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RESUMO

As caracteristicas fenotipicas e genotipicas de 203 isolados de Enterococcus spp.
proveniente de diferentes amostras clinicas em dois hospitais localizados na cidade
de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil, foram estudadas. As espécies foram
identificadas através de testes bioquimicos convencionais e pelo uso do sistema
automatizado VITEK 2 (BioMérieux). As concentragdes inibitorias minimas (CIM)
para aminoglicosideos foram determinadas pelo método de diluicdo em agar. O alto
nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR) e a ampicilina foi avaliado pelo
mesmo método e adicionalmente pelo método de disco-difusdo. A diversidade
genética de amostras de Enterococcus faecalis com HLAR foi determinada através
da digestdo do DNA cromossémico com a enzima Smal seguida de eletroforese em
campo pulsado (PFGE). O E. faecalis foi a espécie mais prevalente (93,6%) seguido
por E. faecium (4,4%). A resisténcia entre os isolados clinicos foi de 2,5% a
ampicilina, 0,5% a vancomicina, 0,5% a teicoplanina, 33% ao cloranfenicol, 2% a
nitrofurantoina, 62,1% a eritromicina, 64,5% a tetraciclina, 24,6% a rifampicina, 30%
ao ciprofloxacino e 87,2% a quinupristina-dalfopristina. A prevaléncia de HLAR foi de
10,3%, sendo 23,6% para gentamicina e 37,4% para estreptomicina. A maioria das
amostras sensiveis aos aminoglicosideos pelo método de disco-difuséo
apresentaram CIM inferior a 125 pg/mL e 500ug/mL para gentamicina e
estreptomicina, respectivamente. A prevaléncia de Enterococcus resistentes a
vancomicina (ERV) foi muito baixa neste estudo. Um grupo clonal predominante foi
encontrado entre amostras de E. faecalis com HLR-Ge/St. Os isolados incluidos no
grupo clonal foram provenientes de ambos os hospitais, indicando uma

disseminacao intra e inter-hospitalar deste clone.

Palavras-chave: Enterococcus, aminoglicosideos, suscetibilidade, PFGE,

clonalidade.






ABSTRACT

The phenotypic and genotypic characteristics of 203 Enterococcus spp isolates
recovered from different clinical sources of two hospitals in Porto Alegre, Rio Grande
do Sul, Brazil, were studied. The species were identified by conventional biochemical
tests and the automated system VITEK 2 (BioMérieux). The minimal inhibitory
concentrations (MIC) for aminoglycosides were evaluated by agar dilution method.
The evaluation of high-level resistance to aminoglycosides (HLAR) and resistance to
ampicillin were carried out by the same method as well as by the disc-diffusion
method. The genetic diversity of HLAR E. faecalis was assessed by pulsed-field gel
electrophoresis of cromossomal DNA after Smal digestion. The E. faecalis was the
most frequent specie (93.6%), followed by E. faecium (4.4%). The percentage of
resistance among the clinical isolates was: 2.5% to ampicillin, 0.5% to vancomycin,
0.5% teicoplanin, 33% to chloramphenicol, 2% to nitrofurantoin, 66.1% to
erythromycin, 66.5% to tetracycline, 24.6% to rifampicin, 30% to ciprofloxacin and
87.2% to quinupristin-dalfopristin. A total of 10.3% proved to be HLAR, with 23.6%
resistant to gentamicin and 37.4% to streptomycin. Most of the aminoglycosides
susceptible isolates by the disc-diffusion method presented MIC lower than
125 yg/mL and 500ug/mL for gentamicin e streptomycin, respectively. The
prevalence of vancomycin resistance Enterococcus (VRE) was very low in this study.
One predominant clonal group was found among E. faecalis exhibiting HLR-Ge/St.
The isolates included in the clonal group were recovered from both hospitals,

indicating both intrahospital and interhospital spread of this clone.

Key-words: Enterococcus, aminoglycosides, susceptibility, PFGE, clonality.






1 INTRODUGAO

Antigamente considerado como um género bacteriano de poucas
consequéncias em doencgas infecciosas, os enterococos tém emergido rapidamente
como um dos principais patdgenos nosocomiais € na comunidade em geral
(MURRAY, 2000). Sua frequéncia nos isolamentos de amostras clinicas tem
aumentado, e isso representa um consideravel desafio aos esquemas terapéuticos
utilizados em seu tratamento (HORNER et al., 2005). A natureza deste desafio tem
por base os mecanismos pelos quais os enterococos causam doencas, a resisténcia
crescente dos enterococos para muitos, e, em alguns casos, a todos os agentes
antimicrobianos aprovados atualmente para tratar de infecgdes (HORNER et al.,
2005; JETT et al., 1994; MUNDY et al., 2000).

Os enterococos sdo cocos Gram-positivos que geralmente se dispdéem aos
pares € em curtas cadeias e que apresentam reagao da catalase negativa. Sao
comensais e atuam como patdégenos oportunistas, embora ndo causem respostas
inflamatdrias sistémicas severas, como choque séptico, frequentemente causam
infeccbes em pacientes hospitalizados por um longo periodo e/ou que receberam
multipla terapia antimicrobiana (CENTINKAYA et al., 2000; ZARRILI et al., 2005).

Nos Estados Unidos, os enterococos tornaram-se o segundo microrganismo
mais comumente isolado a partir do trato urinario e de lesbes ulcerosas, sendo a
terceira causa mais comum de bacteremia hospitalar (CENTINKAYA et al., 2000;
BAZET et al., 2005).

Normalmente colonizante do trato intestinal, os enterococos podem ser
encontrados ainda, embora com menos frequéncia, em cavidade oral, vesicula biliar,
vagina e uretra masculina. Por muito tempo foram utilizados como indicadores de
contaminacao de agua e de alimentos, mas, merecem atengdo como agentes de
endocardite infecciosa, bacteremia, sindromes diarréicas em recém-nascidos,
infeccdes do trato urinario e infecgdes de ferida cirurgica (HORNER et al., 2005;
KONEMAN et al. 2001).
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Os enterococos apresentam resisténcia intrinseca a baixas concentragdes de
aminoglicosideos, o0 que ocorre em todas as espécies e decorre de uma baixa
penetracdo do antimicrobiano pela parede bacteriana (JETT et al., 1994, ZARRILI et
al., 2005). A resisténcia adquirida a altas concentragbes dos antimicrobianos
aminoglicosideos € devida a dois fatores: mutagdes, que resultam na diminuicdo da
ligagdo do agente ao ribossomo, como a que ocorre com a estreptomicina (chamada
resisténcia ribossébmica), ou, mais comumente, aquisicdo de novos genes que
codificam enzimas capazes de modificar os aminoglicosideos. Muitos isolados de
Enterococcus faecium possuem ainda alta resisténcia as penicilinas, uma vez que
suas proteinas de ligacao as penicilinas (PBP) tém baixa afinidade por este grupo de
antimicrobianos (HORNER et al., 2005). Assim, as amostras de E. faecium tendem a
serem mais resistentes aos antimicrobianos do que as amostras de E. faecalis
(FACKLAM et al., 2007).

Na terapia antimicrobiana para tratar de infecgbes enterocdcicas sistémicas
como endocardite e bacteremias s&o comumente utilizados um agente que atue na
parede celular (um beta-lactdmico, como a ampicilina, ou um glicopeptideo, como a
vancomicina) € um aminoglicosideo (usualmente gentamicina ou estreptomicina).
Esses agentes atuam sinergicamente para promover a agao bactericida. Entretanto
a resisténcia aos aminoglicosideos, a ampicilina, a penicilina e a vancomicina tem se
tornado um importante problema, contribuindo para a redugdo das opg¢des de
tratamento (MCNAMARA et al. 1995).

Assim, a soma de todas essas capacidades adquiridas tornou os enterococos
organismos bem adaptados, facilitando a sobrevivéncia de amostras
multirresistentes, capazes de crescer em ambientes indspitos (extremos de pH e
temperatura, ou em concentragdes de cloreto de sddio (NaCl) a 6,5%, sendo que a
transmissao potencial de pessoa a pessoa contribui para sua difusdo. Os atributos
adquiridos pelo género Enterococcus sugerem que estas bactérias e sua resisténcia
a farmacos antimicrobianas persistirdo como graves agentes patogénicos nos
préximos anos (LEME e FERREIRA, 2001).

