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HEB Hospital Estadual Bauru
HEMA Hospital Estadual Manoel de Abreu
CID-10 Classificacdo estatistica internacional de doencas e problemas

relacionados a saude, décima revisao.

CLSI Instituto de padronizagdo clinica e laboratorial (do inglés, Clinical and
Laboratory Standards Institute)

EUA Estados Unidos da América

VRE Enterococcus spp Resistente a Vancomicina (do inglés, Vancomicyn-
Resistant Enterococcus spp)

VSE Enterococcus spp Sensivel a Vancomicina (do inglés, Vancomicyn-
Sensitive Enterococcus spp)

UTI Unidade de Terapia Intensiva

CDC Centro de prevencdo e controle de doencas dos EUA (do inglés, Center for
Disease Control and Prevention)

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina, (do inglés, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus).

MIC Concentracdo inibitéria minima (do inglés, Minimum inhibitory
concentration), relacionado a teste de sensibilidade a antimicrobianos.

MDRO Do inglés, Multidrug-resistant organisms. Organismos multirresistentes a
drogas, refere-se a antibioticoterapia antimicrobiana.

OMS Organizacao Mundial de Saude
CC17 genogrupo de Enterococcus faecium, designado complexo clonal 17
PCR Reacdo em cadeia de polimerase (do inglés, Polymerase chain reaction).

SCIH Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar
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Resumo

N

Antes da emergéncia da resisténcia a vancomicina, Enterococcus spp nao eram
considerados patogenos de grande risco para pacientes submetidos a cuidados em satde. Estas
bactérias raramente causavam infeccdes sistémicas e eram isoladas principalmente de
infeccdes urindrias. Atualmente, sdo considerados uma grande ameaca no ambiente
hospitalar, devido a emergéncia dos enterococos resistentes a vancomicina (Vancomycin-
resistant enterococci, VRE).

Nosso estudo pretendeu abordar de forma ampla a epidemiologia, os fatores de risco, a
clonalidade e o prognéstico da aquisi¢do de VRE em dois hospitais consorciados: O Hospital
Estadual Bauru (HEB) e o Hospital Estadual Manuel de Abreu (HEMA), ambos pertencentes
a Secretaria de Estado da Satide de Sao Paulo.

Para tanto, combinamos metodologias de epidemiologia cldssica e molecular. O
periodo de coleta de isolados foi de janeiro de 2010 a junho de 2012, correspondendo a época
de emergéncia e disseminacao dos VRE nos hospitais do estudo. Foram incluidos 122 sujeitos
que adquiriram VRE em um dos hospitais, e 8 casos classificados como importados (isto &,
procedentes de outros servicos de saude). Os isolados eram procedentes de culturas clinicas
(solicitadas pelos médicos responsdveis) ou de vigilancia (swabs retais coletados sob
orientacdo da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar). Foram caracterizados por
métodos usuais de identificacdo de espécie e antibiograma. Todos foram submetidos a
tipagem molecular por Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis,
PFGE), utilizando a enzima de restricao smal.

Foram realizados estudos caso-controle (com analise multivariada), excluindo os
sujeitos que adquiriram VRE em outros servigos. Para os 122 casos remanescentes, foram
selecionados 244 controles, nos quais o VRE nao foi identificado.

Dentre os casos identificados nos hospitais do estudo, 113 (86,9%) foram
caracterizados como Enterococcus faecium e 17 (13.1%) como Enterococcus faecalis. Ao
todo, 88(67,7%) foram identificadas no HEB e 42(32,7%) no HEMA. A autoctonia foi
comprovada em 77(87,5%) dos casos do HEB e 41(97,6%) dos casos do HEMA. A tipagem
por PGFE revelou que 94(77,0%) das cepas foram formadoras de ‘“‘clusters” (definidos como
perfis eletroforéticos agrupando cinco ou mais isolados). Também identificamos que
47(38,5%) pertenceram ao ‘“cluster” Afm. De forma geral, os fatores de risco para infec¢ao

e/ou colonizacao por VRE foram o uso de ventilacdo mecanica (OR=8,12; IC95% 1,76-37,54;



Correa AAF Resumo

p=0,007) e a terap€utica antimicrobiana com piperacilina-tazobactam (OR=3,62; IC95% 1,62-
8,40; p=0,002;), cefepime (OR=2,96; IC95% 1,51-5,82; p=0,002;) e imipenem (OR=3,81;
IC95% 1,57-9,24; p=0,003).

De forma isolada, os casos do HEB apresentaram como fatores de risco o uso de
esteroides (OR=2,41; IC95% 1,11-5,23; p=0,03), de ventilacio mecanica (OR=6,03; IC95%
1,23-29,47; p=0,03) e a terapéutica antimicrobiana com cefepime (OR=2,77; 1C95% 1,12-
6,84; p=0,03) e imipenem (OR=2,41; IC95% 1,11-5,23; p=0,03). Para aqueles que adquiriram
VRE no HEMA somente o uso da oxacilina (OR=35,27; IC95% 2,46-505,37; p=0,01) foi
identificado como fator de risco.

Realizamos novas andlises, para identificar fatores relacionados a aquisi¢cdo de E.
faecalis (versus E. faecium) e a aquisi¢ao de isolados participantes de clusters.

Na primeira etapa, observamos relacdo entre uso de levofloxacino e aquisicdo de E.
faecalis (OR=14,87; IC95% 3,04-72,75; p=0,001).

De forma interessante, identificamos uma tendéncia significante a ndo pertencer a
“clusters” entre pacientes do sexo masculino (OR=0,34; IC95% 0,12-0,94; p=0,04),
portadores de doenca cardiaca (OR=0,31; IC95% 0,11-0,91; p=0,03), ou aqueles que fizeram
uso de amoxicilina-clavulanato (OR=0,24; IC95% 0,09-0,69; p=0,008;).

Por outro lado, houve associacdo independente entre carreamento do clone dominante
Afm e internacdo em uma enfermaria especifica do HEB (Terceiro Andar, Esquerdo;
OR=3,91; 1C95% 1,04-14,72; p=0,04), e com traqueostomia (p=0,02; OR=8,04; IC95% 1,41-
45,95), ventilacdo mecanica (OR=14,34; IC95% 1,59-129,77; p=0,02) e uso de antifiingicos
(OR=9,99; IC95% 1,24-80,20; p=0,03)

Quanto ao prognostico, o 6bito ndo foi influenciado pela presenca do VRE (infeccdo
ou colonizagdo), mas sim, pelas comorbidades, os fatores de gravidade e o uso de dispositivos
invasivos.

Embora a predominincia de casos autoctones demonstre que as medidas de controle
ndo impediram a disseminacdo do VRE, este manteve uma baixa circulagdo. A presenca de
cepas que pertencem a um mesmo ‘“‘cluster” em ambas as institui¢des, confirma a existéncia
de disseminagdo entre as mesmas. O HEB apresentou uma maior tendéncia a “clusterizacao”
e a maior transmissao cruzada do clone Afm ocorreu no terceiro andar esquerdo.

Medidas para evitar a transmiss@o cruzada de VRE e do desenvolvimento endégeno de

resisténcia nas enfermarias e nas UTI s dos hospitais deste estudo, ndo somente devem, como



Correa AAF Resumo

j4 fazem parte de uma politica constante de controle, que inclui o monitoramento da

colonizagdo assintomadtica por VRE e auditoria restritiva de prescricao de antimicrobianos.

Palavras-chave: Epidemiologia molecular; fatores de risco; Enterococcus spp resistentes a

vancomicina; VRE.
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Abstract

In the decades that preceded the emergence of vancomycin resistance, Enterococcus spp.
were not considered pathogens of greatest risk for patients undergoing health care. These
bacteria rarely caused systemic infections and were isolated mainly from urinary tracr
infections. Presently, they are considered a major threat in hospitals due to the emergence of

vancomycin-resistant Enterococci (VRE).

Our study sought to provide a wide evaluation of the epidemiology, risk factors, clonality and
outcome of VRE colonization/infection in two hospitals from a public health consortium:
Hospital Estadual Bauru (HEB) and Hospital Estadual Manuel de Abreu (HEMA) Hospital ,

both belonging to Sao Paulo State Health Secretariat.

We combined classic epidemiological methods and molecular epidemiology. The study period
extended from January 2010 through June 2012 , corresponding to the time of emergence and
spread of VRE in hospitals in the study. We included 122 subjects who acquired VRE in one
of the study hospitals, and 8 cases classified as imported (i.e., who acquired VRE in other
health services) . The isolates were obtained from clinical cultures (requested by attending
physicians) or surveillance cultures (rectal swabs collected under the guidance of the
Committee on Hospital Infection Control). VRE were characterized by the usual methods of
species identification and antibiotic susceptibility. All isolates were subjected to molecular

typing using Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) using the restriction enzyme Smal .

Case-control studies (with multivariable analysis) were performed excluding subjects who
acquired VRE in other services. For the remaining 122 cases , 244 controls were selected , in

which VRE was not identified.

Among the cases from the study hospitals, 113 (86.9%) were identified as Enterococcus
faecium and 17 (13.1%) and Enterococcus faecalis. Overall, 88 (67.7%) were isolated in HEB
and 42 (32.7%) in HEMA . The autochthony was confirmed in 77 ( 87.5 ) of HEB cases and
41 (1 97.6 % ) cases from HEMA . The PGFE by typing revealed that 94 (77.0 %) strains
belonged to clusters (arbitrarily defined as electrophoretic profiles grouping five or more

isolates) . We also found that 47 (38.5%) belonged to the cluster Afm. For overall VRE, risk
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factors were the use of mechanical ventilation (OR = 8.12 , 95% CI=1.76 to 37.54 , p = 0.007
) and antimicrobial therapy with piperacillin - tazobactam ( OR = 3.62 , 95%CI=1.62 to 8.40,
p =0.002 ;) , cefepime (OR = 2.96 , 95%CI=1.51 to 5.82 , p = 0.002 ;) and imipenem (OR
=3.81,95%CI=1.57 t0 9.24 , p=0.003 ) .

In subgroup analysis, the cases from HEB presented as risk factors steroid use ( OR =2.41 ,
95%CI=1.11to 5.23 , p = 0.03 ) , mechanical ventilation ( OR = 6.03 , 95% CI 1.23 to 29.47 ,
p =0.03), use of cefepime (OR =2.77,95% CI=1.12 to 6.84 , p = 0.03 ) or imipenem ( OR =
2.41,95% CI=1.11 to 5.23 , p = 0.03 ) . For those who acquired VRE in HEMA only the use
of oxacillin ( OR =35.27 , 95% CI=2.46 to 505.37 , p = 0.01 ) was identified as a risk factor .

We conducted further analyzes to identify factors related to the acquisition of E. faecalis (as

opposed to E. faecium) and the acquisition of isolates belonging to cluster.

In the first step, we identified association between the use of levofloxacin and acquisition of

E. faecalis (OR =14.87 ,95% CI13.04 to 72.75 , p=0.001 ) .

Interestingly, we identified a significant tendency not belong to clusters among male patients
(OR = 0.34 , 95%=CI 0.12 to 0.94,p=0.04 ) , patients with heart disease (OR = 0.31 , 95%
CI=0.11 to 0.91, p=0.03) , or those who made use of amoxicillin - clavulanate (OR = 0.24 ,
95% CI=0.09 to 0, 69, p=0.008) .

On the other hand, there was an independent association between entrainment of the dominant
clone Afm and hospitalization in a specific ward of HEB (Left ward of Third Floor, OR =
3.91,95% CI=1.04 to 14.72 , p = 0.04 ) , and tracheostomy ( p = 0.02 , OR = 8.04 , 95% CI
1.41 to 45.95 ) , mechanical ventilation ( OR = 14.34 ,95% CI=1.59 to 129.77 ,p=0,02) or
use of antifungal ( OR =9.99 , 95% CI=1.24 to 80.20 ,p =0.03)

As for the outcome, death was not influenced by the presence of VRE (infection or

colonization), but by comorbidities, severity factors and the use of invasive devices.

Although the predominance of autochthonous cases demonstrate that the control measures
have not prevented the spread of VRE, its incidence remained a low during the study period.

The presence of similar clones in both institutions confirms the existence of the spread
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between them. Cases from HEB presented a greater tendency to clustering and to cross-

transmission of clone Afim, especially on the ward from the left third floor.

Measures to prevent cross-transmission of VRE and endogenous development of resistance in
the wards and ICUs of the study hospitals, should includes monitoring of asymptomatic
colonization with VRE and restrictive audit of antibiotic prescribing. Those measures are

already implemented in those hospitals.

Keywords: Molecular epidemiology, risk factors, vancomycin-resistant Enterococcus spp;

VRE .
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1. INTRODUCAO

Os Enterococcus spp sdo encontrados no solo, nos alimentos, na dgua, em plantas,
animais, passaros e insetos. Em humanos e em outros animais, sdo comensais da cavidade
oral, do trato gastrointestinal e do trato geniturinirio feminino. Exibem ainda uma boa
capacidade de adaptagdo a ambientes ecologicamente complexos, polimicrobianos, ricos em
nutrientes e com baixo teor de oxigénio'”. Tais microrganismos representam 1% da
microbiota intestinal humana’, juntamente com cerca de 450 outras espécies de bactérias
aerébias e anaerdbias®.

Quando as suas caracteristicas fisioldgicas, os Enterococcus spp crescem em
temperaturas entre 10°C e 45°C, em 6,5% de NaCl (cloreto de sédio) e hidrolisam a esculina
na presenca de 40% de sais biliares'”. Uma caracteristica importante dos Enterococcus spp €
o fato de que sdo capazes de sobreviver em temperaturas extremas € sob a acdo de
desinfetantes quimicos como o glutaraldeido, cloro e dlcool, o que é um dado que ajuda a
explicar a sua sobrevivéncia e disseminacdo nos hospitais®’.

Inicialmente, os enterococos foram descritos como integrantes do género
Streptococcus do grupo D de Lancefield. Com base em caracteristicas fisioldgicas e genéticas,
a partir de 1984 foram reclassificados em um novo género conhecido como Enterococcus spp
que atualmente contém 51 espécies. Entretanto, apenas poucas espécies sdo reconhecidas
como importantes patdogenos humanos®.

Existem estudos taxonOmicos atuais que mostram a existéncia de 51 espécies,
membros do género Enterococcus. Contudo, apenas poucas espécies sao reconhecidas como
importantes patégenos humanos. O Enterococcus faecalis € o isolado mais frequente e esta
associado com 80% a 90% das infecgdes enterocdcicas humanas. Enterococcus faecium € o
segundo isolado mais frequente, sendo encontrado em 10% a 15% das infecgf)es3 .

Mais de 90% das cepas de Enterococcus spp produzem o antigeno lipoteicdico do
grupo D de Lancefield na parede celular, o qual pode ser indicado como um fator de
viruléncia por induzir a produgdo de fator de necrose tumoral (TNF) e interferon, levando a
modulacdo da resposta imune. Algumas cepas de Enterococcus faecalis aparentemente
produzem uma bacteriocina de 7,4 kDa, codificada por plasmideos, denominada AS-48, que

possui atividade litica para um amplo espectro de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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Algumas cepas de E. faecalis elaboram diversas enzimas extracelulares, como gelatinase e
hialuronidase®.

Certas cepas de E. faecalis e de E. faecium produzem uma citolisina que atua como
hemolisina frente a eritrocitos de humanos, coelhos, cavalos e bovinos (exceto de carneiros), a
qual € toxica para alguns tipos de células eucaridticas. As cepas de E. faecalis produzem
feromonios que sdo pequenos peptideos capazes de aproximar células doadoras e receptoras
para a transferéncia de DNA plasmidial por conjugacdo. Também parece que essas moléculas
podem atuar como quimiotdticas para os neutréfilos, o que colabora com o aumento da
resposta inflamatéria 2 infeccdo®.

A substancia de agregacdo, é uma proteina de superficie feromodnio-induzivel,
codificada por um plasmidio, responsdvel pela aglutinacio dos microorganismos para
facilitar a troca. Acredita-se que, em modelo experimental de endocardite, essa substancia
atue na aderéncia dos Enterococcus spp as células dos epitélios intestinais e renais, assim
como as células cardiacas. A substincia de agregacdo também aumenta a sobrevivéncia dos

Enterococcus spp nas vesiculas lisossomais de células fagociticasg.

1.1.A importancia clinica e a resisténcia a vancomicina

Inicialmente, os Enterococcus spp foram considerados patégenos de pouca
importancia clinica. Raramente causavam infecc¢des sistémicas, sendo isolados principalmente
de infeccdes urindrias'®, pois sdo habitantes normais do trato gastrointestinal e biliar e, em
menor propor¢io, da vagina e da uretra masculina®. Porém, nas tltimas décadas, as infecgdes
sist€émicas enterocdcicas estdo aumentando gradativamente. Os enterococos sdo hoje
considerados uma das maiores ameagas no ambiente hospitalar, principalmente, os que
mostram resisténcia 2 vancomicina'’.

