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RESUMO

Globalmente o Enterococo Resistente a Vancomicina (VRE) continua sendo uma causa
importante de infeccdo relacionada a assisténcia a saude. O trabalho teve como objetivo
caracterizar amostras de VRE isoladas de pacientes hospitalizados durante os periodos
epidémico e endémico, determinando o risco de pacientes colonizados desenvolver
infeccdo, sua relagdo com o consumo de antibidticos e o papel da pressdo de
colonizacdo. Adicionalmente, foi investigada a presenca de determinantes de viruléncia
em amostras recuperadas de colonizagéo e infeccdo. Foi realizado estudo longitudinal
de coorte de pacientes colonizados e infectados por Enterococcus faecium (VREm) € E.
faecalis (VREg) resistentes a vancomicina, por busca ativa no Laboratério de
Microbiologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, durante
0 periodo de janeiro de 2010 a junho de 2012. A identificacdo e a resisténcia aos
antimicrobianos foram determinadas pelo sistema automatizado Vitek®2. Uma ficha
seguindo o modelo do NHSN (“National Healthcare Safety Network’) foi preenchida
para cada paciente, considerando fatores demogréaficos, clinicos e epidemioldgicos.Os
fatores de risco foram avaliados por analise univariada e regressdo logistica
multivariada, e os testes de Pearson e Spearman foram utilizados para correlacionar
duas variaveis, DDD do antimicrobiano por 1000 pacientes-dia e 0 niUmero de VRE por
1000 pacientes-dia. Os genes de viruléncia asal, gelE, esp e hyl, e resisténcia vanA
foram detectados por reagdo em cadeia da polimerase. Entre 0s 171 pacientes avaliados,
VREsm foi 0 micro-organismo mais frequente (92%). Vinte e dois pacientes (12,9%)
desenvolveram infecgdo pelo VRE, em media 14 dias apds a colonizagdo com a
predominancia das infec¢Bes urinarias (72%). Entre os pacientes infectados a maioria
usou sonda vesical como procedimento invasivo mais frequente (86%). A taxa de
aquisicdo do VREsm foi 1,92/1000 pacientes-dia no inicio de agosto de 2010 e no final
de janeiro de 2011 ndo houve o isolamento de VREsm, quando foi observado o término
do surto de VREsm e inicio da endemicidade no hospital (0,555 VRE/1000 pacientes-
dia). Houve relagédo temporal e espacial entre os pacientes infectados com evidéncia de
transmissdo cruzada principalmente na Unidade de Terapia Intensiva de Adultos.
Somente o0 uso prévio de aminoglicosideos foi considerado fator de risco independente
para infeccdo pelo VRE (P=0,0013); no entanto, o consumo de glicopeptideos foi
correlacionado com a presenca desse micro-organismo no hospital (rs= 0,717, P=0,03).
Apesar da pressdo de colonizacdo por VRE ter sido elevada com varia¢cfes de 0,004 a
1,32% durante os 30 meses de estudo, ndo foi relacionada estatisticamente com o
desenvolvimento de infeccdo pelo VRE. Foi observada associacdo entre as amostras
com alto nivel de resisténcia a estreptomicina e resisténcia a penicilina e ampicilina nas
amostras de VREsm, entretanto, para as amostras de VRE+, 0 elevado nivel de resisténcia
a gentamicina foi mais frequente (77%) associado somente com a resisténcia a
penicilina. Todas as amostras de VREsm carreavam 0 gene vanA e foram resistentes a
teicoplanina, expressando elevados niveis de resisténcia a vancomicina (MIC > 256
pg/ml). O gene esp foi o mais frequente, detectado em 82,4% das amostras de
colonizagdo e em 76,5% das amostras clinicas. Mostramos alta prevaléncia de VREm
em um hospital terciario, independentemente associado com 0 uso prévio de
aminoglicosideos e o0 consumo de glicopeptideos.

Palavras-chave: VRE; surto; vanA; colonizagéo; infeccdo; fatores de risco
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ABSTRACT

Globally the vancomycin-resistant enterococci (VRE) remains an important cause of
infection related to health care. The study aimed to characterize samples of VRE
isolated from patients hospitalized during the epidemic and endemic periods,
determining the risk of colonized patients developing infection, its relationship with
consumption antibiotics and the role of colonization pressure. Additionally, we
investigated the presence of virulence determinants in samples recovered from
colonization and infection. We conducted longitudinal cohort study of patients
colonized and infected by Enterococcus faecium (VREsm) and E. faecalis (VREx)
resistant to vancomycin, by active search for the Microbiology Laboratory of the
Clinical Hospital of the Federal University of Uberlandia, during the period of January
2010 to June 2012. The identification and antimicrobial resistance were determined by
automated system Vitek®2. A record following the model of NHSN (“"National
Healthcare Safety Network™) was completed for each patient, considering clinical,
demographic and epidemiological factors. The risk factors were evaluated by univariate
analysis and multivariate logistic regression, and Pearson and Spearman tests were used
to correlate two variables, the antimicrobial DDD per 1000 patient-days and the number
of VRE per 1000 patient-days. Virulence genes asal, gelE, esp and hyl, and vanA
resistance were detected by polymerase chain reaction. Among the 171 patients
evaluated, VRE was the most frequent micro-organism (92%). Twenty-two patients
(12.9%) developed infection by VRE on average 14 days after colonization with the
prevalence of urinary tract infections (72%). Among patients infected most used urinary
catheter as the most frequent device (86%). The acquisition rate of VRE was 1.92/1000
patient-days in early August 2010 and the end of January 2011 there were no cases of
VREmm, when it was observed the end of the outbreak and the begin of VREm
endemicity in the hospital (0.555 VRE/1000 patient-days). There was a relationship
between the temporal and spatial infected patients with evidence of cross-transmission
mainly in the Intensive Care Unit for Adults. Only the use of aminoglycosides has been
previously considered an independent risk factor for VRE infection (P=0.0013),
however, the use of glycopeptides was correlated with the presence of that micro-
organism in a hospital (r=0.717, P=0.03). Although the colonization pressure with VRE
was high with variations from 0.004 to 1.32% during the 30-month study was not
statistically associated with the development of VRE infection. An association was
observed between samples with high-level resistance to streptomycin and penicillin and
ampicillin resistance in samples VREm, however, for samples of VREx, the high level
of resistance to gentamicin was more frequently (77%) associated only with penicillin
resistance. All samples VREsm carried the vanA gene and were resistant to teicoplanin,
expressing high levels of resistance to vancomycin (MIC > 256 pg/ml). The esp gene
was the most frequent detected in 82.4% of samples colonization and 76.5% of the
clinical samples. We showed high prevalence of VREm in a tertiary hospital,
independently associated with the previous use of aminoglycosides and glycopeptides
consumption.

Keywords: VRE; outbreak; vanA, colonization, infection, risk factors
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1 INTRODUCAO

Enterococos sdo cocos gram-positivos que fazem parte da microbiota do
intestino, e apesar de pouco virulentos, a sua incidéncia como micro-organismo
hospitalar aumentou significativamente nos Gltimos 10 anos em varias partes do mundo
(NEVES et al., 2009; MAHONY et al., 2010), sendo considerado o segundo patdégeno
de infecgBes do trato urinario e sitio cirdrgico e o terceiro em infeccbes de corrente
sanguinea nos Estados Unidos (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000; MUTNICK
et al., 2003). Entre as amostras do Brasil, Enterococcus sp. aparece em oitavo lugar
representando 3% dos patdgenos isolados, sendo o quarto patdégeno (5%) mais isolado
em infecc¢Bes de corrente sanguinea, em estudo realizado de 2005 a 2008 (SADER et al.,
2004; GALES et al., 2009). Especificamente, E. faecalis resistente a vancomicina
apresentou aumento na incidéncia de 4,4% em 2005 para 12,2% em 2008, de acordo
com dados do programa de vigilancia SENTRY, e fica claro que no Brasil o problema
com Enterococcus spp. resistente a vancomicina (VRE) ainda é crescente (GALES et
al., 2009).

A importancia desses micro-organismos no hospital pode ser justificada em
parte pela resisténcia intrinseca a muitos antibidticos, incluindo [-lactdmicos,
clindamicina e fluorogquinolonas e pela resisténcia adquirida & aminoglicosideos e
glicopeptideos (CLEVEL, 1990; CHANG et al., 2003; GOLDRICK, 2004).

Em relacdo a resisténcia a vancomicina sdo descritos nove fenotipos até o
momento: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM e VanN, sendo
VanA e VanB os mais frequentemente encontrados e mais importantes, devido a
possibilidade de transferéncia dos genes de resisténcia via plasmideo e transposons por
conjugacdo (WOODFORD, 1998).

e FenOtipo VanA: caracteriza-se pela alta resisténcia a vancomicina (MIC > 64
pug/mL) e moderada ou elevada resisténcia a teicoplanina (MIC > 16 pg/mL),
mediada pelo transposon Tn1546 que contém 0s grupamentos génicos (vanR, vans,
vanH, vanA, vanX, vanY e vanZ) (LU et al., 2001; TACCONELLI; CATALDO,
2007).

e Fendtipo VanB: niveis altos de resisténcia induzida a vancomicina (MIC 32 a 64
ug/mL) e suscetibilidade a teicoplanina. A resisténcia é conferida pelo transposon
Tn1547 que apresenta uma associagcdo de genes (vanRB, vanSB; vanW, vanHB,
vanB e vanXB) (LU et al., 2001; TACCONELLI; CATALDO, 2007).
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e Fendtipo VanC: resisténcia intrinseca de baixo nivel a vancomicina (MIC 4 a 32
ug/mL) e suscetibilidade a teicoplanina, presente nas espéecies E. gallinarum,
codificada pelos genes espécie-especificos vanC-1 e vanC-2 e em E. casseliflavus
pelo gene vanC-3 (WOODFORD, 1998; NEVES et al., 2009).

e Fendtipo VanD: caracterizado por resisténcia constitutiva a vancomicina (MIC > 64
ug/mL) e suscetibilidade para teicoplanina (MIC = 4 pg/mL), € indistinguivel do
VanB pelos testes de suscetibilidade. Foi relatado em quatro amostras de E. faecium,
sendo duas isoladas nos Estados Unidos (OSTROWSKY et al., 1999), uma no
Canada (BOYD et al., 2000) e uma no Brasil (COSTA et al., 2000).

e Fenotipo VanE: relatado em uma cepa de E. faecalis com MIC de 16 pg/mL para
vancomicina e 0,5 pg/mL para teicoplanina, o gene vanE, ndo é transferivel e pode
ser induzido pela presenca de vancomicina (FINES et al., 1999).

e Fenétipo VanG: descrito em E. faecalis com nivel moderado de resisténcia a
vancomicina (MIC 16 pg/mL) e sensibilidade a teicoplanina (MCKESSAR et al.,
2000; BOYD et al, 2006).

e Fendtipo VanL.: descrito em uma cepa de E. faecalis com baixo nivel de resisténcia
a vancomicina (MIC 8 ug/mL) e sensibilidade a teicoplanina (BOYD et al., 2008).

e Fendtipo VanM: descrito recentemente em uma cepa clinica de E. faecium,
apresenta resisténcia a maioria dos antimicrobianos, inclusive a vancomicina (MIC>
256 ng/mL) e teicoplanina (MIC 96 pg/mL) (XU et al., 2010).

e Fendtipo VanN: recentemente descrito em uma cepa clinica de E. faecium isolada
da corrente sanguinea, apresenta baixo nivel de resisténcia a vancomicina (MIC 16
ug/mL) e suscetibilidade a teicoplanina (0,5 pg/mL) (LEBRETON et al., 2011).

