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RESUMO

Introdugao: O aumento da prevaléncia de isolados de enterococos em hospitais,
particularmente Enterococcus resistente & vancomicina (VRE), é importante por causa da
limitada terapia antimicrobiana efetiva para o tratamento de infecgdes enterocécicas. Métodos:
O presente trabalho apresentou uma investigagao retrospectiva de dados de suscetibilidade
in vitro quantitativa para uma variedade de antimicrobianos frente aos isolados de Enterococcus spp.
e avaliagdo da associagdo de resisténcia entre os agentes antimicrobianos apontados como
escolha para o tratamento de infec¢des causadas por VRE, através do célculo do risco relativo.
Resultados: Dos 156 isolados de enterococos, 40 (25,6%) foram resistentes a trés ou mais
antimicrobianos, incluindo 7,7% (n = 12/156) resistentes & vancomicina. A associagio de
resisténcia elevada foi mais pronunciada entre os isolados de VREs com antimicrobianos
alternativos e primdrios para o tratamento de infec¢des causadas por estes patdgenos, incluindo
ampicilina (100%, RR = 7,2), estreptomicina (90,9%, RR = 4,9), rifampicina (91,7%,
RR = 3,1) e linezolida (50%, RR = 11,5), apesar da alta taxa de suscetibilidade a esta droga
(94,9%). Conclusées: A resisténcia associada significativa aos antimicrobianos de primeira
escolha e alternativos, usados no tratamento de infecgdes graves por cepas com o fenétipo
VRE e que requerem um regime terapéutico combinado, evidencia alternativas terapéuticas
ainda mais limitadas na instituicao analisada.

Palavras-chaves: Enterococcus spp. Resisténcia a vancomicina. Resisténcia antimicrobiana
associada.

ABSTRACT

Introduction: The increasing prevalence of enterococci strains in hospitals, particularly among
isolates of vancomycin-resistant enterococci (VRE), poses important problems because of
the limited effect of antimicrobial therapy for enterococcal infections. Methods: This work
presents a retrospective investigation of quantitative in vitro susceptibility data for the range of
antimicrobials against Enterococcus spp. isolates and evaluation of the association of resistance
between antimicrobial agents recommended as the treatment of choice for infections caused
by VRE through calculation of the relative risk. Results: Of the 156 enterococci isolates, 40
(25.6%) were resistant to 3 or more antimicrobials, including 7.7% (n = 12/156) vancomycin
resistant. The association of elevated resistance was more pronounced among VRE isolates
against alternative and primary antimicrobials for the treatment of infections caused by these
pathogens, including ampicillin (100%, RR = 7.2), streptomycin (90.9%, RR = 4.9), rifampin
(91.7%, RR = 3.1) and linezolid (50%, RR = 11.5), despite high susceptibility to this drug
(94.9%). Conclusions: The significant associated resistance to alternative and first choice
antimicrobials used in the treatment of serious infections of strains with the VRE phenotype
and that require a combined therapeutic regime, revealed even more limited therapeutic
alternatives in the institution analyzed.
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INTRODUCAO

Enterococcus spp. tem apresentado uma
importincia crescente, na etiologia das infec¢oes
hospitalares, por ser considerado um microrganismo
intrinsecamente resistente as drogas comumente
utilizadas, resultando em um grande desafio clinico'.
Além disso, a emergéncia de Enterococcus spp.
resistente a vancomicina (VRE), opcao de reserva
para tratamento de infec¢des sérias por enterococos
multirresistentes, tem sido alarmante para os
infectologistas. Isso se deve nao s¢ a restrita opgao
para o tratamento das infec¢des, mas a dificuldade de
se limitar a disseminac¢ao nosocomial, principalmente
por contato direto, quando do estabelecimento deste
microrganismo no ambiente hospitalar®. Dessa
forma, a emergéncia e a propagagao Enterococcus
spp. resistente 4 vancomicina é uma grande ameaga
associadaaum aumento damorbidade e mortalidade.
A alta prevaléncia de casos envolve a resisténcia ndo
$6 4 vancomicina, mas aos novos antimicrobianos,

0 que torna a terapéutica ainda mais limitada’®.