O impacto clinico mais comum de enterococos resistentes a vancomicina € a
colonizagdo intestinal, o que nao resulta em sintomas, pode durar por longos periodos e serve
como um reservatério para a transmissdo de VRE (Enterococcus spp resistente a
vancomicina, do inglés, vancomycin-resistant enterococci) em outros pacientes. Certos
pacientes colonizados por VRE estdo em risco de infeccdo, incluindo pacientes de
hematologia e oncologia, os doentes nas UTI (unidade de terapia intensiva) e receptores de

6rgdos transplantados (especialmente abdominal)'’.
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Embora a literatura indique a urina como a fonte mais comum para isolamento de
enterococos, no surto descrito por Zanella et al, a secrecdo traqueal foi o fonte mais frequente
de VRE (36%) mesmo considerando que esses microorganismos tenham sido isolados de
vdrias outras amostras de pacientes, como urina, sangue, cateteres, ferida, outros fluidos,
sugerindo uma maior taxa de disseminagéolz.

Ao considerarmos os fatores de risco, a UTI foi o principal servigo de onde o VRE foi
isolado. Pacientes internados em tais unidades, sdo considerados de alto risco para aquisi¢cao
de VRE, pois, muitas vezes, sdo altamente expostos aos agentes antimicrobianos e as terapias
de suporte invasivo e ainda, muitos recebem esquemas de drogas imunossupressoras'*">.

Quanto ao desenvolvimento de bacteremias por VRE, os fatores de risco relatados em
estudos prévios incluem imunossupressio e debilidade, as quais sdo causadas por
prematuridade, diabetes, tumor maligno e infec¢des de localizagdo profunda (p.ex., ulceras
por decubito com infecgdes secunddrias), instrumentacdes do trato gastrointestinal,
geniturindrio ou respiratério, hospitalizacdo prolongada e uso de antimicrobianos de amplo
espectro, mesmo aqueles com pouca ou nenhuma acdo contra enterococos (p.ex.,
cefalosporinas)'.

Um fato interessante € que as infec¢des enterocdcicas tém recebido muita atengao apds
o surgimento de isolados resistentes aos antibidticos glicopeptidicos. No entanto, os VRE sdo
patégenos nosocomiais incomuns na Europa, onde tém sido isolados da pecudria, pequenos
animais e pessoas sauddveis. Isto € atribuido ao fato de que em alguns paises europeus, 0 uso
de um promotor de crescimento animal de natureza antimicrobiana: a avoparcina, um
glicopeptideo. Esse uso gerou um ambiente propicio para o surgimento do VRE na
comunidade. O fato de que os VRE hospitalares europeus tenham migrado da comunidade faz
com que sejam menos propensos a ser multirresistentes (ou seja, a demonstrar resisténcia a
outras classes de antimicrobanos), e a apresentar menor concentragdo espacial nos hospitais
(sugerindo predominio de aquisi¢do endégena sobre a transmissao cruzada)''. Em contraste, o
reservatorio da comunidade parece estar ausente nos EUA (Estados Unidos da América), onde
os VRE representam um problema alarmante nos hospitais’.

A resisténcia dos enterococos a diversos agentes antimicrobianos parece contribuir
(direta ou indiretamente) para a gravidade das infecgdes, e certamente dificultam seu
tratamento. Esses microorganismos apresentam resisténcia intrinseca de baixo nivel aos

aminoglicosideos e lincosamidas. As CIM s (concentragdes inibitérias minimas) de penicilina
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e cefalosporinas sdo relativamente elevadas e ainda, sdo resistentes a a¢do das sulfonamidas
in vivo. As CIM’s relativamente altas de agentes B-lactimicos devem-se a menor afinidade
das proteinas da parede celular, que se ligam a penicilina, enquanto que a resisténcia de baixo
nivel para aminoglicosideos é atribuida a menor penetrabilidade na parede celular dos
enterococos. Apesar de os enterococos parecerem sensiveis a sulfonamidas in vitro, in vivo
sdo capazes de superar o bloqueio da sintese de folatos®.

Como E. faecium € naturalmente mais resistente aos antimicrobianos e possui maior
facilidade para adquirir novos genes de resisténcia, quando comparado as outras espécies, a

frequéncia de isolamento deste microrganismo estd aumentando significativamente'”.

fablg

Até principios da década de 1980, a sensibilidade dos enterococos a penicilina e

vancomicina era completamente previsivel. A partir dessa época, tornou-se crescente

o

[

nimero de publicacdes sobre espécies de Enterococcus resistentes a ampicilina ou
vancomicina e demonstrou-se que a resisténcia de certas cepas de E. faecalis a ampicilina é
devida a producdo de B—lactamasesg.

Antes do final dos anos 1970, havia pouco uso clinico da vancomicina nos EUA.
Posteriormente, com a identificagdo de Clostridium difficile como uma das causas de diarréia
e com o aumento da prevaléncia da resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus e
Estafilococos coagulase-negativo, o uso de vancomicina oral e intravenosa, respectivamente,
aumentaram drasticamente, provavelmente contribuindo para o surgimento de VRE, por volta
de 1986 a 1988, especialmente nos EUA"!,

De acordo com o CDC (centro de prevencao e controle de doencas dos EUA, do
inglés, Center for Disease Control and Prevention), de 1989 a 1993, o percentual de
infeccdes nosocomiais causadas por VRE aumentou de 3% para 7,9%, um aumento
significativo em quatro anos. A maioria dos VRE reconhecidos nos EUA, em torno de 95%,
sio da espécie E. faecium”". Segundo os dados do CVE-SP (Centro de Vigilancia
Epidemioldgica do Estado de Sado Paulo), entre os anos de 2004 a 2011, 3,1% das
hemoculturas de pacientes de UTI’s de hospitais do Estado de Sao Paulo apresentaram de
positividade para VSE (Enterococcus spp sensiveis a vancomicina) e 1,3% foram positivas
para VRE, ou seja, 29,5% dos isolados de Enterococcus spp, recuperados de pacientes nas
condi¢des e no periodo supracitados, foram resistentes 2 vancomicina’>. Gales ef al, em um

levantamento realizado entre os hospitais brasileiros participantes do Programa SENTRY,
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encontraram que 15,4% dos Enterococcus spp dos hospitais brasileiros sdo resistentes a
vancomicina’>.

A aquisi¢do de resisténcia a vancomicina por enterococos multiresistentes (ou seja,
resistentes a ampicilina e aminoglicosideos) nos EUA resultou no surgimento do VRE, onde
os Enterococcus faecium foram a espécie predominante que se espalhou nosocomialmente e,
em alguns casos, resultaram em infecgdes intratdveis''

A resisténcia a vancomicina também pode ser intrinseca em determinadas espécies
menos comuns de enterococos, resultando em baixo nivel de resisténcia a vancomicina, mas
com sensibilidade para teicoplanina. O gene vanC ligase, que codifica este tipo de resisténcia,
nao sao adquiridos ou transferiveis'*.

A resisténcia adquirida a vancomicina pelo enterococos também estd associada a
alteracdes da parede celular (modificagdo dos precursores de parede bacteriana impedindo a
ligacdo da droga ao seu sitio de agdo) algumas vezes por plasmideo ou mediadas por

CI'Ol'IlOSSOl’IlO7’ 15 .

1.2. Enterococcus spp resistentes a vancomicina: classificacao fenotipica

O aparecimento de cepas de E. faecalis e E. faecium resistentes a vancomicina
demonstrou importantes modificacdes nas espécies de VRE, estes foram divididos em
fenétipos de resisténcia, sendo VanA, VanB e VanC, os mais frequentes . Os isolados de E.
faecalis e E. faecium que possuem genétipo vanA mostram resisténcia de alto nivel e
indutivel, sendo esta caracteristica mediada por transposons, tanto para vancomicina (CIM
superiores a 64 pg/ml) quanto para teicoplanina (CIM de 16 pug/ml ou maior), ambos agentes
antimicrobianos glicopeptidicos. O grupo de genes vanA codifica uma D-alanina-D-alanina
ligase que sintetiza precursores de glicopeptideo com afinidade reduzida para vancomicina e
teicoplaninag.

As cepas com genétipo vanB tém resisténcia adquirida indutivel a diversas
concentracdes de vancomicina, mas permanecem sensiveis a teicoplanina, embora raras cepas
possam ser resistentes a este ultimo antimicrobiano. Os isolados que expressam o gendtipo
vanB também incluem cepas de E. faecalis e E. faecium” 8

Os isolados com gendtipo vanC mostram resisténcia instrinseca, constitucional, de

baixo nivel a vancomicina e sdo sensiveis a teicoplanina. Os enterococos com fendtipo VanA
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sd0 Os mais preocupantes, por serem capazes de transferir, mediante mecanismos de
conjugacdo, os marcadores de resisténcia vanA a outros enterococos € microorganismos
gram-positivos, incluindo Staphylococcus aureus. Entretanto, em 1993 e 1994, verificou-se
que cepas com gendtipo vanB também eram capazes de transferir seus genes de resisténcia a
vancomicina®.

Dentre os seis fen6tipos de resisténcia a vancomicina reconhecidos (VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE e VanG), cinco deles correspondem a resisténcia adquirida (VanA, VanB,
VanD, VanE e VanG); um tipo, o VanC, é caracteristico de Enterococcus gallinarum e
Enterococcus casseliflavus, corresponde a resisténcia intrinseca e é caracterizado pelo baixo
nivel de resisténcia a vancomicina e susceptibilidade a teicoplanina16.

O CDC recomenda precaucdes de isolamento de contato em pacientes colonizados
ou infectados com VRE, sem mencionar precaugdes especificas de Enterococcus spp
expressando o gendtipo vanC, os quais sdo comuns na Europa, no entanto, sao raros nos
EUA".

A questdo € que os VRE sdo geneticamente diferentes € os surtos nosocomiais
podem ser monoclonais, oligoclonais ou policlonais; certos clones podem estabelecer-se como
cepas endémicas. A epidemiologia molecular do VRE dentro de cada institui¢do pode mudar

ao longo do tempo'".

1.3. Epidemiologia do VRE

O aumento de infec¢des nosocomiais causadas por VRE, de 0,3% para 7,9%, entre
1989 e 1993 nos EUA, foi causado principalmente pela transmissdo de infeccdes por VRE
entre pacientes internados em unidades de terapia intensiva, embora possa ser observado em
pacientes de enfermarias. O aparecimento de VRE levou a maltiplas epidemias e surtos em
Varios hospitaisl(’.

Os primeiros VREs brasileiros foram isolados no Parana (1996) e Sao Paulo (1997),
expressavam os fendtipos VanD e VanA, respectivamente. Depois disso, VREs foram
detectados em hospitais de varias cidades, incluindo Sao Paulo, Marilia, Rio de Janeiro,
Uberlandia, e Porto Alegre. Devido as dimensdes geograficas do Brasil, era de se esperar que

cada estado tivesse isolado VRE em momentos diferentes’.
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Zanella et al relataram o primeiro E.faecium VanA no Brasil, o qual foi isolado em
Sado Paulo, em junho de 1997, de um paciente com meningite. Nesse mesmo hospital, a partir
de maio de 1998, novas cepas de VRE foram detectadas, indicando um surto hospitalar
causado por Enterococcus spp VanA'*".

Até o inicio de 1990, o E. faecalis era predominante nas espécies isoladas nos
hospitais dos EUA, em 2008, com a propor¢do nosocomial de cepas de E. faecalis e E.
faecium de 1,5:1. No entanto, houve um aumento importante na incidéncia de infeccoes
nosocomiais por E. faecium apds o aparecimento da resisténcia a vancomicina. Além disso,
atualmente, mais de 80% de isolados de Enterococcus spp recuperados dos hospitais dos EUA
sdao E. faecium e 90% destes, apresentam resisténcia a vancomicina. Ao contrdrio, a
prevaléncia da resisténcia a vancomicina em E. faecalis permanece baixa (7% dos isolados), e
resisténcia a ampicilina continua sendo extremamente rara. Esta mudang¢a na epidemiologia
de infecgcdes por Enterococcus spp tem sido atribuida ao aumento na capacidade do
genogrupo de E. faecium, designado complexo clonal 17 (CC17), em colonizar o trato
gastrointestinal de humanos, causar doenca, e exibir altos niveis de resisténcia a antibidticos
antienterococos'®.

A transmissdo cruzada de organismos multirresistentes a drogas (Multidrgu-resistat
organisms, MDRO), muitas vezes, através das maos por cuidados de profissionais de saudde,
tem sido o fator mais frequentemente responsdvel pelo aumento da incidéncia e prevaléncia
de MDRO, especialmente de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicillin-
resistant S. aureus, MRSA) e VRE. Entre as muitas espécies de MDRO, os Enterococcus
emergiram de forma cada vez mais importante, como um patégeno nosocomial e adquirido na
comunidade'’.

Dados recentes sugerem que a epidemiologia do VRE estd mudando tanto nos EUA
como na Europa, com a disseminac¢do desses organismos na comunidade nos EUA e em
alguns paises europeus com a presenca de emergentes “‘enterococos muito resistentes” em
hospitais”.

Embora seja dificil prevenir e controlar as infec¢des enterocdcicas, o uso racional de
antibioticoterapia e a implementacao de medidas adequadas de controle de infeccdo podem

. . . ~ z 1
reduzir o risco de colonizagdo por estas bactérias 3
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D’Azevedo et al identificaram em seu estudo uma grande diminui¢do no numero de
amostras positivas para VRE (de 49,4% para 9,7%) apés a aprovagdo das medidas de controle

de infec¢do®.

1.4. Importancia do estudo

A introdugdo dos VRE em hospitais brasileiros se deu de forma gradual e desigual.
Como seria esperado, os primeiros relatos foram feitos em grandes centros urbanos. No
entanto, em um Estado como Sao Paulo, diversas cidades do interior apresentam importante
desenvolvimento econdmico e albergam hospitais que prestam assisténcia de alta
complexidade.

Nao estdo disponiveis dados sobre a epidemiologia do VRE nos diversos hospitais de
Bauru e dos municipios adjacentes. Até onde alcanca o conhecimento dos autores do presente
trabalho, somente o Hospital Estadual Bauru (e o servigo associado, Hospital Manoel de
Abreu) realizam de forma rotineira busca ativa para colonizacdo por VRE através da coleta
rotineira de swabs de reto e dessa forma foram identificados todos os casos até 0 momento.

A importancia deste estudo estd fundamentada especificamente no fato da realizacdo
de uma detalhada da andlise epidemiol6gica no momento de introducao (emergéncia) desse
patdgeno nos hospitais avaliados.

Portanto, o presente trabalho exibiu uma somatéria de técnicas epidemioldgicas
classicas (como o estudo de caso-controle), ferramentas de fenotipagem e de tipagem clonal,
as quais identificaram as cadeias de transmissdo, os fatores de risco e o progndstico da

colonizagdo ou infeccio por VRE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a epidemiologia, os fatores de risco e o progndstico da colonizagdo ou
infec¢des nosocomiais por Enterococcus spp resistentes a vancomicina (Vancomycin-resistant
Enterococci, VRE) em pacientes de dois hospitais publicos consorciados no municipio de

Bauru.

2.2. Objetivos Especificos

v’ Identificar incidéncia de casos autéctones e importados de VRE no Hospital

Estadual Bauru (HEB) e Hospital Estadual Manoel de Abreu (HEMA).

v Identificar fatores de risco para colonizagdo ou infec¢do por VRE nos hospitais do
estudo. Analisar a relacdo entre o os dados demograficos, dados de internagao,
comorbidades e o uso de antimicrobianos com a ocorréncia de coloniza¢do ou

infec¢do por VRE.

v’ Identificar fatores associados com a espécie de VRE envolvida nos casos de

colonizagao/infeccao (E. faecalis versus E. faecium).

v" Realizar a caracterizagdo de clones de VRE por metodologia molecular e identificar
fatores associados a disseminacdo por transmissdo cruzada nas instituicdes,

caracterizada pelo agrupamento em clusters.

v" Determinar o impacto da coloniza¢do por VRE sobre a mortalidade de pacientes

internados nos hospitais do estudo.



Casuistica e Métodos



37

Correa AATF Casuistica e Métodos

3. CASUISTICA E METODOS

O presente trabalho foi realizado combinando de ferramentas epidemioldgicas
classicas de estudo de caso-controle com métodos de caracterizagdo molecular de isolados.

Foi um estudo retrospectivo, somente foi possivel pelo fato de que todos os isolados
de VRE (de origem clinica ou de vigilancia epidemioldgica) terem sido armazenados em
banco, com o objetivo de garantir a rastreabilidade dos isolados de VRE da instituicdo. Para
isso, foram congelados a -20°C, em caldo TSB (Caldo Triptcaseina de Soja, do inglés,
Trypticase Soy Broth) com 20% de glicerol

Ap6s a identificagdo do primeiro isolado de VRE, na urina de um paciente da UTI de
adultos do HEB (Hospital Estadual Bauru), em 16 de janeiro de 2013, foram coletados swabs
retais de vigilancia de todos os pacientes internados no hospital supracitado. Apds o primeiro
levantamento epidemioldgico de vigilancia, a SCIH (servico de controle de infec¢do
hospitalar) instituiu uma rotina de investiga¢dao da colonizagao por VRE, conforme descrito

no item 3.4 desta dissertacao.

3.1.Casuistica

Foram incluidos 137 pacientes, dos quais foram isoladas cepas de VRE através de
culturas clinicas ou de vigilancia, no periodo de janeiro de 2010 a junho de 2012. Nao houve
restricdo quanto a género, idade ou comorbidades.

Alguns pacientes necessitaram ser excluidos por motivos diversos como: pertencer a
institui¢do ndo participante do estudo (2 pacientes), duplicidade na inclusao (2 pacientes) e
por fim, a ndo recuperagdo do isolado para a realizacdo da tipagem molecular (3 pacientes),
totalizando a exclusdo de 7 pacientes, de forma que a casuistica se constituiu em 130
individuos.