Até o ano de 2000 nao existiam relatos de enterococos resistentes a
vancomicina (ERV) na cidade de Porto Alegre. Em maio de 2000 foi descrito o

primeiro caso de ERV em um paciente internado em UTI de um hospital de Porto
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Alegre. Desde entdo outros hospitais desta cidade comecaram a pesquisar ERV
como colonizante em pacientes de risco, sendo que, deste entdo, diversas
instituicbes de saude tem relatado a identificacdo desta bactéria a divisdo de

vigilancia sanitaria municipal.

Diante do exposto, entende-se como relevante a realizagdo de um estudo
avaliando a presencga de Enterococcus spp. em ambientes hospitalares, com o

intuito de atualizar os dados de prevaléncia e caracteristicas do género.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizagdo fenotipica e genotipica em amostras de
Enterococcus spp., como também, o perfil de suscetibilidade destes enterococos
utilizando diferentes métodos entre amostras clinicas provenientes do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e do Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a distribuicdo das espécies de enterococos isoladas a partir de
diferentes amostras clinicas obtidas de pacientes em dois hospitais da cidade de

Porto Alegre.

o Comparar os resultados de identificacdo das espécies de enterococos obtidos
pelo emprego de um sistema automatizado (VITEK 2, BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile,

Franga) com um método manual convencional (testes bioquimicos) de identificagao.

o Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos comumente usados na
terapéutica, em especial a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos,

através do emprego dos métodos de disco-difusao e de diluicdo em agar.

o Determinar, através do emprego do método de diluigdo em agar, os niveis de

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) a estreptomicina e gentamicina

o Avaliar a diversidade genética de isolados resistentes a altos niveis de

aminoglicosideos entre as duas instituicbes de saude.






3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Perspectiva histérica

O nome enterococo é proveniente da palavra francesa entérocoque a qual foi
utilizada pela primeira vez por Thiercilin em 1899 com a finalidade de enfatizar a
origem entérica desse coco Gram-positivo. No entanto, somente em 1970 o termo
enterococo foi utilizado para designar um género de bactérias que antes pertenciam
ao género Streptococcus.. O nome Streptococcus faecalis (faecalis para relacionar
com fezes) foi proposto por Andrewes e Horder, em 1906, os quais isolaram estes
microrganismos de um paciente com endocardite e consideraram este estreptococo
tdo caracteristico da flora intestinal humana que o termo claramente se justificava.
Em 1919, Orla-Jensen decreveu um segundo organismo desse grupo, Streptococcus
faecium, o qual diferia dos padrées de fermentacdo do Streptococcus faecalis
(MURRAY, 1990).

Em 1937, Sherman propés uma classificagdo na qual separava os
estreptococos em quatro grupos: piogénicos, viridans, lactico e enterococo. Neste
sistema, os enterococos reagiam com anti-soro do grupo D. O Streptococcus bovis,
classificado por Sherman como Streptococcus viridans, foi demonstrado, mais tarde,
reagir com anti-soro do grupo D (MURRAY, 1990; FACKLAM et al.,2002).

No decorrer dos anos, varios outros enterococos foram isolados de fontes
humanas e animais, de plantas e de alimentos. Enterococos modveis foram
verificados em 1935 e alguns, que se assemelhavam ao Streptococcus faecium,
ficaram conhecidos com Streptococcus faecium subespécie mobilis. Em 1950, foi
identificada a produgdo de um pigmento amarelo por alguns enterococos moveis, e,
em 1968, foi sugerido o nome Streptococcus faecium var. casseliflavus (pela cor
amarela). Em 1950, um enterococo isolado do queijo Gouba foi chamado
Streptococcus malodoratus devido ao seu mau cheiro. Algumas cepas de
enterococos foram identificadas por reagir ndo apenas com anti-soro do grupo D de
Lancefield, mas também com o grupo Q. Como estes microrganismos ocorriam de
forma mais prevalente nas fezes de galinhas, foi proposta, em 1967, a denominagéao
Streptococcus avium (FACKLAM et al., 2002).
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Baseando-se no arranjo celular e nas caracteristicas fenotipicas, Kalina
propés em 1970 a criagdo de um novo género para os estreptococos do grupo
enterococo, sugerindo que Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium e
subespécies fossem denominados Enterococcus. No entanto esta proposta nao foi
levada adiante e a denominagao Streptococcus continuou a ser utilizada (FACKLAM
et al.,2002).

Com o auxilio das técnicas moleculares na década de 80, a classificacdo dos
estreptococos foi ampliada. Em 1983, Farrow apresentou dados bioquimicos e de
hibridizagdo de DNA que confirmaram a distingdo entre as espécies: Streptococcus
faecalis, Streptococcus faecium, Streptococcus casseliflavus, Streptococcus avium,
Streptococcus durans e Streptococcus faecalis var. malodoratus. Em 1984, Schleifer
e Kilpper-Balz, usando hibridizagdo DNA-DNA e DNA-rDNA, mostraram que o
Streptococcus faecalis e 0 Streptococcus faecium eram fracamente relacionados aos
estreptococos, incluindo Streptococcus bovis, de forma que deveriam ser
transferidos para outro género: o género Enterococcus (MURRAY, 1990; FACKLAM
et al.,2002).

Collins, Jones e Farrow, utilizando metodologia semelhante, constataram que
as espécies Streptococcus avium, Streptococcus casseliflavus, Streptococcus
durans, Streptococcus faecalis subespécie malodoratus e Streptococcus gallinarum

também deveriam ser transferidas para o género Enterococcus (MURRAY, 1990).

Estudos moleculares foram utilizados para definir outras espécies incluindo
Enterococcus hirae (hirae com o significado de intestino) e Enterococcus mundtii a
qual inclui algumas espécies atipicas pigmentadas e iméveis. Além disso, trés outras
novas espécies foram propostas, Enterococcus raffinosus, Enterococcus solitarius e

Enterococcus pseudoavium (CLIMO et al. 2003).

Existem diversas espécies conhecidas do género Enterococcus, entre elas
podemos citar: E. avium, E. asini, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E.
dispar, E. durans, E. faecalis, E.faecium, E. gallinarum, E. gilvus, E.
haemoperoxidus, E. hirae, E. malodoratus, E. moraviensis, E.mundtii, E. pallens, E.
pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. sacharolyticus, E. sulfureus e E. villorum
(FACKLAM et al., 2007).
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3.2 Caracteristicas da bactéria

Os enterococos s&o células esféricas ou ovoides, com dimensdes variando de
0,6 a 2,5 ym, ocorrendo geralmente em pares ou cadeias curtas em meio liquido.
Algumas vezes podem se apresentar em formas cocobacilares, quando o
crescimento ocorre em agar, ou formas ovaladas e em cadeias quando o
crescimento se da em caldo tioglicolato. Sdo organismos Gram-positivos e podem
ser moveis, apresentando poucos flagelos e auséncia de capsula. Sdo anaerdbios
facultativos sendo capazes de fermentar diversos carboidratos com producédo de L
(+)-acido lactico principalmente. Essa fermentagdo ocorre sem producado de gas,
com pH final variando entre 4,2 e 4,6. Possuem necessidades nutricionais
complexas, sendo catalase negativos (LEME e FERREIRA, 2001). Crescem
geralmente entre 10°C e 45°C sendo que a temperatura étima de crescimento é
37°C em pH 9,6. Também se observa crescimento em solugédo de NaCl 6,5% e na
presencga de sais biliares a 40% (KONEMAN et al., 2001).

Sé&o pertencentes ao grupo D na classificacdo de Lancefield, pois a maioria
das amostras produz antigenos contra o acido-glicerol teicéico associado a parede
celular, o que os identifica com o grupo D de antigenos estreptocdccicos. Raramente
reduzem nitrato, porém a maioria das espécies hidrolisam pirrolidonil-B-naftilamida
(PYR), com excecao das espécies Enterococcus cecorum, Enterococcus columbae e
Enterococcus  saccharolyticus. Todas as espécies produzem leucina
aminopeptidases (LAP) (LECLERCQ et al.1992; FACKLAM et al., 2007).