Um dos problemas da resisténcia individual
dos enterococos as multiplas drogas consiste
na associacdo elevada de resisténcia a outros
antimicrobianos, particularmente entre isolados
VRE, nos quais o risco de resisténcia associada
entre as opg¢oes terapéuticas alternativas de
infecg¢oes graves, incluindo ampicilina, altas
concentragdes de aminoglicosideos e linezolida
tem sido comumente relatado*. Em decorréncia
da selecdo de enterococos multirresistentes
em estabelecimentos clinicos, e da presenca de
resisténcia associada, compromete ainda mais
o controle das infec¢oes causadas por estes
patdgenos, torna-se necessario conhecer o grau
dessa resisténcia entre os diferentes agentes
antimicrobianos, principalmente aqueles que
tém sido apontados como opgdes terapéuticas
primdria ou alternativa para os casos mais graves

de infecgoes causadas por VRE.
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METODOS

Foi realizada uma anélise retrospectiva de dados relacionados aos
testes de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Enterococcus spp.,
no periodo compreendido entre janeiro de 2006 a dezembro de 2008.
Os microrganismos foram provenientes dos espécimes clinicos de
pacientes internados em um hospital publico de Goiénia, referéncia
em urgéncia e emergéncia.

Aidentificagao inicial destes patdgenos foi realizada através de
métodos convencionais (manuais), de acordo com o Manual de
Microbiologia Clinica para o Controle de Infec¢ao em Servigos de
Saude® e dos VREs confirmada através do método automatizado
que utiliza painéis de microdilui¢iao contendo substratos para a
identificacdo do isolado bacteriano (Micro scan4 - Dade Behring®).
Todos os testes de suscetibilidade foram realizados através do
método de disco-difusdo, segundo normas padronizadas pelo
documento M2-A8, suplementado pelo M100-S19 do National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)/Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI)”®. Todos os isolados
foram categorizados para suscetibilidade aos seguintes agentes
antimicrobianos: norfloxacina (10pg), ciprofloxacina (Sug),
penicilina (10U), ampicilina (10pg), vancomicina (30ug),
rifampicina (Spg), gentamicina (120pg), estreptomicina (300ug),
tetraciclina (30pg) e linezolida (30ug). Enterococcus faecalis ATCC
29212 foi incluida como cepa controle de qualidade’.

Para cada espécie, a resisténcia antimicrobiana a uma droga
foi calculada na presenca e auséncia de resisténcia a outra
droga analisada. A taxa de resisténcia foi calculada como o
nimero de isolados intermedidrios e resistentes divididos pelo
total de isolados. A resisténcia cruzada foi definida como a
resisténcia aumentada a dois ou mais antimicrobianos dentro
da mesma classe e a resisténcia associada foi determinada pela
resisténcia aumentada a duas ou mais drogas de diferentes classes’.

A resisténcia associada foi quantificada calculando-se o RR
(relative risk) com diferengas significantes quando p < 0,05, através
do teste x* ou exato de Fisher, utilizando-se o software Epi Info
v.2000, CDC.

Consideracoes éticas

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Urgéncias de Goiénia, atendendo a resolugao
196/96, sob o protocolo CEP/HUGO/SES N° 084/08.

RESULTADOS

Do total de 5.440 bactérias isoladas no periodo compreendido
entre janeiro de 2006 e dezembro de 2008, foram identificadas
156 cepas de Enterococcus spp., as quais foram provenientes dos
espécimes clinicos: urina (95), secregdes de feridas cirtrgicas, intra-
abdominais, escaras, abscessos, drenos (42), sangue (9), liquidos
corporais (3), tecido e fragmentos dsseos (5) e ponta de cateter (2).
Entre estes isolados, 40 (25,6%) apresentaram resisténcia a trés ou
mais antimicrobianos, sendo considerados resistentes a multiplas
drogas, incluindo 12 (7,7%) resistentes & vancomicina. A resisténcia
individual verificada entre Enterococcus spp. foi mais elevada a
ciprofloxacina (47,4%), norfloxacina (37,2%) e rifampicina (28,8%)
que A tetraciclina (16%), ampicilina (12,8%) e aos aminoglicosideos
de alta concentracio (9,6 - 11,5%), além da vancomicina. Por outro
lado, a taxa de suscetibilidade 4 linezolida foi de 94,9% (Figura 1).

Além da resisténcia individual, a resisténcia a uma determinada
droga associada a um aumento da resisténcia a outros agentes
antimicrobianos também foi verificada. A taxa e risco relativo de
resisténcia com os perfis de resisténcia cruzada e associada dos
isolados de Enterococcus spp. tanto resistentes como sensiveis a
outros agentes antimicrobianos sao mostrados nas Tabelas 1 e 2.

Ao se analisar a resisténcia associada entre os antimicrobianos,
foi estatisticamente significante o risco de resisténcia aumentado
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Figura 1 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Enterococcus spp.
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TABELA 1 - Resisténcia cruzada e associada em Enterococcus spp. para os antimicrobianos utilizados no

tratamento combinado.