Foram selecionados 2 “pacientes-controle” para cada “caso” e os critérios de selecao
para os controles foram: que tenha sido submetido ao mesmo servico € ambiente que o
“caso”, tanto durante a admissdo, quanto no periodo de internacdo, sempre que possivel.

Desta forma a amostra totalizou a inclusao de 374 pacientes, demostrados na tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicao dos pacientes incluidos no estudo, de acordo com a procedéncia e sua

classificacdo como caso ou controle.

Grupo Casos Controles Total
HEB 78 156 234
HEMA 44 88 132
EXTERNOS 8 0 8

TOTAIS 130 244 374

Obs: HEB, Hospital Estadual Bauru; HEMA, Hospital
Estadual Manoel de Abreu; EXTERNOS, pacientes
transferidos de outros servigos . Pacientes externos nao
foram incluidos no estudo caso-controle.

Quanto ao estudo de caso-controle, detectamos a necessidade da exclusdo dos
pacientes que pertenciam ao grupo designado como EXTERNO, pois entendemos que
terfamos uma falha grave no que diz respeito a selecdo dos controles, pois ndo poderiamos
seleciond-los de forma fidedigna visto que ndo tinhamos acesso aos servigcos externos dos
quais eram oriundos. Portanto, o estudo de caso-controle incluiu 122 pacientes como “casos”

(78 do grupo HEB e 44 do grupo HEMA), e ainda, 244 pacientes como ‘“controles”.

3.2.Locais de estudo

Este estudo foi realizado em dois hospitais publicos, o HEB, com 289 leitos, dos quais
31 leitos sdo da UTI (unidade de terapia intensiva) e o HEMA com 57 leitos, sendo 21 leitos
destinados a clinica médica, 10 leitos ao tratamento de dependentes quimicos e 26 leitos para
a especialidade em Infectologia. Ambos sdo administrados por uma Organiza¢do Social de
Saide (OSS), a Fundacdo para o Desenvolvimento Médico e Hospitalar (FAMESP),
localizados no municipio de Bauru, estado de Sao Paulo.

Por se tratarem de hospitais consorciados, tais instituicdes compartilham a mesma
Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH). Esta, recomenda a coleta de culturas
de vigilancia (swabs retais) a admissdo para todos os pacientes com histéria de internacdo
prévia em outro servico e semanalmente, para aqueles internados em Unidades de Terapia
Intensiva. Além disso, monitora os resultados de exames microbioldgicos solicitados pelos

médicos assistentes (culturas clinicas).
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3.3. Delineamento do estudo

Os pacientes dos quais foram isoladas as cepas de VRE constantes neste estudo foram
divididos em 3 grupos (figura 1):

O Grupo HEB foi formado por pacientes do Hospital Estadual Bauru (HEB) que
apresentaram a primeira cultura positiva para VRE com tempo de internag@o superior a 48
horas ou do HEB transferidos para o Hospital Estadual Manoel de Abreu (HEMA) com
tempo de internacdo inferior a 48 horas.

O Grupo HEMA foi formado por pacientes do HEMA que apresentaram a primeira
cultura positiva para VRE com tempo de internacdo superior a 48 horas ou do HEB
transferidos do HEMA com tempo de internagdo inferior a 48 horas.

O Grupo EXTERNOS foi formado por pacientes do HEB ou do HEMA que
apresentaram a primeira cultura positiva para VRE com tempo de internacdo inferior a 48

horas transferidos de outros servigos.

* Primeira cultura positiva com tempo de interna¢do menor que 48 horas.

Figura 1. Esquema do estudo dividindo os grupos em A, HEB (Hospital Estadual Bauru); B, HEMA (Hospital
Estadual Manoel de Abreu) e C, EXTERNO (formado por pacientes transferidos de outros servigos).
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3.4. Coleta das Amostras

As amostras de pacientes designados como “casos”, dos quais foram obtidos os
isolados de VRE, foram principalmente coletadas através de swabs retais para triagem de
vigilancia do HEB (Hospital Estadual Bauru) e HEMA (Hospital Estadual Manoel de Abreu)
e de amostras clinicas de pacientes infectados, oriundas de urina, sangue e secrecao traqueal.

A coleta de swabs de vigilancia seguiram os seguintes critérios: coleta periddica
semanal de todos os pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI). Nas
enfermarias foram investigados pacientes contactantes daqueles que apresentaram
positividade em culturas de vigilancia ou ainda, foram coletados swabs de vigilancia de
pacientes oriundos de outros servigos, com transferéncia imediata, no momento da admissao.

A técnica de coleta dos swabs retais incluiram a umidificacdo do swab estéril com
solucdo fisioldgica a 0,9% (técnica estéril) e introdugao no esfincter retal do paciente, fazendo
movimentos rotatorios. Ao retirar o swab, certificamo-nos de que existia coloracdo fecal no
algoddo e o mesmo foi inserido em meio Stuart e transportado para o Laboratério Clinico do
Hospital Estadual Bauru, ao setor de microbiologia, onde foi realizada a semeadura
microbioldgica.

As uroculturas foram colhidas a partir de solicitacdo do médico assistente, obtidas da
coleta de jato médio (desprezando-se o primeiro e o Ultimo jato urinério) da primeira urina da
manha, ou com €xtase urindria minima de duas horas de forma asséptica.

A obtencdo das amostras destinadas a realizacdo das hemoculturas seguiram
antissepsia das maos com clorexidine degermante ou alcool gel, instalagcdo do torniquete no
braco do paciente, selecdo de uma veia adequada, desinfec¢do a area da pungdo com élcool
70%, antissepsia com clorexidine alcodlica e puncdo venosa asséptica. Os frascos utilizados
para a coleta das hemoculturas pertenciam ao sistema automatizado Biomerieux — BactAlert
3D®, no qual foram analisadas.

A coleta de secrecdo traqueal foi realizada em pacientes intubados, por aspiragdo, e

realizamos a cultura quantitativa.
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3.5.Cultivo, identificacao fenotipica e teste de suscetibilidade dos isolados

3.5.1. Isolamento e identificacio

Os swabs de vigilancia, nos quais investigamos ativamente a coloniza¢do por VRE,
foram semeados diretamente em Agar Enterococosel® (Difco-BBL), através de estrias por
esgotamento, sendo este, um Agar Bile Esculina com Azida, que permite uma deteccdo e
identificacdo rapida e seletiva do género Enterococcus spp°..

Ap6s a detecgdo da positividade da hemocultura no sistema automatizado Biomerieux
— BactAlert 3D®, foram confeccionadas as laminas e realizada a coloracdo pelo método de
GRAM. Para os microorganismos com caracteristicas morfotintoriais GRAM positivas, o
cultivo seguiu a semeadura em &agar sangue e dgar chocolate, este ultimo, incubado em
atmosfera de anaerobiose.

As uroculturas foram semeadas em dgar CLED (do inglés, cystine-lactose-electrolyte-
deficient) inoculando a amostra de urina em toda a superficie do meio utilizando alga
descartavel estéril calibrada a 0,001mL segundo Clarrigde et alzz, e ainda, semeadas em agar
Levine EMB (do inglés, eosin methylene blue) através de estrias por esgotamento, o que
permitiu o isolamento das col6nias®'.

Os aspirados de secrecdo traqueal foram fluidificados com solugdo salina a 0,9%
estéril e semeados em &4gar sangue para andlise quantitativa e em &gar manitol por
esgotamento para o isolamento de coldnias de microrganismos GRAM positivos.

A validacdo dos meios de semeadura e identificacdo foram realizadas através de cepas
ATCC de E. faecalis (29.212) e Escherichia coli (24.922)*".

Ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C , as culturas clinicas foram triadas e analisadas as
caracteristicas morfologicas das colonias de microrganismos que apresentaram crescimento,
seguido de confeccdo de esfregaco e a confirmacdo das caracteristicas dos morfotintoriais dos
microrganismos segundo GRAM.

Para o dgar CLED que apresentaram pequenas colonias amarelas com
aproximadamente 0,5 mm de diAmetro, opacas e transparentes” e no caso do dgar Sangue,
que apresentaram pequenas colOnias opacas, transparentes a acinzentadas, com presenga de

N

alfa ou beta hemdlise, foram submetidas a prova da catalase®, que quando apresentou-se



42

Correa AATF Casuistica e Métodos

negativa, induziu-nos a isolar tais coldonias em Agar Enterococosel® (Difco-BBL), o qual
permitiu selecionarmos o género Enterococcus spp.

Quanto aos swabs retais de vigilancia, os mesmos foram semeados diretamente em
Agar Enterococosel® (Difco-BBL), sendo que a partir deste ponto, a identificacdo fenotipica
seguiu a mesma metodologia, tanto para as culturas clinicas quanto para os swabs de
vigilancia epidemiolégica.

Para as colonias que se desenvolveram na cultura em Agar Enterococosel® (Difco-
BBL), apresentando colonias pequenas, translicidas com dreas marrom escuro a negrasB,
utilizou-se o Kit para identificacdo de Enterococcus spp® (Probac do Brasil), o qual permitiu
identificar as espécies importantes de Enterococcus spp para a clinica médica com base nas
caracteristicas bioquimicas do microrganismo (manitol, motilidade, arabinose, sorbitol). Foi
inoculada a série de tubos referente aos testes de manitol, motilidade, arabinose e sorbitol,
por picada central, e os tubos de arginina e controle da descarboxila¢do: inoculando com alca
ou agulha, depositando o indculo na parede do tubo, abaixo do 6leo mineral. A série foi
incubada a 35°C (£ 2°C). A interpretacdo do resultado gerou um valor numérico e foram

aplicados a Tabela 2, a qual indicou a espécie do Enterococcus spp isolado.

Tabela 2. Tabela de identificacdo dos isolados, por espécie, a qual é parte integrante do kit

para identificacdo de Enterococcus spp® da Probac do Brasil.

Numero encontrado Espécie Grupo®
a76 Enterococcus casseliflavus Grupo |
375 Enterococcus galinarum Grupo Il
371 Enterococcus mundti Grupo [l
370 Enterococcus faecium Grupo lI
340 Enterococcus faecalis Grupo Il
336 Enterococcus casseliflavus Grupo |l
335 Enterococcus galinarum Grupo |l
331 Enterococcus mundti Grupo |l
330 Enterococcus faecium Grupo |l
300 Lactococcus spp Grupo Il

Fonte: Online[http://www.probac.com.br/bula]

3.5.2. Teste de suscetibilidade

Para o preparo dos indculos, foram utilizadas culturas em caldo BHI (Brain Heart

Infusion), previamente incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas anteriormente com a turbidez da
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escala 0.5 de Macfarland. Uma vez ajustada a densidade do indculo, a semeadura foi feita
através de swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana foram obtidos através de testes de disco
difusdo (Método de Kirby-Bauer) a partir de discos impregnados com vancomicina apenas
como triagem e os isolados que apresentaram resisténcia foram confirmados através da
técnica de Etest® - Biomerieux para vancomicina, a qual consiste de um gradiente
predefinido de concentragdes de antibitico em uma tira de pldstico, a qual € utilizada para
determinar a CIM (concentragdo inibitéria minima). Os isolados foram testados quanto a
suscetibilidade a teicoplanina por disco difusdo apenas visando a determinacdo da
classificagcdo do fendtipo de resisténcia do isolado.

As placas foram incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas sendo a atividade do
antimicrobiano avaliada pelo didmetro do halo de inibicao através de interpretacdo com base
nos ‘“breakpoints” estabelecidos pelo CLSI (do inglés, Clinical Laboratory Standards
Institute) 2012.

Ap6s todos os testes, as amostras foram inoculadas em caldo TSB com 20% de
glicerol, as quais, apds incubagao por 24 horas a 37°C foram consevadas congeladas a -20°C.

Os i1solados foram encaminhados ao Laboratério Especial de Microbiologia do
Departamento de Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) para a

realizagcdo de tipagem molecular.

3.6. Tipagem molecular por “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE)

Procedemos com a tipagem molecular dos isolados de VRE a partir das metodologias

I'" e D’Azevedo at al® preparando os

descritas por Bedendo & Pignatari®, Zanella ef a
moldes de DNA (dcido desoxirribonucleico, do inglés, deoxyribonucleic acid) bacteriano a
serem analisados, a partir dos isolados das culturas.

As amostras foram recuperadas através do descongelamento do estoque e semeando os
isolados novamente em agar sangue. Ap6s 24 horas de incubacdo a 37°C, foram isoladas em
caldo BHI (do inglés, brain heart infusion) para crescimento durante 24 horas e
posteriormente centrifugacao para obtenciao de um “pellet” de células bacterianas.

Em um tubo de ensaio contendo o “pellet” de células bacterianas, obtido por
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centrifugacdo da cultura de aproximadamente 1 x 10°® células crescidas em 10 ml de caldo de
soja tripticaseina, foi adicionado 1 ml de solugcdo salina 0,9%. A seguir, apds
homogeneizagdo, este conteido foi transferido para um tubo tipo eppendorf, previamente
pesado, centrifugado, procedendo-se a seguir o cdlculo para determinar a quantidade de
células em miligramas. A massa do “pellet” foi adicionado volume igual, em ul, de 50mM de
solucdo de EDTA (4cido etilenodiamino tetra acético, do inglés, ethylenediaminetetraacetic
acid) pH 8,0, sendo esta mistura agitada em vortex. Quinze microlitros desta mistura,
adicionada de 200 ul de tampao TEM (tris-HCI 0,1M; pH8,0; EDTA 0,1M; Cloreto de sédio
0,15M) foi homogeneizada em agarose low melting a 1% e a seguir dispensada em moldes do
tipo Bio—rad®(figura 2). Apo6s secagem, os blocos de gel ou “plugs”, foram tratados com
solugdo tampdo de EC (Tris 6 mM, NaCl 1M, EDTA 0,1M, Brij 58 0,5%, Deoxycholate
0,2%, Sarkosyl 10,5%, pH 7,5), de CHEF TE (Tris 0,1M pH 7,5, EDTA 0,1M), de ES (EDTA
0,4M pHO9,3 e Sarkosyl 1%) e de Proteinase K.

Para a restricdo do DNA gendmico foi utilizada a enzima Smal (Fast Digest Smal, Life
Science, Canadd). A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR III System (BioRad
Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5M (Pulsed Field Certified
Agarose, BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condicdes de corrida: intervalos de
tempo de pulso de 5 a 40 segundos por 21 horas; em rampa linear; 6V/cm; angulo de 120°;

14°C; 0,5M TBE como tampao de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New

England BioLabs) como marcador molecular. O gel foi corado com brometo de etidio por
12,2023

uma hora e fotografado sob transluminagdo UV.

Figura 2. PFGE: confec¢do de “plugs” contendo as células de Enterococcus spp em agarose low

melting a 1% realizada no Laboratério Especial de Microbiologia Clinica (LEMC-UNIFESP).
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A andlise de similaridade foi realizada utilizando o software BioNumerics (versao 7.1;
Applied Maths, Bélgica). A criacdo do dendograma foi realizada pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com tolerancia da posicdo das
bandas e a otimizacdo ajustadas para 1,5 e 0,5%, respectivamente®’. O coeficiente de

similaridade de Dice >80% foi escolhido para determina¢do dos clusters.

3.7.Estudo dos fatores de risco e prognéstico

Fatores de risco foram avaliados em estudo de caso-controle, em que pacientes com
culturas positivas foram classificados como “casos”. O grupo controle foi composto por
individuos admitidos no mesmo hospital na mesma data que os casos, pareados na propor¢cao
de 2:1 (dois controles para cada caso).

As andlises foram feitas em conjunto e isoladamente para os grupos A, B, e C
(descritos no item 3.6). Foram seguidas as recomendacdes feitas por Harris et al**: grupo
controle selecionado da populacido sob risco, ajuste para doenca de base/gravidade e ajuste
para tempo sob risco.

Foram colhidos em prontudrios dados demograficos, tempo de interna¢do (quando
aplicavel), comorbidades, procedimentos, uso de dispositivos € uso de antimicrobianos. A
varidvel “Tempo sob risco” foi definida como: (a) Numero de dias entre admiss@o no hospital
e primeira cultura positiva, para os casos; (b) Nimero de dias entre admissao no hospital e a
saida (alta, transferéncia ou Obito), para os controles. As comorbidades foram codificadas
conforme as categorias da Classificacdo Internacional de Doencas, 10? revisdo (CID10). A
gravidade foi estimada pelo score de Charlson.”

A andlise de prognostico foi feita com a mesma base de sujeitos (casos e controles),
tendo “6bito” como desfecho e “colonizacdo/infec¢io por VRE” como um dos possiveis
fatores de risco. Os resultados foram ajustados para a gravidade das doengas de base.

Andlises estatisticas envolveram modelos uni e multivariados. Os primeiros foram
realizados através dos testes do Chi-quadrado e Exato de Fisher (para varidveis dicotomicas) e
T de Student ou Mann-Whitney (para varidveis continuas). Modelos multivariados de
regressao logistica bindria foram aplicados para identificacio de fatores de risco

. 26 . . . . . . . . .
independentes™. Resumidamente, foi realizado um primeiro modelo multivariado incluindo
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todas as varidveis que atingiram p<0.l1 na andlise univariada. Um segundo modelo utilizou
somente aquelas que foram significantes na etapa anterior. A partir disso, diversos modelos
foram construidos, adicionando (uma por vez) as todas as varidveis do estudo. Foram
mantidas na etapa final aquelas que modificaram o Odds Ratio de alguma varidvel
significante em mais de 10%. Em todas as anélises foi considerado um limite de significancia
de 5% (p<0,05). Para expressdao grifica de resultados numéricos foram utilizados boxplots.

