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RESUMO

Introducédo: Enterococcus faecium resistente & vancomicina (EFRV) surgiu como
um importante patdégeno multirresistente e de etiologia potencialmente letal nas
infeccbes associadas aos cuidados de saude em todo o mundo. Objetivo: O
objetivo deste estudo de coorte retrospectivo foi avaliar os fatores associados a
mortalidade em pacientes com bacteremia causadas por EFRV em um grande
hospital de referéncia terciaria no sul do Brasil. Métodos: Foram avaliados todos os
casos documentados de bacteremia identificados entre maio de 2010 e julho de
2012. Regressdo de Cox foi realizada para determinar se as caracteristicas
relacionadas ao hospedeiro ou o tratamento antimicrobiano estavam associadas
com a mortalidade por qualquer causa em 30 dias. No total, 35 pacientes
documentados com bacteremia por EFRV foram identificados durante o periodo de
estudo. Resultados: A mediana do escore APACHE-II da populagdo do estudo foi
26 (IQR 10). A mortalidade global em 30 dias foi de 65,7%%. Todos isolados de
EFRV eram sensiveis a linezolida, daptomicina e quinopristina - dalfopristina. A
linezolida foi o Unico agente antimicrobiano com atividade in vitro contra EFRV que
foi administrada a coorte. Apés a analise multivariada, o tratamento com linezolida
(HR 0,08, 95% ClI, 0,02-0,27) e a presenca de insuficiéncia renal aguda no inicio da
bacteremia (HR 4,01, 95% CI, 1,62-9,94) foram associadas de forma independente
com o desfecho principal. Conclusao: Apresentacdo com insuficiéncia renal aguda
e auséncia de tratamento com um antibidtico eficaz representa um risco de

mortalidade em pacientes com bacteremia por EFRV.

Palavras-chave: Enterococco resistente a vancomicina, Enterococcus faecium,

bacteremia, epidemiologia, perfil de sensibilidade, fatores de risco, mortalidade.



ABSTRACT

Background: Vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF) has emerged as
a relevant multidrug-resistant pathogen and potentially lethal etiology of health care-
associated infections worldwide. Objective: The objective of this retrospective cohort
study was to assess factors associated with mortality in patients with VREF
bacteremia in a major tertiary referral hospital in southern Brazil. Methods: All
documented cases of bacteremia identified between May 2010 and July 2012 were
evaluated. Cox regression was performed to determine whether the characteristics
related to the host or antimicrobial treatment were associated with the all-cause 30-
day mortality. In total, 35 patients with documented VREF bacteremia were identified
during the study period. Results: The median APACHE-Il score of the study
population was 26 (IQR 10). The overall 30-day mortality was 65.7%. All VREF
isolates were sensitive to linezolid, daptomycin and quinopristin-dalfopristin. Linezolid
was the only antimicrobial agent with in vitro activity against VREF that was
administered to the cohort. After multivariate analysis, linezolid treatment (HR, 0.08;
95%CI, 0.02 — 0.27) and presence of acute kidney injury at the onset of bacteremia
(HR, 4.01; 95%CI, 1.62 — 9.94) were independently associated with the main
outcome. Conclusion: Presentation with acute kidney injury and lack of treatment

with an effective antibiotic poses risk for mortality in patients with VREF bacteremia.

Keywords: Vancomycin-resistant Enterococcus, Enterococcus faecium, bacteremia,

epidemiology, susceptibility, risk factors, mortality.
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1 INTRODUCAO

O género Enterococcus € conhecido ha mais de um século por seu papel como uma
causa comum de endocardite, doenca que € fatal e que nem sempre o tratamento
antimicrobiano se mostra eficaz (1). A primeira descricdo de uma infeccéo
enterococica, uma endocardite infecciosa, data de 1899, desde entdo os
enterococos aparecem causando uma série de infeccdes no cenario comunitario
(incluindo infec¢des pélvicas, neonatais e trato urinario) e hospitalar (2). No entanto,
apesar do seu potencial patogénico, 0os enterococos geralmente exibem baixos
niveis de viruléncia, como sabido pela sua presenca como colonizadores naturais do
trato gastrointestinal (TGI) na maioria dos seres humanos e animais e ainda pelo
fato de terem sido utilizados com seguranca durante décadas como probiéticos em
humanos e animais de criacéo (1).

Tanto fatores bacterianos quanto ligados ao hospedeiro podem contribuir para
a conversdo de um patdgeno inocente em um problema clinico de grande
magnitude. Para os enterococos, tais fatores parecem incluir a sua capacidade
inerente de resistir a agentes antimicrobianos (por exemplo, a clindamicina,
cefalosporinas e aminoglicosideos), a sua capacidade de adquirir e disseminar
determinantes de resisténcia a antibiéticos (por exemplo, grupos de genes de
resisténcia a vancomicina) e seus genomas maleaveis, o que pode contribuir para a
sua adaptacdo a ambientes rigorosos (incluindo hospitais) e aumentar a capacidade
de certas linhagens de colonizar o trato gastrointestinal e/ou produzirem
translocacdo bacteriana. Além disso, 0 aumento do nimero de pacientes que estdo
internados em unidades de cuidados intensivos, imunodeprimidos, invadidos
mecanicamente (por cateteres, por exemplo) e que recebem multiplos
antimicrobianos favorece a capacidade desses organismos multirresistentes
causarem doenca invasiva (1,2).

As duas mais comuns espécies de enterococos isoladas na pratica clinica séo
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, sendo que a maioria dos casos
surge no trato urinario ou na cavidade intra-abdominal. A endocardite infecciosa
surge como uma complicagdo das bacteremias por enterococos. Além disso, nos
pacientes em cuidados intensivos podem aparecer infeccbes associadas ao uso de

cateteres intravenosos (4).
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ApGs o surgimento de enterococos resistentes aos antibiéticos betalactamicos
e as altas concentracbes de aminoglicosideos na década de 1980, a vancomicina
representava o Ultimo antibiotico disponivel para as infec¢cbes causadas por E.
faecium (5). Apesar das diferencas na sua patogenicidade, as duas espécies,
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, sdo agrupadas juntas como
enterococos resistentes a vancomicina (ERV) (6). O primeiro ERV apareceu no final
dos anos 1970 (6,7) e o primeiro surto de ERV foi relatado na Europa em 1988 (9).
ERV mostrando resisténcia a glicopeptideos como a vancomicina e a teicoplanina é
hoje encontrado em muitas partes do mundo (1,8) e mostra heterogeneidade, tanto
fenotipica quanto genotipica (10). O Enterococcus faecium resistente a vancomicina
(EFRV) revela-se o principal problema clinico, dado que as opc¢fes de tratamento
sdo atualmente limitadas, com uma consequente alta morbimortalidade, custos e
prolongamento da internagdo hospitalar, particularmente em pacientes com
neoplasias hematoldgicas (12-16).

Apesar de relatos de surtos hospitalares, da identificacao clonal desses surtos
e da descricdo do perfil de susceptibilidade encontrado em alguns hospitais, nao
temos, no presente momento, dados epidemiol6gicos, microbiologicos e desfecho
clinico, em especial mortalidade, de casos de bacteremia por Enterococcos faecium

resistentes a vancomicina no Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Os enterococos sado hoje reconhecidos como importantes patdégenos
hospitalares no mundo todo e nos relatos americanos aparecem como a segunda
causa mais comum de infec¢cdes hospitalares apds os estafilococos (17).
Historicamente, as duas espécies de enterococos mais isoladas das amostras
clinicas sdo o Enterococcus faecium e o Enterococcus faecalis; entretanto, as
proporcdes dos isolados dessas duas espécies tém drasticamente mudado na ultima
década (18).

Segundo Murray (1990), as infeccbes enterococicas associadas a cuidados
em salde nos Estados Unidos surgiram em duas ondas distintas (6). A primeira
onda comecou no final de 1970 e foi associada com a introducdo das
cefalosporinas de terceira geracdo. Durante esta época, os Enterococcus faecalis
foram responsaveis por 90-95% dos isolados de enterococos de amostras clinicas.
Segundo os autores, vivemos agora no meio da segunda onda, causada por
Enterococcus faecium, que é frequentemente mais resistente a vancomicina e
ampicilina do que E.faecalis. Esta onda vem aumentando desde o inicio de 1990 nos
hospitais americanos, mas também ja esta presente em outras partes do mundo e
estd associada com o aumento do uso de vancomicina e de antibioticos de amplo
espectro (17 20,139).

Um recente estudo coletando um grande numero de enterococos de varios
paises do mundo confirmou a heterogeneidade da situacdo. Dois tercos dos E.
faecium do estudo foram isolados de sangue e 8% a partir da urina. Nos EUA, a
prevaléncia de resisténcia a vancomicina é tdo elevada em E. faecium que tende a
se tornar parte do patriménio genético desta espécie, enquanto na Asia, os nimeros
nao sao tdo altos, provavelmente refletindo o recente surgimento de resisténcia
nesse continente. A Tabela 1 mostra que a prevaléncia de resisténcia a
glicopeptideos em E. faecium € mais elevada do que em E. faecalis, com a
ocorréncia de resisténcia em ambas as espécies sendo explicada por transferéncia

interespécies de determinantes de resisténcia moveis (138).
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Percentagem de resisténcia a vancomicina, de acordo com a regiéo (n° de

isolados)
Espécies Asia/ Pacifico Europa Ag ﬁzga Am’\e;gi;:ti do GLOBAL
E. faecium 14,1 (270) 31,5 (489) 48,1 (54) 76 (597) 47,6 (1410)
E. faecalis 0,01 (440) 1,5 (919) 3(195) 5,6 (945) 3(2499)
Todas 11,9 (710) 11,9 (1408) 12,9 (249) 32,8 (1524) 19,1 (3909)

Tabelal: A frequéncia de resisténcia a vancomicina em enterococos isolados em varios continentes.
Fonte: Adaptado de CATTOIR; LECLERCQ (2013).

Esta mudanca nas espécies € de grande importancia clinica, dado que o E.
faecium, entre as duas espécies, € a mais dificil de tratar. Por exemplo, nos Estados
Unidos, a percentagem de isolados de E. faecium que eram resistentes a
vancomicina aumentou de 0% antes de meados da década de 1980 para mais de
80% em 2007, e virtualmente todos os outros (>90%) apresentam resisténcia a
ampicilina (17,33). Por outro lado, apenas 5% dos isolados de E. faecalis séo
resistentes a vancomicina, e a resisténcia a ampicilina continua sendo
extremamente rara (17).

Esta mudanca na epidemiologia das infeccdes por enterococos foi atribuida a
capacidade de um genogrupo de E. faecium designado complexo clonal CC17 de
colonizar o trato gastrointestinal de seres humanos, causando doenca e
apresentando niveis elevados de resisténcia a maioria dos antibiéticos com acao
frente aos enterococos (18,19,20,21).