3.3 Incidéncia e fatores de risco para colonizagao e infecgao com enterococos

A emergéncia de enterococos resistentes aos antimicrobianos B-lactamicos e
aminoglicosideos e o0 desenvolvimento da administracdo oral da vancomicina
precipitou um elevado aumento do uso da vancomicina nas duas ultimas décadas.
Este aumento foi acompanhado consequentemente por um continuo crescimento
linear na frequéncia de identificacdo de enterococos resistentes a vancomicina
(ERV) entre isolados clinicos (CETINKAYA et al., 2000). De acordo com o National
Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), durante o ano de 1999 os ERV

representavam 24,7% de todas as infecgdes enterocdccicas identificadas nas
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unidade de tratamento intensivo em hospitais americanos (SHEPARD e GILMORE,
2002).

Analises epidemioldgicas permitiram distinguir os padrdes de resisténcia entre
isolados clinicos de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis. Para padrdes
isolados entre os anos de 1995 e 1997 nos Estados Unidos, menos de 2% de todos
os isolados clinicos de Enterococcus faecalis demonstraram resisténcia a
vancomicina, entre os isolados de Enterococcus faecium, 52 % foram resistentes
para vancomicina e 83% foram resistentes para ampicilina (SHEPARD e GILMORE,
2002).

Embora a dindmica da transmissdo comunitaria de enterococos resistentes a
multiplos antimicrobianos n&o esteja bem compreendida, a transmissao nosocomial
de reservatorios para hospedeiros esta associada com varios fatores de risco bem
definidos que podem ser agrupados dentro de trés principais categoriais. A primeira
categoria inclui aqueles fatores de risco que facilitam o contato potencial de um
paciente com a bactéria dentro do ambiente hospitalar. Estes fatores incluem
hospitalizagdo prolongada, proximidade com um paciente colonizado, transferéncias
dentro e entre hospitais e cuidado do pessoal com requisitos basicos de seguranca
(HAYDEN, 2000, MURRAY, 2000). Fatores como diarréia que aumentam a
contaminagao da pele ou do ambiente, ou instrumentos médicos podem também
favorecer a transmissdo nosocomial (HAYDEN, 2000; SHEPARD e GILMORE,
2002). Uma segunda categoria de fatores de risco para transmissdes nosocomiais
inclui caracteristicas do hospedeiro que predispde o paciente a uma colonizag&o ou
infecgdo. Tais fatores incluem idade avangada, severidade de doencas de base,
malignidade hematoldgica, neutropenia, cirrose, cirurgia intra-abdominal recente,
dialise renal, presenca de ulcera de decubito e historico de colonizacido prévia. A
terceira categoria inclui terapia antimicrobiana antecedente, como tratamentos
prévios com cefalosporinas ou farmacos antimicrobianos com significante atividade
contra bactérias anaerdbicas (exemplo: metronidazol, clindamicina, imipenem) as
quais estdo associadas com um risco aumentado de colonizagdo ou infecgao
principalmente com ERV (HAYDEN, 2000; MURRAY, 2000; SHEPARD e GILMORE,
2002).
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3.4 Reservatoérios para enterocos resistentes

Os enterococos se encontram amplamente disseminados na microbiota do
trato intestinal, cavidade oral e do trato genitourinario de humanos e animais
(STOBBERINGH et al.,, 1999). A presenca do enterococo no solo € na agua de
superficie pode ser atribuida a contaminacado dessas areas por fezes de animais ou
por materiais de esgotos nao tratados. Desse modo, por quase um século os
enterococos foram utilizados como indicadores de contaminagéo fecal em agua e
alimentos para consumo humano (AARESTRUP et al. 2002). Em trabalho publicado
por STOBBERINGH et al. (1999) na Holanda, foram identificados enterococos
resistentes a glicopeptideos com as caracteristicas genéticas semelhantes em perus
e em criadores e abatedores destas aves, concluindo que estes animais podem ser

reservatorios e transmissores destes microrganismos para o homem.

Segundo CETINKAYA et al. (2000), a ocorréncia de ERV tem sido relatada
em fontes animais como aves e porcos em alguns paises europeus. A ocorréncia
nestes animais teria relagdo com o fato da avoparcina, um glicopeptideo semelhante
a vancomicina e teicoplanina, ser acrescentado na ragao animal como um promotor
do crescimento. Estes achados sugerem que animais contaminados podem servir
como um reservatorio, pelo qual, individuos n&o hospitalizados podem adquirir o

microrganismo.

Dados nortes americanos ja apontam a infeccdo por enterococos como a
segunda maior causa de infeccdo nosocomial nos Estados Unidos, estando
particularmente associados a infec¢des do trato urinario, infecgdes de ferida cirurgica
e bacteremias (ZARRILI et al., 2005; CORVALIN, 2006). Dessa forma se entende
que os principais reservatorios dos enterococos resistentes aos aminoglicosideos,
glicopeptideos dentre outros antimicrobianos de uso corrente no ambiente hospitalar,
sejam os proprios pacientes, colonizados ou infectados, assim como a equipe
assistencial. As superficies ambientais e os equipamentos médicos também sao
fontes possiveis, ja tendo sido verificada sobrevivéncia desses microrganismos, por

um periodo superior a quatro dias (NOSKIN et al.,1995).

De acordo com TORNIEPORTH et al. (1996) o modo mais comum de

transmissdao nosocomial de enterococos resistentes a multiplos farmacos €

11
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ocasionado pela equipe assistencial, cujas mé&os tornam-se momentaneamente
contaminadas com o organismo enquanto trata de pacientes infectados. Este
conceito esta baseado pela descoberta de enterococos a partir de exames de cultura

microbiana realizado das maos de trabalhadores da saude.

3.5 Infecgoes causadas pelo enterococos

As infecgbes mais associadas com os enterococos séo as infecgdes do trato
urinario, intra-abdominais, pélvicas, bacteremia, endocardite, cutaneas, neonatais,
do sistema nervoso central e do trato respiratério (LEME e FERREIRA, 2001;
PALAVECINO et al., 2001; GOULD et al., 2004).

A infeccdo do trato urinario € a infeccdo mais freqiente no homem. A maioria
destas infecgbes tem origem hospitalar e estdo associadas, principalmente a
instrumentalizagao/cateterizacao prévia, a anormalidades do trato urinario, ao uso
extensivo de antimicrobianos e a debilidade do paciente. Além de infecgdes de trato
urinario inferior e pielonefrites, também ja foram descritos casos de prostatite e
abcesso periférico atribuidos a enterococos. Os enterococos raramente causam
infecgcdes do trato urinario ndo complicadas em mulheres nao hospitalizadas
(GOULD et al., 2004; SANDRI, 2004). As infecgdes intra-abdominais sao
consideradas como o segundo tipo mais frequente de infecgdo relacionado ao
enterococo. (MOELLERING, 1992; SANDRI, 2004).

Bacteremia é o terceiro tipo de infeccdo mais comumente atribuida ao
enterococo (HORNER et al., 2005; DESHPANDE et al., 2007). Segundo
MOELLERING (1992) a relacdo de bacteremia com endocardite € variada, ou seja,
se a origem da bacteremia for hospitalar, apenas em 1% dos casos ha evolugéo
para endocardite; se a origem for comunitaria, no entanto, em aproximadamente um
terco dos casos ha evolugdo para endocardite. Apesar da bacteremia poder se
associar ao choque seéptico ou a coagulagdo intravascular disseminada, tais
complicagbes sdo raras e quando ocorrem, geralmente estdo relacionadas a bacilos
Gram-negativos que acompanham os enterococos em bacteremias polimicrobianas
(MURRAY, 1990).

12
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Os enterococos sao responsaveis por 5 a 15% dos casos de endocardite
infecciosa, sendo o Enterococcus faecalis a espécie mais frequentemente
relacionada. Essa doenca € mais comum entre idosos do sexo masculino e segue,
em geral um curso subagudo. Acomete mais frequentemente pacientes com
valvulopatias ou com valvulas prostéticas, embora também possa determinar
infeccdo em valvulas previamente normais (LEME e FERREIRA, 2001; SHEPARD e
GILMORE, 2002).

Infeccbes menos frequentes causadas pelos enterococos incluem infecgdes
neonatais, do sistema nervoso central e do trato respiratério, normalmente
envolvendo pacientes com multiplas invasdes ou muito debilitados (LEME e
FERREIRA, 2001).