Todas as andlises foram conduzidas no software SPSS 19.0 (©OIBM, Armonk, NY, USA).

3.8. Questoes éticas

v’ A pesquisa atendeu as normas da Resolugdo 196/96, a qual foi apreciada pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto Lauro de Souza Lima / C.E.P. nimero 017/2011 e

protocolo E-023/11 (Anexo 01).

v’ Autonomia e confidencialidade: por tratar-se de estudo retrospectivo, a autonomia e
confidencialidade do estudo foi documentada através da assinatura de Termo de

responsabilidade dos pesquisadores junto ao Comité de Etica em Pesquisa supracitado.



Resultados
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4. RESULTADOS

Dentre os 130 pacientes incluidos como “casos”, 88 (67,7%) apresentaram cultura
positiva para VRE no HEB, dos quais 77 (87,5%) foram considerados casos autéctones e 11
(12,5%), como casos importados por apresentarem a primeira cultura positiva nas primeiras
48 horas de internacdo. Ao verificarmos as origens dos casos importados pelo HEB,
detectamos que 3 (27,3%) foram oriundos do HEMA e 8 (72,7%) eram pacientes do grupo
EXTERNOS. Quanto aos 42 (32,3%) pacientes que exibiram positividade nas culturas para
VRE durante a internagdo no HEMA, apenas 1 (2,4%) foi caracterizado como caso importado
e este, do HEB; consequentemente os outros 41 (97,6%) casos foram autdctones. A figura 3

mostra o esquema de como foram distribuidos os casos entre “importados” e “autdctones”.

Isolados de VRE

| Importado do
.\ HEB;1;2,4%

Importados;
11;12,5%
e HEB

HEMA; 3;
27,3%

Externos;
8;72,7%
Importados

Figura 3. Esquema de distribuicio dos casos de VRE como “importados” e “autctones”
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Apos tais atribuigdes, os grupos de pacientes que apresentaram cultura positiva para
VRE ficaram assim designados: 78 (60,0%) pacientes do grupo HEB, 44 (33,8%) pacientes
do grupo HEMA e 8 (6,2%) pacientes do grupo EXTERNOS, conforme ji relatado na

casuistica.

4.1. Analise microbiologica

Em 16 de Janeiro de 2010, identificamos o primeiro VRE do HEB em urina de
paciente internado na UTI de adultos. Até entdo, levantamentos aleatdrios de vigilancia ndo
haviam detectado esse agente. A partir desse momento, foram instituidos novos critérios de
culturas de vigilancia para ambas instituicdes (HEB e HEMA). Tais critérios permitiram a
realizacdo deste estudo retrospectivo, o qual observou que 117 (90,0%) amostras utilizadas
para a realizagdo das culturas microbiolégicas foram swabs retais da rotina de vigilancia do
Servico de Controle de Infec¢do Hospitalar (SCIH) e 13(10,0%) de amostras clinicas, das
quais, 10 (7,7%) foram amostras de urina, 2 (1,5%) de sangue e 1 (0,8%) amostra de secrecao
traqueal.

Quanto aos isolados de VRE, 113 (86,9%) foram da espécie Enterococcus faecium e
17 (13,1%) foram Enterococcus faecalis, distribuidos em ambas as institui¢des.

Detectamos altos niveis de resisténcia dos isolados a vancomicina, confirmados
através dos resultados do E-test que exibiram indices de concentracdo inibitéria minima
(CIM) maiores que 256 ug/ml e auséncia de halo de inibi¢do na técnica de disco difusdo a
teicoplanina. Os altos niveis de resisténcia a vancomicina € a teicoplanina, sugerem a
presenca do fendtipo de resisténcia VanA nos isolados recuperados das culturas dos pacientes

incluidos neste estudo.

4.2. Incidéncia de VRE e vigilancia hospitalar

Considerando as informacdes relevantes quanto ao controle das infec¢cdes hospitalares
e ao monitoramento de provaveis surtos hospitalares por VRE, a figura 4 exibe o nimero de

isolados por unidade hospitalar.
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N2 de casos por Unidade Hospitalar
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Figura 4. Numero pacientes com VRE, considerando infeccio clinica ou colonizag¢do, por unidade hospitalar,
desde janeiro de 2010 a junho de 2012.

As taxas de isolados por 10.000 pacientes dia no HEB, demonstraram, através do
tracado exibido na figura S.a e considerando os valores de LAS (limite de alerta superior) e
de LCS (limite de controle superior), que nao tivemos a ocorréncia de surto hospitalar durante
os levantamentos deste estudo, apenas podemos ressaltar que em setembro de 2010 e em
junho de 2012, udltimo més incluido em nosso estudo, nossos achados detectaram duas
situagdes de alerta quanto a colonizacdo por VRE. O perfil tracado na figura S.b, as taxas de
isolados por 10.000 pacientes dia no HEMA, mostraram a existéncia de um breve surto
ocorrido em novembro de 2010, no entando, nos demais meses do estudo, as taxas de

colonizagdo ou infec¢cdo mantiveram-se baixas.

Isolados de VRE por 10.000 pacientes dia - HEB
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Figura 5.a. Diagrama de controle de isolados por 10.000 pacientes-dia do HEB. LAS: Limite de Alerta
Superior; LCS: Limite de Controle Superior; Dados de pacientes-dia fornecidos pelo SAME (Servico de
Arquivo Médico e Estatistica) do HEB.
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Isolados por 10.000 pacientes dia - HEMA
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Figura 5.b. Diagrama de controle de isolados por 10.000 pacientes-dia do HEMA. LAS: Limite de Alerta
Superior; LCS: Limite de Controle Superior; Dados de pacientes-dia fornecidos pelo SAME (Servico de
Arquivo Médico e Estatistica) do HEMA.

4.3. Analise molecular

Ap6s andlise molecular dos isolados, de acordo com a técnica proposta no item 3.5 desta
dissertacdo, as fotografias dos géis, obtidas sob transluminacdo UV, ja apresentaram a
evidéncia visual da existéncia de um “cluster” dominante (figuras 6, a e b), desde o primeiro
caso isolado da urina do paciente da UTI de adultos (amostra n® 01). Tal observagdo foi
confirmada através das andlises de similaridade pelo software BioNumerics (versdao 7.1;

Applied Maths, Bélgica), conforme as evidéncias que ainda serdo exibidas nos resultados

deste estudo.

Figuras 6.a e b. Tipagem molecular de VRE por técnica de PFGE; a imagem foi obtida apds colorag@o do gel
com Brometo de etidio e fotografia com transluminacdo UV realizada no Laboratério ALERTA da EPM-
UNIFESP em 22 de agosto de 2012.
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A afirmacgdo supracitada foi entdo confirmada através da criacdo do dendograma pelo
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), conforme descrito
anteriormente na metodologia, pois um dos achados interessantes deste estudo foi notar que,
partindo de um coeficiente de similaridade de Dice >80%, a determinacdo dos ‘“‘clusters”
demonstrou, ndo somente a circulacio de clones entre as diferentes unidades hospitalares do
HEB, como também, entre HEB e HEMA. Revelou ainda, a existéncia de um “cluster’” maior,
arbitrariamente denominado de Tipo Afin (E. faecium do tipo A da tipagem PFGE).

Apresentamos a seguir os dendrogramas das espécies E.faecalis (figura 7) e E.faecium

(figura 8) resistentes a vancomicina.
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Figura 8. Dendrograma gerado pela andlise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) de

Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina, isolados de pacientes dos dois hospitais de estudos;
as culturas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do HEB/FAMESP; o trago vermelho

indica o limite do coeficiente de similaridade de Dice >80%.
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Figura 8. Dendrograma gerado
pela  andlise  Dice/UPGMA
(Bionumerics Applied Maths) de
E.  faecium  resistentes a
vancomicina, isolados de janeiro
de 2010 a junho de 2012 de
pacientes dos dois hospitais de
estudo; as culturas foram
realizadas no Laboratério de
Microbiologia do HEB/FAMESP;
o traco vermelho indica o limite
do coeficiente de similaridade de

Dice >80%.
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Estabelecemos como padrao para classificacdo das cepas como formadoras ou ndo de

“clusters”, aquelas que apresentaram, no minimo, 5 isolados com semelhanga estabelecida

pelo coeficiente de similaridade de Dice >80% na andlise do dendograma. Considerando esses

critérios, e ainda, nomeando as cepas tipadas por PFGE de Afim a Z3fm para E.faecium e de

Afc a Efc para E.faecalis, as mesmas foras classificadas conforme descrito a seguir: os tipos

de Afm a Gfm e Afc, foram representados por isolados formadores de “clusters”, totalizando

93 (71,3%) isolados, sendo que somente o tipo Afm foi formado por 40 (30,8%) dos 130

isolados recuperados de pacientes incluidos como “casos” neste estudo. A tabela 2, exibe

com maiores detalhes a distribui¢do dos clones de VRE tipados por metodologia molecular.

Tabela 2. Distribui¢do dos clones de VRE, tipados por PFGE, entre os grupos HEB, HEMA e EXTERNOS.

Grupos
PFGE HEB (n=78) HEMA (n=44) EXTERNOS (n=8) Total (n=130)
E. faecium

Afin 24 30,8% 12 27,3% 4 50,0% 40 30,8%

Bfin 10 12,8% 2 4.5% 0 0,0% 12 9,2%

Cfin 5 6,4% 3 6,8% 1 12,5% 9 6,9%

Dfin 6 7,1% 0 0,0% 0 0,0% 6 4,6%

Efin 2 2,6% 3 6,8% 0 0,0% 5 3.8%

Ffin 4 5,1% 1 2,3% 0 0,0% 5 3,8%

Gfin 4 5,1% 0 0,0% 1 12,5% 5 3,8%

Hfin 0 0,0% 4 9,1% 0 0,0% 4 3,1%

Ifin 1 1,3% 2 4,5% 0 0,0% 3 2,3%

Jfin 2 2,6% 0 0,0% 0 0,0% 2 1,5%

Kfin 0 0,0% 2 4,5% 0 0,0% 2 1,5%

Lfin 0 0,0% 2 4,5% 0 0,0% 2 1,5%

Mfin 1 1,3% 1 2,3% 0 0,0% 2 1,5%

Nfin 1 1,3% 1 2,3% 0 0,0% 2 1,5%

Ofin 0 0,0% 0 0,0% 1 12,5% 1 0,8%

Pfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Qfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Rfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Sfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Tfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Ufin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Vfin 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Wfin 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%

Xfin 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%

Yfn 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%

Zlfin 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%

Z2fm 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Z3fn 1 1,3% 0 0,0% 0 0,0% 1 0,8%

Total E. faecium 69 88,5% 37 84,1% 7 87,5% 113 86,9%

E. faecalis

Afc 6 7,7% 5 11,4% 0 0,0% 11 8,5%

Bfc 3 3,8% 0 0,0% 0 0,0% 3 2,3%

Cfe 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%

Dfc 0 0,0% 0 0,0% 1 12,5% 1 0,8%

Efc 0 0,0% 1 2,3% 0 0,0% 1 0,8%
Total E. faecalis 9 11,5% 7 15,9% 1 12,5% 17 13,1%

* Em vermelho: isolados formadores de "clusters”
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4.4. Estudo dos fatores de risco

Iniciamos esta etapa do estudo, apds realizarmos o levantamento dos dados de
prontudrio, tanto para os ‘“casos’ quanto para os “controles”, como por exemplo, os dados
demograficos, dados de internag¢do, as comorbidades, procedimentos, uso de dispositivos e
terapéutica antimicrobiana, conforme a ficha de levantamento de dados, exemplificada no
anexo 3, paginas 1 e 2.

Primeiramente realizamos uma andlise univariada comparando a distribuicdo dos
possiveis fatores de risco entre os “casos”, em ambas instituicdes, HEB e HEMA.

Os resultados das andlises comparativas de fatores representados por varidveis
numéricas como idade, coeficiente de Chalson e tempo sob risco, foram dados através da
mediana e interquartis (valores dos quartis 25% e 75% da distribui¢ao das varidveis), os quais
nio demonstraram diferengas significantes conforme pode ser verificado nas figuras 9. a, b e
¢, ou ainda, na tabela 3.

A construcdo dos resultados das andlises univariadas e multivariadas para a
determinacdo dos fatores de risco para infeccdo e/ou colonizacdo por VRE seguiu vérias
etapas. Tais etapas envolveram a andlise geral do estudo de caso-controle, a seguir obtivemos
resultados individualizados para cada instituicio (HEB e HEMA), e ainda, entre os casos, os
fatores para aquisicao de cepas formadoras de “clusters” e de cepas do Tipo A da tipagem de
PFGE, as quais formaram o “cluster” mais expressivo encontrado em nosso estudo.

Uma anadlise descritiva da variagao na frequéncia de potenciais fatores de risco entre as
duas instituicdes deste estudo, demonstrou que as diferencas mais significantes estdo
relacionadas a AIDS como comorbidade (p<0,001), ao uso de esterdides (p<0,001),
procedimentos cirdrgicos (p<0,001), debridamentos (p=0,001), uso de ventilacdo mecanica
(p=0,001) e antibioticoterapia com cefazolina (p=0,001). O resultado completo desta andlise
estd detalhado na tabela 4.

Os resultados da andlise univariada com todos os pacientes incluidos no estudo de
caso-controle apontou muitos fatores significantes, no entanto, a andlise multivariada
confirmou como fatores de risco para infeccao ou coloniza¢do por VRE, o uso de ventilacao
mecanica (p=0,007; OR=8,12; IC95% 1,76-37,54) e a terap€utica antimicrobiana com
piperacilina-tazobactam (p=0,002; OR=3,62; IC95% 1,62-8,40), cefepime (p=0,002;
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OR=2,96; 1C95% 1,51-5,82) e imipenem (p=0,003; OR=3,81; IC95% 1,57-9,24). O uso de
cateter venoso central, interessantemente apresentou efeito protetor (p=0,008; OR=0,11;

IC95% 0,02-0,57). O resultado completo das andlises estdo expressos através da tabela S.

a) ‘ by .

Idad
1
Chartl

Bropt Grapa

Figuras 9.a, b e ¢ . Boxplot com compara¢do de mediana e variacdo (IQ) da idade (a), do indice de

comorbidades de Charlson (marcador de gravidade) (b) e tempo sob risco (c) entre os grupos HEB e HEMA.

Ao analisarmos separadamente o HEB, os resultados da andlise univariada novamente
exibiram muitos fatores de risco significantes e a andlise multivariada apontou como fatores
de risco para infec¢do ou colonizagdo por VRE no HEB, o uso de esteroides (p=0,03;
OR=2,41; IC95% 1,11-5,23), de ventilagdo mecanica (p=0,03; OR=6,03; IC95% 1,23-29,47)
e a terapéutica antimicrobiana com cefepime (p=0,03; OR=2,77; 1C95% 1,12-6,84) e
imipenem (p=0,03; OR=2,41; IC95% 1,11-5,23). O uso de cateter venoso central, ainda
apresentou efeito protetor (p=0,01; OR=0,12; IC95% 0,02-0,64). A tabela 6 mostra o

resultado completo das anélises dos fatores de risco para o HEB.
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Tabela 4. Andlise descritiva das diferencas dos pacientes colonizados/infectados por VRE entre HEB e o

HEMA.
Fatores de risco HEB (n = 78) HEMA (n = 44) p
Dados demogrdficos
Idade (mediana) 61,5 (52 - 70) 55,5 (48 - 72,3) 0,3
Comorbidades
Doenga cardiaca 15 (19,2) 6(13,6) 0,43
Doenga pulmonar 19 (24,4) 20 (45,5) 0,02
Doenga renal 17 (21,8) 1(2,3) 0,004
Doenga hepatica 8 (10,3) 3 (6.8) 0,74
Doenca do SNC 12 (15,4) 17 (38,6) 0,004
Diabetes mellitus 23 (29,5) 11 (25,0) 0,6
Linfomas/Leucemias 3(3,8) 0 0,55
Neoplasias sélidas 7 (9,0) 0 0,048
AIDS 0 7(15,9) <0,001
Escore de Charlson (mediana) 2(1-3) 2(1-4) 0,5
Dados de internagdo
Tempo sob risco (mediada) 16,5 (8 - 33) 12,5 (6-22,5) 0,1
Transferéncia imediata 7 (9,0) 4(9,1) 1,00
Imunidade
Neutropenia 7 (9,0) 1(2,3) 0,26
Uso de esterdide 38 (50,0) 7 (15,9) <0,001
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 44 (56,4) 10 (22,7) <0,001
Gastro-cirurgia 911,5) 0 0,03
Amputacdo 12 (9,8) 4(9,1) 0,32
Debridamentos 17 (21,8) 0 0,001
Traqueostomia 9(11,5) 6(14,0) 0,7
Traqueostomia 9(11,5) 6(14,0) 0,7
Ventilagdo mecanica 31 (39,7) 5(11,6) 0,001
Cateter Venoso Central 24 (30,8) 5(11,6) 0,02
Sonda Vesical de Demora 44 (56,4) 12 (27,3) 0,002
Nutrigdo parenteral 7 (9,0) 0 0,048
Uso de drenos 4(5,1) 1(2,3) 0,65
Uso de antimicrobianos
Ampicilina 1(1,3) 0 1,00
Ampicilina-Sulbactam 3(3,8) 1(2,3) 1,00
Amoxilina-clavulanato 15 (19,2) 8(18,2) 0,89
Oxacilina 2(2,6) 5(11,6) 0,1
Piperacilina-Tazobactam 24 (30,8) 10 (22,7) 0,34
Cefalotina 6(7,7) 1(2,3) 0,42
Cefazolina 21 (26,9) 1(2,3) 0,001
Ceftriaxona 1(1,3) 2 (4,5) 0,3
Ceftazidima 0 1(2,3) 0,36
Cepepime 34 (43,6) 12 (27,3) 0,07
Imipenem 25(32,1) 10 (22,7) 0,27
Meropenem 13 (16,7) 4(9,1) 0,25
Ertapenem 1(1,3) 2 (4,5) 0,3
Vancomicina 35 (44,9) 14 (31,8) 0,16
Linezolida 0 1(2,3) 0,36
Ciprofloxacino 28 (35,9) 14 (31,8) 0,65
Levofloxacino 6(7,7) 5(11,6) 0,52
Clindamicina 19 (24,4) 7 (15,9) 0,27
Metronidazol 10(12,8) 1(2,3) 0,1
Sulfametoxazol-trimetoprim 2(2,6) 4(9,1) 0,19
Polimixina B 1(1,3) 0 1,00
Antifungicos 9(11,5) 2 (4,5) 0,32
Isolados
E. faecalis 9(11,5) 7 (15,9) 0,49
Formadores de "cluster" 61 (78,2) 26 (59,1) 0,03
PFGE tipo Afm 24 (30,8) 12 (27,3) 0,68

Obs: Onde hd parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson
e tempo sob risco.
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Tabela 5. Andlise dos fatores de risco para infeccdo ou colonizagdo por VRE para os pacientes de ambos

hospitais de estudo.