Na América do Sul, em paises como o Brasil e a Argentina, infeccbes por
ERV tém sido descritas desde 1998 (22,23). Em um estudo de vigilancia,
prospectivo e multicéntrico, realizado em 2003, a prevaléncia de ERV entre o0s
enterococos isolados na Colémbia, apresentou taxa mais baixa (9,7%) do que nos
Estados Unidos (24) e percentagens semelhantes de ERV foram encontradas
recentemente (25).

No Brasil, o primeiro relato de uma infec¢cdo por ERV ocorreu em 1996, na
cidade de Curitiba (22). Desde 1997 a ocorréncia de surtos de ERV tem sido
documentada em hospitais de outras cidades brasileiras (26, 27, 28, 29,30).

No ultimo relato do Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY, rede
desenhada para monitorar a resisténcia antimicrobiana de diferentes tipos de
infeccdo nos hospitais que dela participam, avaliando a susceptibilidade dos cocos
Gram-positivos mais isolados no Brasil, no periodo de 2005-2008, mostrou que

apesar da resisténcia a vancomicina definitivamente aumentar nos hospitais
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brasileiros, os resultados demonstraram que esse aumento é especifico de alguns
centros e relacionado a disseminacao clonal de clones resistentes (26,31).

Nesse estudo, um total de 3907 isolados de bactérias Gram-positivas foi
coletado entre janeiro de 2005 e setembro de 2008, sendo aproximadamente 60%
dos isolados avaliados de infeccdo de corrente sanguinea. Enterococo foi o 8°
patdgeno mais comum em corrente sanguinea, tendo sido isolado em 5% dos casos
(31). Nessa coorte, 83% dos enterococos eram E. faecalis e 7,7% mostraram
resisténcia a vancomicina. Por outro lado, entre as cepas de E. faecium 65,7% eram
resistentes a vancomicina (31).

Enterococos multirresistentes sempre pareceram um problema menor no
resto do mundo se comparado aos Estados Unidos. De fato, o numero de infeccbes
por ERV nos hospitais americanos aumentou de 9.820 em 2000 para 21.352 em
2006 (32).

Os relatos iniciais de ERV na Europa, por exemplo, no final de 1980, eram de
organismos descritos ha sua maioria como colonizadores do trato gastrointestinal de
animais e seres humanos na comunidade (1).

Nesse continente, uma forte correlacdo entre o uso de avoparcina, um
antibidtico glicopeptideo que foi usado na alimentagdo animal, e o surgimento de
ERV, levou a proibicdo deste composto na criacdo de animais em 1996 (8).

No entanto, apesar de uma diminuicdo na prevaléncia de ERV nos animais ter
sido inicialmente observada apos a proibicdo da avoparcina, relatérios de vigilancia
posteriores revelaram um aumento das infec¢cdes hospitalares por enterococos
resistentes a ampicilina e/ou resistentes a vancomicina (ERV) ao longo da ultima
década. Por exemplo, na Holanda, o nimero médio de infec¢gBes invasivas por
enterococos resistentes a ampicilina aumentou de aproximadamente 10 infec¢cOes
em 1999 para 50 em 2005 (34). Em 2007 a resisténcia a vancomicina entre
isolados clinicos de enterococos na Europa variou de mais de 30% em paises como
a Grécia e Irlanda a menos de 1% nos paises escandinavos, embora um relatério
recente da Suécia documentasse um aumento de aproximadamente quatro vezes
em infec¢des por ERV no periodo 2007-2009 em comparacado com 2000-2006 (35).

Na América Latina, um estudo prospectivo multicéntrico em quatro paises
constatou que a maioria (78%) das infec¢des enterocécicas ainda é causada por E.
faecalis suscetiveis a ampicilina e vancomicina, embora o0 restante,

aproximadamente 22%, sdo causadas por linhagens genéticas de E. faecium
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resistentes a multiplas drogas, semelhantes aquelas observadas nos Estados
Unidos (18).

Na Asia, o nimero de infecgdes de corrente sanguinea por E. faecium
resistentes a vancomicina (EFRV) ainda é baixo, embora os surtos tenham sido
crescentemente documentados (36, 37, 38).

Relatos de bacteremia, em surtos sustentados nos hospitais, principalmente
E. faecium, também s&o descritos no Canada e Australia, todos associados ao
complexo clonal CC17 (39,40).

2.2 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E MOLECULARES

Os enterococos sdo cocos Gram-positivos ovais, facultativamente anaerobios
gue formam cadeias de varios comprimentos; sao resistentes e versateis, com uma
capacidade especial para sobreviver em condicbes adversas (incluindo
concentracdes elevadas de sal) e numa vasta gama de temperaturas (entre 10°C a
mais de 45°C) (1).

Enterococos foram originalmente classificados como cocos Gram-positivos
entéricos e posteriormente incluidos no género Streptococcus. Na década de 1930,
com o estabelecimento do sistema de tipagem sorol6gica Lancefield, os enterococos
foram classificados nos estreptococos do grupo D e foram diferenciados dos
estreptococos do grupo D nao-enterococos, como Streptococcus bovis, por
caracteristicas bioquimicas distintas.

Na década de 1980 com base nas diferencas genéticas, 0s enterococos
foram removidos do género Streptococcus e colocado em seu proprio género,
Enterococcus. As designacdes das espécies utilizadas anteriormente como faecalis,
faecium, durans e assim por diante, foram mantidas, mas foram precedidas pelo

nome do género Enterococcus em lugar de Streptococcus (1).
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2.2.1 Deteccao

O sucesso de uma vigilancia ativa depende da capacidade de detectar
adequadamente o ERV. Métodos de cultura tradicionais usam meios de cultura
seletivos contendo varios niveis de vancomicina (6-64 pg/ml) para avaliar a presenca
de ERV nas fezes ou swab perianal (104).

Além de ser demorada, esta abordagem tem algumas limitacdes. Outros
organismos ndo patogénicos resistentes a vancomicina podem crescer utilizando
estes meios, levando a resultados falsos- positivos. Além disso, as culturas podem
perder ERV viavel, mas nao cultivavel, levando a resultados falso-negativos (105).
Ainda, algumas espécies de Enterococcus vanB podem néo crescerem a 6 pg/ml de
vancomicina (106). Finalmente, a cultura ndo pode diferenciar ERV por genétipo.

Como resultado, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem tido um papel
mais proeminente na detec¢éo de colonizacdo por ERV (105). Entretanto, apesar de
produzir resultados mais rapidos, os métodos de PCR iniciais para os genes van
mostraram apenas resultados ligeiramente melhores do que os métodos de cultura
tradicional (107), possivelmente devido ao efeito inibitorio das fezes em PCR.

Em um estudo publicado por Sloan et al. (2004) mostrou-se que 25 dos 421
amostras de swab perianal consecutivas foram PCR positivos para ERV, em
comparacao com 11 de 421 usando uma abordagem baseada na cultura tradicional
(108).

Este aumento da sensibilidade sempre levanta a questdo de saber se PCR
pode ser "muito sensivel', detectando ERV inviaveis, quantidades de ERV néao
relevantes para a pratica clinica, ou mesmo detectar genes van em espécies nao-
enterocicas nao patogénicas. Por exemplo, Ballard et al. (2005) relataram a
presenca de bactérias anaerdbias vanB positivo durante a triagem para ERV em
amostras fecais humanas (109).

Além disso, como todas as modalidades de diagnéstico, a tecnologia de PCR
tem limitagcbes. A sensibilidade e especificidade para vanB pode variar dependendo
dos primers de PCR e o protocolo utilizados (110).

Dependendo do desenho do ensaio, PCR pode ter a vantagem adicional de
permitir a deteccdo de resisténcia a glicopeptidio em outras espécies além de

enterococos. Isso é oportuno com a emergéncia de SARM (105). Depardieu et al.
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(2004) mostraram recentemente que PCR multiplex pode detectar com precisao
vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, bem como nuc, a qual codifica para uma

nuclease termoestavel especifica para S. aureus (111).

2.2.2 Epidemiologia molecular

Os primeiros estudos sobre a epidemiologia molecular de E. faecalis (76) e E.
faecium (77) usando Eletroforese em Gel de Campo Pulsante (PFGE) mostraram a
propagacéo de clones individuais para diferentes estados americanos .

A técnica de Tipagem por Sequenciamento de Multilocus (MLST) que é capaz
de avaliar a evolugcdo das linhagens através da deteccdo de mutacbes em
fragmentos de sete genes housekeeping, e é a técnica preferida para andlises de
relacBes ancestrais, ajudou a estabelecer que isolados de enterococos recuperados
de pacientes hospitalizados frequentemente agrupam-se em grupos especificos
(designados complexos clonais) os quais sdo diferentes daqueles isolados
comensais ou recuperado de animais (1).

De fato, a maioria dos isolados derivada de hospitais de E. faecalis agrupam-
se em dois complexos clonais, CC2 e CC9 (78), e a frequéncia aumentada de
isolamento de E. faecium em todo o mundo é devido a presenca de uma
subpopulacao policlonal anticorpo policlonal (particularmente sequéncia MLST tipo
17 (ST17) , ST18 , ST78 e ST192, as quais foram previamente designadas
complexo clonal CC17) (20,21); comparacgOes recentes de sequencias de genoma
disponiveis dao suporte ao conceito de um subtipo (do inglés, “clade”) associado ao
hospital que € geneticamente distinto da maioria dos isolados comensais de animais
e humanos (20,79).

Numa recente comparacdo de 100 core genes do genoma disponivel de E.
faecium, verificou-se que a maior parte destes genes dividem-se em dois grupos que
diferem em 3 a 4%, confirmando que existem na verdade dois subtipos ancestrais de
E faecium. O grupo “associado a hospital” contém a maioria dos isolados clinicos de
E.faecium que tem sido sequenciado, embora também contenha isolados de origem
comunitaria; o grupo “associado a comunidade” € composto quase inteiramente de

isolados da comunidade (tanto seres humanos quanto animais). (79).
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Além das diferencas genéticas entre os dois subtipos, a analise molecular
estimou que estes grupos divergiram entre si ha, pelo menos, 300 mil anos atras
(79).

Um dos principais desafios na analise dos enterococos € a enorme
plasticidade de seus genomas. Tanto em E. faecalis quanto em E. faecium,
elementos adquiridos podem ser responsaveis por até 25% do genoma
(80,81,82,83). Além disso, em uma série de experimentos, tem sido demonstrado
que a conjugacgao (“acasalamento bacteriano”) entre enterococos podem produzir
cepas transconjugante com genomas hibridos.