O mecanismo de acdo da vancomicina é a ligacdo a D-alanil-D-alanina (D-Ala-
D-Ala) dos precursores do peptideoglicano impedindo a formacéo desse polimero e, por
consequéncia, inibindo a sintese da parede celular bacteriana. A resisténcia a
vancomicina em niveis elevados é determinada pela presenca dos genes vanA, vanB,
vanD e vanM que codificam ligases que catalisam a formacdo de precursores alterados
formados de D-alanil-D-lactato (D-Ala-D-Lac). O fendtipo de resisténcia de baixo nivel
a vancomicina (MIC 4 a 32 ug/mL) e suscetibilidade a teicoplanina é produto da
producdo de ligases codificadas pelos genes vanC, vank, vanG, vanL e vanN que
catalisam a formagdo de D-alanil-D-serina (D-Ala-D-Ser) que incorporada aos

precursores do peptideoglicano tem baixa afinidade de ligacdo a vancomicina
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(BRYANT; WILBECK, 2007; BOYD et al., 2008; WERNER et al., 2008; XU et al.,
2010; LEBRETON et al., 2011).

No Brasil o primeiro VRE isolado foi da espécie E. faecium, em 1996 (COSTA
et al., 1998), que posteriormente foi caracterizado como do fendtipo VanD (COSTA et
al., 2000). Em junho de 1997, em S&o Paulo, foi isolada a primeira amostra de E.
faecium do fendtipo VanA, de uma paciente de 63 anos com quadro clinico de
meningite (ZANELLA et al.,, 1999). Posteriormente, um surto por VRE foi
documentado no mesmo hospital, sendo 50 amostras isoladas de diferentes espécimes
clinicos e 97 de pacientes colonizados (ZANELLA et al., 2001). O primeiro caso de
VRE (gendtipo vanA) em Minas Gerais foi descrito em 2003 em uma paciente
politraumatizada submetida a vérias cirurgias e tratada com cefalosporinas de terceira
geracdo e vancomicina, internada no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (RIBAS et al., 2007). Desde entdo, varios outros estudos tem relatado a
presenca e disseminacio desse micro-organismo no estado (CONCEICAO et al., 2010;
OLIVEIRA; BETTCHER, 2010).

Além da resisténcia a vancomicina, amostras de VRE apresentam niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos, ocorrendo geralmente pela producdo de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos como 6-acetil-transferase (aac-6’) e a 2-
fosfo-transferase (aph-2). Os genes responsaveis pela producdo das enzimas estdo
localizados em plasmideos, com excecdo da aac-6° do E. faecium, a qual é
cromossomicamente modificada. A importancia da detecgédo do alto grau de resisténcia
aos aminoglicosideos é justificada pela perda de sinergismo que ocorre com 0S
antimicrobianos glicopeptideos e beta-lactdmicos comprometendo o efeito bactericida
no tratamento de infec¢des graves por enterococos (SHEPARD; GILMORE, 2002).

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) o
elevado nivel de resisténcia aos aminoglicosideos é caracterizado a partir de
concentragdes inibitorias minimas superiores a 500 ug/mL para gentamicina e 2000
pg/mL  para estreptomicina, ndo sendo necessario testar  rotineiramente
aminoglicosideos como tobramicina, amicacina e canamicina considerando que a
gentamicina é um bom preditor de suscetibilidade a esses antimicrobianos.

Ja a resisténcia aos B-lactamicos pode ocorrer devido a alteragdes nas proteinas
ligadoras de penicilina (PBPs) ou através da produgdo de B-lactamases (MURRAY,
1992; FONTANA et al., 1994). A resisténcia a ampicilina e penicilina é mais frequente,
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sendo que os niveis elevados de resisténcia em amostras clinicas de Enterococcus
faecium é atribuido ao aumento da expressdo da PBP5 e mutagdes nessa proteina, o que
diminui ainda mais a sua afinidade pelos B-lactamicos (FONTANA et al., 1994). A
resisténcia -lactamase-mediada € descrita quase que exclusivamente para o E. faecalis
e é atribuida na maioria dos casos, a aquisi¢do do operon responsavel pela producéo de
B-lactamase do Staphylococcus aureus (ZSCHECK; MURRAY, 1991; MURRAY,
1992).

De acordo com a literatura, pacientes colonizados geralmente apresentam maior
risco de infeccdo, com isso estudos recentes tém reportado que a pressao de colonizagao
¢ fator de risco independente para aquisicdo de micro-organismos hospitalares
(ARVANITI et al., 2012). Como na casuistica de Bonten et al. (1998), que avaliando
pacientes de Unidades de Terapia Intensiva (UTI) submetidos diariamente a triagem
para colonizagdo retal por VRE durante 19 semanas mostrou que a pressdo de
colonizagdo, 0 uso de antibidticos e de nutricdo enteral afetaram significativamente
aquisicdo de VRE, entretanto a pressdao de colonizacdo foi considerada a principal
variavel envolvida. A literatura mostra que na maioria dos paises da Europa as taxas de
colonizacdo séo baixas variando de 1,5 a 14,9% na Holanda (BRAAK et al., 2000), 5%
na Franca (BOISIVON; THIBAULT; LECLERCQ, 1997), e 35% na Bélgica
(GORDTS et al., 1995). Entretanto nos ultimos anos a incidéncia na América Latina
aumentou variando de 12 a 28% na Argentina (LITTVIK et al., 2006) e no Brasil essa
colonizacdo varia em diferentes regides de 14,4% a 32,6% (FURTADO et al., 2005;
FREITAS et al., 2006).

A epidemiologia de infeccBes hospitalares e da colonizagdo por micro-
organismos multirresistentes € complexa, multifatorial e sofre mudancas ao longo do
tempo, influenciadas sobretudo pela pressdo seletiva do uso de antimicrobianos,
politicas de controle e as condi¢cBes dos pacientes (MOREIRA et al., 2009;
WOODFORD; LIVERMORE, 2009). Existem diferentes estudos que exemplificam a
relacdo entre o consumo de antibi6ticos e a emergéncia de resisténcia bacteriana entre
os principais fenotipos relacionados a infeccdo relacionada a assisténcia a salde
(MCGOWAN, 1987; MEYER et al., 2003; SANTOS et al., 2007). Outros fatores de
risco também sdo relacionados ao aumento nas taxas dessas infeccGes por micro-
organismos resistentes e multirresistentes nos hospitais, incluindo maior gravidade da

doenga de base, imunocomprometimento, uso de procedimentos invasivos, tempo de
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hospitalizacdo  prolongado, introdugdo de micro-organismos resistentes e
multirresistentes da comunidade e préticas de prevencdo e controle ineficazes, entre
outros (CHAMBERS, 2001; ARANTES et al., 2003; GONTIJO-FILHO, 2006; SAKKA
et al., 2008). No Brasil o problema é mais evidente pela presenca significativa de
pacientes internados com infeccBes de natureza comunitéaria, o que contribui para que 0s
antibioticos estejam entre os medicamentos mais prescritos nos hospitais (PRADE et al.,
1995).

A capacidade que os enterococos tém de causar infeccdo séo pouco conhecidas e
ndo apresentam a mesma viruléncia de organismos como Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes (MOELLERING, 1992) e ao contrario de E. faecalis, pouco se
sabe sobre a viruléncia de E. faecium (GILMORE et al., 2002). Entre os fatores que
contribuem para a viruléncia em enterococos, destacam-se a presenca da proteina de
agregacdo codificada pelo gene plasmidial asal, que facilita a transferéncia genética
durante a conjugacdo bacteriana (CLEWELL, 1993); a producdo de gelatinase,
codificada pelo gene cromossomal gelE, uma endopeptidase que hidrolisa colageno e
tem sido estudada em casos de endocardite em modelos experimentais (THURLOW et
al., 2010); o gene hyl que codifica a hialuronidase, com funcéo ainda desconhecida em
enterococos (RICE et al., 2003) e o gene esp, que codifica a proteina de superficie
enterococica responsavel por promover adesdo e formacdo de biofilme e participar da
evasdo da resposta imune do hospedeiro (SHANKAR et al., 2001).

Outros fatores de viruléncia incluem o antigeno secretado SagA e o Acm,
capazes de se ligar a matriz extracelular. Ao contrario da adesina Acm que é especifica
na ligacdo de colageno, SagA tem amplo espectro de ligacdo ao fibrinogénio, colageno
tipo | e tipo 1V, fibronectina e laminina. Embora o papel exato dessas proteinas na
patogénese de infeccBes por E. faecium ainda ndo seja conhecido, a adesdo a matriz
extracelular pode ser a primeira etapa na colonizagdo do hospedeiro
(NALLAPAREDDY et al., 2003; TENG et al., 2003).

Os métodos de tipagem molecular sdo essenciais para determinar em detalhes a
epidemiologia de VRE e aspectos relacionados a sua resisténcia e viruléncia, além da
identificagdo de surtos nos hospitais. Entre esses métodos destaca-se o Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) que € considerado por muitos pesquisadores como padrdo ouro
para tipagem de varios micro-organismos hospitalares (STRANDEN; FREI; WIDMER,
2003; MORALES et al., 2004; DURMAZ et al., 2009). Entretanto mais recentemente

outros métodos de tipagem tem sido utilizados, entre eles o Multilocus sequence typing
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(MLST). De acordo com essa nova técnica, as amostras de E. faecium resistentes a
vancomicina (VREm) hospitalares recuperadas de surto fazem parte de uma
subpopulacdo genética conhecida como Complexo Clonal 17 (CC17), a qual é
caracterizada também pela resisténcia a ampicilina e fluoroquinolonas (CATTOIR;
LECLERCQ, 2013). A importancia desse complexo clonal reside na capacidade dessas
amostras de disseminar no ambiente e/ou causar infec¢Ges nos pacientes hospitalizados
(WILLEMS et al., 2005). Outro aspecto importante que tem sido relatado na literatura,
diz respeito a presenca do gene de viruléncia esp, 0 que parece ser restrito a amostras
hospitalares de VREsm pertencentes a esse complexo clonal (BONTEN; WILLEMS;
WEINSTEIN, 2001; WILLEMS et al., 2001).

2 JUSTIFICATIVAS

Os resultados deste trabalho reuniram dados suficientes para determinar a
incidéncia de colonizacdo e subsequente desenvolvimento de infec¢do por VRE durante
periodos caracterizados como epidémico e endémico e sua associacdo com
caracteristicas epidemioldgicas, permitindo estudar a sua relagdo com fatores de risco
intrinsecos e extrinsecos, uso de antimicrobianos e a pressdo de colonizacao.

E muito importante que se estude fatores de viruléncia em linhagens hospitalares
de VRE estabelecendo a frequéncia desses genes em amostras recuperadas de pacientes
colonizados e infectados e sua correlacdo com a utilizacdo de antibidticos, o que é
pouco avaliado pelos pesquisadores. Diante do exposto, entende-se como relevante a
realizacdo de um estudo epidemioldgico avaliando a presenca de VRE em ambientes

hospitalares.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar epidemiologicamente um surto de infeccdo e colonizagédo por VRE e
sua relagdo com fatores de risco intrinsecos e extrinsecos com o consumo de

antibioticos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a incidéncia de colonizacdo e subsequente desenvolvimento de
infeccdo pelo VRE durante o periodo epidémico e endémico;

e Avaliar a dose diaria definida (DDD) dos seguintes antimicrobianos:
vancomicina, teicoplanina, gentamicina, amicacina, ceftriaxona, cefepime e
metronidazol e sua relagdo com o aumento nas taxas de VRE no hospital;

e Calcular a pressdo de colonizacdo e sua influéncia no desenvolvimento de
infeccdo;

e Determinar 0s genes responsaveis pela resisténcia a vancomicina (vanA) e de
viruléncia (asal, gelE, hyl e esp) por reacdo em cadeia da polimerase (PCR);

e Detectar clusters de pacientes com VRE a partir da relagdo temporal-espacial
entre 0s casos;

e Avaliar a sensibilidade a ampicilina e penicilina, e altos niveis de resisténcia a
gentamicina e estreptomicina entre as amostras de infeccdo por VREm e
colonizacdo por VREfx.

e Determinar a relacdo clonal entre as linhagens responsaveis pelo surto por
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).
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4 CASUISTICA E METODOS

A estratégia experimental proposta nesse projeto para o estudo da colonizacgéo e
infeccdo por VRE, dos determinantes de viruléncia e da relacdo clonal, esta

representada na Figura 1.
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Figura 1: Organograma da populagdo estudada quanto & colonizacéo e infec¢do por VRE.