Andlise univariada Andlise Multivariada
Fatores de risco Casos (n=122) Controles (n = 244) OR (Cl 95%) p OR (Cl 95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 78 (63,9) 123 (50,4) 1,74 (1,12 - 2,73) 0,01
Idade (mediana, quartis) 61 (50-71) 58(44-73) . 0,21
Comorbidades
Doenga cardiaca 21(17,2) 33 (13,6) 1,32 (0,73 -2,39) 0,37
Doenga pulmonar 39 (32,0) 66 (27,3) 1,25 (0,78 - 2,01) 0,35
Doenga renal 18 (14,8) 31(12,8) 1,18 (0,63 - 2,21) 0,6
Doenga hepatica 11 (9,0) 8(3,3) 2,91 (1,14 - 7,44) 0,02
Doenca do SNC 29 (23,8) 35 (14,3) 1,86 (1,08 - 3,23) 0,02
Diabetes mellitus 34(27,9) 46 (18,9) 1,66 (0,99 - 2,75) 0,05
Linfomas/Leucemias 3(2,5) 2(0,8) 3,05 (0,50 - 18,50) 0,33
Neoplasias sélidas 7(5,7) 19 (7,8) 0,72 (0,29-1,77) 0,47
AIDS 7(5.7) 24 (9,8) 0,56 (0,23 - 1,33) 0,18
Trauma ... 16(66) 0,004
indice de Comorbidade de Charlson 2(1-4) 1(1-3) 0,004
Dados de internagéo
Tempo sob risco (mediana, quartis) 15 (7,75 - 30,0) 9(5-16) .. <0,001
Transferéncia imediata 11 (9,0) 11 (4,5) 2,01 (0,88 -4,99) 0,09
Imunidade
Neutropenia 8(6,6) 11 (4,5) 1,48 (0,58 - 3,78) 0,41
Uso de esterdide 45 (37,5) 57 (23,4) 1,98 (1,23 - 3,16) 0,005
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 54 (44,3) 89 (36,5) 1,38 (0,89 - 2,15) 0,18
Gastro-cirurgia 9(7,4) 22 (9,0) 0,80 (0,36 - 1,80) 0,6
Amputacdo 16 (13,1) 8(3,3) 4,45 (1,85-10,73)  <0,001
Debridamentos 17 (13,9) 8(3,3) 4,78 (2,00-11,41) <0,001
Traqueostomia 15 (12,4) 8(3,3) 4,18 (1,72 - 10,15) 0,001
Ventilagio mecanica 36 (29,8) 25 (10,2) 3,71(2,10-6,55) <0,001 8,12 (1,76-37,54) 0,007
Cateter Venoso Central 29 (23,8) 35 (14,3) 1,86 (1,08 - 3,23) 0,03 0,11(0,02-0,57) 0,008
Sonda Vesical de Demora 56 (45,9) 79 (32,4) 1,77 (1,14 - 2,77) 0,01
Nutri¢do parenteral 7(5,7) 3(1,2) 4,89 (1,24 - 19,26) 0,02
Uso de drenos 5(4,1) 1(0,4) 10,38 (1,20 - 89,90) 0,02
Uso de antimicrobianos
Ampicilina 1(0,8) 4(1,6) 0,05 (0,06 - 4,49) 0,67
Ampicilina-Sulbactam 4(33) 3(1,2) 2,72 (0,60-12,37) 0,23
Amoxilina-clavulanato 23 (18,9) 56 (23,0) 0,78 (0,45 - 1,34) 0,37
Oxacilina 7(5,8) 7(2,9) 2,08 (0,71 - 6,07) 0,24
Piperacilina-Tazobactam 34 (27,9) 18 (7,4) 4,85 (2,60 -9,04) <0,001 3,69 (1,62-8,40) 0,002
Cefalotina 7(5,8) 7(2,9) 2,05 ((0,07 - 5,99) 0,24
Cefazolina 22 (18,0) 31(12,7) 1,51 (0,83 - 2,74) 0,17
Ceftriaxona 3(2,5) 4(1,6) 1,51 (0,33 - 6,87) 0,69
Ceftazidima 1(0,8) e 0,33
Cepepime 46 (37,7) 33 (13,6) 3,85(2,29-6,47) <0,001 2,96 (1,51-582) 0,002
Imipenem 35 (28,7) 15 (6,1) 6,14 (3,20 -11,80) <0,001 3,81 (1,57-9,24) 0,003
Meropenem 17 (13,9) 4(1,6) 9,71 (3,19-29,57) <0,001
Ertapenem 3(2,5) 2(0,8) 3,05 (0,50 - 18,50) 0,33
Vancomicina 49 (40,2) 25 (10,2) 5,88 (3,39-10,19) <0,001
Linezolida 1(0,8) e 0,33
Ciprofloxacino 42 (34,4) 49 (20,1) 2,09 (1,28-3,40) 0,003
Levofloxacino 11 (9,0) 23 (9,4) 0,95 (0,45 - 2,02) 0,9
Clindamicina 26 (21,3) 20 (8,2) 3,03 (1,62-5,70)  <0,001
Metronidazol 11 (9,0) 10 (4,1) 2,32 (0,96 - 5,62) 0,06
Sulfametoxazol-trimetoprim 6 (4,9) 15 (6,1) 0,79 (0,30 - 2,09) 0,63
Polimixina B 1(0,8) e 0,33
Antifungicos 11 (9,0) 13 (5,3) 1,76 (0,77 - 4,06) 0,18

Obs: Onde ha parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianga de 95%.
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Tabela 6. Andlise dos fatores de risco para infec¢do ou colonizacdo por VRE somente para os pacientes do

HEB (Hospital Estadual Bauru)

Andlise univariada Andlise Multivariada
Fatores de risco Casos (h=78)  Controles (n = 156) OR (CI 95%) p OR (C1 95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 47 (60,3) 81(51,3) 1,44 (0,83 - 2,50) 0,19
Idade (mediana, quartis) 61,5(51,75-70,25) 61,5(47,75-74,00 ... 1,00
Comorbidades
Doenga cardiaca 15(19,2) 27 (17,1) 1,15(0,57 - 2,32) 0,69
Doenga pulmonar 19(24,4) 39 (24,8) 0,97 (0,52 -1,83) 0,93
Doenga renal 17 (21,8) 26 (16,5) 1,42 (0,72 -2,80) 0,31
Doenga hepatica 8(10,3) 7(4,4) 2,47 (0,86 - 7,07) 0,08
Doenca do SNC 12 (15,4) 14 (8,9) 1,87(0,82 - 4,26) 0,13
Diabetes mellitus 23(29,5) 28(17,7) 1,94 (1,03 - 3,67) 0,03
Linfomas/Leucemias 3(3,8) 2(1,3) 3,12 (0,51- 19,00) 0,33
Neoplasias sélidas 7 (9,0) 17 (10,8) 0,81 (0,32-2,06) 0,67
AIDS ... 3(1,9) 0,55
Trauma ... 15(9,5) e 0,003
indice de comorbidade de Charlson 2(1-3,25) 1(1-2) <0,001
Dados de internagdo
Internagdo anterior no HEMA 790 . <0,001
Tempo sob risco (mediada, quartis) 16,50 (8 - 33,25) 9(5-17) . 0,001
Transferéncia imediata 70,0 e e <0,001
Imunidade
Neutropenia 7 (9,0) 10 (6,4) 1,45(0,53-3,97) 0,47
Uso de esteréide 38 (50,0) 41 (25,9) 2,85 (1,61 - 5,06) <0,001 2,41 (1,11-5,23) 0,03
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 44 (56,4) 74 (46,8) 1,47 (0,85-2,54) 0,17
Gastro-cirurgia 9(11,5) 20(12,7) 0,90 (0,39 - 2,08) 0,81
Amputacgio 12 (15,4) 6(3,8) 4,61 (1,66 - 12,80) 0,002
Debridamentos 17 (21,8) 8(5,1) 5,23 (2,14 -12,74) <0,001
Traqueostomia 9(11,5) 8(5,1) 2,45(0,91-6,61) 0,07
Ventilagio mecanica 31(39,7) 25 (15,8) 3,51 (1,88 - 6,54) <0,001 6,03 (1,23 -29,47) 0,03
Cateter Venoso Central 24 (30,8) 33(20,9) 1,68 (0,91 - 3,11) 0,1 0,12 (0,02 - 0,64) 0,01
Sonda Vesical de Demora 44 (56,4) 54 (34,2) 2,49 (1,43 -4,34) 0,001
Nutrigdo parenteral 7 (9,0) 3(1,9) 5,01 (1,28 - 20,28) 0,02
Uso de drenos 4(5,1) 1(0,6) 8,48 (0,93 - 77,26) 0,04
Uso de antimicrobianos
Ampicilina 1(1,3) 2(1,3 1,01 (0,09 - 11,35) 1,0
Ampicilina-Sulbactam 3(3,8) 3(1,9) 2,07 (0,41 -10,48) 0,4
Amoxilina-clavulanato 15(19,2) 25 (15,8) 1,27 (0,63 -2,57) 0,51
Oxacilina 2(2,6) 5(3,2) 0,82 (0,16 - 4,30) 1,0
Piperacilina-Tazobactam 24 (30,8) 15 (9,5) 4,24 (2,07 - 8,68) <0,001
Cefalotina 6(7,7) 4(2,5) 3,21 (0,88 -11,72) 0,1
Cefazolina 21(26,9) 30 (19,0) 1,57 (0,83 -2,98) 0,16
Ceftriaxona 1(1,3) 1(0,6) 2,04 (0,13 - 33,04) 0,55
Cepepime 34 (43,6) 25 (15,9) 4,08 (2,20-7,58) <0,001 2,77 (1,12-6,84) 0,03
Imipenem 25(32,1) 13 (8,2) 5,26 (2,51-11,03)  <0,001  3,21(1,13-9,11) 0,03
Meropenem 13 (16,7) 4(2,5) 7,70 (2,42 -24,50)  <0,001
Ertapenem 1(,3) 0,33
Vancomicina 35 (44,9) 22 (13,9) 5,03 (2,67 - 9,49) <0,001
Ciprofloxacino 28 (35,9) 36 (22,8) 1,90 (1,05 - 3,44) 0,03
Levofloxacino 6(7,7) 13 (8,2) 0,93 (0,34 -2,55) 0,89
Clindamicina 19 (24,4) 15 (9,5) 3,07 (1,46 - 6,45) 0,002
Metronidazol 10 (12,8) 7(4,8) 3,17 (1,16 - 8,69) 0,02
Sulfametoxazol-trimetoprim 2 (2,6) 1(0,6) 4,13 (0,37 - 46,28) 0,26
Polimixina B 1(3,3) e 0,33
Antifungicos 9 (11,5) 3(1,9) 6,74 (1,77 - 25,66) 0,002

Obs: Onde hé parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianga de 95%; SNC, Sistema Nervoso Central.
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Tabela 7. Andlise dos fatores de risco para infec¢do ou colonizagdo por VRE somente para os pacientes do

HEMA (Hospital Estadual Manoel de Abreu).

Andlise univariada Andlise Multivariada
Fatores de risco Casos (n=44) Controles (n = 88) OR (Cl 95%) p OR (Cl 95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 31 (70,5) 42 (48,8) 2,50(1,15-5,41) 0,02
Idade (mediana, quartis) 55,5 (48 - 73,5) 50(37,5-69) = ... 0,04
Comorbidades
Doenga cardiaca 6(13,6) 6(7,1) 2,05 (0,62 - 6,79) 0,33
Doenga pulmonar 20 (45,5) 27 (31,8) 1,79 (0,85 - 3,79) 0,13
Doenga renal 1(2,3) 5(5,9) 0,37 (0,04 - 3,29) 0,66
Doenga hepatica 3(6,8) 1(1,2) 6,15 (0,62 - 60,92) 0,12
Doenga do SNC 17 (38,6) 21 (24,4) 1,94 (0,89 - 4,26) 0,09
Diabetes mellitus 11 (25,0) 18 (21,2) 1,24 (0,53 - 2,93) 0,62
Neoplasias sélidas ... 2(2,3) 0,55
AIDS 7 (15,9) 21 (24,4) 0,58 (0,23 -1,51) 0,26
Trauma ... 1(1,2) 1,00
indice de comorbidade de Charlson 2(1-4) 1(1-6) 0,24
Dados de internagdo
Internagdo anterior HEB 2(4,5) 28 (32,6) 0,10 (0,02 - 0,44) <0,001
Tempo sob risco (mediada, quartis) 12,5 (7 - 23) 8(4-14) P 0,003
Transferéncia imediata 4(9,1) 11(12,8) 0,68 (0,20 - 2,28) 0,53
Imunidade
Neutropenia 1(2,3) 1(1,2) 1,98 (0,12 -32,38) 1,00
Uso de esterdide 7 (15,9) 16 (18,6) 0,83 (0,31-2,20) 0,7

Procedimentos e dispositivos

Cirurgia 10 (22,7%) 1,39 (0,57 - 3,42) 0,47
Gastro-cirurgia ...  2(23) . 0,55
Amputagdo 4(9,1%) 4,20 (0,74 - 23,90) 0,18
Traqueostomia 6 (14,0%) . 0,001
Ventilagdo mecanica 5(11,6%) = e e 0,003
Cateter Venoso Central 5(11,6%) 2(2,3) 5,39 (1,00 - 28,99) 0,04
Sonda Vesical de Demora 12 (27,3%) 25(29,1) 0,92 (0,41 - 2,06) 0,83
Uso de drenos 1(23%) e 0,33
Uso de antimicrobianos
Ampicilina ... 2(23) 0,55
Ampicilina-Sulbactam 1(2,3) e 0,33
Amoxilina-clavulanato 8(18,9) 31 (36,0) 0,39 (0,16 - 0,95) 0,04
Oxacilina 5(11,6) 2(2,3) 5,39 (1,00 - 28,99) 0,03 35,27 (2,46 - 505,37) 0,01
Piperacilina-Tazobactam 10 (22,7) 3(3,5) 8,14 (2,11-31,41) 0,001
Cefalotina 1(2,3) 3(3,5) 0,64 (0,064 - 6,30) 1,00
Cefazolina 1(2,3) 1(1,2) 1,98 (0,12 - 32,38) 1,00
Ceftriaxona 2 (4,5) 3(3,5) 1,32(0,21-8,19) 1,00
Ceftazidima 1(23) e 0,34
Cepepime 12 (27,3) 8(9,3) 3,66 (1,37-9,79) 0,007
Imipenem 10 (22,7) 2(2,3) 12,35 (2,57 - 59,35) <0,001
Meropenem 4(9,1) e e 0,01
Ertapenem 2 (4,5) 2(2,3) 2,00 (0,27 - 14,70) 0,6
Vancomicina 14 (31,8) 3(3,5) 12,91 (3,47 - 48,09)  <0,001
Linezolida 1(2,3) e 0,34
Ciprofloxacino 14 (31,8) 13 (15,1) 2,62 (1,10-6,23) 0,03
Levofloxacino 5(11,6) 10 (11,6) 0,97 (0,31 - 3,05) 0,96
Clindamicina 7 (15,9) 5 (5,8) 3,07 (0,91 - 10,30) 0,11
Metronidazol 1(2,3) 3(3,5) 0,64 (0,07 - 6,37) 1,00
Sulfametoxazol-trimetoprim 4(9,1) 14 (16,3) 0,51 (0,16 -1,67) 0,26
Antifungicos 2 (4,5) 10 (11,6) 0,36 (0,08 - 1,73) 0,34

Obs: Onde ha parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; 1C95%, Intervalo de Confianga de 95%; SNC, Sistema Nervoso Central.
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E interessante notar que a andlise univariada do HEMA apresentou dados bem
peculiares aquela instituicdo, como a significancia referente a dados demogréaficos como
quanto a ser do sexo masculino (p=0,02; OR=2,50; IC95% 1,15-5,41) e a idade (p=0,04;
OR=indeterminado) e no que se refere a dados de internac¢do, chama-nos a atencado o fato de
ser significante o efeito protetor da internacdo anterior no HEB (p<0,001; OR=0,10; 1C95%
0,02-0,44). Entretanto, a andlise multivariada indicou como fator de risco para aquisi¢cdo de
VRE no HEMA, somente o uso da oxacilina (p=0,01; OR=35,27; 1C95% 2,46-505,37) na
terapéutica antimicrobiana (tabela 7).

