3
Neoplasia sélida metastatica, sindrome da imunodeficiéncia 4
adquirida

Referéncia: Charlson ME, Pompei P, Ales KL, MacKenzie CR. A new method of
classifying prognostic comorbidity in longitudinal studies: development and validation.

J Chronic Dis. 1987;40(5):373-83. https://doi.org:10.1016/0021-9681(87)90171-8.



97

8.3 Producgao Cientifica Complementar

Artigos completos publicados em periédicos

COLLAR, GABRIELA DA S; RARO, OTAVIO HF; DA SILVA, RAVENA MC;
VEZZARO, PRISCILA; MOTT, MARIANA P; CUNHA, GABRIELA R; RICHE, CEZAR
VW; DIAS, CICERO; CAIERAO, JULIANA. Polymyxin NP tests (from colonies and
directly from blood cultures): accurate and rapid methodologies to detect polymyxin B
susceptibility among Enterobacterales. DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND
INFECTIOUS DISEASE, v. 99, p. 115264, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2020.115264
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CEZAR VW; DIAS, CICERO; CAIERAO, JULIANA. Performance of Polymyxin B agar-
based tests among carbapenem resistant Enterobacterales. Letters Applied
Microbiology, v. 72, p. 767-773, 2021.

https://doi.org/10.1111/lam.13467

PASQUALOTTO, ALESSANDRO C; PEREIRA, PAULA C; LANA, DAIANE F. DALLA;
SCHWARZBOLD, ALEXANDRE V; RIBEIRO, MARCO S;RICHE, CEZAR VW,
CASTRO, CRISTIANI PP; KORSACK, PAULA L; FERREIRA, PAULO EB;
DOMINGUES, GUILHERME DE C; RIBEIRO, GIORGIA T; CARNEIRO, MARCELO;
CAURIO, CASSIA FB; VASCONCELLOS, IZADORA CS; KNEBEL, LIDIANA M;
ZAMBERLAN, LUCAS; STOLZ, ANDRESSA P; VILANOVA, MACARTHUR; WATTE,
GUILHERME; KALIL, ANTONIO N. COVID-19 seroprevalence in military police force,
Southern Brazil. PLoS One, v. 16, p. €0249672, 2021.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0249672
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CIELO, NAIANY C.; BELMONTE, TANISE; RARO, OTAVIO H.F.; DA SILVA, RAVENA
M.C.; WINK, PRISCILA L.; BARTH, AFONSO L.; DA CUNHA, GABRIELA R; MOTT,
MARIANA P; RICHE, CEZAR V.W.; DIAS, CICERO; CAIERAO, JULIANA. Polymyxin
B Broth disk elution: A feasible and accurate methodology to determine polymyxin B
susceptibility in Enterobacterales. DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND INFECTIOUS
DISEASE, v. 98, p. 115099, 2020.
https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2020.115099

RICHE, CEZAR VW.; CASSOL, RENATO; PASQUALOTTO, ALESSANDRO C. Is the
Frequency of Candidemia Increasing in COVID-19 Patients Receiving
Corticosteroids? JOURNAL OF FUNGI, v. 6, p. 286-4, 2020.
https://doi.org/10.3390/jof6040286

RARO, OTAVIO HALLAL FERREIRA; DE LIMA-MORALES, DAIANA; BARTH,
AFONSO LUIS; PAIM, TIAGO GALVAO; MOTT, MARIANA PREUSSLER; RICHE,
CEZAR VINICIUS WURDIG; TEIXEIRA, UIRA FERNANDES; WAECHTER, FABIO
LUIZ; DIAS, CICERO ARMIDIO GOMES. Putative horizontal transfer of carbapenem
resistance between Klebsiella pneumoniae and Kluyvera ascorbata during abdominal
infection: A case report. Infection Control and Hospital Epidemiology v. 40, p. 494-496,
2019.

https://doi.org/10.1017/ice.2019.26
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Resumos publicados em anais de congressos

RICHE, CVW; MAMEDE, R; CASSOL, R; FALCI, DR; CARRICO, J; RAMIREZ, M.N.
Epidemiologia e fatores de risco para mortalidade em bacteremias ocasionadas por
MRSA de Porto Alegre, RS. In: XXII Congresso Brasileiro de Infectologia, 2021,

Goiania, GO. Anais do XXIl Congresso Brasileiro de Infectologia, 2021.

CIELO, N; BELMONTE, T; MOTT, MP; CUNHA, GR; TOLFO, NCC; RICHE, CVW;
SILVA, RMC; RARO, OHF; DIAS, CAG; CAIERAO, J. Polymyxin B broth disk elution
as a screening test to determine polymyxin B susceptibility in Enterobacterales. In:
30th ECCMID, the European Congress of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases, 2020, Paris, Franca. Abstract Book, 30th ECCMID, 2020.

RICHE, CVW; MAMEDE, R; PEREIRA, RI; CARRICO, J; DIAS, CAG; RAMIREZ, MN.
Decline of the Brazilian endemic clone and dominance of internationally disseminated
lineages among MRSA from bacteraemic patients in Porto Alegre, Brazil. In: 30th
ECCMID, the European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases,
2020, Paris, Franga. Abstract Book, 30th ECCMID, 2020.

RICHE, CVW; MOTT, MP; CUNHA, GR; TOLFO, NCC; FABER, T; ALCORTA, NK;
HERMES, D; DIAS, CAG. In vitro activity of ceftolozane-tazobactam against
Pseudomonas aeruginosa clinical isolates from Southern Brazil. In: 29th ECCMID, the
European Congress of Clinnical Milcrobiology and Infectious Diseases, 2019,
Amsterdam, Holanda. Abstract Book, 29 ECCMID, 2019.

RICHE, CVW; SILVA, RCF; MAHMUD, IMAM; PEREIRA, PR; DIAS, CAG; FALCI, DR.
Retrospective cohort of Serratia marcescens KPC-2 producer isolates from southern
Brazil. In: 29th ECCMID, the European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, 2019, Amsterdam, Holanda. Abstract Book, 29 ECCMID, 2019.

RICHE, CVW; BORGHETTI, J; CICHELERO, FT; CLARIMUNDO, VS; ROCHA, LL;
DIAS, CAG. Incidéncia e perfil de suscetibilidade de isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos. In: XXI Congresso Brasileiro de
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Infectologia, 2019, Belém, PA. Anais do XX| Congresso Brasileiro de Infectologia,
2019.

RICHE, CVW; MOTT, MP; CUNHA, GR; PEREIRA, RI; DIAS, CAG. Epidemiologia
molecular de isolados de bacteremia por MRSA de um hospital de Porto Alegre, RS.
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