4.1 Hospital

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) é um
complexo hospitalar pablico, universitario, de assisténcia terciaria e com capacidade
para 530 leitos. E referéncia para uma populacio estimada de mais de dois milhdes de
habitantes, moradores de Uberlandia e de 81 municipios das regiGes do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba. Nos altimos anos, tem sido responséavel por praticamente
todo o atendimento hospitalar vinculado ao Sistema Unico de Salde (SUS) do
municipio de Uberlandia. Possui clinicas de varias especialidades e, por ser um hospital
de alta complexidade que atua como referéncia regional, grande parte dos seus pacientes

exige cuidados complexos.

4.2 Desenho do estudo e amostras bacterianas

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo durante o periodo de janeiro de

2010 a junho de 2012 (2 anos e 6 meses) em que foram recuperadas do Laboratério de
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Microbiologia do Hospital 193 amostras de VRE, sendo 179 de E. faecium e 14 de E.
faecalis resistentes a vancomicina de pacientes internados em diferentes unidades do
HC-UFU. A coleta das amostras seguiu protocolos especificos para cada procedimento
e foram incluidos apenas o primeiro isolado de VRE de cada paciente e aqueles que
apresentaram MIC para vancomicina > 256 ug/ml. Os isolados bacterianos identificados
como VRE foram armazenados a -20°C para realizacdo dos testes posteriores. As

amostras controle que foram utilizadas no estudo estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Amostras controle que foram utilizadas em cada experimento.

Linhagem controle Experimento

Enterococcus faecalis — ATCC 29212 PCR para identificacdo de E. faecalis
Teste de sensibilidade

E. faecalis — ATCC 51299 Teste de sensibilidade

E. faecium — ATCC 12805 PCR para identificacdo de E. faecium

E. faecalis - ATCC 51559 PCR para gene vanA

E. faecalis - JH2ss PCR para asal

E. faecalis - OG1RF PCR para gelE

E. faecium - TX0016 PCR para hyl

E. faecalis - MMH594 PCR para asal, gelE e esp

Staphylococcus aureus - ATCC 25923 Teste de sensibilidade

4.3 Coleta e Identificacdo das espécies

A pesquisa de colonizacdo intestinal foi realizada semanalmente pela equipe de
enfermagem através de cultura de vigilancia nas unidades em que o VRE foi
identificado. Espécimes obtidos a partir de suabe retal foram cultivados em caldo BHI
com 4% de NaCl incubados "overnight" a 37°C e entdo subcultivados em Agar
Enterococcosel com vancomicina na concentracdo de 6 ug/mL para deteccdo de
amostras resistentes a glicopeptideos.

A identificacdo do micro-organismo e a suscetibilidade antimicrobiana foi
realizada utilizando-se o sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux) no Laboratorio
de Microbiologia do HC-UFU. Para a identificacdo do micro-organismo, as amostras
bacterianas foram suspensas em solucdo salina 0,45% com objetivo de obter uma
suspensdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de McFarland

utilizando um turbidimetro. Em seguida, os cartes foram inseridos no aparelho e cada
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teste bioquimico foi preenchido, selado e incubado automaticamente. Durante o periodo
de incubagdo (7-10 horas) os cartGes foram lidos a cada 15 minutos através de um
sistema Optico de transmitancia usando diferentes comprimentos de onda no espectro
visivel. Os resultados sao analisados pelo software do aparelho atraves de algoritmos e

reportados automaticamente.

4.4 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

As amostras clinicas de VRE foram submetidas aos testes de sensibilidade pelo
sistema automatizado VITEK®2 para 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina,
gentamicina, tigeciclina, ciprofloxacina, teicoplanina e vancomicina. Amostras de
colonizagdo foram avaliadas no laboratério do hospital somente para resisténcia a
vancomicina, e os elevados niveis de resisténcia foram confirmados utilizando-se fitas
de E-test (bioMérieux). Amostras bacterianas foram suspensas em solucédo salina 0,45%
com objetivo de obter uma solucdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a
0,63 de McFarland e em seguida, diluidas conforme as recomendagdes do fabricante. Os
cartbes foram inseridos no aparelho e automaticamente preenchidos com as suspensdes
bacterianas. No cartdo, 0s antimicrobianos sdo encontrados em duas a quatro
concentragdes diferentes. Cada po¢o com o antibi6tico teste € avaliado automaticamente
a cada 15 minutos durante 18 horas. Esses dados s&o usados para gerar uma curva de
crescimento e, por comparacdo com um controle, o MIC de cada antibidtico € estimado.
Esse calculo é realizado com um algoritmo especifico para cada antimicrobiano

independente da espécie do micro-organismo.

4.4.1 Disco difusao

A resisténcia & penicilina, ampicilina e niveis elevados de resisténcia a
gentamicina e estreptomicina foram testadas para amostras de VREm recuperadas de
infeccdo e VREs de colonizagdo pelo teste de disco difusdo de acordo com o CLSI
(2013).

Os discos testados e suas respectivas concentragdes foram: ampicilina (10 ug),
penicilina G (10 U), gentamicina HRL (120 ug) e estreptomicina HRL (300 pg).

Para a realizacdo deste teste foi utilizado o agar Mueller-Hinton (Difco, EUA),
esterilizado em autoclave e distribuido em placas de petri de 150 mm, com uma altura

de 4 mm. O in6culo bacteriano foi preparado em solucdo salina estéril 0,9% a partir de
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uma cultura com 16-18 horas de crescimento e ajustado para uma turvacgdo
correspondente ao tubo n° 0,5 da escala de McFarland. Essa suspensdo bacteriana foi
semeada no agar MH (Mueller-Hinton) com um suabe, esfregando-o em toda superficie
do meio de cultura. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram distribuidos com
auxilio de uma pinca estéril. As placas foram incubadas a 35° + 2°C.

A leitura foi feita apds 24-48 horas de incubagdo e os halos de inibicdo do
crescimento foram medidos e comparados com a tabela 2D do CLSI (2013; Anexo 1),
classificando as amostras como sensiveis ou resistentes.

A qualidade os discos foi avaliada utilizando-se amostras controle pertencentes a
colecdo ATCC (Tabela 1).

4.5 Avaliacdo dos fatores de risco

Os fatores de risco para o desenvolvimento de infeccdo pelo VRE foram avaliados
em um estudo caso-controle, os casos sendo representados por pacientes infectados por
VRE e os controles como aqueles colonizados pelo VRE e sem infec¢do por qualquer
micro-organismo. Os seguintes fatores foram considerados: idade, sexo, diagnostico de
internacdo, tempo de hospitalizacdo, cirurgia, co-morbidades, procedimentos invasivos
e uso prévio de antibioticos.

Uma ficha individual foi preenchida, seguindo o modelo do NHSN (do inglés,
“National Healthcare Safety Network™), considerando fatores demograficos e clinicos
(Anexo I).

4.6 DefinicGes e indicadores epidemioldgicos

Infeccdo relacionada a Assisténcia a Saude (IrAS) é qualquer infeccdo
adquirida apés a admissdo do paciente no hospital. As IrAS também podem se
manifestar durante a internacdo ou apos a alta, desde que estejam relacionadas com a
internacdo ou com os procedimentos realizados durante a internacdo (RODRIGUES;
RICHTMANN, 2008).

VRE/1000 pacientes-dia: a incidéncia de colonizacao e infeccdo por VRE por
1000 pacientes-dia foi determinada nas clinicas onde o VRE foi detectado, como se
segue: namero de casos novos de VRE x 1000, dividido pelo nimero de pacientes-dia

que estiveram internados na clinica no mesmo periodo.
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Infeccdo/1000 pacientes-dia”: nimero total de infeccdo / nimero pacientes-dia x
1000.

Infeccdo urinaria pelo VRE: de acordo com dados do prontuério médico a
infeccdo urinaria foi considerada pela presenca do VRE e critérios clinicos.

Colonizagdo/1000 pacientes-dia®: nimero total de colonizagdo / nlmero
pacientes-dia x 1000.

Mortalidade total: relacdo entre o nimero de Obitos durante a internagéo
hospitalar dos pacientes colonizados e o nimero total de pacientes.

Pressdo de colonizagdo: calculada para prever a aquisicdo nosocomial da
colonizagdo pelo VRE, da seguinte maneira: numero de VRE pacientes-dia X
100/numero total de pacientes-dia (BONTEN et al., 1998).

Uso prévio de antibidticos: até 30 dias antes da colonizacdo pelo VRE (BRASIL,
2007).

Dose Diéaria Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000
pacientes-dia): foram selecionados para calculos das densidades de uso por 1000
pacientes/dia os seguintes antibidticos: glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina),
aminoglicosideos (gentamicina e amicacina), cefalosporinas de amplo espectro
(ceftriaxona e cefepime) e metronidazol, como proposto pela Organizagdo Mundial de
Saude (WHO, 2000). A densidade de uso (DDD por 1000 pacientes-dia) foi obtida pela

férmula;

DDD = Consumo de antibidticos em gramas
Dose diaria definida (NNIS, 2004)

DDD/1000 pacientes-dia = DDD x 1000

N° de pacientes-dia *

APacientes-dia: Px L x T
P = Periodo de tempo em observacdo, em dias.
L = Leitos disponiveis na unidade.

T = indice de ocupacdo no tempo considerado (%).
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4.7 Técnicas Moleculares

4.7.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA genbmico das amostras de enterococos foi utilizado o kit
comercial QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os enterococos foram
cultivados em &gar sangue a 35°C por 24 horas. Duas a trés coldnias da cultura foram
suspensas em 500 pL de agua milli-Q e centrifugadas por 10 minutos a 5000 xg (7,500
rpm) para obtencdo do pellet. O pellet foi suspenso em 180 pL da solugdo de lisozima
(20mg/mL de lisozima; 20mM Tris-HCI, pH8,0; 2mM EDTA; 1,2% Triton) e incubado
por 30 minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado 20 pL de proteinase K e 200 pL do
tampéo AL e agitado em vortex. A mistura foi incubada a 56°C por 30 minutos e, em
seguida, mais 15 minutos a 95°C, e entdo centrifugada brevemente para remocao das
gotas da tampa. Foi adicionado 200 pL do tampdo AL na amostra, homogeneizado por
vortex por 15 segundos, e incubado a 70°C por 10 minutos. A solugéo foi centrifugada
brevemente, adicionado 200 pL de etanol (96-100%) e homogeneizado por vortex
durante 15 segundos, seguido de outra breve centrifugacao.

A mistura foi aplicada a coluna Mini spin QlAamp, e entdo centrifugada a 6000
Xg (8.000 rpm) por 1 minuto. A coluna foi transferida para um tubo limpo e o contetdo
filtrado foi descartado. A coluna foi adicionado 500 pL de tampdo AW1 e centrifugado
a 6000 xg (8.000 rpm), por 1 minuto. A coluna foi novamente transferida para outro
tubo descartando o filtrado. Foi adicionado 500 puL de tampao AW2 a coluna e
centrifugado a velocidade méaxima (20,000 xg; 14,000 rpm), por 3 minutos. A coluna foi
colocada em outro tubo, o filtrado descartado e novamente centrifugado por 1 minuto na
velocidade méaxima, para eliminar contamina¢do com o tampéo AW2.