Percentual de resisténcia e risco relativo

entre os isolados resistentes, exceto a
gentamicina de alta concentragio e as
tetraciclinas, a qual foi mais evidente em

Antimicrobianos PEN AMP VAN GEN STR isolados sensiveis. Assim, a resisténcia a
n° de isolados % RR % RR % RR % RR % RR  penicilina ocorreu em 100% nos isolados
PEN R=21 100,0 NA 95,2 NA 57,1 NA 38,5 0,6 81,2 8,9 resistentes a ampicilina e 4 vancomicina,
S=135 0,0 0,0 0,0 68,4 9,1 com um elevado risco relativo (16 a 50),
AMP  R=20 100,0 50,0 100,0 NA 60,0 NA 385 0,6 81,2 8,9 mas somente em 2% e 6,2% nas cepas
$=50 20 00 0,0 684 91 sensiveis, respectivamente. A resisténcia
= ) i ) gl )
. . . o o
VAN R=12 1000 160 1000 72 1000 NA 300 04 909 49 2 rifampicina foi de 91,7% e 87,5% em
S=144 62 13,8 00 682 18,5 isolados resistentes a vancomicina e
A 1 1 0
CIP R=74 257 NA 463 NA 162 NA 565 1,0 481 26 2 linezolida, comparado com 29% e
o o .
=32 0,0 00 0,0 55,6 18,2 28% e.m-senswels, re.spec't.lvamente.
Associacdo elevada foi verificada com
NOR  R=58 276 NA  $52  NA 189 NA 631 09 524 16 A o oo
as opgoes terapéuticas ampicilina,
S=31 0,0 0,0 0,0 66,7 33,3 CoE O i )
estreptomicina, rifampicina e linezolida
RIF R=45 31,1 37 63,6 4,8 24,4 20,5 35,3 0,4 68,4 6,5 . ~
de infecgOes graves causadas por
S=84 8,3 13,3 12 80,0 10,5 > o
enterococos resistentes. A resisténcia
LYN R=8 75,0 2,9 75,0 2,9 75,0 6,2 50,0 0,9 75,0 2,4 \ © s c s ..
a penicilina, ampicilina, vancomicina,
5=50 260 260 12,0 58,3 31,0 linezolida e as altas concentragdes de
GEN  R=18 27,8 05 278 05 167 03 1000 NA 222 03 aminoglicosideos apresentou risco
S S Sl S0 o 64,3 relativo estatisticamente significante entre
DU LS 86,7 66 867 66 667 153 307 0,000 NA os isolados resistentes a rifampicina que
e 13,0 13,0 +3 73,7 0,0 nos sensiveis (p < 0,05). Similarmente,
TET  R=2S 28,0 05 292 06 120 03 706 L7 167 03 foiverificada uma resisténcia pronunciada
S=21 52,4 52,4 42,9 40,0 61,1 a estreptomicina de alta concentracao

PEN: penicilina, AMP:

NA: ndo aplicével, R: nimero de isolados resistentes, S: nimero de isolados sensiveis.

ampicilina, VAN: vancomicina, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, RIF: rifampicina,
LYN: linezolida, GEN: gentamicina alto nivel, STR: estreptomicina alto nivel, TET: tetraciclina, RR: risco relativo,

em isolados resistentes as penicilinas,
vancomicina, rifampicina e a linezolida
(superior a 48%), com uma maior taxa
em isolados resistentes a vancomicina

TABELA 2 - Resisténcia cruzada e associada em Enterococcus spp. para quinolonas, rifamicina, oxazolidinona )
e tetraciclina. (90,9%). Observou-se também uma