Essa transferéncia depende da presenca dos plasmideos responsivos a
feromobnios que pode inserir-se No cromossomo, presumivelmente por recombinacéo
entre sequéncias homadlogas no plasmideo e cromossomo (80,84).

A evidéncia de recombinacdo na natureza foi obtida por uma anélise recente
gue observou que em algumas das cepas analisadas, todos os core genes sdo de
um subtipo, mas na maioria das cepas, entre um e oito genes foram substituidos
com o0 gene correspondente de outro subtipo (79) . Em uma cepa, que foi
considerada nesta andlise para ser uma verdadeira cepa hibrida, 26 dos 92 genes
analisados pertencem ao grupo “associado a comunidade”, ao passo que o resto
pertence ao grupo “associado a hospital” (79).

Outro componente importante na evolucdo de cepas multirresistentes dos
enterococos associados a hospital pode ser a falta dos chamados elementos
CRISPR (do inglés, clustered regularly interspaced short palindromic repeats) os
quais fornecem as bactérias um sistema de defesa contra o0 &cido
desoxirribonucleico (ADN) de entrada. Com efeito, a presenca de determinantes de
resisténcia a antibidticos é inversamente correlacionada com a presenca de
CRISPRs no E. faecalis, e na maioria dos isolados de complexos clonais associados

a hospital nota-se a auséncia de CRISPRs (85).

2.2.3 Mecanismos de resisténcia

Os enterococos sao intrinsecamente resistentes a varios antibidticos e também

facilmente acumulam mutacfes e genes exdgenos que 0 conferem resisténcia
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adicional. A aquisicdo de genes de resisténcia frequentemente ocorre por
conjugacao, usando plasmideos responsivos a feroménios (que codificam as
proteinas de agregacao da superficie celular) e com sua alta-frequéncia transferem,
entre isolados de E. faecalis, plasmideos conjuntivos com uma ampla gama de
hospedeiros ou transposons conjugativos com o potencial para transportar multiplos
genes de resisténcia a antibioticos (1,86).Figura 2.

Os desafios no tratamento das infeccdes por enterococos vém sendo
percebido desde os primeiros dias de uso da penicilina, na década de 1940, quando
a monoterapia com penicilina foi notada ser bem sucedida para endocardite
infecciosa causada pelos estreptococos e estafilococos, mas ndo para 0s
enterococos (87).

Ao contrario do seu efeito contra a maioria dos estreptococos, antibiéticos -
lactamicos tais como penicilinas ndo sao bactericidas contra muitas cepas de
enterococos; além disso, a tolerancia as penicilinas pode ser rapidamente
estimulada em algumas cepas de exposicéo intermitente aos antibiéticos (1).

A combinacdo de uma penicilina e estreptomicina foi empiricamente
percebida ser curativa em pacientes com endocardite por enterococos e foi
demonstrado produzir um efeito bactericida sinérgico in vitro em um estudo pivotal
(88); esta combinacdo antibidtica tornou-se o tratamento padréo para endocardite
por enterococos desde a década de 1950. Muitos dos atuais isolados hospitalares
de E. faecium sao resistentes a ampicilina e a vancomicina, e também tem
resisténcia de alto nivel a aminoglicosideos (0 que elimina a efetividade de

combinac¢des sinérgicas de antibiéticos) (1).

2.2.3.1 Resisténcia a 3 —lactamicos

Penicilina (ou ampicilina) sozinha ou com um aminoglicosideo foi a pedra
fundamental para o tratamento de infeccbes por enterococos por mais de meio
século. Resisténcia a ampicilina, que € raro em E. faecalis, ocorre em
aproximadamente 90% dos isolados de E. faecium associados a hospital nos dias
atuais. S. aureus comumente usa B - lactamase para superar a penicilina, mas este

mecanismo € raramente visto em enterococos, apesar de ter havido cepas de surto



22

de E. faecalis nos anos 90 que produzido uma B-lactamase idéntica a enzima de
estafilococos (89).

A presenca de B - lactamase ndo é um desafio terapéutico, uma vez que €&
inibida por combina¢cBes de inibidores de Q-lactamase (tais como a ampicilina-
sulbactam, por ex.), mas pode representar um desafio diagnéstico quando cepas
testam positivas para a resisténcia apenas em niveis mais altos de indculos.

O mecanismo responsavel pela resisténcia a ampicilina em E. faecium é a
producdo de PBP5, a qual tem uma baixa afinidade pelas penicilinas. O gene que
codifica a PBP5 nas cepas resistentes a ampicilina, pbp5R, € encontrado nos
isolados de E. faecium nos subtipos associados a hospital e difere em
aproximadamente 5% de pbp5S, o0 gene das cepas suscetiveis a ampicilina no
subtipo associado a comunidade (91).

Em laboratério, o pbp5R pode transferir entre células bacterianas, por vezes
juntamente com um transposon (Tn5382) que carreia genes de resisténcia a
vancomicina (92); para isolados de E. faecium que sdo mais susceptiveis a
ampicilina, provavelmente através de um mecanismo similar aquele utilizado para a
transferéncia de grandes fragmentos cromossdmicos entre cepas de E. faecalis (93).

Resisténcia de alto nivel a ampicilina surgiu em hospitais nos Estados Unidos
na década de 70 para 80, e foi neste contexto de E. faecium resistente a ampicilina
gue a resisténcia a vancomicina surgiu pela primeira vez nos Estados Unidos (1).

Embora na Europa a resisténcia a vancomicina fosse inicialmente
predominante em cepas suscetiveis a ampicilina que estdo agora reconhecidas
como pertencente ao subtipo de E. faecium associado a comunidade, um padrao
similar de emergéncia de resisténcia - primeiro a ampicilina e depois a vancomicina -

tem posteriormente sido observada em E. faecium associado hospitalar de Europa

(8).

2.2.3.2 Resisténcia a aminoglicosideo

Embora enterococos exibam resisténcia intrinseca de niveis baixos a

moderados a aminoglicosideo, a absorcdo destas moléculas altamente polares,
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pode ser aumentada pela adicdo de agentes ativos em parede celular, incluindo as
penicilinas e a vancomicina (88).

No entanto, a ocorréncia de resisténcia de alto nivel adquirida a todos os
aminoglicosideos disponiveis elimina o potencial para tratamentos sinérgicos.
Resisténcia de alto nivel a estreptomicina resulta de mutac¢des ribossomais, na qual
geralmente muda a proteina ribossomal S12, ou a aquisicio de uma
nucleotidiltransferase aminoglicosideo (94).

Resisténcia de alto nivel a gentamicina é geralmente o resultado de um
transposon que codifica a enzima modificadora de aminoglicosideo bifuncional
AAC(6’), a qual confere resisténcia a todos aminoglicosideos comercialmente
disponiveis, com excecdo da estreptomicina. Enzimas modificadoras de
aminoglicosideo catalisam a modificacdo covalente de grupos amino e hidroxil
dentro da molécula de aminoglicosideo, diminuindo significativamente a afinidade de
ligacdo entre o antibidtico e o ribossomo bacteriano (94).

E. faecium é intrinsecamente resistente aos tratamentos sinérgicos utilizando,
por exemplo,a tobramicina, devido a AAC ubiqua (6') (que confere resisténcia a
tobramicina), e uma enzima metiltransferase ARN ribossomal 16S, EfmM, que tem
recentemente sido associada a resisténcia intrinseca a aminoglicosideo nesta

espécie (95).

2.2.3.3 Resisténcia a glicopeptideo

No passado, a vancomicina era a alternativa usual a ampicilina para infecgdes
causadas por enterococos resistentes a ampicilina ou em doentes com alergia grave
a B-lactamicos. A emergéncia de resisténcia de alto nivel aos glicopeptideos nos
enterococos em 1986 (9,96) foi surpreendente, dado que a vancomicina foi utilizada
durante décadas sem emergéncia de resisténcia.

No entanto, atualmente esta claro que a resisténcia a vancomicina é comum
na natureza (97). De fato, a verdadeira origem dos genes responsaveis pelo alto

nivel de resisténcia a vancomicina nos enterococos tem sido associada a

Paenibacillus spp. do solo (1).
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ERVs tem sido classificado de acordo com o perfil fenotipico e genotipico. Os
primeiros isolados de ERG descritos foram de pacientes internados em hospital na
Inglaterra em 1986 (9) e eram altamente resistentes a vancomicina (CIM = 256 mg/L)
e com resisténcia cruzada a teicoplanina (CIM= 128 mg /L) .

Estes isolados exibiram o que hoje € conhecido como fenétipo de resisténcia
vanA que é codificado pelo gene vanA e, enquanto a maioria dos enterococos vanA
continuam a exibir alto nivel de resisténcia a vancomicina, os niveis de resisténcia
exibida a teicoplanina sdo mais variados, com muitos isolados que mostram niveis
mais baixos de resisténcia (CIM 8-32 mg/L) (112) .

A maioria dos enterococos vanA sao isolados de Enterococcus faecium, mas
este fendtipo ocorre também em E. faecalis e ocasionalmente em E. avium, E.
casselzjlavus , E. durans , E. gallinarum e E. rafinosus (112).

Esta forma de resisténcia é transferivel, em associacdo com plasmideos e
transposons, de modo que o0 seu reconhecimento em outras espécies para além dos
referidos ndo seria surpreendente. De fato, a transferéncia de resisténcia vanA a
bactérias nédo-enterocdécicas, incluindo S. aureus , tem sido demonstrada in vitro
(113), e resisténcia vanA também tem sido documentada em ocasional isolados
clinicos ocasionais de outros géneros (112).

Uma segunda classe de resisténcia foi relatada em 1987 e novamente em
1989 (114). Ela foi associada com niveis moderados de resisténcia a vancomicina
(CIMs de 16-64 mg /L), mas sensibilidade a teicoplanina (CIM < 4 mg/L). Este
fendtipo vanB é encontrado predominantemente em E. faecalis e E. faecium , mas
também tem sido observada em raros isolados de outra espécies de enterococos
(112).

Reconhece-se que as CIMs de vancomicina para enterococos expressando
resisténcia vanB varia entre os isolados (faixa usual 8-1024 mg/L), mas a
sensibilidade a teicoplanina permanece tipica para quase todos 0s enterococos com
este fenotipo (115). Tal como acontece com a resisténcia de vanA , o fenétipo vanB
€ um trago transferivel (tabela 2).