Para a eluicdo do DNA, a coluna foi transferida para outro tubo e entdo adicionado
100 pL de tampdo AE (tampéo de eluicdo), incubado a temperatura ambiente por 1
minuto, e em seguida, centrifugado a 6000 xg (8,000 rpm), por 1 minuto. O processo foi
repetido, adicionando 100 uL de tampao AE e prolongando a incubagdo por 5 minutos
seguido de outra centrifugacdo. O DNA extraido foi conservado a -20°C até sua

utilizacdo.
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4.7.2 ldentificacdo das espécies Enterococcus faecium e E. faecalis por Multiplex
PCR

As reacdes em cadeia da polimerase para deteccdo dos genes das espécies foi

realizada utilizando os primers especificos segundo a Tabela 2.

Tabela 2: Primers utilizados na realizacdo das reacdes de PCR para confirmacao das espécies

Gene Produto da

Amplificado  Amplificacéo (pb) Primers (5'-3")

Pares Sequéncias
ddl 550 EFE—-1 GCA AGGCTTCTT AGA GA
E. faecium EFE—-2 CAT CGT GTAAGC TAACTTC
ddl 941 E1 ATC AAG TAC AGT TAG TCT
E. faecalis E2 ACG ATT CAA AGC TAACTG

Para a amplificacdo dos genes das espécies foi utilizado 6 pL da suspenséo de
DNA extraido conforme descricdo anterior. A reacdo foi preparada para um volume
final de 25 pL utilizando os seguintes reagentes: dgua ultra pura autoclavada, solucéo
tampdo da Taq [10 x] diluido para uma concentracéo final de [1 x], 1,25 pL (0,05 U) de
Tag DNA polimerase com MgCl> (Promega Corporation), 0s quatro
desoxirribonucleotideos (ANTP) na concentragdo de 0,2 mM (Promega Corporation) e
0,5 pL dos primers especificos.

As condicOes da reacdo de amplificacdo foram baseadas no protocolo de Dutka-
Malen; Evers e Courvalin (1995), sendo a desnaturacgdo inicial de 94°C por 2 minutos,
30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensdo final a 72°C por 10 minutos.

A analise dos produtos da reacdo foi realizada utilizando-se 5 pL dos produtos
amplificados, transferindo-os para um gel de agarose a 1,5% preparado com tampé&o
TBE [0,5X] e 1 pL de SYBR® Safe (Invitrogen) a cada 20 mL de gel. O marcador de
peso molecular utilizado foi 100 pb DNA Ladder (BioAmerica Inc).

A eletroforese correu a 90V por cerca de 90 minutos, e o gel foi fotografado

utilizando o sistema de fotodocumentagdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).
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4.7.3 Deteccdo do gendtipo de resisténcia vanA

A reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo dos genes de resisténcia foi
realizada utilizando os primers descritos na Tabela 3 segundo o protocolo de Woodford
et al. (1993).

Tabela 3: Primers utilizados na realizacéo das reagcdes de PCR para deteccdo dos genes de
resisténcia.

Gene Produto da

Amplificado  Amplificacdo (pb) Primers (5'-3)

Pares Sequéncias
vanA 399 A, ATG GCA AGT CAG GTG AAG ATG G
A, TCC ACC TCGCCAACAACTAACG

Para a amplificacdo dos genes de resisténcia foi utilizado 5 puL da suspensao de
DNA extraido conforme descricdo anterior. A reacdo foi preparada para um volume
final de 25 pL utilizando os seguintes reagentes: agua ultra pura autoclavada, solugédo
tampdo da Taq [10 x] diluido para uma concentracdo final de [1 x], 1,25 uL (0,05 U) de
Tag DNA polimerase com MgCl> (Promega Corporation), 0s quatro
desoxirribonucleotideos (ANTP) na concentracdo de 0,2 mM (Promega Corporation) e
0,5 pL dos primers especificos.

As condigdes da reacdo de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacao inicial
de 94°C por 5 minutos, 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 25 segundos, anelamento
a 52°C por 40 segundos, extensdo a 72°C por 50 segundos, e extensdo final a 72°C por
10 minutos.

A anédlise dos produtos da reacdo, eletroforese e documentacdo do gel foram

realizadas como descrito no item 4.7.2.

4.7.4 Deteccdo dos genes de viruléncia asal, gelE, esp e hyl por PCR multiplex

A reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo dos genes de viruléncia foi
realizada utilizando os primers descrito na Tabela 4 segundo o protocolo de
Vankerckhoven et al. (2004).
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Tabela 4: Primers utilizados na realizagéo das reagdes de PCR para deteccdo dos genes de
viruléncia.

Gene Produto da

Amplificado  Amplificacdo (pb) Primers (5'-3)

Pares Sequéncias
asal 375 ASA 11 GCA CGC TAT TAC GAACTATGA
ASA 12 TAA GAA AGAACATCACCACGA
gelE 213 GEL 11 TAT GAC AATGCT TTT TGG GAT
GEL 12 AGA TGC ACC CGA AAT AAT ATA
hyl 276 HYLn1 ACA GAA GAG CTG CAG GAA ATG
HYLn2 GAC TGA CGT CCAAGT TTC CAA
esp 510 ESP 14F AGATTTCATCTTTGATICTIGG

ESP 12R AAT TGATTC TTT AGC ATC TGG

Para a amplificagcdo dos genes de viruléncia foi utilizado 5 pL da suspensdo de
DNA extraido conforme descricdo anterior. A reacdo foi preparada para um volume
final de 50 pL utilizando os seguintes reagentes: dgua ultra pura autoclavada, solucéo
tampdo da Taq [10 x] diluido para uma concentracdo final de [1 x], 2,5 pL (0,05 U) de
Tag DNA polimerase com MgCl> (Promega Corporation), 0s quatro
desoxirribonucleotideos (ANTP) na concentragdo de 0,2 mM (Promega Corporation) e
0,5 pL dos primers asal, gelE e hyl na concentracdo de 0,1 UM cada, enquanto esp foi
preparado na concentracdo de 0,2 uM. O termociclador utilizado foi Mastercycler®
gradiente (Eppendorf) e como controles positivos foram utilizadas as amostras
indicadas na Tabela 1.

As condigdes da reacdo de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial
de 95°C por 15 minutos, 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 60 segundos,
anelamento a 56°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos, e extensdo final
a 72°C por 10 minutos.

A anédlise dos produtos da reacdo, eletroforese e documentacdo do gel foram

realizadas como descrito no item 4.7.2.

4.8 Tipagem molecular pelo PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

O PFGE foi realizado segundo o protocolo de Campanile et al. (2003), com
algumas modificagdes. As amostras de VREsm foram incubadas de 16 a 18 horas em 5
mL de caldo BHI a 37°C. Apds incubacéo as células foram centrifugadas por 2 minutos

a 12000 rpm e o sobrenadante, removido. O precipitado foi suspenso em 1 mL de
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solugdo tamponante PIV (1 M NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 7,6]), e a mistura foi,
novamente, centrifugada por 2 minutos. O sobrenadante descartado e o precipitado,
novamente, suspenso em 300 pL de solucdo PIV. Um total de 150 uL da suspenséo foi
transferida para um novo microtubo, o qual foi incubado em banho-maria a 45°C. Para a
confec¢do dos blocos de agarose foi adicionado a suspenséo, 150 pL de agarose ultra-
pura 1,5% mantida em banho-maria a 45°C e distribuida nos moldes retangulares para a
formacéo dos plugs, que foram solidificados na geladeira por 15 minutos. Para a lise, 0s
plugs de agarose foram deixados a 37°C por 18 horas com agitacdo em um microtubo de
2 mL contendo: 1 mL de solucéo de lise (6 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 M NaCl, 100 mM
EDTA (pH 7,5), 0,5% Brij 58, 0,2% deoxicolato, 0,5% lauril sarcosinato de sodio, 20
png/ml de RNase (DNase free) e 1 mg/ml de lisozima. Na sequéncia foi retirada a
solucdo de lise e adicionado o tampéo ESP (0,5 M EDTA [pH 9 to 9,5], 1% lauril
sarcosinato de sédio, 50 pg/ml de proteinase K), mantendo os tubos incubados por 18
horas a 50°C com leve agitacdo. Os plugs foram lavados trés vezes por 30 minutos cada
a 37°C com 1 mL de solugdo TE (10 mM Tris-HCI [pH 7,5], 1 mM EDTA) e estocados
em TE a 4°C até o uso.

Para a digestdo do DNA bacteriano a enzima de restri¢do utilizada foi a Smal. Os
plugs foram divididos em até quatro partes pequenas (com até 1 mm de espessura), e
uma das partes do bloco foi colocada em um microtubo, o qual foi incubado a
temperatura ambiente por 30 minutos em tampé&o da enzima 1x (10 pl de tampdo 10x e
90 ul de 4gua ultra-pura autoclavada). Essa solucdo foi desprezada e outra foi preparada
no momento do uso, acrescida de 25 U de enzima de restricdo Smal, e incubando de 16
a 18 horas a 30°C.

Para a corrida foi preparado 120 mL de gel de agarose 1,5% em tampdo TBE 0,5x
(0,089 M Tris-HCI, 0,089 M éacido bdrico, 0,0025 M EDTA). Marcadores de peso
molecular foram colocados nas extremidades e os plugs foram selados no pente com 30
ul de agarose. A corrida eletroforética foi realizada utilizando-se o equipamento CHEF-
DRIII da Bio-Rad; com solucdo de TBE 0,5x a temperatura de 14°C, com o tempo de
pulso aumentado de 5 a 30 segundos durante 20 horas a 6 V. O gel foi fotodocumentado

pelo sistema L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).
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4.9 Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos fatores de risco para desenvolvimento de infec¢do pelo
VRE em pacientes colonizados foi realizada utilizando-se o teste do y? para comparag&o
entre os valores quando o n foi maior que 5 e o teste exato de Fisher quando o n foi
menor ou igual a cinco. Os nimeros de pacientes que apresentavam determinado fator
de risco foram comparados individualmente contra uma variavel resposta (analise
univariada) atraves de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois (2 x 2). Para evitar o
enlear, que muitas vezes surge como uma consequéncia da propria analise univariada,
este foi reajustado através da estratificacdo que é a estimacdo de medidas de associa¢do
(Odds Ratio) para cada uma das categorias da variavel. As variaveis que demonstraram
medidas de associacdo altas (Odds Ratio) foram submetidas a analise multivariada
através de modelo de regressao logistica. O nivel endémico de colonizagdo e infeccdo
pelo VRE por 1000 pacientes-dia foi calculado segundo Arantes et al. (2003). O teste
ndo paramétrico de Spearman foi utilizado para correlacionar duas variaveis, DDD de
glicopeptideos por 1000 pacientes-dia e o numero de VRE por 1000 pacientes-dia,
enquanto o teste paramétrico de Pearson foi utilizado para correlacionar duas variaveis
quando apresentaram uma distribuicdo normal, DDD de cefalosporinas,
aminoglicosideos e metronidazol por 1000 pacientes-dia e 0 numero de VRE por 1000
pacientes-dia. A significancia estatistica foi definida para um valor de P menor que
0,05. A analise das variaveis foi realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism4 e Bioestat 5.0.

4.10 Aprovagcao pelo Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-UFU sob analise
final n® 597/09 para o protocolo registro CEP/UFU 039/09 (Anexo I11).
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de janeiro de 2010 a junho de 2012 foi realizado vigilancia
laboratorial de pacientes com colonizagéo e/ou infec¢do por Enterococcus faecium e E.
faecalis resistentes a vancomicina no HC-UFU.