Para obtermos os fatores que contribuem para a aquisicdo de cepas formadoras de
“clusters” selecionamos apenas os ‘“casos” e estabelecemos que nossa andlise seria
dependente da varidvel “cluster”. O resultado desta etapa demonstrou que pacientes do sexo
masculino (p=0,04; OR=0,34; IC95% 0,12-0,94), portadores de doenca cardiaca (p=0,03;
OR=0,31; IC95% 0,11-0,91), ou ainda, pacientes que fizeram uso de amoxicilina-clavulanato
(p=0,008; OR=0,24; IC95% 0,09-0,69), apresentaram uma tendéncia em ndo adquirir cepas
formadoras de “clusters’(tabela 8).

A etapa da andlise dos fatores de risco que, mediante o perfil clonal dos isolados,
buscou respostas para a aquisicdo das cepas tipo A do PFGE, as quais formaram o “cluster”
mais evidente do estudo, demonstrou que a unidade de internacdo do HEB, terceiro andar
esquerdo, apresentou uma maior circulagdo do clone Afm (p=0,04; OR=3,91; IC95% 1,04-
14,72), assim como, a traqueostomia (p=0,02; OR=8,04; IC95% 1,41-45,95), o uso de
ventilacio mecanica (p=0,02; OR=14,34; IC95% 1,59-129,77) e de antifingicos (p=0,03;
OR=9,99; IC95% 1,24-80,20) apresentaram-se significantes como fatores de risco para a
aquisicdo do clone Afm, conforme os resultados das andlises, exibidos na tabela 9.

Ao avaliarmos se houve algum fator predisponente para o carreamento ou a infeccao
por cada espécie de VRE analisada neste estudo, encontramos uma forte relagdo entre a
terapéutica antimicrobiana com levofloxacino e a aquisicao da espécie E.faecalis (p=0,001;

OR=14,87; IC95% 3,04-72,75). A andlise completa estd detalhada na tabela 10.
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Tabela 8. Anilise dos fatores de risco para infeccdo ou colonizagdo por isolados de VRE formadores de

“cluster”.
Andlise Univariada Andlise Multivariada
Fatores de risco "Cluster" (n=84) Nao "Cluster" (n=38) OR (CI 95%) p OR (Cl 95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 51(58,6) 27 (77,1) 0,42 (0,17 -1,03) 0,05 0,34 (0,12 - 0,94) 0,04
Idade (mediana) 61 (48-71) 59,5(52-70) . 0,53
Comorbidades
Doenca cardiaca 11(12,6) 10 (28,6) 0,36 (0,14 - 0,95) 0,04 0,31 (0,11 -0,91) 0,03
Doenga pulmonar 24 (27,6) 15 (42,9) 0,51(0,22-1,15) 0,10
Doenga renal 12 (13,8) 6(17,1) 0,77 (0,27 - 2,25) 0,64
Doenga hepatica 9(10,3) 2(5,7) 1,90 (0,39 -9,29) 0,51
Doenca do SNC 22(25,3) 7 (20,0) 1,35 (0,52- 3,53) 0,53
Diabetes mellitus 22 (25,3) 12 (34,3) 0,65 (0,28 -1,52) 0,32
Linfomas/Leucemias 3(3,4) — 0,56
Neoplasias sélidas 6(6,9) 1(2,9) 2,52 (0,29 -21,72) 0,67
AIDS 5(5,7) 2(5,7) 1,01 (0,19 - 5,45) 1,00
Escore de Charlson (mediana) 2(1-3) 2(1-4) 0,82
Dados de internagdo
Internagdo anterior HEB 32(36,8) 10(28,6) 1,46 (0,62 - 3,41) 0,40
Internagdo interior HEMA 11(12,6) 4(11,4) 1,12 (0,33 -3,79) 1,00
Internagdo na UTI 11(12,6) 8(22,9) 0,49 (0,18 -1,34) 0,16
Internagdo no 32 esquerdo 25(28,7) 6(17,1) 1,95 (0,72 -5,27) 0,18
Tempo sob risco (mediana) 14(7-30) 16(8-29) 0,86
Transferéncia imediata 8(9,2) 3(8,6) 1,08 (0,27 - 4,33) 1,00
Imunidade
Neutropenia 6(6,9) 2(5,7) 1,22 (0,24 -6,37) 1,00
Uso de esterdide 34 (39,5) 11 (32,4) 1,37 (0,59 - 3,16) 0,46
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 42 (48,3) 12 (34,3) 1,79 (0,79 - 4,04) 0,16
Gastro-cirurgia 7 (8,0) 2(5,7) 1,44 (0,29-7,32) 1,00
Amputagdo 9(10,3) 7 (20,0) 0,46 (0,16 - 1,36) 0,23
Debridamentos 13 (14,9) 4(11,4) 1,36 (0,41 -4,51) 0,78
Traqueostomia 12 (14,0) 3(8,6) 1,73 (0,46 - 6,55) 0,55
Ventilagdo mecanica 28(32,6) 8(22,9) 1,63 (0,64 - 4,04) 0,29
Cateter Venoso Central 22 (25,3) 7 (20,0) 1,35(0,52-3,53) 0,54
Sonda Vesical de Demora 41 (47,1) 15 (42,9) 1,19 (0,54 -2,62) 0,67
Nutri¢do parenteral 6(6,9) 1(2,9) 2,52 (0,29 -21,72) 0,67
Uso de drenos 4(4,6) 1(2,9) 1,64 (0,18 - 15,20) 1,00
Uso de antimicrobianos
Ampicilina ... 129 0,29
Ampicilina-Sulbactam 2(2,3) 2(5,7) 0,39 (0,05 -2,87) 0,58
Amoxilina-clavulanato 12(13,8) 11 (31,4) 0,35 (0,14 - 0,89) 0,06 0,24 (0,09 - 0,69) 0,008
Oxacilina 5 (5,8) 2(5,7) 1,02 (0,19 - 5,52) 1,00
Piperacilina-Tazobactam 22 (26,4) 12(31,4) 0,78 (0,33-1,85) 0,58
Cefalotina 4(4,6) 3(8,6) 0,51 (0,11 -2,43) 0,41
Cefazolina 18 (20,7) 4(11,4) 2,02 (0,63-6,47) 0,23
Ceftriaxona 1(1,1) 2(5,7) 0,19 (0,02 -2,19) 0,20
Ceftazidima .. 129 0,29
Cepepime 34 (39,1) 12 (34,3) 1,23(0,54-2,79) 0,62
Imipenem 25 (28,7) 10 (28,6) 1,01 (0,42 - 2,40) 0,99
Meropenem 13(14,9) 4(11,4) 1,36 (0,41-4,51) 0,78
Ertapenem 1(1,1) 2(5,7) 0,20 (0,02 -2,19) 0,20
Vancomicina 34 (39,1) 15 (42,9) 0,86 (0,39 - 1,90) 0,70
Linezolida 129 0,30
Ciprofloxacino 30 (34,5) 12 (34,3) 1,20 (0,44 -2,31) 0,98
Levofloxacino 7 (8,0) 4 (11,4) 0,68 (0,19 -2,48) 0,73
Clindamicina 17 (19,5) 9(25,7) 0,70 (0,28 -1,77) 0,45
Metronidazol 8(9,2) 3(8,6) 1,08 (0,27 - 4,33) 1,00
Sulfametoxazol-trimetoprim 3(3,4) 3(8,6) 0,38 (0,07 -1,99) 0,35
Polimixina B .. 129 0,30
Antifungicos 9 (10,3) 2(5,7) 1,90 (0,39 - 9,29) 0,51

Obs: Onde ha parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianga de 95%.
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Tabela 9. Andlise dos fatores de risco para infec¢do ou colonizagéo por cepas de VRE do tipo Afin da tipagem
PFGE.

Analise Univariada Analise Multivariada
Fatores de risco PFGE Tipo Afm(n=36) PFGE Tipo ndo-Afm (n = 86) OR (Cl 95%) p OR (Cl 95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 21 (58,3) 57 (66,3) 0,71(0,32-1,58) 0,41
Idade (mediana, quartis) 61 (48-71) 60 (51-72) . 0,99
Comorbidades
Doenga cardiaca 3(8,3) 18 (20,9) 0,34(0,09 - 1,25) 0,09
Doenga pulmonar 11 (30,6) 28 (32,6) 0,91(0,39-2,11) 0,83
Doenga renal 4(11,1) 14 (16,3) 0,64 (0,20-2,11) 0,46
Doenga hepatica 4(11,1) 7(8,1) 1,41(0,39-5,15) 0,73
Doenca do SNC 8(22,2) 21 (24,4) 0,88 (0,35 - 2,24) 0,8
Diabetes mellitus 12 (33,3) 22 (25,6) 1,46 (0,63 -3,39) 0,38
Linfomas/Leucemias 2(5,6) 1(1,2) 5,00 (0,44 - 56,97) 0,21
Neoplasias sélidas 2(5,6) 5(5,8) 0,95 (0,18 - 5,15) 1
AIDS 3(8,3) 4(4,7) 1,86 (0,40 - 8,79) 0,42
indice de Comorbidade de Charlson 3(1-3) 2(1-4y 0,67
Dados de internagdo
Internagdo anterior HEB 14 (38,9) 28 (32,6) 1,32 (0,59-2,96) 0,5
Internagdo anterior HEMA 7(19,4) 8(9,3) 2,35(0,78-7,07) 0,14
Internagdo na UTI 4(11,1) 15 (17,4) 0,59 (0,18 -1,92) 0,38
Internagdo no 32 esquerdo 13(36,1) 18 (20,9) 2,13(0,91 - 5,03) 0,08 3,91(1,04-14,72) 0,04
Tempo sob risco (mediana, quartis) 11(7-23) 16(8-34) 0,51
Transferéncia imediata 4(11,1) 7(8,1) 1,41(0,39-5,15) 0,73
Imunidade
Neutropenia 2 (5,6) 6 (7,0) 0,78 (0,15 - 4,08) 1
Uso de esteréide 12 (33,3) 33(39,3) 0,77 (0,34 -1,75) 0,54
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 18 (50,0) 36 (41,9) 1,39 (0,64 - 3,03) 0,41
Gastro-cirurgia 1(2,8) 8(9,3) 0,28 (0,03-2,31) 0,28
Amputacio 6 (13,9) 11 (12,8) 1,10 (0,35 - 3,43) 1
Debridamentos 8(22,2) 9(10,5) 2,44 (0,86 - 6,96) 0,09
Traqueostomia 7 (19,4) 8(9,4) 2,32(0,77 - 6,98) 0,14 8,04 (1,41 - 45,95) 0,02
Ventilagio mecanica 14 (38,9) 22 (25,9) 1,82(0,80 - 4,17 ) 0,15 14,34 (1,59-129.77) 0,02
Cateter Venoso Central 8(22,2) 21 (24,4) 0,88 (0,35-2,24) 0,8
Sonda Vesical de Demora 17 (47,2) 39 (45,3) 1,08 (0,49 - 2,35) 1
Nutrigdo parenteral 2(5,6) 5(5,8) 0,95 (0,18 - 5,15) 1
Uso de drenos 1(2,8) 4(4,7) 0,57 (0,06 - 5,43) 1,00
Uso de antimicrobianos
Ampicilina ... 12 1,00
Ampicilina-Sulbactam .. 4(4,7) 0,32
Amoxilina-clavulanato 6(16,7) 17 (19,8) 0,81 (0,29 - 2,26) 0,69
Oxacilina 3(8,6) 4(4,7) 1,92 (0,41-9,07) 0,41
Piperacilina-Tazobactam 10(27,8) 24 (27,9) 0,99 (0,42-2,37) 0,99
Cefalotina 3(8,3) 4(4,7) 1,86 (0,40 - 8,79) 0,42
Cefazolina 6 (16,7) 16 (18,6) 0,88 (0,31 - 2,45) 0,8
Ceftriaxona R 3(3,5) 0,55
Ceftazidima . 1(1,2) 1,00
Cepepime 10(27,8) 36(41,9) 0,53(0,23-1,25) 0,14
Imipenem 11 (30,6) 24 (27,9) 1,14 (0,49 - 2,66) 0,77
Meropenem 3(8,3) 14 (16,3) 0,47 (0,13 -1,74) 0,15
Ertapenem .. 3(35) 0,55
Vancomicina 12 (33,3) 37 (43,0) 0,66 (0,29 - 1,49) 0,32
Linezolida ... 1(,2%) 1,00
Ciprofloxacino 10 (27,8) 32(37,2) 0,65 (0,28 - 1,52) 0,32
Levofloxacino 1(2,8) 10(11,6) 0,22(0,03-1,76) 0,17
Clindamicina 9 (25,0) 17 (19,8) 1,35 (0,54 - 3,40) 0,52
Metronidazol 1(2,8) 10(11,6) 0,22(0,03 - 1,76) 0,17
Sulfametoxazol-trimetoprim 2(5,6) 4(4,7) 1,21 (0,21-6,90) 1
Polimixina B .. 12 1,00
Antifungicos 6 (16,7) 5 (5,8) 3,24(0,92 - 11,41) 0,08 9,99 (1,24 - 80,20) 0,03

Obs: Onde hd parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; 1C95%, Intervalo de Confianga de 95%.
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Tabela 10. Andlise geral dos fatores de risco para infec¢do ou colonizagdo por isolados de Enterococcus

faecalis Resistentes a Vancomicina.

Andlise Univariada Andlise Multivariada
Fatores de risco E. faecalis (n=16) E. faecium (n=106) OR (CI95%) P OR (CI195% ) P
Dados demogrdficos
Sexo masculino 10(62,5) 68 (64,2) 0,93(0,31- 2,76) 0,9
Idade (mediana, quartis) 61,5 (50,5-77) 61(50-700 .. 0,46
Comorbidades
Doenga cardiaca 3(18,8) 18(17,0) 1,13(0,29- 4,37) 0,55
Doenga pulmonar 7 (43,8) 32(30,2) 1,79(0,62-5,25) 0,28
Doenga renal 1(6,3) 17 (16,0) 0,35(0,04 - 2,82) 0,27
Doenga hepdtica 9(12,5) 9(8,5) 1,54 (0,30- 7,87) 0,44
Doenga do SNC 5(31,3) 24(22,6) 1,55(0,49- 4,91) 0,32
Diabetes mellitus 2(12,5) 32(30,2) 0,33(0,07-1,54) 0,12
Linfomas/Leucemias ... 328 0,65
Neoplasias sélidas ... 7(66) 0,36
AIDS L. 7(6,6) 0,36
indice de comorbidade de Charlson 2(1-4) 2(1-3) 0,29
Dados de internagdo
Internagéo anterior HEB 3(18,8) 39(36,8) 0,40(0,11-1,48) 0,16
Internagdo anterior HEMA 1(6,3) 14 (13,2) 0,44 (0,79 - 1,08) 0,43
Internag@o na UTI 4(25,0) 15(14,2) 2,02(0,58-7,10) 0,26
Internag@o no 3°esquerdo 3(18,8) 18(17,0) 0,64 (0,17 - 2,42) 0,51
Tempo sob risco (mediada, quartis) 14,5 (8- 24,5) 15(7-30,5) 0,75
Transferéncia imediata 1(6,3) 10(9,4) 0,64 (0,08-5,37) 0,56
Imunidade
Neutropenia ... 8(75) 0,31
Uso de esterdide 5(31,3) 40(38,1) 0,81(0,26 - 2,55) 0,72
Procedimentos e dispositivos
Cirurgia 3(18,8) 51(48,1) 0,25(0,07-0,92) 0,03
Gastro-cirurgia ... 9(85) 0,27
Amputagdo ... 16(151) 0,09
Debridamentos 1(6,3) 16 (15,1) 0,38(0,05 - 3,04) 0,31
Traqueostomia ... 15(14,2) L 0,12
Ventilagdo mecanica 3(18,8) 33(31,1) 0,55(0,15-2,10) 0,29
Cateter Venoso Central 3(18,8) 26(24,5) 0,71(0,19- 2,69) 0,44
Sonda Vesical de Demora 9(12,5) 47 (44,3) 1,61 (0,56 - 4,66) 0,37
Nutrigdo parenteral ..., 7(66) 0,36
Uso de drenos 1(6,3) 4(3,8) 1,70 (0,18 - 16,65) 0,51
Uso de antimicrobianos
Ampicilina ..., 109 0,87
Ampicilina-Sulbactam ..., 438 0,57
Amoxilina-clavulanato 3(18,8) 20(18,9) 0,99 (0,26 - 3,81) 0,65
Oxacilina 1(6,3) 6(5,7) 1,10(0,12-9,79) 0,64
Piperacilina-Tazobactam 2(12,5) 32(30,2) 0,33(0,07-1,54) 0,12
Cefalotina ... 7(66) 0,36
Cefazolina 2(12,5) 20(18,9) 0,61(0,13-2,92) 0,42
Ceftriaxona ..., 3(28 0,65
Ceftazidima ... 109 . 0,87
Cepepime 6(37,5) 40(37,7) 0,99(0,33-2,93) 0,99
Imipenem 1(6,3) 34(32,1) 0,14(0,02- 1,11) 0,03
Meropenem ... 17(1600 ... 0,08
Ertapenem 1(6,3) 2(1,9) 3,47 (0,30- 40,61) 0,35
Vancomicina 2(12,5) 47 (44,3) 0,18 (0,04 - 0,83) 0,02
Linezolida ... 10,9 0,87
Ciprofloxacino 6(37,5) 36(34,0) 1,17(0,39- 3,47) 0,78
Levofloxacino 5(31,3) 6(5,7) 7,57 (1,98 - 28,94) 0,006 14,87(3,04-72,75) 0,001
Clindamicina 2(12,5) 24(22,6) 0,49 (0,10- 2,30) 0,29
Metronidazol 1(6,3) 10(9,4) 0,64 (0,08 - 5,37) 0,56
Sulfametoxazol-trimetoprim ... 6(57 0,42
Polimixina B~ ..., 109 0,87
Antifungicos ... 11(104 L 0,2

Obs: Onde ha parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson e tempo sob risco;
OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianga de 95%.
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4.5. Prognéstico da colonizacao ou infeccao por VRE

A andlise do progndstico demonstrou que tanto o carreamento quanto a infeccao
clinica por VRE nio tiveram influéncia na ocorréncia de 6bitos (tabela 11).