Enquanto as resisténcias vanA e vanB sdo ambas tracos adquiridos, o
terceiro fenotipo de resisténcia a glicopeptideos, vanC , € uma propriedade
intrinseca de E. gallinarum e E. casselijlavus. Os isolados destas duas espécies
geralmente exibem resisténcia de baixo nivel para vancomicina (CIM de 8-32 mg/L),

mas sao sensiveis a teicoplanina in vitro (CIM <4 mg/L) (112).
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Mais tarde, um quarto fenétipo, vanD, foi descrito em uma Unica cepa de E.
faecium (116). Ele é distinguivel do fenétipo vanB mais rapidamente por
determinacdo do gendtipo, embora estudos das caracteristicas de crescimento do
isolado na presenca e auséncia de glicopeptideos para determinar a forma de
expressao da resisténcia pode também ser apropriado (112).

Resisténcia

Resisténcia adquirida S
intrinseca

alto nivel variavel moderada baixo nivel baixo nivel
VanA VanM VanB VanD VanE  VanG VanL  VanN VanC1/C2/C3

Suscetibilidade

Vancomicina R R r-R R r r r r

Teicoplanina R R S r-R S S S S S
Transferabilidade + + + - - + - +
o ”ecljf;ijcisc%ides ABa A AB A/B B B B A GID
Expressao | ? | C Ic | | C C/l
SZﬁaé't'fcafa" Pla(scn;lr()jlaI Pligm?lal (plascnr;'irdial) (plas?r‘:irdial) Chr Chr ? Chr Chr
ggglipsigrgzs D'ﬁ'aaC'D' D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac ';'_g':r' ';'_g'ear' ';'_g':r' DD'_’;':; D-Ala-D-Ser

R, alto nivel de resisténcia (MIC>16mg/L); r, baixo nivel de resisténcia (MIC=8-16 mg/L); S, suscetivel; A, E.faecium; B, E.faecalis; G,
E.gallinarum; D, E.casseliflavus; I, induzivel; C, constitutivel; Chr, cromoss6mica.
a Outras espécies.

Tabela 2: classes fenotipicas de resisténcia a glicopeptideos em enterococos.
Fonte: Adaptado de CATTOIR; LECLERCQ (2013).

O fendtipo vanA e vanB sdo considerados os fendtipos mais relevantes
clinicamente. Outros tipos adicionais de resisténcia aos glicopeptideos, codificados
pelos genes vanD, vanE e vanG ocorrem com menor frequéncia e conferem, de
moderada a baixa, resisténcia a vancomicina (117).

O fendtipo vanA pode ser caracterizado pela presenca do transposon Th1546
intacto ou elementos vanA, denominacao recebida quando ocorrem alteracées no
Tn1546 (99).Este transposon possui 9 sequencias abertas de leitura (ORFs, do
inglés, open readings frames), genes para transposase e resolvase e 7 ORFs
relacionadas com a resisténcia (vanR,vanS,vanH, vanA,vanX,vanY e vanZ) (99).
Mais recentemente, foram descobertos mais dois tipos de resisténcia aos
glicopeptideos, codificados pelos genes vanL e vanM.

O mecanismo de resisténcia a vancomicina tem sido extensivamente revisado
(98). Ele envolve dois caminhos: a substituicdo do terminal D-Ala de precursores de
peptidoglicano com D-lactato (D-Lac), o qual produz resisténcia de alto nivel, ou com
D-Ser, o qual produz a resisténcia de baixo nivel; e a destruicdo de precursores que

terminam em D-Ala- D-Ala por D especifico, D-dipeptidases e carboxipeptidases.
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Vancomycin-Susceptible Enterococci

Vancomycin-susceptible enterococci
make cell-wall precursors that have
high affinity for vancomycin.

> »
-D-Ala-D-Ala | -y -
%—\/

Tripeptide containing intermediates
in cell-wall synthesis

Vancomycin

Inhibition of cell-
wall synthesis

X

Vancomycin-Resistant Enterococci

Vancomycin-resistant enterococci, in the presence
of vancomycin, make cell-wall precursors that

have low affinity for vancomycin. Vancomycin

:DQ X K/\

Cell-wall
x g synthesis

-D-Ala l_/

Figura 1: Diagrama esquematico do mecanismo de resisténcia a vancomicina.
Fonte: MURRAY, (2000).

A substituicdo D-Lac elimina uma das cinco ligacdes de hidrogénio que
seriam estabelecidas entre a vancomicina e as terminacdes D-Ala — D-Ala,

resultando numa diminuicdo de quase mil (1000) vezes na afinidade (99).

2.2.3.4 Resisténcia a quinupristina — dalfopristina

Quinupristina - dalfopristina foi a primeira droga aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA), orgéo responsavel pelo controle de medicamentos nos EUA,
para o tratamento de infeccbes por ERV. Este antibidtico é uma mistura de duas
estreptograminas semissintéticas. Como o0s macrolideos e lincosamidas,
quinupristina-dalfopristina inibe a sintese de proteinas por interagdo com a
subunidade ribossomal 50S e produz um efeito sinérgico através da interacédo direta
dos dois compostos com um Unico nucleotideo (A2062) no centro da
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peptidiltransferase, levando a uma significativa mudanca conformacional que resulta
em atividade bactericida (100).

Varios mecanismos de resisténcia reduzem a atividade da quinupristina -
dalfopristina contra E. faecium , incluindo a modificacdo de droga, inativacédo e efluxo
através da virginiamicina acetiltransferase (Vat) (virginiamicina € outra mistura de
estreptogramina que € semelhante a quinupristina - dalfopristina), virginiamicina B
lyase (Vgb) e a proteina de resisténcia a estreptogramina-macrolideo (MsrC- uma

proteina-cassete ligada a ATP), respectivamente (1).

2.2.3.5 Resisténcia a linezolida

Linezolida € o segundo dos dois compostos que sdo aprovados pelo FDA
para o tratamento de ERV e é usado em todo o mundo. Esta oxazolidinona é
bacteriostatica e inibe a sintese proteica por interferir com o posicionamento do
aminoacil ARNt no sitio do ribossomo bacteriano (101).

Resisténcia a linezolida é ainda rara, mas tem sido documentada em surtos
de enterococos e mesmo esporadicamente em pacientes que nunca receberam o
antibiético.

O mecanismo mais comum de resisténcia encontrada em enterococos
envolve mutacBes na posicdo G2576T em genes que codificam os dominios V do
23S rRNA (a posicdo 2576 refere-se a posicdo de nucleotideo originalmente
designado para genes de rRNA em Escherichia coli ).Essa mutacéo interfere com o
posicionamento de nucleotideos cruciais no sitio de ligacdo da linezolida. Como E.
faecium tem seis copias dos genes de rRNA , os niveis de resisténcia correlacionam-

se com o numero de alelos mutados (1).

2.2.3.6 Resisténcia a daptomicina

A daptomicina € um antibidtico lipopeptideo com potente atividade bactericida

in vitro contra enterococos (incluindo cepas de E. faecium resistente a ampicilina e a
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vancomicina) e é normalmente utilizado nos Estados Unidos e em outros paises
para o tratamento de infeccdes por ERV.

Recentemente, o sequenciamento de todo o genoma de um isolado clinico de
E. faecalis resistente a daptomicina e um sensivel a daptomicina recuperado de um
paciente antes e ap0s a terapia com daptomicina, revelou que mutacdes
simultaneas em dois genes sao suficientes para causar resisténcia (102).

Um gene, mutacdo que parece ser essencial para a resisténcia ocorrer,
codifica uma proteina de membrana, LiaF, que é prevista para ser um membro de
um sistema de regulacao de trés componentes (LiaFSR) envolvido na resposta aos
antibioticos com sensor de estresse de parede celular. O segundo gene codifica uma
proteina da familia da fosfodiesterase glicerofosforil diéster e provavelmente tem um

papel no metabolismo da membrana de fosfolipidios (102).
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(gentamicin and
streptomycin)
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Figura 2 : Principais mecanismos de resisténcia antibidtica dos enterococos.
Fonte: ARIAS, MURRAY (2012).

Andlise comparativa de isolados sensiveis e resistentes revelou que o
mutante resistente tem alteracbes na ultraestrutura da membrana e da parede
celular, e que a daptomicina € menos capaz de despolarizar a membrana celular dos

isolados resistentes do que aquelas de isolados sensiveis (102, 103).
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2.3 COLONIZACAO

2.3.1 Colonizagéo do trato gastrointestinal

Os Enterococos sao habitantes comuns do trato gastrointestinal de seres
humanos e outros animais, bem como que de insetos e nematdides. Apesar de
essas espécies constituirem, normalmente, uma pequena propor¢do da microbiota
intestinal (41), um primeiro passo importante no sentido de uma infecgéo
enterococica hospitalar parece ser a densidade aumentada de coloniza¢édo do trato
gastrointestinal.

A exposicdo de pacientes hospitalizados aos antibiéticos (por exemplo,
cefalosporinas e algumas penicilinas- piperacilina-tazobactam- com atividade contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, exceto o E. faecium) resulta em
mudancas substanciais na microbiota intestinal, que facilitam a colonizacdo do trato
gastrointestinal por ERV (42,43).

Um trabalho pioneiro, utilizando modelos murinos de colonizagao intestinal,
forneceu consideraveis conhecimentos sobre os mecanismos pelos quais o ERV
evolui no intestino apds a exposicao aos antibioticos (44).

Estes estudos revelaram que lipopolissacarideo e flagelina de bactérias
Gram-negativas, incluindo anaerébios, estimulam (via interacdes com receptores
Toll-like) a producdo de REGIIly por células Paneth; REGIIly € uma lectina tipo C,
com atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, incluindo o ERV
(44,45). A deplecdo da microbiota Gram-negativa pelos antibioticos diminui a
producao de REGIlly e, assim, facilita o supercrescimento de ERV no TGl (44).

Esse mecanismo enfatiza o papel da microbiota intestinal em modular a

colonizag&o por organismos multirresistentes (Fig.3).
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Figura 3: Os efeitos da administracdo de antibidticos na microbiota gastrointestinal e a emergéncia de
enterococos resistente a vancomicina. a) na auséncia de antibiéticos, as células produzem a lectina
tipo-C REGIII¥, que tem atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas; b) administragao
de antibitticos leva a reduc¢d@o nas bactérias Gram-negativas, as quais diminuem a producdo da
lectina REGIII¥; e, c) os enterococos obtém vantagem dessa reducdo na secrecdo de REGIII¥,
tornando-se o organismo dominante da microbiota intestinal.

Fonte: ARIAS, MURRAY (2012).

De fato, o uso dos antibiéticos metronidazol, neomicina e vancomicina, em
ratos, permite o ERV tornar-se a espécie intestinal predominante e permanecer
dominante por até dois meses apds o regime de antibiticos ser suspenso (43).
Estendendo este trabalho para humanos, demonstrou-se que a invasdo da corrente
sanguinea de pacientes hospitalizados por ERV é precedida pelo ERV tornando-se a
espécie predominante no trato gastrointestinal destes pacientes (43).