No total, 171 pacientes foram identificados com VRE por culturas de vigilancia e
a partir de espécimes clinicos no hospital durante o periodo de estudo. Entre os
pacientes colonizados, VREsm foi 0 micro-organismo mais frequente (92%, 158/171)
seguido de VREs recuperado somente em 13 pacientes hospitalizados (8%, 13/171)
(Tabela 5).

Tabela 5: Recuperagédo de VRE a partir de vigilancia de pacientes
colonizados e infectados incluidos no estudo

Pesquisa de VRE / Sitios Pacientes (%0)

Suabe Retal

Enterococcus faecium 158 (92,4)

Enterococcus faecalis 13 (7,6)
Espécime Clinico

Enterococcus faecium 21 (12,3)

Enterococcus faecalis 1(0,6)
Total 171 (100)

As caracteristicas demogréaficas, clinicas e epidemiol6gicas dos pacientes
incluidos no estudo estdo na Tabela 6. No total, 62% deles foram do sexo masculino,
com média de idade de 52 anos (0-89 anos), 113 (66,1%) eram pacientes clinicos e 30
(17,5%) apresentaram trauma como diagndéstico de entrada. Aproximadamente 70% dos
pacientes avaliados no hospital necessitaram de cirurgia. As principais co-morbidades
observadas incluiram cardiopatia (36,8%), nefropatia (26,3%) e Diabetes Mellitus
(14,1%). Em relacgdo aos procedimentos invasivos observou-se maior frequéncia no uso
de cateter venoso central (77,2%), seguido de sonda vesical (76,6%) e tubos
nasoenteral, nasogastrico ou orogastrico (59,6%). A média do tempo de internacéo entre
os pacientes foi de 68 dias (7-322 dias), e a maioria estava em uso de cefalosporinas de
3% e 42 geracOes (83,0%), carbapenémicos (56,7%) e glicopeptideos (52,1%).

Poucas diferengas foram encontradas em relagdo aos pacientes com VREm e
VRE¢, destacando o maior tempo de internagdo dos pacientes com VREsm e entre 0s
pacientes com VREz, a nefropatia como co-morbidade e o uso de ventilagdo mecanica

foram mais frequentes.
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Tabela 6: Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes com VRE incluidos na pesquisa

Caracteristicas

Pacientes N=171 (%)

VRE, (n=158)

VRE;, (n=13)

Idade, anos, + SD*
Tempo de Internacéo, dias, £ SD
Sexo
Masculino
Feminino
Diagndstico de Internacgéo
Clinico
Cirrgico
Trauma
Uso Prévio de Antibidticos
Cefalosporinas de 3? e 42 geracao
Carbapenémicos
Glicopeptideos
Fluoroquinolonas
Beta- lactdmicos com inibidor
Aminoglicosideos
Procedimentos Invasivos
Cateter Venoso Central
Ventilagdo Mecanica
Sonda Vesical
Dreno
Sonda nasoenteral, nasogastrica ou
orogastrica
Nutricdo Parenteral
Cirurgia
Co-morbidades
Cardiopatia
Diabetes Mellitus
Nefropatia
Doenca Auto-Imune
Espécime Clinico
Urina
Liguido pancreético
Secrecdo traqueal
Sangue

52,84 (+21,51)
68,20 (+47,56)

106 (62,0)
65 (38,0)

113 (66,1)
28 (16,4)

30 (17,5)

170 (99,4)

142 (83,0)
97 (56,7)
89 (52,1)
59 (34,5)
53 (30,9)
26 (15,2)

132 (77,2)
84 (49,1)
131 (76,6)
40 (23,4)

102 (59,6)
12 (7,0)
116 (67,8)

63 (36,8)

24 (14,1)

45 (26,3)
8(4,7)
22 (12,8)

16 (72,8)
1(4,5)
1(4,5)

4 (18,2)

52,27 (+21,36)
69,37 (+48,75)

98 (62,1)
60 (37,9)

104 (65,8)
27 (17,1)

27 (17,1)

157 (99,3)

130 (82,3)
90 (56,9)
79 (50,0)
55 (34,8)
49 (31,0
22 (13,9)

120 (75,9)
74 (46,8)
120 (75,9)
34 (21,5)

93 (58,8)
12 (7,6)
107 (67,7)

58 (36,7)

22 (13,9)

39 (24,7)
8 (5,1)
21 (13,3)

15 (71,4)
1(4,8)
1(4,8)

4 (19,0)

59,77 (+23,07)
52,76 (+27,82)

8 (61,5)
5 (38,5)

9 (69,2)

1(7,7)
3(23,1)
13 (100,0)
12 (92,3)
7 (53,8)
10 (76,9)
4(30,7)
4(30,7)
4(30,7)

12 (92,3)
10 (76,9)
11 (84,6)
6 (46,2)

9 (69,2)
0 (0,0)
9 (69,2)

5 (38,5)
2 (15,4)
6 (46,2)
0 (0,0)

1(7,7)

1 (100,0)
0 (0,0)
0 (0,0)
0 (0,0)

* SD Desvio Padrdo; VREs,: Enterococcus faecium resistente a vancomicina; VRE;,: Enterococcus faecalis

resistente a vancomicina.
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Considerando a distribuicdo dos casos de colonizagdo e infeccdo no HC-UFU
(Figura 2), 35% foram detectados no setor de Clinicas Cirurgicas, seguindo-se da

clinica de Moléstia Infecciosa (18%) e Unidade de Terapia Intensiva de Adultos (18%).

18%

LEGENDA:

Clinicas Cirurgicas
5% Unidade de Terapia
Intensiva de Adultos

1%
,/2% Clinica Médica

Transplante

Oncologia

Moléstia Infecciosa

Sala de Emergéncia
Unidade de Dor Toracica

18%

Pediatria

35%

Figura 2: Distribuigdo por clinicas dos pacientes colonizados e infectados pelo VRE no HC-UFU.

No presente estudo, as taxas de ocorréncia de VREm/1000 pacientes-dia
correspondentes aos meses de agosto de 2010 a janeiro de 2011 foram mais altas do que
o limite de controle estabelecido em 3c acima da média de incidéncia dos casos de
colonizacdo e infeccdo, o0 que pode ser descrito como um surto (Figura 3). A taxa de
aquisicdo do VREsm foi 1,92/1000 pacientes-dia no inicio de agosto de 2010 e caiu para
0 no final de janeiro de 2011 quando foi observado o término do surto de VREsm € inicio
de um periodo de endemicidade no hospital (0,555 VRE/1000 pacientes-dia). Casos de
colonizagdo por VREs foram detectados esporadicamente a partir de novembro de
2010, com uma incidéncia mais expressiva no més de fevereiro de 2011 (0,65/1000
pacientes-dia) mantendo-se abaixo dos niveis do limite de controle estabelecidos para a
deteccdo do surto.

Entre os pacientes infectados, houve a predominancia de infeccOes urinérias
(72%), seguido de bacteremia (18%). A maioria usou sonda vesical como procedimento

invasivo mais frequente (86%) e 50% evoluiu para o ébito (Apéndice I).
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X: linha central (taxa média de VRE/1000 pacientes-dia = 0,555)
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Figura 3: Nivel endémico de colonizagdo e infeccdo pelo VRE por 1000 pacientes-dia de janeiro de 2010 a junho de 2012.
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A figura 4 mostra as relagOes espacial e temporal entre 0s 22 pacientes

ao foi verificada

bito. Essa relag

7

a0 para 0 O

~

infectados por VRE, incluindo a sua evolug

em 9 dos 22 pacientes (40,9%), com a deteccdo de 3 clusters, sendo um na enfermaria

da Clinica Médica (maio/2010 a agosto/2010) e dois na Unidade de Terapia Intensiva de

Adultos (agosto/2010 a setembro/2010; junho/2011 a dezembro/2011).

A 10d 0g5337u] ¢ AU SONNPY op BAISUU] vidRIa] op SpEpIUN (ZZ-91 ‘BOIOBIOL I0(] 8P
apeprun :¢1 ‘oyueldsuel] ] ‘B1OULTIOWT op 0JIATIS ¢ “BISO[0JUQ 7T “BSOIOIIIU BUSSION (11 @ 0T BOIPSIN BOIUID 16-9 ‘SBOISINID
SEOIUID) G- :SRIUadRd ‘1107 °p oyunl ® (107 9p od1ew op N .AN-DH OP Sed|[d sejuaidfip seu [erodwsy[eroedse oede[ay :f einsig

SISO
R N RN P N TP I O I NIV G g
EE I S A S N N R I N R N I AR AR I\ P\ B W R O RN NN
2 | 2T
o IS 12
1 IS I | og
] v ] -
._. ’ I K
+ e Py
] ¢ Hm L9l
1 Sl
. [
o T— bl
} - €l
n ¢ !
’ ] o — b
i _ ]!
1 — ’ 6
’ ¢ T 8
* m i
I O
g i ) &
. ¥
4 0- ¢
+ 9" -z
» L1
L/
oq0 |} TIA o[od oedezruo[od ep stodo(q [ ]

TIA o1od ogdooyuy @ TYA o72d oedeziuojod ep sauy [l

oedezifeirdsoy op odwaT,
VANIOTA'T

SOJUaI0E



40

A partir da detecgdo dos clusters foi realizado um gel de eletroforese para
padronizacdo da técnica de PFGE utilizando cinco amostras de VREm. Pela analise
preliminar observamos mais de um clone visivel, entretanto ndo foi possivel até o
momento incluir mais dados sobre o perfil clonal das amostras, considerando que
houveram vérios problemas operacionais que impossibilitaram a realizacdo da técnica.
Vale ressaltar que esses problemas j& foram solucionados e que as amostras serdo
analisadas a partir do més de agosto deste ano.

Todos os pacientes infectados pelo VRE foram previamente colonizados pelo
mesmo micro-organismo, considerando uma media de 37 dias (variagdo 3-142) entre a
admisséo e o desenvolvimento de colonizacdo, especificamente 37,5 dias para VREm e
31 dias para VREs. Uma vez colonizado o paciente se tornou infectado em média 14

dias (variacdo 0-53) apos a colonizacdo (Figura 5).
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Figura 5: Duracdo em dias entre a admissdo do paciente e o desenvolvimento de colonizagéo e desde a
colonizagdo até o desenvolvimento de infec¢do pelo VRE.

Durante os 30 meses de estudo, em 15 meses ndo houve casos de infec¢do pelo
VRE. O numero de VRE hospitalar por 1000 pacientes-dia de janeiro de 2010 a
dezembro de 2010 foi 7,95; 11,50 de janeiro de 2011 a dezembro de 2011 e 3,36 de
janeiro de 2012 a junho de 2012. O nimero total de pacientes-dia foi 198,598 e a média
do nimero de VRE paciente-dia foi 17,09 + 21,94. A pressdo de colonizacdo mensal
variou de 0,004 a 1,32% durante o periodo estudado e os valores determinados para 0s

indicadores epidemiologicos podem ser analisados na Tabela 7.
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Tabela 7: Taxas e indicadores epidemioldgicos de infeccdo relacionada a
assisténcia a saude e colonizacdo por Enterococos Resistentes a
Vancomicina no HC-UFU

Variaveis Indicadores
Paciente-dia 16,65
IrAS /1000 paciente-dia 3,30
Colonizag&o/1000 paciente-dia 25,90
VRE/1000 paciente-dia 198,60
Pressdo de colonizagédo 7,70
Mortalidade total em 171 pacientes 28,1

A transmissdo nosocomial foi observada em 15 dos 30 meses avaliados, no
entanto nenhuma associacdo estatistica foi observada entre a pressdo de colonizagéo e o
desenvolvimento de infec¢do. Nos Gltimos 13 meses, observou-se pouca variacdo no
naimero de casos apesar de um declinio significativo na pressdo da colonizacdo mensal.
A distribuicdo mensal da aquisicdo do VRE hospitalar e a pressdo de colonizacdo séo
mostrados na figura 6.