Os fatores que realmente apresentaram efeito sobre a varidvel 6bito foram a idade mais
avancada, as comorbidades, o indice de Charlson, o uso de dispositivos e cirurgias, conforme

exibido na tabela 11.

Tabela 11. Andlise do progndstico da infec¢do ou colonizagdo por VRE, considerando os pacientes de ambos

hospitais de estudo.

Analise Univariada Andlise Multivariada
Fatores de Risco Obitos (n=67)  Outras saidas (n=299) OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Carreamento de VRE 33 (49,3) 89 (29,8) 2,29 (1,34-3,93) 0,002 1,12 (0,52-2,43) 0,8
Cultura clinica para VRE 2(2,9) 5(1,6) 1,81 (0,24-9,37) 0,5
Dados demogrdficos
Sexo Masculino 38 (56,3) 163 (54,5) 1,09 (0,64-1,87) 0,7
Idade (mediana, quartis) 65 (53-74) 57,5 (45-71) 0,01 1,02 (1,001-1,04) 0,04
Local de internagdo
Hospital Estadual Bauru* 14 (20,9) 116 (38,8) 2,38 (1,28-4,76) 0,006
Transferido de outro hospital 4 (6,0) 18 (6,0) 0,99 (0,32-3,03) 1
Comorbidades
Doenca Cardiaca 8(11,9) 46 (15,5) 0,74 (0,33-1,65) 0,5 0,53 (0,19-1,47) 0,2
Doenca Pulmonar 25(37,3) 80 (26,9) 1,62 (0,93-2,82) 0,09
Doenga Renal 18 (26,9) 31(10,4) 3,16 (1,64-6,10) <0,001
Doenga Hepitica 8 (11,9) 11 (3,6) 3,54 (1,36-9,17) 0,006 4,42 (1,10-17,74) 0,04
Diabetes mellitus 13 (19,4) 67 (22,5) 0,83 (0,43-1,61) 0,6
Doenca do SNC 18 (26,9) 46 (15,4) 2,02 (1,08-3,77) 0,03 2,27 (0,97-5,32) 0,06
Neoplasia Sélida 9 (13,4) 17 (5,7) 2,57 (1,09-6,06) 0,04 4,04 (1,18-13,78) 0,03
Linfoma ou Leucemia 3(4,5) 2(0,7) 6,96 (1,14-42,51) 0,045 75,13 (3,16-1785,19) 0,008
Aids 2 (3,0) 29 (9,7) 0,29 (0,07-1,23) 0,07
Trauma 0(0,0) 16 (5,4) 0,0 (indefinido) 0,051
indice de Comorbidade de Charlson 3(1-4) 1(1-3) <0,001
Dados da internagdo
Neutropenia 3(4,5) 16 (5,4) 0,83 (0,23-2,92) 1 0,17 (0,01-2,26) 0,2
Uso de esteréides 34 (51,4) 68 (22,8) 3,59 (2,07-6,25)  <0,001 1,42 (0,65-3,10) 0,4
Ventilagio Mecanica 39 (58,2) 22 (7,4) 17,47 (9,11-33,52) <0,001 5,77 (1,76-18,91) 0,004
Cateter Venoso Central 37 (55,2) 27 (9,0) 12,43 (6,66-23,17) <0,001 1,44 (0,46-4,52) 0,5
Sonda Vesical de Demora 54 (80,6) 81(27,1) 11,18 (5,80-21,57) <0,001 4,63 (1,85-11,59) 0,001
Drenos 4(6,0) 2(0,7) 9,42 (1,69-52,60) 0,01
Nutrigdo Parenteral 5(7,5) 5(1,7) 4,74 (1,33-16,88) 0,02
Cirurgia 28 (41,8) 115 (38,5) 1,15 (0,67-1,97) 0,6 0,53 (0,24-1,20) 0,1

Obs: Onde ha parénteses, considerar valor percentual, exceto para idade, indice de Comorbidade de Charlson, tempo sob risco e IC95%;
OR, Odds Ratio; IC95%, Intervalo de Confianga de 95%.
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5. DISCUSSAO

Historicamente, o primeiro isolado de VRE detectado tanto no HEB quanto no HEMA
surgiu em 16 de janeiro de 2010, o qual deu inicio a este estudo quase 13 anos apds o
primeiro surto ocorrido em Sdo Paulo descrito por Zanela e al'>. No entanto, com o fato de
que o primeiro diagndstico de VRE ocorreu através de uma infec¢do clinica, ndo se pode dizer
ao certo em que momento 0s primeiros pacientes das instituicdes estudadas foram
colonizados. De acordo com Chavers et alzg, em um levantamento realizado sobre a
contaminacdo ambiental do VRE, os reservatérios foram intimeros, inclusive jalecos, portas,
mesas, telefones, glicosimetros, termdmetros, estetoscopios, etc., e ainda, de acordo com o
estudo de Gastmeier et al48, a média de sobrevivéncia do E.faecium no ambiente € de mais de
60 dias, e do E.faecalis de 31 dias. Tais evidéncias demonstram a facilidade de carreamento
do VRE no ambiente hospitalar.

Um achado importante € o fato de 97,5% dos casos do HEMA e 87,5% dos casos do HEB
serem autdctones, o que reforcou nossa busca ativa por fatores de risco para o carreamento do
VRE em procedimentos, uso de dispositivos e terapéuticas adotadas nas institui¢des de
estudo, adicionados de outras varidveis como comorbidades, transferéncias e internacdes
anteriores **127,

Quanto as propor¢des das espécies de Enterococcus spp recuperadas das culturas, tanto
clinicas como de vigilancia, podemos considerar o relato de Chavers et al*®, que descreve que
o E. faecalis representava cerca de 90% dos isolados de Enterococcus spp, no entanto, a
propor¢do de E. faecium tem crescido simultdnea a diminuicdo da propor¢do de E. faecalis
nos EUA, Canad4, América Latina, Europa e Asia com o aparecimento da resisténcia
antimicrobiana nesses isolados. A propensao do E.faecium em participar de diversas formas
de conjugacdo que pode resultar na proliferacdo de genes de resisténcia, parece ser maior.
Tais mecanismos estio descritos no estudo recente de Freitas er al> e explicam entdo, a
predominancia de E.faecium entre os isolados resistentes a vancomicina de nosso estudo, o
qual representou 86,9% dos Enterococcus frente a 13,1% de E. faecalis.

Da mesma forma que o estudo realizado por Shokoohizadeh et al’®, no qual os autores
investigaram a disseminag¢do de VRE através da andlise de amostras clinicas de pacientes
internados em varios hospitais de ensino de Teheran-Iran e encontraram uma distribuicao

policlonal, com predominancia de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina,
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pertencentes ao fendtipo VanA, nos vdrios hospitais e dentre os clones isolados, pode-se
evidenciar a circulagdo de “clusters” entre as institui¢des hospitalares, é importante observar
que, semelhantemente, nosso estudo encontrou dados coerentes a tais achados (tabela 3).

O “cluster” com PFGE tipo Afin, além de abranger a cepa emergente, isolada no primeiro
caso no HEB, compde o “cluster” dominante em ambas as institui¢des. Nao somente o tipo
Afm, mas os tipos Bfm, Cfm, Efm, Ffm e Afc foram caracterizados por nosso critério arbitrario
como “clusters”, os quais circularam tanto no HEB, quanto no HEMA, reforcando a
existéncia de transmissdo cruzada entre as duas institui¢des consorciadas. Os demais tipos de
isolados formadores de “clusters”, Dfin e Gfm, circularam entre os pacientes internados no
HEB e ainda temos o fato de que os tipos PEGE Afm, Cfm e Gfm foram detectados em
pacientes designados do grupo EXTERNO, sinalizando a possibilidade de que tais cepas
tenham sido importadas de outras institui¢des. Os isolados dos tipos PFGE Hfm até Z3fm, nao
foram formadores de ‘“clusters” e alguns apareceram apenas em uma das instituicoes
conforme exposto na tabela 3.

Ao realizarmos uma andlise univariada entre os casos de VRE dos dois hospitais do
estudo, relacionando a ocorréncia dos fatores estudados em ambos, a mesma mostrou
resultados que evidenciaram as diferencas estruturais e de especialidades dos mesmos. Por
exemplo, a diferenca entre o uso de dispositivos como cateteres venosos centrais, ventilacao
mecanica e sondas vesicais de demora, ou ainda, as cirurgias mostrou a influéncia das
diferencas estruturais com presenga de centros cirdrgicos € UTI’s no HEB, que € o hospital de
maior porte (tabela 4). Por outro lado, diferencas quanto as comorbidades como doenca
pulmonar, renal e do SNC, neoplasias e AIDS, ou ainda, a diferenca na antibioticoterapia com
cefazolina (tabela 4), demonstram as diferencas das especialidades das duas instituicoes.
Quanto a esta questdo, o estudo publicado por Lee et al’* evidenciou a transmissdo e o
controle da infec¢do ou coloniza¢do por VRE em hospitais da Califérnia (EUA) e observou a
influéncia das caracteristicas de cada hospital sobre a transmissao.

A andlise univariada de todos os “casos” e “controles” incluidos no estudo exibiu muitos
fatores significativos (tabela §), sendo que, os que mais se destacaram, como tempo sob risco,
procedimentos de amputacdo de membros, debridamentos de escaras e feridas, traqueostomia,
e ainda, o uso de ventilagdo mecanica (todos p<0,001), apontaram para pacientes de maior

gravidade, complexidade e com necessidades de cuidados intensivos, como no caso da
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traqueostomia e da ventilacio mecénica, o que mostrou coeréncia com a significancia do
coeficiente de Chalson (p=0,004). No entanto, foi a andlise multivariada que definiu as
variaveis indicadas como fatores de risco e serao discutidas a seguir.

Um estudo de caso-controle realizado por Shorman & Al-Tawfiq*®, que se assemelhou ao
nosso estudo por ter utilizado dois controles pareados com cada caso, encontrou na andlise
univariada fatores de risco também relacionados com a gravidade do paciente, e ainda, dentro
seus achados, alguns antibidticos que se relacionam com nossos achados do mesmo tipo de
andlise (tabela 5, analise univariada), dentre os quais estdo a piperacilina-tazobactam, as
quinolonas (ciprofloxacina) e a vancomicina.

Em sua conclusdo, Shorman & Al—Tawfiq36 comentam que numerosos estudos exploram o
papel do uso prévio de antimicrobianos como um fator de risco para a colonizagdo ou
infeccdo nosocomial por VRE, no entanto, os resultados sdo contraditérios. Embora o
resultado de nossa andlise univariada tenha se assemelhado em vdrias respostas, ao estudo
supracitado, a andlise multivariada apontou como resultado final uma realidade um pouco
diferente, indicando o uso prévio de cefepime (antimicrobiano empirico amplamente
utilizado) e agentes com atividade anti-anaerébia como piperacilina-tazobactam e imipenem
como fatores de risco (tabela 5). Mesmo assim, encontramos evidéncias na literatura de
achados semelhantes, pois Bradley37 reportou um declinio nas taxas de infeccOes e
coloniza¢des por VRE em uma unidade de oncologia, apds substituir o uso de piperacilina-
tazobactam por ceftazidima, Nourse et al’*, relata ter diminuido as infeccdes por VRE ap6s
implantar restricOes para o uso de cefalosporinas (nas quais o cefepime estd incluido) e de
glicopeptideos. Temos ainda o relato de Donskey et al’’, o qual indica o uso de imipenem e
piperacilina-tazobactam como fatores de risco para aumento da colonizacao fecal por VRE.

Nossa andlise multivariada ainda indicou o uso de ventilagdo mecanica como fator de
risco e entendemos que esta expressa o efeito de vdrios fatores relacionados com gravidade
em conjunto, os quais apresentaram significancia apenas na andlise univariada (tabela 4), por
exemplo, o indice de comorbidade de Charlson, tempo sob risco, uso de esterdides, nutricao
parenteral e mesmo, o uso de vancomicina e estes fatores tém sido comuns em estudos como
de Tosifidis er al*® e na revisdo de Chavers e al*®. Ainda temos de considerar que pacientes
em uso de ventilacio mecanica, muitas vezes, por motivos de instabilidade em seu estado

clinico geral, sofrem vérias transferéncias intra-hospitalares, principalmente entre setor e UTI,
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0 que pode aumentar o risco de transmissdo pelo contato com ambientes e equipes de
profissionais diferentes™®.

Ao analisarmos as duas institui¢des separadamente, encontramos algumas diferencas bem
interessantes mas que estdo em conformidade com a andlise descrita na tabela 3, onde
comparamos os fatores incluidos no estudo entre 0 HEB e o HEMA, pois relacionam-se com
as diferencas estruturais e de especialidades das instituicdes. O primeiro achado que
apresentou significancia apenas no HEMA, foi com rela¢do aos dados demogréficos, ser do
sexo masculino parece ter favorecido a aquisicao de VRE naquela institui¢do, mas tal achado
ndo foi evidenciado através de nenhum dos estudos relacionados em nossas

30,31,36.38 1
~722°% no entanto, Park et al* , da mesma forma que em nosso estudo, encontrou

referéncias
que a idade mediana dos ‘““casos” foram superiores a dos “controles”, mas em nosso caso, apos
a analise multivariada, tais resultados tornaram-se irrelevantes.

Por outro lado, a comorbidade diabetes mellitus e o uso de glicopeptideos (em nosso caso
a vancomicina), resultados significantes na andlise univariada do HEB (tabela 6), também

l41, no entanto, ao realizarmos a

mostrou-se um achado importante no estudo de Park et a
andlise multivariada para estabelecermos finalmente os fatores de risco relevantes, tais
varidveis ndo mantiveram sua significancia.

Por fim, ainda considerando os resultados da andlise independente de cada fator, dentre
todos os temas analisados para cada instituicdo, um fato interessante foi encontrar
significancia na internacao anterior no HEMA e a transferéncia imediata como fator de risco
para o HEB e simultaneamente, a internacdo anterior no HEB como fator protetor para o
HEMA. Tal achado permitiu que cridssemos uma imagem do fluxo de circulagdo do VRE
entre as duas institui¢des, muito mais direcionado no sentido HEMA para o HEB do que o
contrario, e ainda, a instituicdo de maior porte estaria influenciando a de menor porte,
conforme previsto no estudo de Lee et al34, mas em nosso caso, esta influéncia tem seu carater
positivo.

Os resultados finais, com os quais estabeleceram os fatores de risco para aquisi¢do de
infec¢do nosocomial ou coloniza¢do por VRE no HEB (tabela 6), mostraram um perfil muito
semelhante ao resultado geral (incluindo os dois hospitais), exceto quanto ao uso de
esteroides, o qual aparece nos resultados para o HEB, mas este achado ndo é comum na

. . . . 42 e g A .
literatura, pois dentre a literatura recente, Gudiol ef al ™, encontraram significancia para o uso
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prévio de esteroides, no entanto, para E. faecium sensiveis a vancomicina em pacientes com
cancer, o que ndo se observou em nosso estudo. Em resultados anteriores ja comentamos a
relacdo entre o uso de esteroides com ventilacdio mecanica como fator de risco, bem como
outros fatores relacionados com gravidade em conjunto em estudos como de Iosifidis ez al° e
na revisio de Chavers et al*®, o que € perfeitamente compreensivel e explica este resultado. A
ventilagdo mecanica, o uso prévio de cefepime e de imipenem como fatores de risco.