Além das alteracBes intestinais, a resisténcia a vancomicina e as elevadas
concentracdes inibitérias minimas (CIM) das piperacilinas e das cefalosporinas,
exibidas pelo E. faecium resistente a ampicilina, permitem que estes organismos
sobrevivam no intestino de pacientes que estdo sendo tratados com estes

antibiéticos (1).

2.3.2 Colonizagao ambiental e hospitalar

Embora os Enterococos sejam habitantes normais do intestino humano, a
colonizacdo por ERV em pacientes hospitalizados ndo se restringe ao intestino.
Nestes pacientes, ERV foram recuperados da regido da virilha, da pele integra do

braco, da orofaringe e de aspirados gastricos e endotraqueais (46). A colonizacao
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nesses sitios € persistente e a contaminacdo do ambiente direto (como grades de
cama, lencais, etc.) ocorre com frequéncia.

Portanto, o ERV parece combinar caracteristicas de outros patdégenos
hospitalares, como a colonizagdo intestinal persistente (como as bactérias Gram-
negativas entéricas), a colonizacdo da pele (como o Staphylococcus aureus) e a
contaminagcdo do ambiente (como o Clostridium difficile). Nesse contexto, 0s
extensos reservatorios de ERV, especialmente nas superficies ambientais e nos
diferentes locais da pele dos pacientes, podem ter contribuido para a rapida
disseminagéo de ERV em hospitais (4).

ERV séo transmitidos através do contato direto. As méos dos trabalhadores
de saude e os equipamentos contaminados sdo 0s mais provaveis vetores para a
transmissao (47). Estudos tem mostrado a colonizacdo adquirida pelos pacientes
apos a contaminacdo de tais dispositivos (46). No entanto, nesses estudos a
contaminagcdo do meio ambiente sempre foi de baixo nivel, transitéria e
positivamente associado com o numero de sitios em que um paciente foi colonizado.
Estes resultados sugeriram que as bactérias eram disseminadas dos pacientes e
removidas por processos de limpeza convencionais. O ambiente, por conseguinte,
foi considerado mais um destinatario do que uma fonte de colonizacéo (46).

No entanto, em alguns cenarios, a contaminacdo ambiental poderia ser mais
importante. Num estudo, a alta densidade de colonizacdo intestinal com ERV foi
fortemente associada com a probabilidade de que o ERV pudesse ser recuperado
das amostras ambientais (47).

Considerando a frequéncia de contatos ambientais e a taxa provavelmente
menor de desinfeccdo das maos apds esses contatos, em comparacdo com 0s
contatos diretos do paciente, a contaminagdo ambiental pode ter um papel
importante na manutencéo do ERV (4).

2.3.3 Pressao de Colonizacao

Como o0s pacientes contatantes sdo os reservatorios mais importantes de
ERV e fontes de contaminacdo ambiental, o nimero de pacientes colonizados

presentes a cada dia, denominada pressdo de colonizacdo, vai influenciar a
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probabilidade de aquisicdo de ERV (48). Ao se analisar o tempo até a colonizagéo
de um paciente com ERV em uma unidade de cuidados intensivos onde a
colonizagcdo era endémica, a presséo de colonizagdo foi a variavel mais importante
para a aquisicao (48).

Outras variaveis relevantes, tais como a alimentagdo enteral e o uso de
cefalosporinas de terceira geragdo, somente foram importantes enquanto a presséao
de colonizacao fosse inferior a 50%. Quando a presséo de colonizagdo aumentou
acima dessa taxa, as outras variaveis mal influenciaram a disseminacdo do ERV
(48).

O fenbmeno da pressdo de colonizagdo também tem sido um achado
importante para outros microorganismos multirresistentes que se disseminam via
contato direto, tais como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina, (SARM) e

algumas espécies de Enterobacter (49).

2.3.4 Pressao antibidtica

Pressdo antibidtica seletiva € outra variavel importante na epidemiologia dos
patdgenos resistentes aos antibioticos. A emergéncia de ERV nos hospitais dos
Estados Unidos tem sido ligada ao uso mais alto de vancomicina nos hospitais
norte-americanos em comparacao com 0s hospitais europeus.

Uma comparacdo entre os EUA e cinco paises europeus, com um numero
similar de habitantes, mostrou que a utilizagcdo anual de vancomicina foi cinco a dez
vezes superiores nos EUA (50).

Embora estudos epidemiolégicos iniciais identificassem o uso da vancomicina
como um fator de risco para a infec¢ao ou colonizagéo por ERV (7,50), muitos dados
sugerem que outros antibiéticos também podem ter efeitos seletivos importantes.

Em uma meta-analise, Carmeli et al. (1999) descobriram que a associacao
relatada entre uso de vancomicina e colonizacao foi confundida por outras variaveis,
como tempo de permanéncia e viés de publicagdo. Controlando a variavel tempo de
permanéncia, descobriram que o0 wuso de vancomicina deixou de ser

significativamente associado com o risco de ERV (51).
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Por outro lado, Fridkin et al. (2001) relataram que taxas mais altas de uso de
vancomicina e cefalosporinas de terceira-geracdo foram independentemente
associadas com o aumento da prevaléncia de ERV em 126 unidades de cuidados
intensivos dos EUA (52).

A rapida disseminagdo de ERV em hospitais americanos poderia ser
influenciada, pelo menos em parte, por um acumulo de resisténcia aos antibidticos.
Durante os anos 1980, cepas E faecium expressando altas taxas de resisténcia a
ampicilina (CIM>128 pug/mL) emergiram nos EUA (5). Essas cepas com alto-nivel de
resisténcia a ampicilina expressavam graus ainda maiores de resisténcia as
cefalosporinas de espectro estendido (CIM>10.000 pg/mL).

Rice e at. (2001) formularam a hipétese de que estas cefalosporinas tinham
um efeito seletivo extremo em ERV. Por exemplo, as concentracbes de
cefalosporinas atingidas na bile (5000 pg/mL) eliminariam a flora completa, exceto
ERV. Ao contrario, as concentracdes atingidas de piperacilina (1000 pg/mL)
excederiam a CIM para a maioria dos ERV (256-1024 pug/mL). Portanto, a
administracdo de piperacilina poderia ser protetora para a colonizacdo por ERV,
enquanto as cefalosporinas selecionariam para ERV (53).

Posteriormente, estes investigadores mostraram, em um modelo animal, que
0s antibidticos antianaerdbicos também promovem a persisténcia da colonizacao por
ERV, uma vez que eles erradicam espécies que competem com 0S enterococos na

colonizagéo do TGl (54).

2.3.5 Fatores de risco para colonizagéo e surtos

Andlise de fatores de risco para aquisicdo de ERV é importante na prevencgao
e controle da carga de ERV em diferentes cenarios clinicos e vem sendo discutido
em muitos estudos (28 52,62).

Nos estudos epidemioldgicos, especialmente em estudos de coorte e caso-
controle, alguns fatores de risco para colonizacado por ERV foram identificados. O
primeiro e mais importante é a administracdo de antibiéticos, com um risco
aumentado, odds ratio (OR) de 1,25 a 32 vezes (55 56,60).

Outros fatores incluem:
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e hospitalizacdo prévia (OR=3,7 a 39,8) (55 58,59);

e administracao de imunossupressores (OR=2,9) (60);

e ventilagdo mecanica/procedimentos invasivos (OR=5,2 a 16,8) (56 60); e,
e necessidade de hemodialise crénica (OR=3,9 a 5,8) (58-59).

Importante estudo caso-controle, desenvolvido na Australia de uma amostra
de 10 anos, com 440 episédios de bacteremia por enterococos, dos quais 80
causadas por ERV examinou os fatores de risco para o desenvolvimento de
bacteremia enterocécica (69).

Bacteremia por ERV foi associada ao uso de cateter venoso central (OR
11,6), neutropenia (OR 16,9) e transplante de medula éssea alogénico (OR 18,0).
Em contraste, os fatores de risco para bacteremia por ESV incluiram: idade (OR
1,0), exposicao ao metronidazol (OR 8,7) e doenca gastrointestinal (OR 6.4).

O uso de meropenem diminuiu o risco de bacteremia por ESV (OR 0,3) e
hipoalbuminemia foi o Unico fator identificado em ambos os modelos (VRE: OR 6.0,
VSE: OR 3,3). O autor sugere que a auséncia de sobreposicao de fatores de risco
para ERV e ESV argumenta em favor das diferencas na patogénese (69). Os dados
desse estudo sugerem que as fontes ambientais sdo mais importantes na
bacteremia por ERV e as fontes enddgenas, particularmente o TGI, desempenham
um papel crucial na bacteremia por ESV (69).

Entretanto, a maioria desses estudos focalizou-se na prevaléncia de ERV ao
invés da incidéncia de ERV recentemente adquirido na admissdo em unidade de
cuidados intensivos (UCI) (61).

Recente estudo que avaliou a incidéncia e os fatores de risco para infeccao
ou colonizacdo por ERV em pacientes numa UCI adulto, apontou uma incidéncia de
casos de ERV recentemente adquiridos de 21,9 por 1000 pacientes/dia. Analise de
regressao logistica achou o tempo de permanéncia na UCI como fator de risco
independente para nova aquisicdo de ERV. Em contraste, curiosamente, 0s
pacientes com exposicao prévia a cefalosporinas de primeira geracao, tinham menor
probabilidade de adquirir ERV (61).

Ainda, no cenario de unidade de cuidados intensivos neonatal, estudo recente
desenvolvido na Grécia por losifidis et al. (2013) descreveram um surto de ERV
bifasico e procurando identificar fatores de risco para aquisicdo de ERV identificaram

0 uso de terapia antimicrobiana para sepse neonatal tardia e hospitalizacao durante
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o primeiro més do surto como fatores de risco significantes para colonizacao por
ERV (67).

2.4 DESFECHOS CLINICOS E POPULACOES SUSCETIVEIS

A presenca de ERV no exame microbiolégico de amostra clinica indica
frequentemente colonizacdo. Raramente indica a presenca de uma infeccao, tal
como, por exemplo, quando € detectada em hemoculturas (62).

No entanto, ha determinados grupos de pacientes para 0s quais o0 risco de
infecc@o por ERV é clinicamente relevante. Além disso, problemas clinicos com ERV
nas chamadas areas de risco dos hospitais, ou seja, aquelas que abrigam pacientes
com um risco aumentado de infec¢cdo sdo crescentes nos hospitais atuais (63).

Infeccbes com ERV também podem resultar em internagcdes mais longas e
custos mais elevados em comparacdo com aqueles com enterococos hao
resistentes (14).

Pacientes de risco incluem pacientes neutropénicos (OR= 12,46, p = 0,018), em
particular, os doentes das unidades de hematologia e oncologia (OR: 7,96 p=0,011).
Nestes pacientes, o risco de se tornarem infectados com ERV tem aumentado
significativamente (57 64,69).