O consumo de glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina), cefalosporinas de terceira e quarta geracdes (ceftriaxona e
cefepime) e metronidazol no hospital, representado pelo DDD por 1000 pacientes-dia,
variou durante o periodo de estudo (Figura 7, Tabela 8). Em média, o DDD de
glicopeptideos, cefalosporinas, aminoglicosideos e metronidazol foi 111,68/1000
pacientes-dia, 543,82/1000 pacientes-dia, 8,08/1000 pacientes-dia e 52,97/1000
pacientes-dia, respectivamente.
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Tabela 8: Média da somatdria do consumo de antibiticos em DDD/1000 pacientes-dia de glicopeptideos,
cefalosporinas de 3?2 e 42 geracdes, aminoglicosideos e metronidazol no HC-UFU, entre janeiro de 2010 a junho de

2012*
2010-2012
Antibidticos Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Glicopeptideos 1154 112.7 1054 110.9 1149 1029 91.8 119.1 118.9 127.9 122.5 102.0
Cefalosporinas 534.1 566.8 518.9 579.8 673.9 500.6 438.6 460.3 555.0 638.1 498.7 505.6
Aminoglicosideos 79 92 90 79 101 73 74 68 74 71 54 103
Metronidazol 53.3 50.1 528 523 547 495 489 442 720 688 446 47.2
* a tabela ndo inclui os valores correspondentes aos meses de julho de 2012 a dezembro de 2012.
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Figura 7: Relacéo entre a dose diaria definida dos antimicrobianos por 1000 pacientes-dia e o nimero de pacientes colonizados/infectados por VRE por 1000
pacientes-dia no HC-UFU no periodo de estudo.
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Somente o DDD de glicopeptideos foi relacionado com o aumento na incidéncia
de VRE por 1000 pacientes-dia de acordo com a correlagdo de Spearman (rs= 0,717,
P=0,03), enquanto que utilizando-se a correlacdo de Pearson, o DDD de
aminoglicosideos/1000 pacientes-dia, cefalosporinas de amplo espectro e metronidazol,
ndo foram relacionados (r= 0,408, P=0,27; r= 0,056, P=0,88 e r= 0,240, P=0,53,
respectivamente) a emergéncia desse fenotipo no hospital.

Os fatores de risco para o desenvolvimento de infeccdo pelo VRE foram
avaliados, considerando estudo caso (22 pacientes infectados pelo VRE) e controles (45
pacientes sem infec¢do por nenhum micro-organismo), como previamente descrito no
desenho do estudo. Os resultados das analises univariada e de regressdo logistica
multivariada sdo mostrados na tabela 9. Pela analise univariada, 0s grupos casos e
controles diferiram significativamente nos seguintes fatores: presenca de dois ou mais
procedimentos invasivos (P=0,0377), uso de cateter venoso central (P=0,0012), sonda
nasogastrica ou nasoenteral (P=0,0193), uso prévio de glicopeptideos (P=0,0119),
carbapenémicos (P=0,0002) e aminoglicosideos (P=0,0004). Na analise multivariada,
somente 0 uso prévio de aminoglicosideos foi fator de risco independente para

aquisicdo de infeccdo pelo VRE (P=0,0013).
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Tabela 9: Analise univariada e regressdo logistica multivariada identificando variaveis
associadas com o desenvolvimento de infeccdo pelo VRE em pacientes colonizados

Anélise univariada Anélise multivariada
OR! (1C? P OR! (1C?) P
Idade > 60 anos 1,977 0,1942
Sexo Masculino 0,963 0,9432
Internacéo prévia 1,149 0,0605
Cirurgia prévia 1,778 0,3076
Causa Internacao
Clinica 2,860 0,1469
Cirdrgica 0,543 0,7066
Trauma 0,259 0,2560
Co-morbidades
Diabetes Mellitus 1,026 1,0000
Nefropatia 2,533 0,1241
Neoplasia 1,500 0,5024
Procedimentos Invasivos
Uso>2 5,517 0,0377* 17.363 0,6465
Cateter VVenoso Central 9,565 0,0012* 32.478 0,2888
Ventilacdo Mecénica 2,618 0,0679
Sonda Vesical 2,860 0,1469
SNG/SNE 3,529 0,0193* 0,4209 0,381
Dreno 2,036 0,2547
Nutricdo Parenteral 11,100 0,1045
Uso prévio
antimicrobianos
>2 4,541 0,2525
Cefalosporinas 32 / 42 5,250 0,1474
Glicopeptideos 4,000 0,0119* 0,8475 0,8516
Carbapenémicos 8,242 0,0002* 12.486 0,8459
Fluorquinolonas 0,484 0,2747
Aminoglicosideos 11,670 0,0004* 32.892 0,0013*

SNG: Sonda nasogéstrica; SNE: Sonda nasoentérica. *P significativo < 0,05.
1 OR - Odds Ratio. > IC — Intervalo de Confianca

No total foram identificados 13 pacientes colonizados com VREs e apenas 1
evoluiu para infec¢do durante o periodo de estudo. A maioria (69,2%) dos pacientes
colonizados apresentavam idade igual ou superior a 60 anos, do sexo masculino
(61,4%), a maioria estava usando cefalosporinas de amplo espectro e glicopeptideos
previamente por periodo prolongado (uso > 10 dias) e estavam internados por um longo
periodo (media igual a 52,8). A presenca do VREs ficou restrita basicamente a 3
unidades (CM, UTI e CIR), 38,5% evoluiu para o ébito, entretanto a mortalidade foi
atribuida na maioria das vezes a infecgdo de corrente sanguinea por outro micro-

organismo (Tabela 10).



Tabela 10: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes colonizados e infectados por VREs no HC-UFU

Uso prévio dos antibioticos™: Infeccdo!

Tempo de Uso Nefropatia
Pct** Género lIdade Clinica? Internacdo de /Diabetes TEC VAN CEF CAR FLU B+l AMI
(dias) SV Mellitus

por

VRE outra Evolucéo

1 M 60 CIR 22 - /- - +(24) + - - - - U - Alta
2 F 75  UDT 27 + -J- + (10) - + - - - - - - Alta
3 F 30 CM 67 + -/- - - + - - -+ - - Alta
4 M 72 SE 7 + +/+ - - + - - - - - - Alta
5 F 16 MI 49 - -/- - - + + + - - - U Obito
6 M 74 CIR 111 + +- +(06) +(06) + + -+ - - S+U  Obito
7 F 75 CM 43 + /- +(12) - + - - - - - S Alta
8 M 73 CM 63 + +/- +(14) +(02) + + -+ 4+ - St Alta
9 M 26 UTI 81 + +/- +(@37) +(07) - + + + + - St Alta
10 M 89 CIR 37 + +/- + (20) - + - - - - - Sf Alta
11 M 46 UTI 71 + -/- - +(35) + + -+ - - S Obito
12 F 61 UTI 40 + /- - +(27) + + + - - - S Obito
13 M 80 CM 68 + +H+ +(13) - + + + -+ - S Obito

*TEC, Teicoplanina; VAN, Vancomicina; CEF, Cefalosporinas de 3% e 42 geracfes; FLU, Fluoroquinolonas; B+l, B-lactdmico com inibidor de B-lactamase; AMI,
Aminoglicosideos. Nimero entre parénteses equivale ao nimero de dias em uso do antibiético.

1 Infec¢do por VRE ou por outros micro-organismos; U, Urina; S, Sangue; St, Secrecdo traqueal; Sf, Secrecdo de ferida.

**Paciente

2 CIR, Clinicas Cirurgicas; UDT, Unidade de Dor Torécica; CM, Clinica Médica; SE, Sala de Emergéncia; MI, Moléstia Infecciosa; UTI, Unidade de Terapia Intensiva de
Adultos;

3 SV, Sonda Vesical.

9%
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O perfil de resisténcia aos B-lactamicos e aminoglicosideos foi avaliado somente
para amostras de infeccdo por VREm e colonizacdo por VREg. Foi observada
associacdo entre as amostras com elevados niveis de resisténcia a estreptomicina
(HLSR) e resisténcia a penicilina e ampicilina nas amostras de VREm. Entretanto para
as amostras de VRE¢ 0 elevado nivel de resisténcia a gentamicina (HLGR) foi mais
frequente (77%) associado somente com a resisténcia a penicilina. Entre as 25 amostras
com elevado nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR), 100% foram resistentes
a penicilina e 60% resistentes a ampicilina. O fenotipo penicilina resistente e ampicilina
sensivel s6 foi observado entre os isolados de VRE# na proporcéo de 61,5% (Tabela 11;
Apéndice II).

Tabela 11: Perfil de resisténcia aos B-lactamicos e aminoglicosideos em amostras
de infeccdo por VREsm e colonizagdo por VREz*
Gentamicina  Estreptomicina

Amostras Ampicilina Penicilina G HLR HLR
VREfm (n=17)
Sensivel 0 (0) 0 (0) 16 (94,1) 6 (35,3)
Resistente 17 (100) 17 (100) 1(5,9) 11 (64,7)
VREf (n=13)
Sensivel 8 (61,5) 0 (0) 3(231) 10 (76,9)
Resistente 5 (38,5) 13 (100) 10 (76,9) 3(23,1)

*amostra de VREx. foi perdida

Todos os isolados de VREsm carreavam o gene vanA, demonstrado pelo PCR
(Figura 8). Eles foram resistentes a teicoplanina e expressaram elevados niveis de
resisténcia a vancomicina (MIC > 256 ug/ml). Todos 0s VREsm isolados de infeccdo

foram resistentes a ampicilina, ciprofloxacina e susceptiveis a tigeciclina.
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PM P N 15 16 17 23 24 36 43 46 79 84 108 109 126 130144 146 159 163 179

1517pb
1200pb

400pb R R R R B A A A B B R B U B B B M 390b

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene vanA nas amostras de VREfm
recuperadas de pacientes colonizados e infectados (o gel é ilustrativo, indicando apenas parte das
amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo E. faecium vanA; N:
Controle Negativo (H20); 15 a 179: Amostras de infeccdo por VREsm.

A deteccao dos genes de viruléncia por PCR foi comparada entre 17 isolados de
VREm de infeccdo e 17 de colonizagdo. O gene esp foi encontrado em 82,4% das
amostras de colonizacdo e em 76,5% dos isolados clinicos de VREsm (Figuras 9 e 10).
Os genes asal e gelE foram detectados em 2 (11,8%) amostras e nenhum isolado

apresentou o gene hyl (Figura 11; Tabela 12).
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene esp em amostras de VREm
recuperadas de pacientes infectados. PM: Marcador de peso molecular 100pb; MMH594: Controle
positivo; 15 a 159: Amostras de infec¢do por VREfm.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene esp em amostras de VREsm
recuperadas de pacientes colonizados.

PM: Marcador de peso molecular 100pb; MMH594: Controle positivo; 08 a 97: Amostras de
colonizagéo por VREsm.

PM MMH  TX 06 14 13 19 35 4 47 52 93 110 107 128 153 147 155 167 97

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose para detecgdo dos genes asal, gelE e hyl.
PM: Marcador de peso molecular 100pb; MMH594 e TX0016: Controles positivos;
06 a 97: Amostras de colonizacdo por VREm.