3.6 Identificagao laboratorial de enterococos

A determinacdo das espécies de enterococos passou a ter importancia clinica
com o aumento da resisténcia a antimicrobianos, principalmente nas espécies
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. A identificagdo correta do género e a
espécie de isolados resistentes a vancomicina é primordial, pois existem géneros
intrinsicamente resistentes a glicopeptideos (HALLGREN et al., 2001; SHEPARD et
al., 2002; AVALOS et al., 2006).

A identificacdo das espécies de enterococos, através dos testes bioquimicos
convencionais foi atualizada por FACKLAM et al. (2002). Essa classificagdo
estabelece cinco grupos baseando-se na formacdo de acidos em presenca de
alguns substratos como: manitol, arabinose, lactose, sacarose, rafinose; produgéo

de pigmento, motilidade, utilizagdo do piruvato e hidrélise da arginina (Tabela 1).

Apesar desta técnica fornecer informacdes uteis, ela € demorada e de dificil
reprodugao e/ou interpretacdo. Além disso, a falta de variacado fisiolégica das
espéecies de enterococos que permita sua diferenciagcdo € umas das limitagdes deste
método (FACKLAM et al., 2002). A aplicacdo de meétodos eletroforéticos para
separacao de proteinas tem sido utilizada com bons resultados na identificagcdes de

padrées que apresentam atipias fisioldgicas pelo método convencional (MERQUIOR
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et al.,, 1994; d’AZEVEDO et al.,, 2006). O uso de sistemas automatizados tem
identificado corretamente as cepas de Enterococcus faecalis, no entanto a
identificacdo de Enterococcus faecium e outras espécies pode nao ser correta
devido a similaridade fenotipica e a falta de alguns testes como motilidade e
producao de pigmento nestes sistemas (GARROTE et al., 2000; LIGOZZI et al.,
2002; KOBAYASHI et al., 2004).

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas para a identificacdo das espécies de
Enterococcus e géneros relacionados (FACKLAM et al., 2002).

Espécies MA  SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYU MGP EFR
Grupo 1

E. avium + + - + + - - - - + + Vv R
E. malodoratus + + - - + + - - - + + vV S
E. raffinosus + + - + + + - - - + + \Vj R
E. pseudoavium + + - - + - - - - + + + R
E. saccharolyticus + + - - + + - - - + - + R
E. pallens + + - - + + - - + + . +
E.gilvus + + - - + + - - + + + -
Grupo 2

E. faecalis +* - +* - + - + - - % + o R
E. faecium + - + - - - - - - \V; - . S
E. casseliflavus +* - + + \V/ \V/ - - - +* . . S
E. flavescens + - +* + \V/ + _* +% 4% + - + R
E.mundtii + - + + \V/ + - - + + - - S
E. gallinarum +* - +* + - + - +* - + - + R
Grupo 3

E. durans - - + - - - - - - - - R S
E. hirae - - + - - + - - - + - R S
E. dispar - - + - - + - - - + + + R
Grupo 4

E. asini - - - - - - - - - + - -

E. sulfureus - - - - - + - - + + - + R
E. cecorum - - - - + + - - - + + - R
Grupo 5

E. casseliflavus + - - + \Y/ + vV + + + \V; +

E. gallinarum + - - + - + - + - + - +

E. faecalis + - - - + - + - - + + R

E. columbae + - - + + + - - - + + ; R
\Vagococcus spp. + - - - + - - + - + - + R

Abreviagdes e simbolos: MA, manitol; SOR, sorbose; ARG, arginina; ARA, arabinose; SBL, sorbitol; RAF, rafinose;
TEL, 0,04% telurito; MOT, motilidade; PIG, pigmento; SUC, sucrose; PYU, piruvato; MGP, metil-alfa-
glicopiranosida; EFR, disco de efrotomicina (100 pg); +, > 90% positivo; -, < 10% positivo; V, variavel; *, exce¢des
ocasionais (< 3% das cepas apresentam reac0es aberrantes); R, resistente; S, sensivel.

OBS: O grupo V consiste de espécies variantes de E. casseliflavus, E. gallinarum e E. faecalis que n&o hidrolizam a
arginina.

3.7 Tipagem do género enterococos

No passado, as infecgdes causadas por enterococos eram tradicionalmente

consideradas de origem enddgena e a epidemiologia dessa bactéria nao atraia muita
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atencdo. Mais recentemente, a epidemiologia do enterococo passou a merecer
atencao devido a alta frequéncia da sua participacdo nas infeccdes hospitalares, ao
desenvolvimento de resisténcia a multiplos antimicrobianos, bem com as evidéncias
de origem exdégena (STOBBERINGH et al., 1999; SANDRI, 2004; DESHPANDE et
al., 2007). Dessa forma, a caracterizagdo molecular passou a ter um papel
fundamental, auxiliando os Servicos de Controle de Infecgdo no entendimento de
surtos intra e extra-hospitalares.

3.7.1 Métodos de tipagem genotipica

A identificacdo dos perfis moleculares permite o esclarecimento de surtos
hospitalares envolvendo germes com perfis de sensibilidade epidemiologicamente
importantes. As primeiras técnicas desenvolvidas para tipagem do enterococo foram
a analise dos fragmentos de DNA plasmidial resultantes de sua digestao total ou
parcial realizada por enzimas de restricdo como endonucleases (enzimas que clivam
o DNA em sequéncias especificas). Estes fragmentos de DNA s&o separados por
eletroforese, e a distadncia migratéria do mesmo mostra o polimorfismo do DNA
(restriction fragment lenght polymorfism — RFLP), o qual pode ser especifico para
cada cepa. Essas técnicas podem ser uteis em algumas situagdes, porém, a
inconsisténcia dos plasmideos no que se refere a possibilidade de carrearem
diversos determinantes de viruléncia, de serem sujeitos a forte presséo seletiva e de
poderem ser perdidos espontaneamente ou adquiridos de outras bactérias, limita o
método (MASLOW et al., 1993; FACKLAM et al., 2002; SANDRI, 2004).

A analise dos perfis de DNA cromossomal clivado com enzimas de restrigao
de acédo rara (macrorrestricdo do DNA) para o estudo epidemiolégico de amostras
bacterianas, foi amplamente auxiliada pelo desenvolvimento de técnicas de
eletroforese de campo variavel ou pulsado (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE).
O PFGE tem sido aplicado para o estudo de varios organismos e demonstrado ser
altamente discriminatério e reprodutivel, com desempenho superior ou comparavel
ao de outras técnicas de tipagem. A discriminagcdo alcangada por este método é
grande uma vez que detecta variagcbes em todo o genoma, podendo apresentar

capacidade elevada para distinguir entre linhagens de uma espécie. As limitagdes
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dessa técnica residem na necessidade de equipamentos especializados e caros, no
tempo prolongado exigido para que as solugdes e enzimas atuem, como também na
dificuldade de interpretacdo dos resultados devido a complexidade dos padroes
(FACKLAM et al., 2002; SANDRI, 2004).

A macrorrestricdo de DNA seguida por PFGE se constitui no método de
tipagem mais utilizado, considerado como padrdo-ouro, para o estudo
epidemioldgico de infecgdes enterococcicas hospitalares. A enzima de restricdo
normalmente utilizada para digerir o DNA do enterococo € a Smal, embora também
possam ser utilizadas a Apal e a Sfil. No processo de clivagem do DNA de
Enterococcus spp., sdo gerados em média 15 a 20 fragmentos de restricdo, com
tamanho aproximado de 5 a 400 Kb. O uso de diferentes condi¢des de eletroforese e
de enzimas especificas de restricdo pode ser necessario para a melhor separagao

de fragmentos obtidos de amostras de espécies enterococcicas.

Para a interpretagdo dos dados obtidos, s&o utilizados principios gerais
baseados nas diferengas dos fragmentos. Atualmente, a utilizacdo de sistemas de
processamento de imagens para auxiliar na analise e interpretagdo dos perfis das
bandas tem se tornado cada vez mais comum, embora, ainda pouco disponiveis
(CEREDA, 1999).