resisténcia associada entre ciprofloxacina,

Percentual de resisténcia e risco relativo

estreptomicina, rifampicina, vancomicina

CIP NOR RIF LYN TET
R — % 5 RR o P . e linezolida em isolados resistentes a
icili 0, 0, 0 0
PEN  R=21 1000 L6 1000 17 667 23 3L6 62 389 06 amgl/“hna (100%, 8 dl’z %, 70%; 60%,
1,6% resi isti
S=135 632 57,5 28,7 51 643 3. s ’ o.res1stentes), sendo estat.lstlcamente
significante (p < 0,05) a diferenca na
AMP  R=20 100,0 1,6  100,0 L5 70,0 41 316 62 389 0,6 o
suscetibilidade a estas drogas entre os
$=50 61,1 65,0 17,0 5,1 63,0 ) ) e
isolados resistentes e sensiveis.
VAN R=12 100,0 1,5 100,0 1,7 91,7 Bl 50,0 11,5 25,0 0,4
S=144 65,9 60,2 29,0 43 647 Com r.elaf;ao a0s 1sola(.ios deYRE, notou-se
i e 1000 NA 949 190 339 09 167 L0 $52 LS uma.as‘s.oaagao com aresisténcia aument.aclia a
ampicilina (100%,RR=7,2), estreptomicina
$=32 0,0 50 35,7 16,7 36,4 e
(90,9%, RR = 4,9), rifampicina (91,7%,
NOR R=58 98,2 2 100,0 NA 39,6 1,4 25,0 12 50,0 1,0 1. .
RR =3,1) ealinezolida (50%,RR=11,5),
S=31 13,6 0,0 28,0 20,0 50,0 i o
apesar damaior sensibilidade a esta droga.
RIF R=4S 67,7 1,0 73,1 1,2 100,0 NA 233 12,3 52,4 0,9
S=84 69,5 61,7 0,0 2,7 56,0 DISCUSS. Ao
LYN R=8 75,0 1,0 85,7 1,0 87,5 3,1 100,0 NA 50,0 0,9
$=50 75,0 81,8 28,0 0,0 54,0 A frequéncia de VRE foi semelhante a
GEN R=I8 72,2 L0 857 1,0 333 04 222 08 66,7 19 alguns estudos de vigilincia microbioldgica
S=14 71,4 87,5 78,6 28,6 35,7 em paises europeus e norte-americanos, 0s
STR  R=15 867 14 917 L1 867 33 400 44 214 03  quais demonstraram taxas entre 2,3% e
5=23 609 83,3 26,1 91 68,2 7,6%". Entretanto, Castanheira cols®, ao
TET R=25 800 12 846 10 440 09 167 09 1000 NA anahsarematend?““ de VRE nos ltimos
il 65,0 84,6 6 19,0 00 dez anos na América do Norte, observaram

PEN: penicilina, AMP: ampicilina, VAN: vancomicina, CIP: ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, RIF: rifampicina,

taxas de 3,3% e 70% de Enterococcus

LYN: linezolida, GEN: gentamicina alto nivel, STR: estreptomicina alto nivel, TET: tetraciclina, RR: risco relativo, faecalis € Eﬂt@mwccquaecmm resistentes a
NA: nao aplicdvel, R: nimero de isolados resistentes, S: nimero de isolados sensiveis.

vancomicina, respectivamente nos EUA,
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e menores que 1% no Canadd. Na América Latina e no Brasil, tem sido
observado um importante aumento, com o percentual situando-se em
torno de 2% e 7%, respectivamente' 2. No entanto, em Sao Paulo, estudos
tém demonstrado um aumento progressivo na incidéncia de Enterococcus
Spp. resistente & vancomicina (9,5% em 2000 a 15,8% em 2002),
evidenciando um problema crescente no pais e uma situagao preocupante
pelo rapido perfil de endemicidade desse microrganismo nesse estado®.
Segundo alguns autores, essa emergéncia de enterococos multirresistentes
é um grande desafio  terapia®, e tem sido paralela a ocorréncia de
VRE", cujos fatores de risco para colonizagio ou infec¢ao tem sido
0 uso parenteral de vancomicina e de cefalosporinas de 32 geracio®.

A alta taxa de suscetibilidade a linezolida indica que os niveis
de atividade desta droga permanecem altos na institui¢ao estudada.
Segundo a literatura, a resisténcia a linezolida tem sido relatada com
ocorréncia esporadica e incomum entre os enterococos'®. Apesar
de raro, o surgimento dessa resisténcia tem sido associado com o
aumento da utilizagao da linezolida durante a terapia'”'®. Segundo
Dobbs cols", a exposigao a outros antimicrobianos, particularmente
fluoroquinolonas, pode ser importante também para a emergéncia de
resisténcia a linezolida. Estes pesquisadores observaram resisténcia
aumentada a ciprofloxacina quase 100% emisolados de VRE resistentes
alinezolida. No presente trabalho, 50% dosisolados de VRE resistentes
a linezolida apresentaram resisténcia aumentada a ciprofloxacina.
A presenca dessa resisténcia associada compromete ainda mais o
controle clinico das infecgdes causadas por estes patégenos. Uma vez
que alinezolida tem sido considerado um dos novos antimicrobianos
uteis para o tratamento de infec¢oes mais graves, incluindo urindrias,
de pele e tecido mole e bacteremia devido VREY, a observagio do
uso de ciprofloxacina como pré-requisito para o desenvolvimento de
resisténcia a linezolida limita consideravelmente as opgao terapéuticas
disponiveis'’. Além do mais, a demonstracdo no presente estudo
da resisténcia a linezolida em torno de 6 a 12 vezes mais comum
em isolados resistentes a ampicilina e vancomicina, mostra que
esse antimicrobiano deve ser utilizado com cautela, principalmente
no tratamento das infec¢des em que h4 altas taxas de resisténcia a
ampicilina, como ocorre com Enterococcus faecium®.