Tabela 12: Caracteristicas e genes de viruléncia e resisténcia de amostras de VRE;,, recuperadas de diferentes sitios de pacientes
internados no HC-UFU

Amostra Sitio de isolamento Data Genes de viruléncia® Gene de resisténcia
Colonizacao esp asal gel E hyl

6 Suabe retal 06/08/2010 + - vanA

14 Suabe retal 27/08/2010 + - van A
13% Suabe retal 27/08/2010 + - van A
19° Suabe retal 10/09/2010 + - van A
35°¢ Suabe retal 29/10/2010 + - vanA
44 Suabe retal 26/11/2010 + - van A
47 Suabe retal 29/12/2010 + + vanA
52 9 Suabe retal 07/01/2011 + - van A
93 Suabe retal 29/04/2011 + - vanA
97 Suabe retal 16/07/2010 + - van A
110 Suabe retal 22/07/2011 + - vanA
107 ¢ Suabe retal 27/05/2011 + - van A
128 Suabe retal 23/09/2011 - - van A
153 f Suabe retal 01/12/2011 + - van A
147 Suabe retal 13/01/2012 - - van A
1559 Suabe retal 24/02/2012 - - van A
167 Suabe retal 09/03/2012 + + van A

! Simbolos representam: +, presenca do gene de viruléncia; -, auséncia do gene de viruléncia.
Letras iguais entre amostras de colonizacéo e infec¢do indicam que foramisoladas do mesmo paciente.

0§



Continuacao

Tabela 12: Caracteristicas e genes de viruléncia e resisténcia de amostras de VRE;,, recuperadas de diferentes sitios de pacientes
internados no HC-UFU

Amostra Sitio de isolamento Data Genes de viruléncia® Gene de resisténcia
Infeccéo esp asal gel E hyl
15 Urina 17/06/2010 + - - - vanA
16 Urina 06/08/2010 + - - - vanA
172 Urina 10/09/2010 - - - - van A
23° Urina 19/09/2010 - - - - van A
36° Sangue 03/11/2010 + - - - van A
43 Urina 06/12/2010 + - - - vanA
46 Sangue 03/12/2010 - - - - van A
79 ¢ Urina 01/03/2011 + - - - van A
84 Urina 04/04/2011 + - - - van A
109° Urina 09/07/2011 + - - - van A
126 Urina 05/09/2011 + - - - van A
130 Urina 07/10/2011 + - - - vanA
144 Urina 05/12/2011 + - - - van A
146 Urina 26/12/2011 - - - - van A
1599 Urina 01/03/2012 + - - - van A
163 Urina 12/03/2012 + - - - vanA
179 Urina 02/04/2012 + - - - vanA

! Simbolos representam: +, presenca do gene de viruléncia; -, auséncia do gene de viruléncia.
Letras iguais entre amostras de colonizacdo e infecgdo indicam que foramisoladas do mesmo paciente.

58S
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6 DISCUSSAO

Globalmente, VRE continua sendo causa importante de infeccdo relacionada a
assisténcia a saude, e neste estudo, foi avaliada a ocorréncia de VRE nosocomial em uma
instituicdo e constatado aumento no numero de casos observados entre 2010 e 2012,
sugerindo que esse micro-organismo estd em emergéncia, como causa significativa de
infeccdo e colonizacdo no ambiente deste hospital. Na literatura, os dados de vigilancia
demonstraram taxas de incidéncia de VRE na Europa de 2 a 14,3%, dependendo do gendtipo
de resisténcia e com aumento de VREsm nos Estados Unidos de 28,9% em 1993 para 72,4%
em 2002 (SCHOUTEN et al., 2000; TREITMAN, et al.; 2005).

No HC-UFU, até 2009, houve predominancia de casos esporadicos de E. faecalis
resistente a vancomicina, mas em 2010, E. faecium resistente & vancomicina foi responsavel
por um surto e continuou como a principal causa da colonizacéo e infec¢do por enterococos
entre os pacientes hospitalizados. De acordo com dados do programa SENTRY (SADER et
al., 2009), a porcentagem de VRE no Brasil aumentou de 6,9% em 2003, para 31,1%, em
2008, sendo a maioria (68,5%) dos isolados da espécie E. faecium. As taxas foram muito
maiores no nosso hospital do que aquelas observadas em outros hospitais de paises latino-
americanos, como relatou Panesso et al. (2010) durante o periodo de 2006-2008, em 32
hospitais na Colémbia, Peru, Equador e Venezuela, evidenciando taxa média total de 6%.

Variagdes nas taxas de incidéncia de infeccbes em ambientes hospitalares sdo comuns
durante a vigilancia epidemioldgica (ARANTES et al., 2003). No presente estudo, a taxa de
VREm de agosto de 2010 a janeiro de 2011 ultrapassou o limite de controle, estabelecida em
30 acima da incidéncia média desses casos, caracterizando um surto e, provavelmente, foi
influenciada por fatores como o alto uso de antimicrobianos.

A literatura evidencia o papel do Enterococcus sp. como patdgeno urinario, em alguns
casos sendo considerado como a etiologia mais comum (LEWIS; ZERVOS, 1990;
LAUPLAND et al., 2002). Verificamos que a principal fonte de isolamento do VRE no nosso
estudo foi a urina (72,8%), seguido de hemocultura (18,2%), dados semelhantes ao estudo
realizado por Warren et al. (2004), em que foi observado 4,8% de isolamento de VRE na
urina e 6,5% em sangue. De acordo com o programa SENTRY (DESHPANDE et al., 2007),
que analisou amostras dos Estados Unidos e Europa, 36,7% de VRE foram isolados a partir

do trato urinario, seguido de 28% na corrente sanguinea. A maioria das IrAS sdo associadas a
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procedimentos invasivos (JARVIS, 1996), e na nossa casuistica, 86% dos pacientes com
infeccdo de urina estavam em uso de sonda vesical.

A terapia com agentes antimicrobianos pode contribuir para o aumento da colonizagéo
e infeccdo por VRE e varios estudos concluiram que o consumo de tais agentes sdo fortes
indicadores para aquisigdo desse micro-organismo (PAN et al., 2012; SOHN et al., 2013).
Além disso, cerca de 40,0% dos pacientes hospitalizados recebem antimicrobianos e em
aproximadamente 50,0% dos casos 0 seu uso é desnecessario (MANDELL; BENNETT,;
DOLIN, 2005). A avaliagdo do consumo de antibioticos no hospital & usualmente
recomendada por 6rgdos como a Organiza¢do Mundial de Saide e NHSN avaliando-se a Dose
Diéaria Definida, o que permite comparar as taxas de micro-organismos e seus fenétipos de
resisténcia aos antibidticos, favorecendo o estabelecimento de relacdes Uteis entre eles
(CURTIS; MARRIOTT; LANGLEY, 2004). Verificamos na nossa investigacdo que o
consumo de cefalosporinas de 3% e 42 geracBes predominou entre as classes de antibioticos
prescritas no hospital, mas sem relacéo significativa com a incidéncia de infec¢fes por VRE.
O consumo de carbapenémicos também foi elevado, mas apenas 0 uSO excessivo de
glicopeptideos (DDD=111,68), refletiu a alta frequéncia de pacientes com VREmm em nosso
hospital. De modo geral, as DDDs de antibioticos foram bem mais altas quando comparadas
com as de outros paises, principalmente em relacdo ao uso de cefalosporinas (MEYER et al.,
2003). Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram a relagdo entre
o consumo de cefalosporinas de 32 e 42 gera¢fes com 0 aumento na incidéncia de pneumonia
associada a ventilacdo mecanica, tanto por Pseudomonas aeruginosa resistentes a imipenem,
quanto por Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina no HC-UFU (MOREIRA et al.,
2009).

A utilizacdo de vancomicina e aminoglicosideos foram identificadas como fatores de
risco para colonizacdo e infeccdo por VRE, sugerindo que a pressdo do antibidtico
desempenha um papel decisivo, alterando o nicho ecolégico nos pacientes e desempenhando
uma vantagem na selecdo do VREmm (FURTADO et al., 2006; SAKKA et al., 2008).

No caso do surto que iniciou em agosto de 2010 vale ressaltar que a grande maioria
das amostras foram recuperadas a partir de suabe retal. Entretanto o aumento na ocorréncia de
infeccdo e colonizagdo por VRE continuam sendo motivos de preocupagdo no ambiente
hospitalar, considerando as poucas op¢6es disponiveis para o tratamento e como observado
nesse estudo, os pacientes infectados pelo VRE geralmente foram de alto risco, o0 que poderia

justificar as altas taxas de mortalidade (50%) encontradas nesse grupo.
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Outros estudos tém identificado como fatores de risco para colonizacéo e infecgdo por
VRE: doencas de base como diabetes mellitus e nefropatia, além do uso de dialise,
imunossupressao, pressao de colonizacao, além do uso prévio de antibidticos (PUZNIAK et
al.; 2002; BATISTAO et al., 2012; SOHN et al., 2013). Encontramos muitos desses fatores
pela analise univariada, mas apenas o uso prévio de aminoglicosideos foi considerado fator de
risco independente para a aquisicdo de infeccdo por VRE. De acordo com outras publicagdes,
0 tempo de hospitalizacdo prévio geralmente é relacionado com a aquisicdo de colonizacao
por VREsm nosocomial e consequente desenvolvimento de infec¢éo por este micro-organismo
(ZIRAKZADEH; PATEL, 2006; MCGREGOR et al., 2012). Na nossa casuistica foi possivel
evidenciar que todos os pacientes colonizados ficaram internados previamente por um tempo
médio de 37 dias.

A pressdo de colonizagdo foi proposta em muitos estudos como um indicador para a
aquisicdo de bactérias multirresistentes, como o Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), VRE e Clostridium difficile (BONTEN et al., 1998; PUZNIAK et al., 2002;
MULLER et al., 2006; DUBBERKE et al., 2007). Nossos resultados destacam que a
transmissdo cruzada é reforcada em periodos de alta e persistente concentracdo de pacientes
portadores VRE. Durante o periodo de estudo, a transmisséo cruzada provavelmente ocorreu
devido a falhas nas medidas de controle de infeccdo (BORGES; KATAGUIRI; GONTIO-
FILHO, 2006; BORGES, 2009), como mostrou a relacdo espaco-temporal com a
caracterizacdo de clusters particularmente na UTI-A, e também pode estar associada com
altos niveis de pressdo de coloniza¢do (ROCHA, 2012).

Nesse estudo, entre as amostras testadas para resisténcia a B-lactamicos, somente 26%
(8/30) foram sensiveis a ampicilina. Esse é um resultado preocupante, considerando que a
ampicilina é antibidtico de escolha para tratar infeccdo urinaria por enterococos sensiveis a
esse antimicrobiano, e também para VRE (HEINTZ; HALILOVIC; CHRISTENSEN, 2010).
Estudos semelhantes tem demonstrado frequéncias elevadas de resisténcia a B-lactdmicos
entre as amostras de enterococos, como na casuistica de Sadowy et al. (2013), em que a
resisténcia a ampicilina em amostras de VREsm foi de 100%, enquanto o trabalho de
Hayakawa et al. (2013) mostrou em amostras de VRE« uma taxa de 5,8% de resisténcia.
Alguns autores relatam que os E. faecium sdo de 4 até 16 vezes mais resistentes aos f-
lactamicos do que E. faecalis (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000; SHEPARD;
GILMORE, 2002), no nosso estudo o VREmm foi 3 vezes mais resistente a esses

antimicrobianos do que VREtc.
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Como mencionado anteriormente, a resisténcia a ampicilina pode ser mediada por f-
lactamases, ndo detectadas rotineiramente por técnicas de disco-difusdo, contribuindo para
que a ocorréncia desse mecanismo seja subestimado. Aqui ndo foi realizada a pesquisa de [3-
lactamase, considerando que a maioria das amostras foram de urina e de colonizacdo e a
pesquisa de resisténcia para esse mecanismo geralmente é avaliada em casos graves, em que 0
enterococo € isolado de sangue ou liquor (WELLS et al., 1992).