Para a interpretacdo dos resultados obtidos por PFGE, foi proposto um
padrao de avaliagado baseado na similaridade das bandas geradas. Perfis migratérios
idénticos traduzem origem comum (de uma mesma cepa ou clone); diferengas em
até seis bandas no perfil migratério, representando um ou dois eventos genéticos
diferentes, sdo consideradas semelhantes a um mesmo clone; sete ou mais bandas
discordantes, representando trés ou mais eventos genéticos diferentes, sé&o
consideradas amostras nao relacionadas epidemiologicamente (TENOVER et al.,
1995; CEREDA, 1999).
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3.8 Resisténcia aos antimicrobianos

A emergéncia de bactérias resistentes a diversas classes de antimicrobianos
€ um consenso global. Recentes estudos multicéntricos de vigilancia nosocomial
indicam que até 20% das bacteremias enterocécicas isolados nos Estados Unidos
foram resistentes a vancomicina (CHANG et. al., 2007; DESHPANDE et al., 2007).
De um modo geral sao dois os fatores que estao relacionados ao desenvolvimento e
persisténcia de resisténcia: o primeiro esta ligado ao acumulo de resisténcias
adquiridas, para uma determinada bactéria patogénica, quando classes inteiras de
antimicrobianos tornam-se inativos contra ela; o segundo seria a auséncia de novas

classes de antimicrobianos nos ultimos anos (LEME e FERREIRA, 2001)

Os enterococos demonstram uma variedade de mecanismos para se
tornarem resistentes a muitas classes de farmacos antimicrobianas testadas. A
variabilidade genética e a multiplicagdo acelerada permitem que as bactérias
desenvolvam mutacdes especificas para adaptarem-se a ambientes diversos. Uma
mutacdo conferindo resisténcia a determinada substancia permitira a bactéria
sobreviver a acdo de antimicrobianos usados nos procedimentos terapéuticos
(CENTINKAYA et al., 2000).

Muitos enterococos sao tolerantes aos efeitos inibitérios dos antimicrobianos
ativos contra a parede celular, incluindo a penicilina e vancomicina, sugerindo que
esta propriedade pode nao ser inerente, mas adquirida apds exposicoes
sistematicas a antimicrobianos (SHEPARD e GILMORE, 2002; ZARRILLI et al.,
2005).

A resisténcia do género Enterococcus, assim como em outras bactérias, pode
ser classificada em intrinseca e adquirida. A resisténcia intrinseca € propria da
espécie, e seus genes determinantes se encontram no cromossomo. A resisténcia
adquirida pode ser consequéncia de uma mutacdo no DNA original ou pela aquisigao
de material genético externo a célula bacteriana (ASLANGUL et al., 2005; ZARRILI
et al., 2005).

Ao longo das décadas passadas, 0s passos para as descobertas de novas
classes de antimicrobianos tem sido lento em comparagdo com o surgimento da
resisténcia a antimicrobianos (ZARRILI et al., 2005; CHANG et. al., 2007,
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DESHPANDE et al.,, 2007). Entre as fontes potenciais para novos agentes, as
plantas medicinais tem sido investigadas largamente. Segundo o estudo conduzido
por CHANG et. al (2007), a baicaleina, que € uma das ervas chinesas mais
largamente usadas, demonstrou efeitos anti-alérgicos, anti-inflamatérios, agao
antioxidante e efeito bactericida contra inumeros patdégenos, tendo demonstrado um
promissor papel desta em relagdo a atividade antimicrobiana. Ainda existe pouco
conhecimento de como a baicaleina pode ter um efeito sinérgico quando usada em
combinagdo com outros agentes antimicrobianos, principalmente contra
Enterococcus resistentes a vancomicina. Neste mesmo estudo, os autores concluem
que a associagao de baicaleina com gentamicina atua sinergicamente sobre a

inibicdo de ERV in vitro.

3.8.1 Mecanismos de resisténcia aos Beta-lactamicos

A resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos podem ocorrer de duas
maneiras. A primeira é devido a alteragdes das proteinas ligadoras de penicilinas
(PBPs) e a segunda ocorre através da produgdo de enzimas [-lactamases
(ASLANGUL et al., 2005). Quando a bactéria é exposta a beta-lactdmicos, através
dos canais de porinas, e esta se liga as PBPs, na membrana celular sdo liberadas
enzimas autoliticas que degradam a parede celular levando a morte bacteriana
(ROSSI e ANDREAZZI, 2005). Por sua vez os enterococos resistentes apresentam
afinidade diminuida a penicilina e isso se torna mais evidente para as penicilinas
semi-sintéticas resistentes a penicilinase, tais como nafcilina e meticilina. A grande
maioria das amostras de Enterococcus faecium resistentes a vancomicina sao
também resistentes aos beta-lactdamicos. Por outro lado, amostras de Enterococcus
faecalis tendem a ser sensiveis aos B-lactamicos, independentemente do padrao de
sensibilidade a glicopeptideos (PATTERSON et al., 1990; SHEPARD e GILMORE,
2002).

A resisténcia a ampicilina e penicilina também tem sido atribuida a producéao
de enzimas beta-lactamase, descrita quase que exclusivamente para o
Enterococcus faecalis e atribuida, na maioria dos casos, a aquisicdo de operon

responsavel pela producédo de beta-lactamase do Staphylococcus aureus (ROSSI e
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ANDREAZZI, 2005). Essa resisténcia pode nao ser detectada por testes de
sensibilidade de rotina devido ao erro na preparagao do indculo a ser analisado.
Pequenas variagées na concentragdo do inéculo podem levar a grandes variagdes
na concentracado inibitéria minima destes microrganismos. Este mecanismo de
resisténcia é considerado mais raro, sendo encontrado em apenas 1% a 2% das
cepas resistentes a ampicilina (ASLANGUL et al., 2005). Atualmente, através do
teste rapido da cefalosporina cromogénica, pode-se realizar uma pesquisa direta da
presenca da enzima beta-lactamase. A producido de beta-lactamase indica
resisténcia a penicilina, ampicilina e a ureidopenicilinas (piperacilina e mezlocilina).
Os Enterococcus beta-lactamases positivos sao bastante raros, sendo recomendado
o teste para deteccdo desta enzima somente em alguns casos como para pesquisa
em isolados bacterianos obtidos a partir do sangue e liquor (ROSSI e ANDREAZZI,
2005).

3.8.2 Mecanismos de resisténcia aos Aminoglicosideos

Os enterococos apresentam resisténcia intrinseca a baixos niveis aos
aminoglicosideos. Assim estes farmacos s6 apresentam efeito sinérgico quando
associados aos antimicrobianos beta-lactamicos ou glicopeptideos, (ZARRILLI et al.,
2005). Isto ocoore porque a adicdo de uma farmaco antimicrobiana que interrompe a
sintese da parede celular desorganiza suficientemente o glicopeptideo desta para
gue os aminoglicosideos possam penetrar o citoplasma e ter acesso aos seus sitios
ribossémicos (KONEMAN et al., 2001; SHEPARD e GILMORE, 2002;).

Existem enterococos que expressam alto grau de resisténcia aos
aminoglicosideos e isto decorre geralmente da produgdo de enzimas modificadoras
de aminoglicosideos, tais como 6’-acetiltransferase (AAC-6’) e 2-fosfotransferase
(APH-2"). Com excegcdao da AAC-6° do Enterococcus faecium que é
cromossomicamente modificada, os genes correspondentes as demais enzimas s&o
localizados em plasmideos. Este alto grau de resisténcia a aminoglicosideos leva a
perda de sinergismo com antimicrobianos beta-lactamicos e glicopeptideos, nao
ocasionando desta maneira efeito bactericida no tratamento de infecgbes graves por
enterococos (LECLERCQ et al.1992; SHEPARD e GILMORE, 2002).
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A detecgao de altos niveis de resisténcia aos aminoglicosideos deve ser
realizada através de discos com concentragdes especiais ou por determinacédo da
CIM por métodos de diluigdo. Na rotina dos testes de suscetibilidade, gentamicina e
estreptomicina s&o os unicos aminoglicosideos que devem ser testados, uma vez
que funcionam como marcadores para os demais aminoglicosideos (ROSSI e
ANDREAZZI, 2005; KOLAR et al., 2006).

O CLSI (2007) define como alto grau de resisténcia CIMs superiores a 500
pg/mL para gentamicina e CIMs superiores a 2.000 pg/mL para estreptomicina. Todo
enterococo resistente a gentamicina € considerado resistente a todos os outros
aminoglicosideos, com exceg¢ao da estreptomicina, cuja resisténcia ¢ determinada

por um tipo particular de mecanismo (Tabela 2).

Tabela 2. Enterococcus spp. Interpretacdo da deteccao de altos niveis de resisténcia
aos aminoglicosideos (Adaptado de ROSSI e ANDREAZZI, 2005).