Estudo recente procurando avaliar os fatores de risco para bacteremia por ERV
entre pacientes previamente colonizados submetidos a transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH) identificou quatro fatores: exposi¢cdo empirica inicial a
vancomicina subsequente a cultura de vigilancia positiva para ERV (OR=7,9),
duracdo prolongada de neutropenia (OR=1,05), terapia imunossupressora e tempo
da primeira cultura de vigilancia positiva na primeira semana da admissdo. Nesse
estudo, os pacientes com bacteremia por ERV tiveram uma taxa de mortalidade por
todas as causas em 30 dias de 29% (69).

Outro grupo de pacientes, os submetidos a transplante hepatico com colonizacéo
por ERV também tém risco aumentado, tanto de infeccdo (OR ajustado = 3,61)
guanto morte (OR ajustado: 2,12) (56 65).

Outra area de risco sao as unidades de terapia intensiva neonatal. No entanto, os

dados disponiveis para esse cenario sao insuficientes e estudos individuais nédo tem
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mostrado significativamente um risco aumentado de infeccdo (66,67), ainda que
estudos demonstrem que os surtos de infeccdo por ERV nesse cenario estdo
geralmente associados com altas taxas de colonizacéo (68).

Para os pacientes submetidos a hemodialise crbnica, € questionavel se a
deteccdo de ERV é clinicamente relevante. Apesar de esses pacientes
apresentarem altas taxas de colonizacdo e das evidéncias que algumas cepas
sejam endémicas nesse cenario, eles ndo parecem ter nem taxas de infeccdo nem
mortalidade aumentada (58,59).

O quadro é mais heterogéneo quando a mortalidade € comparada entre
bacteremia causadas por ESV e ERV. Embora alguns estudos demonstrem
inequivocamente que a mortalidade por bacteremia causada por ERV esta
associada com um risco significativamente mais elevado de morte do que a
bacteremia causada por ESV (OR ajustado=2,12) (12,72). Embora seja evidéncia,
por exemplo, para a populacdo neutropénica (OR: 2,52) (64), essas observacfes
nem sempre sao reproduzidas de forma consistente (63).

Dado interessante, nos pacientes submetidos a TCTH, a presenca de bacteremia
por ERV foi associada com sobrevida global inferior no primeiro ano pos-transplante
(70), ndo havendo diferenca de mortalidade entre ERV e ESV em curto prazo,
demonstrando que as infeccbes por ERV podem servir como marcadoras de
severidade da condicdo médica subjacente (70).

Os pacientes transplantados de medula 6ssea, sdo uma populacdo em que os
estudos dos ultimos 15 anos, desde a emergéncia do ERV, tem taxas descritas de
bacteremia precoce por ERV que variam de 3,6% a 22%, com mortalidade
alcancando de 0,04% a 85% (71).

Em outro grande estudo de coorte retrospectiva de seis anos, com populacao
pediatrica, Haas et al. (2010) ndo encontraram aumento significativo da mortalidade
(OR ajustado =1,94, p = 0,17) (60).

Em recente estudo australiano (2013), internacdo em UCI (OR=8,57), alta taxa
de co-morbidades (OR=4,55) e tempo mais longo para uso apropriado de
antibidticos (OR=1,02) foram fatores significativamente associados com mortalidade
por bacteremia enterocdcica, mas nao bacteremia por VRE (14).

Em outro recente estudo desenvolvido em Taiwan (2012) identificando os
desfechos clinicos em pacientes adultos que apresentavam bacteremia por ERV

demonstrou que a taxa de mortalidade em 30 dias foi de 52% (73). Nesse estudo, 0s
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fatores associados com mortalidade foram choque (OR=24.4), insuficiéncia renal
(OR=90.9) e cirrose hepatica subjacente (OR=12.4) (73).

Em outro importante estudo, observacional, avaliando preditores de mortalidade
em bacteremia por ERV, McKinnell et al. (2011) demonstraram que a hemodidlise, a
ventilagdo mecanica e a desnutricdo foram os fatores preditores encontrados (13).

Corroborando com os estudos anteriores, McBride, et al. (2010) demonstraram
fatores associados a mortalidade muito semelhantes, sendo a cirrose e malignidade
(doengas pré-existentes) os principais fatores e enfatizando que bacteremia por
Enterococcus faecium foi associada com mortalidade em 30 dias mais alta do que E.
faecalis, especialmente no cenario de pacientes neutropénicos (74).

Por fim, estudo realizado na Coréia por Han, et al.(2009) avaliando o efeito do
tratamento contra ERV e o atraso da terapia antimicrobiana na mortalidade, mostrou
gue a mortalidade nos dias 7 e 28 foram menores nos pacientes recebendo terapia
antimicrobiana anti-ERV, mas a mortalidade em 60 dias foi inalterada (75). O
periodo de 72h para iniciar o tratamento antibiético ndo foi preditor de mortalidade
nesse estudo, sendo o escore APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation) elevado e a presenca de choque séptico os Unicos fatores de risco
independentes de morte nos dias 28 e 60 (75).

Mutters, et al. (2013) sustentam que esta heterogeneidade dos estudos pode ser
devido ao fato da infeccdo por ERV muitas vezes ter uma etiologia polimicrobiana, e
que nem todos os casos de bacteremia por ERV é clinicamente manifestada. E
possivel que muitos casos de bacteremia por ERV sejam apenas bacteremias
transitorias, clinicamente irrelevante em pacientes com multiplas co-morbidades e
gue foram submetidos a muitos procedimentos invasivos, dado que 0s enterococos
raramente causam infeccao sistémica grave em pessoas que nao estao gravemente
imunodeprimidas (63).

Em certos casos, no entanto, existe um risco aumentado de infecc¢éo, tais como
para pacientes com valvulas cardiacas previamente danificadas (OR: 1,3 p = 0,02),
transplante de figado (OR: 7,2 p=0,01), ou ainda para os pacientes submetidos a
hemodialise (OR: 11,7 p = 0,02) (63).
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2.50PCOES TERAPEUTICAS E RESPOSTA CLINICA

Bacteremia causadas por ERV afetam primariamente as populacdes de
pacientes mais vulneraveis, incluindo pacientes de trauma e pds-cirurgico, pacientes
graves de medicina interna e transplantados de 6érgdos, especialmente transplante
de figado (119,120). Sdo associadas também com mortalidade significante em
coortes de receptores de TCTH, transplantados de figado, pacientes oncolégicos e
outros pacientes internados (64,72).

De modo geral e relevante na literatura, terapia antibiética efetiva e menor
duracdo das bacteremia sdo associadas com menor mortalidade nos pacientes (16,
64, 121,122).

Agentes antimicrobianos mais novos com atividade contra ERV (daptomicina,
linezolida, quinupristin-dalfopristin e tigeciclina) fornecem opcdes terapéuticas para o
melhor controle das bacteremia por ERV, mas ndo h& dados suficientes para
informar os clinicos sobre qual entre estes medicamentos sdo mais eficazes para o
tratamento (120).

Dois ensaios clinicos de fase Ill para bacteremia por ERV foram iniciados,
mas foram posteriormente interrompidos devido a dificuldades de recrutamento (123
124).

A tigeciclina ndo atinge concentracbes séricas altas e ndo é aprovada para
tratamento de bacteremia. O uso de quinupristina-dalfopristina- efetivo somente
contra E. faecium- € limitado pela necessidade de acesso venoso central para
administracao e frequentes eventos adversos e interacao de drogas (136).

Chong et al. (2010) compararam o uso da linezolida com quinupristin-
dalfopristina numa coorte coreana de 113 pacientes, ndo havendo diferenca de
mortalidade em 30 dias e na cura microbiolégica. No entanto, bacteremia prolongada
e o0 desenvolvimento de resisténcia foram mais comuns no grupo que recebeu
quinupristina-dalfopristina (136).

Dos agentes disponiveis, a daptomicina e a linezolida foram os mais usados
para o tratamento das bacteremia por ERV (16, 13, 27, 125, 126,127).

Recente revisao da literatura publicada mostra que de oito estudos avaliados,
com vistas a determinar terapia antimicrobiana 6tima 57% dos pacientes trataram

com linezolida e 43% com daptomicina (137).
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A daptomicina € um lipopeptideo ciclico com um amplo espectro de atividade
contra organismos Gram-positivos, incluindo ERV (130). Atualmente, doses maiores
de daptomicina (= 8 mg/kg) sdo pensadas para melhorar os resultados clinicos das
bacteremia por ERV (128,129), mas a maioria dos estudos clinicos ndo aplicava
essa dose atual.

A linezolida € uma oxazolidinona, que inibe a sintese de proteina bacteriana
inibindo a formacdo do complexo ribossomal, seu espectro de atividade contra
organismos Gram-positivos inclui a maioria dos isolados de ERV (131).

No entanto, além de bacteriostatica, a toxicidade medular e a neuropatia
periférica com o uso prolongado da linezolida sao consideradas importantes
limitacGes, particularmente em pacientes submetidos a transplante de medula
O0ssea com bacteremia por ERV (13,134).

Twilla et al. (2012) analisaram retrospectivamente pacientes adultos com
bacteremia por ERV, visando avaliar a resposta clinica ao tratamento com
daptomicina e linezolida. Dos 201 pacientes incluidos no estudo, a maioria dos
pacientes do grupo daptomicina tinha doenca hematolégica ou receberam
transplante hepético. Nao houve diferenca na cura clinica ou microbiolégica entre os
grupos comparados. Recorréncia foi de 3% no grupo linezolida e 12% no grupo
daptomicina (p=0.032). Nao houve diferenca de reinfeccao e tempo de permanéncia.
A mortalidade global foi de 20%, sem diferenca entre os grupos (127).

Em outro estudo retrospectivo com 98 pacientes com bacteremia por ERV 0s
autores compararam a eficacia de daptomicina com linezolida (134). A daptomicina
mostrou uma tendéncia de taxa de mortalidade e de recaida maior, mas sem
significAncia estatistica, com taxas de cura microbioldgica semelhantes em torno de
90%%. Nesse estudo também né&o houve diferencas nos eventos adversos sendo
que o0 grupo que recebeu daptomicina teve uma tendéncia de apresentar mais
bacteremias simultaneas causadas por outros germes, principalmente estafilococos
(134).

Apenas uma investigacao observacional sugeriu que a linezolida foi associada
com uma vantagem de sobrevivéncia nas bacteremia por ERV (133), uma tendéncia
semelhante, mas néo significativa também demonstrada em outro estudo (13).