Nosso estudo indicou que o uso prévio de oxacilina foi capaz de influenciar a
epidemiologia do VRE no HEMA (tabela 7), dado quase nao exibido na literatura, no
entanto, alguns autores afirmam que as questdes relacionadas a determinacdo do uso prévio de
antimicrobianos como fator de risco para a infeccdo ou colonizacdo por VRE tem sido um

tanto conflitante, como por exemplo, Chavers et al®®

, chegam a afirmar que as discrepancias
nesses resultados parecem ocorrer por diferencas no delineamento dos estudos, confusao por
tempo de internacdo hospitalar e, presumivelmente, viés de publicagdo, ou seja, estudos com
associacOes positivas sdo mais propensos a serem aceitos para publicacdo em revistas e

jornais do que estudos que exibem resultados nulos. Harbarth et al®

concluem que a
terapéutica antimicrobiana pode influenciar a transmissdo do VRE em diferentes niveis,
diminuindo a resisténcia contra a colonizacdo no trato gastrointestinal, ou aumentando a
suscetibilidade a tornar-se colonizado, ou ainda, em um paciente ja colonizado com VRE, a
exposi¢ao a antibidticos pode inibir outras bactérias e aumentar o crescimento excessivo de
VRE no intestino, etc.

Um ponto interessante do estudo foi o achado que determinou o uso prévio de
amoxicilina-clavulanato como fator protetor na transmissdo de cepas de VRE formadoras de
“cluster” (tabela 8), sendo este, totalmente coerente com o que descreve Harris et al44, em
um estudo em que procura diferenciar as causas exdgenas e enddgenas que favorecem a
aquisicdo de cepas resistentes. Causas exdgenas, ou seja, através de equipamentos, superficies
do ambiente e pessoa a pessoa, favorecem a transmissdo de “clusters”, por outro lado, causas
endégenas pode ter como exemplo o desenvolvimento da resisténcia por pressdo da
terapéutica antimicrobiana e € neste ponto que o efeito protetor da amoxicilina-clavulanato
ganha coeréncia quando consideramos a aquisi¢do de isolados formadores de “clusters”. Por
outro lado, nossos achados demonstram que pacientes do sexo masculino e com doenca

cardiaca como comorbidade tiveram uma tendéncia menor em adquirir VRE por transmissao
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cruzada do que os outros pacientes. Esta tltima informacao adicionada do fato de que néo foi
observado carreamento de VRE na unidade coronariana (figura 4), sugere que tal unidade
possa apresentar exemplos de medidas de controle a serem seguidos.

Um dos fatores de risco mais evidentes no estudo, a ventilagio mecanica, também foi
confirmado como capaz de favorecer a colonizacdo ou infeccdo com o “cluster” mais
incidente do mesmo estudo, o Tipo Afm definido através da tipagem PFGE. Este achado
reforca a evidéncia de que grande parte da transmissdo do VRE nas instituicdes de estudo se
deu de forma exdgena, ou seja, pessoa-a-pessoa, através das maos dos profissionais de sadde,
equipamentos e dispositivos médicos, superficies, entre outros. O estudo de Rossini et al®,
por exemplo, também obteve em andlise multivariada por regressdo logistica bindria, a
ventilacio mecadnica como fator de risco para transmissdo nosocomial de VRE e
interessantemente, outros fatores relacionados a gravidade do paciente® também mostraram-
se envolvidos como facilitadores do carreamento do clone Afm, como a traqueostomia, 0 uso
de antifingicos e a interna¢do no 3° andar esquerdo, este Ultimo, era definido como o setor
preferencial para acolher os pacientes recém liberados da UTI durante o periodo em que foi
realizado este estudo.

Ao investigarmos se houve algum fator que tenha sido capaz de favorecer a infec¢io ou a
colonizagcdo por uma das espécies de VRE, encontramos que pacientes que fizeram uso de
levofloxacino apresentaram positividade maior para E.faecalis (p = 0,001). No caso do estudo
de Pereira e al’°, indica que hd respostas diferentes as medidas de controle da colonizacio
por VRE das duas espécies em estudo, principalmente por diferencas no tempo de
sobrevivéncia no meio ambiente.

A incidéncia de colonizacdo ou infeccdo por VRE no HEB, teve seus dois momentos de
alerta, em setembro de 2010 e em junho de 2012 (figura 5.a), e no HEMA, em novembro de
2010 o gréfico de controle indica um breve momento critico, porém, a dissemina¢do manteve-
se baixa na maior parte do tempo, como resposta a implantacdo das medidas de vigilancia,
como segregacdo espacial e monitoramento da colonizacdo através de swabs de vigilancia.

Tais medidas apresentaram coeréncia com a proposta de Lee et al*

, onde ele relata que para
evitar a transmissao cruzada de VRE nas enfermarias do hospital, uma politica de controle de

infec¢do por VRE deve incluir colonizacio assintomdtica VRE, e assim, a vigilancia ativa de
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VRE durante a admissdo, isolamento subseqiiente a deteccdo e as praticas de lavagem das
maos apropriadas sdo necessdrias para evitar a propagacdo de VRE dentro um hospital.

Quanto ao progndstico das infeccdes ou mesmo as colonizacdes por VRE, nosso estudo
reproduziu achados j4 encontrado em outras investigacdes, como por exemplo Yoo et al’’,
pois a aquisicdo do VRE ndo exerceu influéncia sobre o 6bito dos casos (tabela 11),
pudemos observar que a piora do progndstico foi intensificada por idade avangada, presenca
de comorbidades e dispositivos relacionados com a gravidade do paciente.

As limitagdes deste estudo, além do seu delineamento retrospectivo, foram, sem duvida, o
tamanho da amostra, que dependeu do nimero de casos detectados de VRE, durante o periodo
de estudo.

Durante a fase das andlises moleculares entendemos que seria interessante a inclusao de
alguns testes moleculares para enriquecimento dos dados epidemiolégicos , como o MLST, a
deteccdo molecular do fenétipo VanA e do Complexo Clonal (CC)17, que segundo
McCracken et al’’, representa uma linhagem de um virulento clone de VRE hospitalar que
tem sido observado em todo o mundo. As caracteristicas do clone CC17 incluem
frequentemente fenétipos de resisténcia a ampicilina e glicopeptideos, a presenca de genes de
viruléncia como esp e hyl e determinantes da colonizacdo que facilitam sua disseminacao

hospitalar.
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6. CONCLUSAO

¢ No periodo da pesquisa (janeiro/2010 a junho/2012), foram identificados 122 casos de
colonizagdo ou infec¢c@o por enterococos resistentes a vancomicina (VRE) autéctones
nos hospitais do estudo e 8 casos que ja carreavam esse patdgeno no momento da
admissao.

e Dentre os casos autéctones, 113 (86,9%) foram caracterizados como Enterococcus
faecium e 17 (13.1%) como Enterococcus faecalis.

e Em tipagem molecular, 77.0% dos isolados autdéctones pertenciam a ‘“clusters”,
definidos como padrdes eletroforéticos que agrupavam cinco ou mais isolados.

¢ Em estudo caso-controle que comparou os 122 isolados autdctones a 244 controles, 0s
fatores de risco independentes para infeccao e/ou colonizacdo por VRE foram o uso de
ventilacio mecanica (OR=8,12; IC95% 1,76-37,54; p=0,007) e a terapéutica
antimicrobiana com piperacilina-tazobactam (OR=3,62; 1C95% 1,62-8,40; p=0,002;),
cefepime (OR=2,96; IC95% 1,51-5,82; p=0,002;) e imipenem (OR=3,81; IC95% 1,57-
9,24; p=0,003).

e De forma isolada, os casos do HEB apresentaram como fatores de risco o uso de
esteroides (OR=2,41; IC95% 1,11-5,23; p=0,03), de ventilacdo mecanica (OR=6,03;
IC95% 1,23-29,47; p=0,03) e a terapéutica antimicrobiana com cefepime (OR=2,77;
IC95% 1,12-6,84; p=0,03) e imipenem (OR=2,41; IC95% 1,11-5,23; p=0,03). Para
aqueles que adquiriram VRE no HEMA somente o uso da oxacilina (OR=35,27;
IC95% 2,46-505,37; p=0,01) foi identificado como fator de risco independente.

e Comparando pacientes carreadores das diferentes espécies, foi identificada relacao
entre uso de levofloxacino e aquisi¢do de E. faecalis (OR=14,87; 1C95% 3,04-72,75;
p=0,001).

e Também foi identificada tendéncia significante a ndo pertencer a “clusters” entre
pacientes do sexo masculino (OR=0,34; IC95% 0,12-0,94; p=0,04), portadores de
doenca cardiaca (OR=0,31; IC95% 0,11-0,91; p=0,03), ou aqueles que fizeram uso de
amoxicilina-clavulanato (OR=0,24; IC95% 0,09-0,69; p=0,008).

¢ Houve associac@o independente entre aquisicdo do clone dominante Afm e internacao

em uma enfermaria especifica do HEB (Terceiro Andar, Esquerdo; OR=3,91; IC95%
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1,04-14,72; p=0,04). Outros fatores associados a esse desfecho foram traqueostomia
(p=0,02; OR=8,04; IC95% 1,41-45,95), ventilagdo mecanica (OR=14,34; IC95% 1,59-
129,77; p=0,02) e uso de antiftingicos (OR=9,99; IC95% 1,24-80,20; p=0,03).

¢ (Quanto ao progndstico, o 6bito ndo foi influenciado pela presenga do VRE (infeccdo
ou colonizacao). Comorbidades, fatores de gravidade e o uso de dispositivos invasivos
foram associados a maior risco de morte.

e Tomados em conjunto, os achados apontam para um papel do rastreamento de
carreadores (com aplicacio de medidas de precau¢do e isolamento para os
colonizados) e das politicas restritivas ao uso de antimicrobianos na prevencdo da

dissemina¢ao de VRE nos hospitais do estudo.
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ANEXO 01

Documento de aprovaciao do Comité de Etica em Pesquisa

@ ILSL Comité de Etica em Pesquisa

Instituto Lauro de Souza Lima

Caixa Postal 3021 - CEP: 17034-971 - Baurw' SP/ Brasil
Fone: 55 14 3103-592]

Fax 55 14 31035914

CTl: CEP.n°0172011 Bauru, 18 de agosto de 2011

llma. Sra.
Adriana A. Feltrin Correa
A/C Dr. Carlos Magno C. B. Fortaleza

Prezada Senhora,

O projeto de pesquisa intitulado “Epidemiologia molecular, fatores de nisco ¢ prognostico da
infecgdo por enterococcus ssp. resistentes 4 vancomicina em situagio de introdugdo recente: um estudo em
dois hospitais piblicos”, protocolo E-023/11, foi apreciado neste Comité de Etica em Pesquisa, ¢ foi
APROVADO.

Aproveitamos a oportunidade para reiterar nossos protestos do mais elevado aprego.

Atenciosamente

Y ) J = =
Dra Ida Maria Foschiani Dias Baptista

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Lauro de Souza Lima
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ANEXO 02

Declaracao do Centro de Estudos e Pesquisas do HEB

Centre
— Hospital Estadual Bauru de
+ Av Engeshewo Luss Edomndo Carmyo Coube. 1-100 Estud »
Telefone - (14) 3103-7777 1
— CEP. 17033360 BaurwSP Pesquisas

Declaracéo

Declaro que tenho ciéncia e autorizo, o desenvolvimento da Pesquisa
“Epidemiologia Molecular. Fatores de Risco e Prognostico da Infecgéo por
Enterococcus ssp. Resistentes a Vancomicina em Situagéo por Introdugéo
Recente: Um Estudo em dois Hospitais Publicos de Bauru, SP”, a ser
conduzida pela Sra Adnana A Feltrin Correa, junto a esta Entidade, apés
aprovagao do CEP.

Declaro que conhego, cumprirei e farei cumpnr os Requisitos da
Resolugdo 196/96 e suas complementares e como esta instituigdo tem
condigdes para o desenvolvimento deste Projeto, autorizo sua execugéo

Por ser verdade, firmo a presente.

Bauru, 01 de Junho de 2011.

T RSende > Forreen,
Robefto Minoru Tani Inoue
Presidente da Comisséo Cientifica
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ANEXO 03
Ficha de coleta de dados
Pagina 01

FICHA N®

CASO( ) CONTROLE( )

na UTL i

Dias de internagdo:
Outras Movimentagdes no Hospital:
Unidade Admissdo: __/__/ Saida:___/__/

Unidade Admissdo: _ /__ [ Saida.___/__/

Internagdes Anteriores: (<1 ano)

Neste sewvico

Unidade: Admissdo: ___ /[ Saida:__ /__ [
Unidade: Admissdo: ___ /[ Saida:___/__/
Em outro senico - Transferéncia imediata (S/N): ( )
Hospital Admissdo: __ [/ / Saida:__/__/
Hospital Admissdo: ___/__/ Saida:__/__/
Imunidade (S/N): ( )Neutrop
( ) Esterdides:
( )Imunossupressores:
Procedimentos (S/N):
() Cirurgias: Data__ /_ [
Data:___/_ [
Data:___/_ [
( ) Outros: Data:__ /[
Data:__ /[
Data:___/__ [
Dispositivos ( ) Respirador ( Jcvc ( )SVD ( JNPP
( ) Dreno(s):
Ulcera de Pressdao: ( )Sim ( )Nédo
Antimicrobianos:
1 de _ / [/ a__ [/ /__ total:___ dias
2. de __/ [ _a__ [/ [/ total:___ dias
3. de __ /[ _f a__ [/ [/ total: ___ dias
4. de __ [/ f a__ [/ [/ total: ___ dias
5. de _ [/ |/ a__/ [ total: ___ dias
6 de__ / _/ a_ [/ /__ total: ___dias
T de__ / [/ a_ [ /_ total ___dias
8. de__/ / a_ / /_ total: ___dias

Nome: Prontuario

Unidade Hospitalar Idade Sexo ()fem [ )Masc
Procedéncia { ) HEB ( ) HEMA ( ) Externo

DADOS ATE A CULTURA

Admissao noHospital: __ /[ Dias de intemacdo:
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Ficha de coleta de dados

Pagina (2
N° da Amostra (LAC): -
Data da 1* cultura positiva___ /[ / Data da dltima cultura negativa.____ /[
(caso) (controle)
Material: ( ) vigildncia: ( ) clinica
Microrganismo: ( ) Enterococcus faecium ( ) Enterococcus faecalis
Vancomicina { )Sensivel { )Intermedidria ( ) Resistente MIC:
Teicoplanina: ( ) Sensivel ( )Intemediaria ( ) Resistente MIC:
PFGE: Tipo
Diagnéstico principal: CID
Co-morbidades/Charlson score
1-( )IAM ¢ 3ice ( ) Doenca vascular periférica
( )Deméncia ( )DPOC ( ) Doenca do tecido conjuntivo
( )Ulcera péptica ( )Hepatopatia leve
( ) Doenga cerebrovascular ( ) Diabetes
2- ( )Hemiplegia ( ) Doenca renal moderada/severa
( ) Neoplasia maligna ( )Leucemia ( )lnfoma
( ) Diabetes com dano de drgdo
3- ( )Doenca hepatica moderada/severa
6-( )AIDS () Tumor sélido metastético
Score de Charlson:
Outro: ( JAPACHE Il ____ ( )JPRISM: _____( )Outro( p_
Outros dados (antes e apos cultura)
Outras culturas clinicas
Mic rorganismo matenal data __ /__ [
Microrganismo material dala. L 3 -
Mic rorganismo material data __/__/___
Mic rorganismo matenal data __ / [/
Mic rorganismo material data __ /|
Microrganismo material data _ /_ /_
Infec cGes Hospitalares (S/N) ( )
Sitio: Agente:
Data da deteccdo: __ /[ Relagdo ¢/ 6bito (C/R/NY
Sitio: Agente:
Data da deteccdo: _ /[ Relagdo c/ 6bito (C/R/NY.
Sitio; Agente:
Data da deteccdo: __ /[ Relacdo ¢/ Obito (C/RMN).
Antimicrobianos apos a cultura:
1. de__ /_ [/ a_ { [/__ tota: __ dias
2. de__ /_ / a_ [/ [  tota: __dias
3 de__/_{_ _a__{_ {__ tota: ___ dias
4 de_ / J a_ / /[ tota __dias
5. de__ / J a_ [/ | _ tota:___ dias
6. de__/_ [/ _a__{ [/ _ tota: ___dias
7. de__ /[ a_ { [_ tota: __ dias
8 de__ /_/__a__/_I__ toa ___ dias
Saida : Data: _ /_ / ( )Alta ( ) Transferéncia () Obito
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ANEXO 04

Indice de comorbidades de Charlson Ico)

PESO DO ICC CONDICAO CLINICA (ICC)

Infarto do miocardio
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Doenga vascular periférica
Doenga cérebro vascular
Deméncia

1 Doenga pulmonar cronica
Doenga do tecido conjuntivo

Ulcera
Doenga cronica do figado e cirrose
Daabetes sem complicagdo
Hemiplegia ou paraplegia
Doenga renal severa ou moderada
Diabetes com complicagao

2 Tumor
Leucemia
Lmfoma
3 Doenga do figado severa ou
moderada

Tumor maligno e metastase
AIDS
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ANEXO 06
Execucao da metodologia de “Pulsed-Field Gel Electrophoresis” (PFGE)

L‘>'-

1 - Recuperagdo dos 2 - Crescimento em 3 - Obtencdo do “pellet” de
isolados em Agar Sangue caldo BHI

células bacterianas

[ i

5 - Tratamento dos “plugs”
6 - Montagem do Gel

4 - Preparo dos “plugs”

Y . com lysozima, proteinase K e
contendo os “plugs de agarose

enzima de restri¢do (Smal)

8 - Tratamento com Brometo
de etidio e foto em luz UV