Gentamicina Estreptomicina Interpretacao

(500pg/mL) (2.000g/mL)

Sensivel Sensivel HLAR? negativo para estreptomicina,
gentamicina, tobramicina e netilmicina.

Sensivel Resistente HLAR para estreptomicina.

HLAR negativo para gentamicina,
tobramicina e netilmicina.

Resistente Resistente HLAR para todos os aminoglicosideos

Resistente Sensivel HLAR para todos os aminoglicosideos,
exceto para estreptomicina

2 HLAR — High-level aminoglicosydes resistance (aminoglicosideos resistentes em altos
niveis)

3.8.3 Mecanismos de resisténcia a Vancomicina

Devido ao surgimento de resisténcia aos principais antimicrobianos utilizados
no combate de infecgbes ocasionadas por enterococos, tornou-se crescente o uso
de glicopeptideos como vancomicina e teicoplanina, principalmente em caso de
infecgbes mais graves (KIRST el al., 1998; CORVALIN et al., 2006).
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A resisténcia a vancomicina em enterococos foi detectada pela primeira vez
na Inglaterra no ano de 1986, em pacientes com insuficiéncia renal cronica,
aproximadamente 30 anos apds a introdugdo deste antimicrobiano (UTTLEY et al.,
1988). Nos Estados Unidos os primeiros isolamentos foram descritos em 1987, mas
logo se seguiram relatos da Asia, Australia e Africa (MARIN, et al., 1998). Na
América Latina cepas de E. faecium resistentes a vancomicina foram detectadas
pela primeira vez em 1998 no Brasil e na Argentina (DALLA COSTA et al., 1998;
MARIN, et al., 1998).

De acordo com ROSSI e ANDREAZZI (2005), o percentual de infecgoes
nosocomiais causadas por enterococos resistente a vancomicina nos EUA aumentou
significativamente desde o seu descobrimento, sendo que em torno de 95% das
cepas reconhecidas eram Enterococcus faecium. A emergéncia dessa resisténcia
pode estar relacionada ao aumento do uso de vancomicina nos ultimos anos,
decorrente da terapéutica em colites associadas a antimicrobianos e em infecgdes

por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Até o momento foram descritos sete fendtipos de resisténcia a glicopeptideos
denominados de VanA a VanG, dos quais somente dois (VanA e VanB) tem impacto
clinico pela sua capacidade de transferéncia entre espécies e géneros diferentes e
por, normalmente, conferirem alto niveis de resisténcia (CENTINKAYA et al., 2000;
BAZET et al., 2005). As cepas com gendtipo vanA apresentam alto indice de
resisténcia a vancomicina (CIM = 64 ug/mL) e teicoplanina (CIM = 16 uyg/mL). Isto
resulta da aquisicao de novos determinantes genéticos de resisténcia carreados no
transposon Tn1546, frequentemente localizado em um plasmideo. As cepas vanB
apresentam uma indugéo de resisténcia de nivel variado a vancomicina (CIM 4-1024
Mg/mL) mas permanecem sensiveis a teicoplanina (CIM < 0,5-1 uyg/mL). Os
determinantes de resisténcia vanB residem geralmente no cromossomo, mas podem
estar localizados em plasmideos e serem transferidos por conjugacgéo a certas cepas
(LEME e FERREIRA, 2001; BAZET et al., 2005). O fendtipo VanC esta envolvido
com resisténcia intrinseca de nivel moderado ou baixo a vancomicina (CIM 2-32
Mg/mL) e permanece sensivel a teicoplanina (CIM 0,5-1 ug/mL). O vanD, descrito em
E. faecium, confere resisténcia de nivel moderado a vancomicina (CIM 16-64 ug/mL)

e sensibilidade ou baixo nivel de resisténcia a teicoplanina (CIM 2-4 pg/mL). Ja o
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fendtipo vanE foi descrito em amostra de E. faecalis apresentando baixo nivel de
resisténcia (CIM de 16 yg/mL) para vancomicina e sensivel a teicoplanina (CIM 0,5
pg/mL). No ano de 2000 foi detectado um novo determinante genético denominado
vanG, em E. faecalis, que confere resisténcia em niveis moderados de vancomicina
e sensibilidade a teicoplanina (CENTINKAYA et al., 2000; SANDRI, 2004; BAZET et
al., 2005) (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas dos principais fenétipos de resisténcia aos glicopeptideos
em Enterococcus.

Fendétipo Gene Expressdao Vancomicina Teicoplanina Espécies
MIC (ug/mL) MIC (ug/mL) €nvolvidas
VanA VanA Induzivel e > 64 216 E. faecium
trasnferivel Resistente Resistente  E. faecalis
E. avium
E.
galinarum(raro)
VanB VanB Induzivele =4 (16 a 64) 0,5a1 E. faecium
transferivel Resistente Sensivel E. faecalis
VanC1 VanC1 Constitutiva 2a32 0,5a1 E. galinarum
€ nao Resistente Sensivel
transferivel
VanC2 VanC2 Constitutiva 4a16 0,5a1 E. casseliflavus
e nao Resistente Sensivel
transferivel
VanC3 VanC3 Constitutiva 4a16 0,5a1 E. galinarum
e nao Resistente Sensivel
transferivel
VanD VanD Em estudo 64 a 128 4a8 E. faecium
Resistente Resistente
VanE VanE Em estudo 16 0,5a1 E. faecalis
Resistente Sensivel

Referente ao mecanismo molecular de resisténcia, o fen6tipo mais estudado é
o VanA. Os glicopeptideos agem inibindo a sintese da parede celular através da sua
ligacdo nas terminagdes D-Ala-D-Ala do precursor do peptideoglicano, impedindo a
agao de enzimas envolvidas nas reagdes de transglicosilagdes e transpeptidacdo na
sintese da parede celular bacteriana (Figura 1) (WOODFORD et al., 1995; LEME e
FERREIRA, 2001).

22



Revisédo de literatura

Citoplasma

L-Ala

|

D-Ala
m+m

Didl lioase l

D-Ala-D-Ala Tripqpﬁdeo-
N
r-— vop -O--00

L-Ala-D-Glu-L-Lys

vop -CHI-O-0O-W-0

/ y Careeacor lipidics

QD-D'D'.'. ) M-acetlmedmicn
€ permpeptides L IT-arerilglicosaming

Figura 1. Sintese do peptideoglicano e mecanismo de agédo dos glicopeptideos.
Ligagdo do antimicrobiano ao C-terminal D-ala-D-ala do precursor do
peptideoglicano que impede as reagdes de transglicosilagdes e transpeptidacao
(COURVALIN, 2006).

O mecanismo de resisténcia das cepas vanA esta codificado em sete genes,
sendo trés essenciais e quatro reguladores. A expressao destes genes tem como
resultado final a sintese de terminagdes D-Ala-D-Lac, os quais sao diferentes dos
habituais (D-Ala-D-Ala) e isto impede a unido do glicopeptideo a seu sitio de unido
no precursor do peptideoglicano (Figura 2) (WOODFORD et al., 1995; CETINKAYA,
2000;SHEPARD e GILMORE, 2002).
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Figura 2. Esquema do mecanismo de resisténcia a vancomicina (MURRAY, 2000).

De todos representantes do género, o E. faecium é o que apresenta maior
dificuldade de tratamento devido a predominancia de resisténcia a vancomicina e
também a ampicilina (PATTERSON et al., 1990; SHEPARD e GILMORE, 2002;
ZARRILLI et al., 2005).

Os enterococos dispéem de varios sistemas de conjugacdo que permitem a
disseminagao de genes de resisténcia para outras bactérias. Estes sistemas incluem
os plasmideos que podem se replicar em varias outras bactérias Gram-positivas e
também incluem os plasmideos responsivos a ferormbnios que podem ser
transferidos entre cepas de E. faecalis numa frequéncia que pode chegar a 100%.
Por fim um tipo especial de transposon de conjugagéo, ou seja, pode ser transferido
de forma intercelular entre varios géneros bacterianos e se integrar no genoma do
novo hospedeiro bacteriano (ZARRILLI et al., 2005).

A identificacdo da transferéncia de genes de resisténcia a vancomicina tanto

por conjugacdo quanto através de transposicdo reforca a preocupagdo de
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disseminacao dessa resisténcia a bactérias mais patogénicas, como estafilococos e

estreptococos, o que agrava as consequéncias clinicas (MURRAY, 2000).