No entanto, até recentemente ndo havia uma revisdo sisteméatica da literatura
sobre os resultados de bacteremia por ERV focalizando no tratamento

antimicrobiano. Recente metanalise realizada por Balli et al. (2013), avaliando 10
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estudos retrospectivos, incluindo 967 pacientes, sugere uma taxa de mortalidade em
30 dias (OR 1,61) e mortalidade relacionada a infeccdo (OR 3,61) mais altas com
daptomicina quando comparada a linezolida. Taxa de recaida dos pacientes foi
também mais alta em pacientes tratados com daptomicina (OR 2,51) apesar da ndo
significAncia estatistica. Os eventos adversos também ndo se mostrou
estatisticamente diferente entre os dois grupos (135).

Em contraste, também muito recentemente, Whang e cols. (2013) conduziram
uma meta-analise e revisdo sistemética visando quantificar diferencas nos
resultados clinicos de bacteremias por ERV tratados com daptomicina ou linezolida
(120). Entre os 30 estudos selecionados, apenas nove (9) apresentavam dados
comparativos entre as drogas, mas nenhum randomizado. Nao houve diferencas de
cura clinica e microbioldgica entre os dois antibiéticos.

Os resultados sugerem que embora possa haver uma tendéncia de diferenca
na mortalidade com o uso da daptomicina, a literatura em bacteremias por ERV é
muito limitada, dado que ndo h& ensaios clinicos comparativos e sim, pequenos
coortes com analise retrospectiva (120). Nos estudos analisados houve diferencas
de desenho de estudo e subdosagem no uso da daptomicina (128).

Além disso, algumas das diferengcas de mortalidade observada entre os
tratamentos podem ter sido fruto de um viés de selecdo, no qual para os pacientes

mais doentes foi dado daptomicina (120).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Avaliar o padréao de susceptibilidade antimicrobiana, as caracteristicas clinicas
e 0 prognostico das bacteremias causadas por Enterococcos faecium resistentes a

vancomicina no Hospital de Clinicas de Porto Alegre

3.2 Objetivos secundarios

3.2.1 Determinar a prevaléncia de Enterococcos faecium resistentes a
vancomicina (EFRV) em corrente sanguinea dos pacientes do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre;

3.2.2 Determinar a taxa de letalidade associada a bacteremia causada por
EFRYV;

3.2.3 Avaliar os fatores de risco e o perfil epidemiolégico dos casos de

bacteremia causada por EFRV;
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ABSTRACT

Vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF) has emerged as a
relevant multidrug-resistant pathogen and potentially lethal etiology of health care-
associated infections worldwide. The objective of this retrospective cohort study was
to assess factors associated with mortality in patients with VREF bacteremia in a
major tertiary referral hospital in southern Brazil. All documented cases of bacteremia
identified between May 2010 and July 2012 were evaluated. Cox regression was
performed to determine whether the characteristics related to the host or
antimicrobial treatment were associated with the all-cause 30-day mortality. In total,
35 patients with documented VREF bacteremia were identified during the study
period. The median apache-Il score of the study population was 26 (IQR 10). The
overall 30-day mortality was 65.7%. All VREF isolates were sensitive to linezolid,
daptomycin and quinopristin-dalfopristin. Linezolid was the only antimicrobial agent
with in vitro activity against VREF that was administered to the cohort. After
multivariate analysis, linezolid treatment (HR, 0.08; 95%CI, 0.02 - 0.27) and
presence of acute kidney injury at the onset of bacteremia (HR, 4.01; 95%Cl, 1.62 —
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9.94) were independently associated with the main outcome. Presentation with acute
kidney injury and lack of treatment with an effective antibiotic poses risk for mortality

in patients with VREF bacteremia.

INTRODUCTION

Vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF) is currently one of the most
important etiologies of nosocomial infections worldwide, mainly due to its typical
profile of multidrug-resistance and tendency to cause severe infections in critically ill
patients.[1,2] Risk factors for developing a nosocomial VERF infection include
prolonged hospitalization; hospitalization in long-term facilities, surgical units or
intensive-care units; multiple courses of antibiotics; solid organ and hematopoietic
stem cell transplantation; and presence of co-morbidities such as diabetes, renal
failure or hemodialysis [3-6]. In the continuum of VREF infections, bacteremia is of
special interest, given that overall mortality rates may reach values higher than 60%
with an attributable mortality around 40%.[7-12] Unfortunately, few data are available
concerning factors associated with mortality in the context of VREF bacteremia in
different institutions. Therefore, we conducted a study with the aim to assess factors
associated with mortality in patients with VREF bacteremia in the current practice of a

tertiary referral hospital.

METHODS

Study Design, patients and settings

A retrospective cohort study was performed with all cases of documented
VERF bacteremia identified between May 2010 and July 2012. The present study
was conducted at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a major tertiary

referral hospital in southern Brazil. The patients were identified by retrieval from the
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computerized database established by the Infection Control Center of HCPA. VREF
bacteremia was defined as the growth of VRE in more than one blood culture from a
patient with fever (body temperature =238°C). The blood isolates were preserved for
subsequent microbiological characterization. VREF was defined as an Enterococcus
isolate with an MIC of vancomycin =32 ug/mL by the Etest® (bioMérieux) according
to the standards of the NCCLS. The analyses of clinical features, antibiotic
susceptibility tests, and outcomes were focused on those patients with VREF
bacteremia. Medical records of the patients who had VREF bacteremia between May
2010 and July 2012 were reviewed. Patients who had ever developed VREF
bacteraemia before the study period were excluded. If patients developed several
episodes of VREF bacteremia during the study period, only the first episode was

investigated.

Variables

Variables retrieved from a standardized case report form included
demographics, underlying comorbidities, APACHE-II score (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation) at the first 24hs following clinical signs of bacteremia,
initial plasma C-reactive protein, initial serum albumin, presence of acute kidney
injury (defined as an increase in serum creatinine to = 1.5 times baseline) and
whether the infection was acquired in ICU or clinical ward. Data regarding
antimicrobial therapy administered (e.g. type of antibiotic, dose, time-to-antibiotic,
and duration of treatment) were also analyzed. The main outcome of this study was

all-cause mortalities within 30 days from VREF bacteremia.

Antibiotic susceptibility test

Blood isolates were identified according to standard techniques and Vitek®2
(bioMérieux).[13] MICs for daptomycin, linezolid and quinupristin/dalfopristin were

determined by the Etest® (bioMérieux), according to the manufacturer's guidelines
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(AB Biodisk). Daptomycin, linezolid and quinupristin/dalfopristin  resistance
was defined as an isolate with an MIC of greater than 4 pug/mL, 8 pg/mL and 32
bMg/mL respectively, per CLSI guidelines.[14,15] A suspension of each isolate in
Mueller-Hinton broth, adjusted to the density of a 0.5 McFarland standard, was
swabbed in three directions to ensure uniform growth onto Mueller-Hinton agar
plates. The MIC was read where inhibition of growth intersected the E-test strip.
When small colonies grew within the zone of inhibition or a haze of growth occurred

around MIC end points, the highest MIC intersect was recorded.

Statistical Analysis

A Cox proportional hazards regression was performed to determine risk
factors for 30-day mortality in patients with VREF BSI. All variables that had a P
value < 0.10 in a univariate analysis were included. In the multivariate model,
independent variables were eliminated from the highest to the lowest P value but
remained in the model if the P value was less than 0.05. Hazard ratios were
estimated along with 95% confidence intervals. The software used for the statistical
analysis was STATA version 12 (Stata Corp LP, USA).

Ethics

The study was approved by the institutional review board of Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

RESULTS

In total, 35 patients with VREF bacteremia were evaluated during the study

period. As shown in Table 1, the overall median age of the study cohort was 46 years
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and 21 (60%) were male. The characteristics of the study population are shown in
table 1. Subjects with malignant neoplasm comprised 45.7 % of the study population;
hematologic malignancies accounted for most cases of cancer. Other important
underlying comorbidities found were cirrhosis (11.4%) and diabetes mellitus (8.5%).
All cases of VREF bacteremia were acquired after 48 hs of hospitalization (62.8%
acquired in the intensive care unit and 37.2% acquired in the clinical ward).

APACHE Il values of ICU patients with VREF bacteremia was 26.0. All VREF
isolates had a vancomycin MIC 2 256 pyg/mL. The most common antibiotics initially
administered to patients were vancomycin (48.5%), meropenem (42.8%) and
piperacillin-tazobactam (14.2%). Linezolid was the only antimicrobial agent with in
vitro activity against VREF that was administered to the cohort. - 26 subjects (74.2%
of the study population) were treated with linezolid (88.4% were treated via
intravenous route, the remainder were treated via enteral route). The median time to
in vitro effective antibiotic for linezolid was 3 days (IQR 2 days). The median duration
of in vitro effective antibiotic therapy for linezolid was 9.5 days (IQR 7 days). The
overall 30-day cohort mortality was 65.7% (23 patients).

The distribution of specific antibiotic MICs for VREF (figure 1) shows a
favourable in vitro susceptibility of all VREF blood isolates to linezolid, daptomycin
and quinopristin-dalfopristin: no case of resistance to these antibiotics was identified.
In the univariate analysis of the factors associated with 30-day mortality (table 2),
treatment with linezolid (P<0.001) was associated with higher survival rates.
Presentation with acute kidney injury at the onset of VREF bacteremia was more
frequent in non-survivors (P=0.002). There was a tendency of association between
presence of cirrhosis and the mortality risk (P=0.07). Other variables related to
linezolid treatment (e.g. time to antibiotic and duration of treatment) were not
associated with the main outcome.

After the multivariate cox proportional hazards model was performed (table 3,
model I), treatment with linezolid was independently associated with a higher survival
rate (HR, 0.08; 95%CI, 0.02 — 0.27), while presence of acute kidney injury at the
onset of bacteremia constituted an independent risk factor for 30-day mortality (HR,
4.01; 95%CI, 1.62 — 9.94). A second multivariate Cox regression model was
performed replacing the categorical variable acute kidney injury by the continuous
variable initial serum creatinine, while keeping unchanged other variables that

reached criteria for entrance in the multivariate analysis (table 4). This procedure was



63

conducted in order to verify a quantitative relationship between serum creatinine
levels and the mortality risk. Each increase of 1.0 mg/dl in the initial serum creatinine
level raised the risk of 30-day mortality by 58% (P=0.01).

The survival curves of the entire cohort and according linezolid treatment as
well as the presence of acute kidney injury at the onset of bacteremia are shown in

Figure 2.