No presente trabalho, foi verificado que a resisténcia a ampicilina
foi mais associada com a resisténcia aumentada a vancomicina do
que entre as demais drogas, evidenciando maior risco de resisténcia
associada entre ambas as drogas (risco relativo de 7,2). Estas taxas
foram semelhantes aos dados obtidos por Bettcher*, em andlise do
perfil de sensibilidade das cepas de Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis resistentes & vancomicina, com exce¢ao apenas para a maior
sensibilidade as penicilinas (87 293%) verificada entre osisolados desta
ultima espécie. Oh cols*’, em um estudo de vigilancia multicéntrico na
Coréia, verificaram taxas de resisténcia significativamente mais altas a
ampicilina (100%), tetraciclina (15,9%) e ciprofloxacina (100%) entre os
isolados de Enterococcus resistentes a vancomicina ( Enterococcus faecium)
que entre as cepas sensiveis (91,4%, 5,9% e 92,5%, respectivamente)
a0 compararem a resisténcia antimicrobiana entre esses dois fendtipos.
Maiores taxas de resisténcia a ampicilina (13%), ciprofloxacina
(95%), gentamicina e estreptomicina de alta concentragao (20 e 40%,
respectivamente) entre os isolados de VRE comparados aos isolados
sensiveis & vancomicina foram detectadas por Castanheira cols®.

Aresisténcia adicional amultiplos antibi6ticos, incluindo ampicilina
e a altas concentragdes de aminoglicosideos é conhecidamente
expressa por Enterococcus spp. resistente a vancomicina'®. Estudos
tém demonstrado uma associagao entre resisténcia & ampicilina e

vancomicina, particularmente entre isolados de Enterococcus faecium,
nos quais a resisténcia a ampicilina é frequentemente precedente
a vancomicina'. Esta associagdo se deve a ligagdo genética entre
excessiva produgio de proteinas de ligagdo a penicilina de baixa
afinidade (PBP §)?' e ambos antibiéticos e ao uso prévio de
B-lactamicos, tais como cefalosporinas, como fator predisponente
para a emergéncia de enterococos resistentes 4 vancomicina®. Ja a
resisténcia a altas concentragoes de aminoglicosideos é usualmente
mediada por enzimas modificadoras de aminoglicosideos, sendo
disseminada com alta frequéncia entre enterococos®. O elevado
nivel de resisténcia dos enterococos aos aminoglicosideos neutraliza
o efeito bactericida resultante da associagdo com B-lactimicos e
glicopeptideos, diminuindo, portanto, a eficicia desta associagao contra
estes patégenos. Dessa forma, Enterococcus resistente a vancomicina,
particularmente Enterococcus faecium, representa um grande problema
terapéutico, especialmente quando combinado com resisténcia
a glicopeptideo e aminoglicosideo®. Em fun¢io da auséncia do
efeito bactericida, as altas taxas de resisténcia a ampicilina e as altas
concentragdes de estreptomicina demonstradas neste estudo podem
dificultar o tratamento das infec¢des mais graves causadas por cepas
de enterococos resistentes na instituicao analisada. Além disso, a
associacio de resisténcia elevada verificada com linezolida, rifampicina
e estreptomicina de alta concentragio, consideradas opgoes terapéuticas
usadas no tratamento de infecgdes graves por cepas com o fenétipo
VRE e que requerem um regime terapéutico combinado®, evidencia
alternativas terapéuticas ainda mais limitadas na institui¢ao analisada.

O uso da terapia antimicrobiana multipla ou prolongada de
vancomicina e de outros agentes antimicrobianos que podem influir no
desenvolvimento de VRE, incluindo p-lactimicos, fluoroquinolonas"*
e outras drogas para as quais VRE é resistente podem potencialmente
fornecer uma vantagem seletiva para este agente, 0 que aumenta a sua
sobrevivéncia no ambiente hospitalar®, dificultando assim a prevengao

da disseminagao deste microrganismo.

Aassociagdo daresisténcia elevada verificada entre antimicrobianos
alternativos e de primeira escolha para o tratamento de VRE ratifica a
necessidade de maior cautela com relagio a indicagio correta de um
antimicrobiano, principalmente daquele cuja administragiao poderd
causarumapressaoseletivaparaenterococosmultirresistentes,ampliando
a possibilidade de falha na terapia empirica primdria e alternativa.
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