De acordo com SANDRI (2004), pacientes com ERV estdo relacionados a
uma maior morbidade avaliada por um tempo de internagdo mais prolongado, maior
consumo de antimicrobianos, por um maior nimero de infecgbes hospitalares bem
como um maior numero de outros germes isolados. No entanto, o ERV ndo aumenta
a mortalidade quando presente apenas como colonizante. Porém, sua evolugéo para

bacteremia pode ocorrer e, nesse caso, confere um risco de 6bito significativo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras bacterianas

As amostras utilizadas para a realizacdo deste estudo foram provenientes de
duas instituicbes de saude situadas na cidade de Porto Alegre: o Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e o Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (HSL) entre dezembro de 2006 e margo de 2007.
Foram obtidas 203 amostras de enterococos isolados de materiais clinicos diversos
a partir de pacientes encaminhados aos hospitais. As amostras foram
independentes, onde foi considerada apenas a primeira cultura clinica positiva
isolada com 0 mesmo germe, para um mesmo paciente, sendo as demais amostras

excluidas deste estudo.

Durante a realizagdo do estudo, foram utilizadas as seguintes amostras
padrao: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis PAD 380, Enterecoccus
faecium PAD 394, Enterococcus casseliflavus PAD 071, Enterococcus gallinarum
PAD 118, Enterococcus hirae PAD 065, Enterococcus rafinosus PAD 411,
Enterococcus faecalis PAD 400 (HLR-Ge) e Enterococcus faecium PAD 326 (HLR-St
e HLR-Amp). As linhagens de enterococos identificados pela sigla PAD foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Pedro Alves d'Azevedo e tiveram sua
caracterizagcdo de espécies realizada através da analise dos perfis de proteinas

totais, pela técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Foi determinado o coeficiente de concordancia kappa (K) através do
programa estatistico SPSS versao 15.0 para os resultados obtidos nos diferentes

métodos de suscetibilidade e de determinagéo de espécies.

Esta pesquisa teve sua aprovagdo em seus aspectos éticos e metodoldgicos
pelos seguintes comités de ética em pesquisa: Comissao Cientifica e Comissao de
Pesquisa e Etica em Saude do HCPA (CEP/HCPA) e também pelo Comité de Etica
em Pesquisa da PUCRS (CEP 06/03550) (ANEXOS 1 e 2).
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4.2. Procedimentos de coleta
4.2.1 Obtencao das amostras

As placas de culturas bacterianas onde se evidenciou o crescimento de
Enterococcus spp. foram separadas pelo pessoal técnico dos hospitais, sendo que
nelas constavam a identificagdo da bactéria quanto ao género e o numero da
solicitacdo do exame no cadastro do hospital. As col6nias foram repicadas para
caldo BHI (Brain Heart Infusion) (OXOID, Basingstoke, England) com glicerol (16%)

e armazenadas em freezer a 80 graus negativos.

A inoculacédo dos enterococos em caldo BHI com glicerol nos tubos do tipo
Eppendorf foi realizada no HCPA pelo proprio pesquisador. No HSL a coleta foi
realizada pelo pessoal técnico do laboratério. Os tubos contendo enterococos foram

armazenados em congelador a temperatura de 80 °C negativos.
4.2.2 Preenchimento de fichas com dados relativos as amostras

Os dados relativos aos pacientes e aos materiais clinicos utilizados foram
organizados em sistemas de fichas (ANEXOS 3 e 4) e buscavam informagdes a
respeito de: hospital de origem, sexo, idade, unidade de internagdo ou ambulatorial e

tipo de material clinico.

4.3. Caracterizagao do género

As amostras foram repicadas do freezer e semeadas em placas de agar
sangue (agar trypcase soja + 5% sangue de carneiro) (BioMérieux SA, Marcy-
I'Etoile, Franga) e incubados por 24h a 35°C. Tendo por objetivo a confirmacao da
prévia identificacdo do género, foram realizados testes convencionais, seguindo as
recomendagdes de FACKLAM e COLLINS (1989) e FACKLAM et al. (2002), que
incluiram: observagdo das caracteristicas morfo-tintoriais em esfregagos corados
pelo Gram, producao de catalase, hidrélise da L-pirroglutamil-B-naftilamida (teste do
PYR), hidrolise da esculina na presenga de bile e crescimento em caldo com 6,5%
de NaCl.
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4.3.1 Observacao da atividade da catalase

A técnica baseou-se na observagao da formacgao de bolhas apds a adi¢cao de
uma gota de suspensao bacteriana em uma gota de perdxido de hidrogénio a 3%
(Lifar, Porto Alegre, RS, Brasil).

4.3.2 Observacao da hidrélise da L-pirroglutamil-B-naftilamida (teste de PYR)

O teste foi realizado através da utilizagdo de um Kit de origem comercial
denominado PYR Kit (Probac, Produtos bacteriologicos Ltda, S&do Paulo, Brasil).
Impregnou-se o disco de PYR com agua destilada estéril e se depositou sobre uma
placa de Petri. Com o auxilio de uma alga, fez-se um esfregaco da bactéria isolada
sobre o disco de PYR umedecido. Apds 5 minutos a temperatura ambiente, colocou-
se uma gota do PYR reagente, sendo que as reacgdes positivas ocorrem em até 1
minuto. O desenvolvimento de uma cor vermelha indicava reacdo positiva e uma

coloragcdo amarela ou alaranjada indicava PYR negativo.
4.3.3 Hidrdlise de esculina na presenga de bile

Para a realizagdo desta técnica utilizou-se o agar bile-esculina (DIFCO)
inclinado, sendo os tubos inoculados e incubados a 35°C, por 18 a 24 horas. Um
resultado positivo foi considerado quando houve o escurecimento do meio o que

indicou a hidrélise da esculina na presencga de 40% de bile.
4.3.4 Avaliagao do crescimento em caldo contendo cloreto de sédio (NaCl) a 6,5%

As amostras foram semeadas em caldo com 6,5% de NaCl (Probac, Produtos
bacteriologicos Ltda, Sdo Paulo, Brasil). A acidificagdo do meio (variagdo da cor

purpura para amarelo) indicava crescimento bacteriano e teste positivo.
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4.4. Identificagao de espécies de Enterococcus
4.4.1. Método convencional.

Foi utilizado um método simplificado baseado nos esquemas propostos por
FACKLAM e COLLINS (1989) e FACKLAM et al. (2002). Os isolados que se
enquadraram no género enterococos, foram submetidos a varias provas: produgao
de acidos a partir de diferentes carboidratos (manitol, arabinose, lactose, sacarose,
rafinose), produgdo de pigmento, motilidade, utilizagdo do piruvato e hidrélise da

arginina.
4.4.1.1 Utilizacao de carboidratos.

Foram inoculadas 2 gotas de uma suspensao bacteriana de cultura recente
em 2 mL de caldo purpura de bromocresol (Isofar) e posteriormente adicionado um
disco (Laborclin - Produtos para laboratério Ltda) do carboidrato a testar (manitol,
arabinose, lactose, rafinose e sacarose), proporcionando uma concentracao final de
1% do carboidrato. Cada tubo foi selado com 0,5 mL de 6leo mineral estéril (Nujol,
Ind. Quim. e Farmacéutica Schering Plough S.A.). As leituras foram feitas durante
um periodo de até 24 a 48 horas de incubacdo a 35°C. A utilizacdo do carboidrato
pela bactéria tornava o pH acido com consequente viragem do indicador de purpura

de amarelo.
4.4.1.2 Producéo de pigmento e verificagdo da motilidade.

A deteccdo da produgao de pigmento amarelo foi feita pela analise de parte
de uma colbnia crescida na superficie de placa com agar sangue (BioMérieux) apos
incubacdo a 35°C por 18-24 h. Com auxilio de um swab, examinou-se para a

presenca de cor amarela ou amarelo-alaranjada.