DISCUSSION

Enterococcus is the third most common cause of nosocomial bloodstream
infection. VRE is an import problem in the Europe, USA and Latin America and have
been isolated in many other countries. Infections due to VRE have been shown to be
associated with significant in hospital mortality and morbidity. Although the first
isolated VRE in 1986, the percentage of nosocomial enterococci with vancomycin
resistance increased 20-fold in the last 20 years especially among patients in
intensive care units; with reported rates of vancomycin resistance varying
internationally from 0% to 35%. [16,17] Although 85-90% of clinical isolates of
enterococci are E. faecalis, most VRE are E. faecium.[2] In our institution, the vast
majority of VRE bacteremias are caused by E. faecium (data not shown). Our study
showed there was a significant incidence of VREF bacteremia among patients with
solid and hematologic malignancies as previously described in other studies
[9,10,18,19] Moreover, VREF bacteremia compromised mostly ICU patients with high
APACHE scores. Although resistance to linezolid, daptomycin and quinopristin-
dalfopristin has been reported in VREF isolates, our VREF isolates remained highly
susceptibility to these antibiotics.[20,21] Patients with acute kidney injury at the onset
of VREF bacteremia was more frequent in non-survivors. This association previously
has been suggested only in studies that have been limited by small numbers of
patients and a failure to perform multivariate analysis.[19,22] In our study, a second
multivariate Cox regression model was performed replacing the categorical variable
acute kidney injury by the continuous variable initial serum creatinine. This procedure
was conducted in order to verify a quantitative relationship between serum creatinine

levels and the mortality risk. Each increase of 1.0 mg/dl in the initial serum creatinine
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level raised the risk of 30-day mortality of study population with VRE bacteremia.
Additionally, previous reports estimated renal function solely from blood urea nitrogen
and creatinine levels, whereas we used the creatinine clearance, a more
physiological estimate of renal function.

Our overall 30-day cohort mortality of 66% was high similar with published
data which varies from 17% to 100%.[23] Although attributable mortality could not
assessed considering that our study did not perform a case control matched analysis
with patients without VREF bacteremia. The outcome was result of specific therapy
against E. faecium. After the multivariate cox proportional hazards model was
performed, treatment with linezolid was independently associated with a higher
survival rate. Linezolid was the only antimicrobial agent with in vitro activity against
our isolates of VREF and it was administered to the majority of our study population.
The median time to in vitro effective antibiotic for linezolid was 3 days. Interestingly,
time to antibiotic use and duration of antibiotic therapy did not play an important role
in the main outcome of our patients.

The retrospective analysis of a relative small cohort of patients is the major
limitation of our study considering we cannot be certain that we have identified all
potential confounding factors.

In summary, our data provide further evidence that VREF is an important cause of
mortality in critically ill patients especially with solid and hematological malignancies
and renal failure in the ICU setting of a tertiary care institution in Latin America.
Despite broad susceptibility to the anternative antimicrobial agents including linezolid
and daptomycin against VREF, therapy with ineffective agents for VREF blood

stream infections contributed to the poor outcome of the patients.
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Table 1. Clinical characteristics of 35 patients with bloodstream infection by vancomycin-

resistant Enterococcus faecium.

N (%)

Age, years, median (IQR) 46.0 (32.0)
Male 21 (40.0)
Type of underlying disease

Hematologic malignancy 9 (25.7)

Solid malighancy 7 (20.0)

Cirrhosis 4(11.4)

Diabetes mellitus 3(8.5)

Conective tissue disease 2(.7)

Chronic obstructive pulmonary disease 1(2.8)
Apache-ll score, median (IQR) 26 (10)
Initial plasma CPR, mg/L, median (IQR) 128.5 (177.0)
Initial serum albumin, g/L, median (IQR) 2.4 (1.0)
Acute kidney injury at the onset of bacteremia 9 (25.7)
ICU-acquired bloodstream infection 22 (62.8)

Data presented as n (%) unless otherwise indicated. IQR = interquartile range (P75 — P25); CPR =c¢ -

reactive protein; ICU = intensive care unit.
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Figure 1. Distribution of specific antibiotic MICs for vancomycin-resistant Enterococcus
faecium isolates.
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Table 2. Multivariate Cox regression analysis of factors associated with 30-day mortality in

patients with vancomycin-resistant Enterococcus faecium bacteremia.

Variable Mortality group Survival group HR (95% CI) P value
(n =23) (n=12)

Age, years, median (IQR) 49 (35.0) 44 (31.5) 1.01 (0.99 - 1.03) 0.23

Hematologic malignancy 7 (30.4) 2 (16.6) 1.33 (0.54 - 3.29) 0.52

Solid malignancy 4 (17.4) 3(25.0) 0.64 (0.21-1.92) 0.43

Cirrhosis 4(17.4) 0 (0) 2.72 (0.91 - 8.15) 0.07

Diabetes mellitus 2(8.7) 1(8.3) 1.10 (0.25 - 4.72) 0.89

Chronic obstructive pulmonar disease 1(4.3) 0 (0) 3.28 (0.41 - 25.9) 0.25

Apache-Il score, median (IQR) 26 (10) 28 (4) 0.97 (0.91-1.04) 0.52

Initial plasma CRP, mg/L, median 121.3(92.2) 222.2 (321.9) 0.99 (0.99 — 1.00) 0.21

(IQR)

Initial serum albumin, g/L, median 2.3(1.1) 2.8 (0.8) 0.74 (0.29 - 1.91) 0.54

(IQR)

Acute kidney injury 12 (52.1) 1(8.3) 3.65(1.58 - 8.41) 0.002

ICU-acquired bacteremia 17 (73.9) 5 (41.6) 1.84 (0.72 — 4.69) 0.19

Linezolid treatment 15 (65.2) 11 (91.6) 0.09 (0.33-10.29) <0.001

Linezolid MIC, microgram/ml, mean + 0.95+0.28 0.97 £0.22 0.78 (0.20 — 2.96) 0.72

SD

Time to linezolid treatment, days, 2.5(1.0) 4.0 (5.0) 0.77 (0.57 - 1.05) 0.11

median (IQR)

Duration of Linezolid treatment,

days, median (IQR) 9.5 (6) 10.5 (10) 0.90 (0.80 - 1.02) 0.11

Data presented as n (%) unless otherwise indicated. HR = hazard ratio; 95%Cl = 95% confidence

interval; IQR = interquartile range (P75 — P25); CPR = c-reactive protein; ICU = intensive care unit;

MIC = minimum inhibitory concentration; SD = Standard deviation. HR = hazard ratio; 95%CI| = 95%

confidence interval.
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Figure 2. Survival curves of patients with vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREF)
bacteremia.
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Figure legend: A= Survival curve of the entire cohort of patients with VREF bacteremia. B =
Comparison of survival curves of patients treated with linezolid and those treated with other antibiotics
without in vitro activity against VREF. C = Comparison of survival curves of patients who presented
with acute kidney injury (AKI) at the onset of VREF bacteremia with those who did not present with
AKI.
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Table 3. Multivariate Cox regression model was performed replacing the categorical variable

acute kidney injury by the continuous variable initial serum creatinine.

Variable Adjusted HR 95% ClI P value

Linezolid treatment 0.08 0.02 -0.27 <0.001

Acute kidney injury 4.01 1.62-9.94 0.003
Model Il

Variable Adjusted HR 95% ClI P value

Linezolid treatment 0.13 0.03-0.47 0.002

Initial serum creatinine, g/dL 1.58 1.09-2.29 0.01
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CONSIDERACOES FINAIS

7

Enterococos é a terceira causa mais comum de infeccdo de corrente
sanguinea hospitalar e € problema nesse cenério na Europa, EUA e América Latina,
tendo sido isolado em muitos outros paises. Infec¢cdes causadas pelo ERV estdo
associadas com significativa taxa de morbi-mortalidade.

Desde o primeiro ERV isolado em 1986, a percentagem de enterococos
hospitalar com resisténcia a vancomicina aumentou 20 vezes nos ultimos 20 anos,
especialmente em pacientes em unidades de cuidados intensivos, com taxas
relatadas de resisténcia a vancomicina variando internacionalmente de 0% a 35 %.

Essa mudanca de status €, em parte, devido ao aumento do uso de
antibiéticos em hospitais de todo o mundo; os antibidticos podem causar alteracdes
na microbiota intestinal de pacientes, e essas mudancas causam alteracfes
posteriores no sistema imunitario local. Os enterococos tiram proveito desse
fenbmeno e "conquistam” um nicho no TGI, e esse nicho € a fonte primaria de
organismos que causam as infec¢des enterococicas.

Dentro do género Enterococcus, o E. faecium emergiu como o0 organismo
terapeuticamente mais desafiador. Nesta espécie, muitas das diferencas entre os
clones hospitalar e comunitario surgiram muito antes do hospital moderno.

Apesar de 85-90 % de isolados clinicos serem de E. faecalis, a maioria dos ERV é
E. faecium. No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a grande maioria das
bacteremias por ERV séo causadas por E. faecium.

Esse estudo mostrou que havia uma incidéncia significativa de bacteremia por
EFRV em pacientes com tumores solidos e hematolégicos como anteriormente
descritos em outros estudos. Além disso, bacteremia por EFRV comprometeu
principalmente pacientes de UTI com alta pontuacdo de escore APACHE-II.

Embora a resisténcia a linezolida, daptomicina e quinopristina- dalfopristina tem sido
relatada em isolados de EFRV, os dados de isolados desse estudo mostram que
permaneceram altamente susceptiveis a estes antibidticos.

Em resumo, nossos dados fornecem evidéncias adicionais de que EFRV é
uma importante causa de mortalidade em pacientes criticamente doentes,
especialmente com tumores soélidos e hematolégicos e com insuficiéncia renal no
ambiente de UCI.
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Apesar da ampla susceptibilidade as alternativas antimicrobianas contra
EFRYV, incluindo linezolida e daptomicina, terapia com agentes ineficazes para
infeccbes de corrente sanguinea por EFRV contribuiu para o mau resultado dos
pacientes.

Estudos futuros devem dissecar o mecanismo pelo qual os enterococos
podem colonizar o trato gastrointestinal e deve, entdo, concentrar-se sobre as
formas de reduzir ou evitar esta colonizacdo. Estratégias que incluam abordagens
imunolégicas para prevenir a infeccdo em face da colonizagdo devem ser
exploradas.

Além disso, a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia aos antibioticos
mais recentes deve render um racional importante para o desenvolvimento de
futuras opcOes terapéuticas. Estratégias adicionais como combinacgdo terapéutica e
abordagem imunoldgica também podem ser consideradas.

Para o futuro préximo, no entanto, 0s enterococos continuardo a ser um
importante problema hospitalar. Assim, o estudo continuado da biologia e da
genética dos enterococos se justifica e sera, sem duavida, contributivo para a nossa
compreensao da evolucdo bacteriana, bem como das complexas interagcdes entre o
hospedeiro e a flora bacteriana residente que é uma fonte comum de infec¢bes

nosocomiais.