Observamos através do meétodo de disco-difusdo, 36,7% e 46,7% de HLR a
gentamicina e estreptomicina, respectivamente, sendo que apenas 6,7% foram resistentes
concomitantemente a estes dois antimicrobianos, situacdo observada apenas para amostras de
VREs. Como mencionado na introducdo, é importante realizar o teste de sensibilidade para
esses antimicrobianos considerando diferencas nos mecanismos de resisténcia para
gentamicina e estreptomicina (COURVALIN; CARLIER; COLLATZ, 1980) e como HLR
para gentamicina geralmente é devido a producédo de enzimas inativadoras, confere resisténcia
a outros aminoglicosideos exceto estreptomicina. Um dado interessante foi que 100% dos
isolados com HLAR foram concomitantemente resistentes a penicilina e 73,3% a ampicilina.
Estudos recentes (MENDIRATTA et al., 2008; VINODKUMAR et al., 2011) demonstram
prevaléncia de HLAR semelhantes ao nosso, com tendéncia crescente da resisténcia a esses
antimicrobianos nos Gltimos anos. Além da capacidade de disseminacdo de genes, a pressao
seletiva do uso desses antibidticos no ambiente hospitalar, constatado nessa pesquisa, pode
influenciar a maior frequéncia de resisténcia nessas amostras.

A deteccdo dos genes de viruléncia, como esp, asal e gelE em algumas das nossas
cepas clinicas bem como na maioria das amostras de colonizacdo, mostra claramente a maior
frequéncia destes genes em E. faecium, particularmente o gene esp, como tem sido
anteriormente reportado (CAMARGO et al., 2008; RUZON et al., 2010).

No presente estudo, encontramos 0 gene esp na maioria das amostras de VREm
testadas, no entanto, algumas cepas apresentaram os genes asal e gelE, mesmo a literatura
mostrando resultados divergentes quanto a frequéncia de deteccdo do gene gelE em E.
faecium (VANKERCKHOVEN et al., 2004; RUZON et al., 2010). A presenga da proteina de
superficie enterocdcica (Esp) e de substancia de agregacdo (Asa) podem estar relacionadas
com a facilitagdo da conjugacéo entre as cepas, com isso tornando a célula mais propensa a
adquirir genes de resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, a proteina Esp promove adeséo
da bactéria as células do trato urinario (SHANKAR et al., 2001), e na nossa casuistica 71%
das amostras foram isoladas do trato urinario e possuiam o gene esp. O gene hyl ndo foi

encontrado em nenhuma das amostras testadas, corroborando com a literatura, resultando em
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perfis de viruléncia semelhantes entre as amostras. Portanto o estudo da viruléncia entre as
amostras de VREsm isoladas de pacientes colonizados e infectados apresentam perfis de
fatores de viruléncia semelhantes, sugerindo com isso que 0s pacientes podem ter sido
infectados por bactérias da sua propria microbiota intestinal.

Vaérios tipos de intervencBes tem sido propostas na tentativa de controlar micro-
organismos resistentes e multirresistentes como VRE, incluindo culturas de vigilancia,
isolamento de pacientes portadores de VRE, incentivo e melhora na higienizacdo das méos,
assim como na limpeza e desinfeccdo do ambiente e campanhas educativas. Embora a adocao
dessas medidas no nosso hospital ndo tenha conseguido reverter o aumento da incidéncia de
VRE, talvez devido a baixa adesdo de medidas de controle (BORGES; KATAGUIRI;
GONTHNO-FILHO, 2006; BORGES, 2009), as tentativas tiveram sucesso no controle do
surto, com uma diminuicdo das taxas para niveis endémicos.

O trabalho teve éxito na busca ativa por pacientes colonizados pelo VRE, uma vez que
a participacdo dos profissionais de salde do hospital nessa triagem foi fundamental,
permitindo demonstrar a importancia da colonizacdo como fonte para disseminacdo desse
micro-organismo. A avaliacdo epidemioldgica realizada ao longo dos 2 anos e meio foi
reportada a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do HC-UFU como feedback do
trabalho que estava sendo realizado, além de comunicacBes em congressos e simpdsios
brasileiros e internacionais. Seria interessante continuar realizando estudos de vigilancia de
VRE no hospital para avaliar a prevaléncia de gen6tipos e clones predominantes, bem como o
perfil de viruléncia, com o objetivo de detectar possiveis alteracdes epidemioldgicas.

Estudos que combinam vigilancia epidemiolégica com analise molecular tém
elucidado muitos aspectos relacionados a epidemiologia do VRE nos hospitais, como a
caracterizacdo de surtos causados por um Unico clone ou situacdes de endemicidade causadas
por varios clones (BOYCE et al.,, 1994, DONSKEY et al., 1999). A andlise clonal das
amostras de VRE do HC-UFU foi parcialmente realizada até o momento, entretanto por
dificuldades operacionais os resultados estdo sendo reavaliados para que possamos obter

dados mais completos.
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CONCLUSAO

Com este estudo pdde-se concluir que:

O surto foi caracterizado epidemiologicamente através da analise da curva endémica,
causado exclusivamente pelo VREsm, com incidéncias elevadas no hospital.

Os nossos resultados revelam uma densidade de uso de antibidticos, particularmente
de cefalosporinas de terceira e quarta geracOes e carbapenémicos, muito alta,
entretanto, somente o DDD de glicopeptideos foi relacionado com o aumento na
incidéncia de VRE/1000 pacientes-dia, sugerindo a necessidade de uma revisdo na
politica de uso de antimicrobianos no nosso hospital.

Pela andlise multivariada somente o uso prévio de aminoglicosideos foi considerado
fator de risco independente para desenvolvimento de infeccdo pelo VRE; e embora a
pressdo de colonizacdo ndo tenha sido relacionada estatisticamente com o
desenvolvimento de infeccdo pelo VRE, nosso estudo sugere que a pressao de
colonizagdo deve ser avaliada e usada como indicador de qualidade no controle de
infeccdo no ambiente hospitalar.

Todas as amostras apresentavam MIC elevado para vancomicina e foram
caracterizadas através do PCR contendo o gene vanA. A maioria das amostras de
VREm isoladas durante o surto apresentavam o gene de viruléncia esp, confirmando
perfis de fatores de viruléncia semelhantes entre as amostras recuperadas de pacientes
colonizados e infectados.

Foi observada relagcdo temporal e espacial entre os pacientes infectados pelo VRE com
a evidéncia de clusters na CM e UTI-A, provavelmente associada com a transmissao
cruzada do micro-organismo nessas unidades.

Foi observada associacdo entre as amostras com HLR a estreptomicina e resisténcia a
penicilina e ampicilina nas amostras de VREm, enquanto as amostras de VREs 0
elevado nivel de resisténcia a gentamicina foi mais frequente, associado somente com
a resisténcia a penicilina. O fendtipo penicilina resistente e ampicilina sensivel sé foi
observado entre os isolados de VRExc.

Né&o foi possivel concluir dados sobre a relagdo clonal entre as cepas até 0 momento, e
estudos adicionais devem ser realizados para elucidacdo da participacdo de clones

predominantes de VRE no nosso hospital.
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ANEXO I

VIGILANCIA I
PACIENTES COM
SEPSE - UTI AIULTOS

BUSCA ATIVAE
VIGILANCIA
TARGRATORIAD
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Iedade: Diag, Entrada:

Sexor____RECG.
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Dataz_{ [
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[Ty
Allerorgunismos Sitlo dbe Bsolumento | Data Perfil de Resisencia
Aoatimileratlames Imiglar | Térmime Aontimiberabianos Inicin | Térming Chbservigiies
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ANEXO Il

OJ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
_COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°, 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 32394131
e-mail: cep@propp.ufu.br, www.comissoes. propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 597/09 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU 039/09

Projeto Pesquisa: Staphylococcus aureus e enterococcus spp. Resistentes a vancomicina em
pacientes na unidade de terapia intensiva de adultos do hospital de clinicas da UFU.

Pesquisador Responsavel: Rosineide Marques Ribas

De acordo com as atribui¢des definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovagéo
do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador p ara conferéncia do relatério e documentagdo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimente a
Resolugdo 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO

Data de entrega do relatoério final: Julho de 2011.

OBS: Corrigir o telefone do CEP no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, qual seja,
3239-4131.

O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Uberiandia, 04 de novembro de 2009.

L/J/mw\ é?.i,p’q it Sk oo,

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
Onentagdes ao pesquisador

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cui (Res. CNS 196/96 - ltem IV 1 f) e deve receber uma
co‘gna do Termo de Consentimento Livie @ Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV 2.d)

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme defineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 1. 3 z), aguardando seu
parecef, exceto quando perceber MSCO Ou dano NAo previsio a0 sujeito pamcipante ou quando constatar a
supernondade de reqime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram a¢do imediata

« O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS ltem V 4), E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocomdo (Mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP @ & Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento

« Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o
parecer aprobatérno do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item 111.2 e). O prazo para entrega
de relatono é de 120 dias apods 0 1érmino da execugdio prevista.



APENDICE I: Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados por VRE no HC-UFU

Tempo de Uso de Nefropatia/
Paciente Clinica® Espécime clinico Género Idade Internagdo ) Diabetes  Evolucao
(dias) Mellitus
1 CcC Liquido ascitico M 45 31 + -/- Alta
2 cC Sangue F 51 15 + +- Obito
3* CcC Urina M 60 22 - -1- Alta
4 CcC Urina M 65 170 + +/- Alta
5 CcC Urina M 73 10 + -1- Alta
6 CM Urina F 90 167 + -1+ Obito
7 CM Urina F 54 148 + -/- Alta
8 CM Urina F 84 75 + -1- Alta
9 CM Urina M 66 117 + -/- Obito
10 MI Sangue M 28 51 + -I- Obito
11 MI Sangue M 78 85 + -1+ Obito
12 0O Urina M 74 65 + -/- Alta
13 SE Urina F 73 76 + -I- Obito
14 T Urina M 53 83 + -1- Alta
15 ubDT Urina F 67 81 + -+ Alta
16 UTI Urina F 62 125 + +- Obito
17 UTI Urina F 32 59 + -I- Obito
18 UTI Urina M 54 113 + +- Obito
19 UTI Urina M 71 96 - +/- Obito
20 UTI Urina M 31 174 + +/- Obito
21 UTI Sangue M 78 112 + +/- Alta
22 UTI  Secrecdo traqueal M 33 75 - -1- Alta

1 CC, Clinicas Cirargicas; CM, Clinica Médica; MI, Moléstia Infecciosa; O, Oncologia; SE, Servico de Emergéncia; T,
Transplante; UDT, Unidade de Dor Toracica; UTI, Unidade de Terapia Intensiva de Adultos. 2 SV, Sonda Vesical; *Infeccdo
por VREfc
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APENDICE II: Perfil de resisténcia aos B-lactamicos e aminoglicosideos em amostras
de infeccdo por VREsm e colonizagdo por VRExc.

Gentamicina Estreptomicina

*
Amostra Ampicilina  Penicilina G HLR HLR
VREfm
15 R R S R
16 R R S R
17 R R S R
23 R R S R
36 R R S R
43 R R S R
46 R R S R
79 R R S R
84 R R S S
109 R R S R
126 R R S R
130 R R S S
144 R R S S
146 R R S S
159 R R S S
163 R R R S
179 R R S R
VREf
83 R R S S
75 S R R S
86 S R R S
49 S R R S
120 S R R S
51 S R R S
71 S R R S
76 R R S R
88 R R R S
121 R R S S
77 S R R R
150 S R R R
78 R R R S

* VREsm: Enterococcus faecium resistente a vancomicina; VREs: Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina; HLR: elevados niveis de resisténcia.