A motilidade foi avaliada em meio semi-sélido, utilizando o meio Motility
Medium (DIFCO). O crescimento foi observado por 24 até 48 horas de incubagao a
35°C.
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4.4.1.3 Utilizagao do piruvato de sédio a 1%

Inoculou-se 1 gota de suspensdo bacteriana em caldo infusdo de cérebro
coracéo contendo 1% triptona (DIFCO), 0,5% de extrato de levedura (DIFCO), 0,5%
de K;HPOy4, 0,5% de NaCl e 0,01% do indicador de pH azul de bromotimol (Sigma).
Os testes foram incubados a 35°C e a leitura feita em 24 até 48 horas, sendo que, a

presenca de uma coloragcdo amarela indicava reacgao positiva.
4.4.1.4 Desaminagédo da arginina

Foi determinada em meio de Decarboxylase Base Moeller (DIFCO), acrescido
de 1% de L-arginina (Sigma). Apds inoculagdo da suspensao do microrganismo,
foram acrescentados aproximadamente 0,5 mL de 6leo mineral estéril (Nujol, Ind.
Quim. e Farmacéutica Schering Plough S.A.). Apos incubagao a 35°C e observagéo
por até sete dias, a coloragdo purpura (cor original) indicava reagao positiva,
significando que ocorreu alcalinizagdo do meio devido a hidrélise da arginina e
consequente liberagdo de grupos amina. A presenga de uma coloragdo amarela foi

indicativa de uma reagao negativa, o que demonstrava apenas a ocorréncia de

acidificagao do meio devido ao consumo de glicose.

4.4.2 Caracterizagao por sistema automatizado (VITEK 2, BioMérieux SA, Marcy-
I'Etoile, Franga)

Foram testadas 80 amostras bacterianas dentre as quais: 56 E. faecalis,
incluindo neste grupo 8 amostras que apresentaram reacgdes atipicas em algum teste
do método convencional, 9 E. faecium, 2 E. casseliflavus, 1 E. gallinarum, 1 E. hirae.
Também fizeram parte destas andlises as seguintes amostras padrao: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (n=1), Enterecoccus faecium PAD 236 (n=2), Enterococcus
casseliflavus PAD 071 (n=2), Enterococcus gallinarum PAD 118 (n=2), Enterococcus
hirae PAD 065 (n=2), Enterococcus rafinosus PAD 411 (n=2).

Foram utilizados os cartdes ID-GPC do VITEK 2 para identificagdo de cocos
Gram-positivos, conforme as instrugdes do fabricante no que diz respeito ao preparo

do in6culo, incubacao, leitura e interpretagao.

31



Materiais e métodos

Resumidamente, as suspensdes foram preparadas pela emulsificacdo dos
isolados bacterianos em solugdo salina ao equivalente 0,5% da escala de
McFarland. Os painéis testados (ID-GPC) continham testes fluorimétricos que
incluiam testes de mudancas de pH e para deteccdo de aminopeptidases e
oxidases. Além disso, os painéis incluem testes de fermentacao, de descarboxilases
e outros (urease, piruvato, optoquina, novobiocina, sulfato de polimixina B e NaCl
6%). Os cartdes foram automaticamente preenchidos por um sistema a vacuo e
inserido dentro do modulo de incubagdo e leitura (temperatura de incubagao,

35,5°C), e submetido a uma medigao cinética fluorescente a cada 15 minutos.

4.5. Testes de suscetibilidade
4.5.1 Método de disco-difusao

Quatro ou cinco colbénias bem isoladas e com aspecto similar foram

transferidas para um tubo contendo 4 a 5 mL de caldo nutritivo.

As amostras foram incubadas a 35°C e a turvagao ajustada equivalente ao
tubo 0,5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC/ml). O inéculo foi semeado em agar Mueller-

Hinton (BioMérieux).

A colocacao dos discos de antimicrobianos foi realizada com o auxilio de um
dispensador de discos (OXOID, Basingstoke, England) sobre a superficie do agar
Mueller-Hinton (BioMérieux). Foram testados os seguintes agentes antimicrobianos
entre os recomendados pelo CLSI (2007) para Enterococcus spp: ampicilina (10ug),
gentamicina (120ug), estreptomicina (300ug), quinupristina-dalfopristina (15ug)
vancomicina (30ug), rifampicina (5ug), eritromicina (15ug), ciprofloxacino(5ug),
nitrofurantoina (300ug), teicoplanina (30ug), tetraciclina (30ug) e cloranfenicol (30ug)
(OXOID, Basingstoke, England).

As placas foram incubadas em estufa a 35°C durante 16 a 18 horas e também
em 24 horas para a vancomicina. A medida dos halos de inibicdo do crescimento

microbiano ao redor de cada disco foi efetuada, utilizando uma régua padréao.

32



Materiais e métodos

As cepas de referéncias: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis PAD 400
(HLR-Ge) e Enterococcus faecium PAD326 (HLR-St e HLR-Amp) foram testadas em

paralelo aos testes das amostras.

A categorizagdo das amostras em sensivel, intermediaria ou resistente, foi

realizada segundo os critérios estabelecidos pelo CLSI (2007) (Tabela 4).

Tabela 4. Padrdao de interpretacdo dos didametros das zonas de inibicdo do
crescimento bacteriano para Enterococcus spp.

Diametro da zona,

Agente antimicrobiano Conceqtragao total aproximado em mm
do disco

R 1° s¢
Ampicilina 10 ug <16 - =17
Estreptomicina ° 300 ug 6 7-9 >10
Gentamicina ? 120 ug 6 7-9 >10
Vancomicina 30 pg <14 15-16 217
Teicoplamina 30 ug <10 11-13 =14
Eritromicina 15 ug <13 14-22 =23
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 =19
Ciprofloxacino 5 ug <15 16-20 =21
Rifampicina 5 g <16 17-19 =20
Quinupristina-dalfopristina 15 ug <15 16-18 =19
Nitrofurantoina 300 pg <14 15-16 =17
Cloranfenicol 30 pg <12 13-17 218

@ High-Level Aminoglycosides Resistance — Aminoglicosideos resistentes a altos niveis
® Resistente, ¢ Intermediario, ¢ Sensivel

4.5.2 Determinagédo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Nesta etapa da pesquisa, foi determinada a CIM das 203 amostras clinicas de
enterococos aos antimicrobianos ampicilina, estreptomicina e gentamicina (Sigma,
Chemical Company, St Louis, MO, EUA) através da diluicdo em agar (CLSI, 2003).

Foram utilizadas como controle de qualidade as seguintes amostras padrao:
E. faecalis ATCC 29212 (suscetivel a ampicilina, gentamicina e estreptomicina), E.
faecalis PAD 400 (resistente a altos niveis de gentamicina - HLR-Ge), E. faecium

PAD 326 (resistente a altos niveis de estreptomicina - HLR-St e ampicilina).
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Foram testadas diferentes concentragcbes para os antimicrobianos
aminoglicosideos (Tabela 5). Para a ampicilina avaliamos apenas duas diferentes

concentracdes (8 e 16 pyg/mL).

Tabela 5. Concentragdes testadas de aminoglicosideos para a determinagéo da CIM
em amostras de Enterococcus spp.

Antimicrobiano Concentragao (png/mL)
Estreptomicina 500 1.000 2.000 3.000
Gentamicina 125 250 500 1.000

O CLSI (2003) sugere como ponto de corte para deteccao de resisténcia a
niveis elevados de antimicrobianos aminoglicosideos, segundo a técnica de diluicao
em agar, valores superiores a 2.000 pg/mL para estreptomicina e superior a 500
Mg/mL para gentamicina. Para a ampicilina, amostras com CIM menor ou igual a 8
Mg/mL sao classificadas como suscetiveis, sendo consideradas resistentes aquelas

com CIM maior ou igual a 16 pg/mL.

As solucdes antimicrobianas foram preparadas 10 vezes mais concentradas,

usando os solventes e diluentes indicados para cada antimicrobiano (CLSI, 2003).

Para a preparagdo das placas, utilizou-se agar Mueller-Hinton (OXOID,
Basingstoke, England), distribuido em tubos de rosca, a razdo de 18mL de meio por
tubo. Os tubos foram esterilizados e resfriados até 45°C para acrescentar 2mL do

antimicrobiano, sendo em seguida vertido em placas de petri estéreis.

Para preparar os indculos, quatro ou cinco colbnias isoladas foram
suspendidas em 5mL de caldo nutritivo. Os tubos foram incubados a 35°C até o
aparecimento de turvacado equivalente ao n° 0,5 da escala de McFarland. Uma vez

ajustada a turbidez do indculo, diluiu-se 1:10 em solugao salina estéril.

Mediante o emprego do replicador do tipo Steers, depositaram-se volumes de
1uL de cada amostra na superficie das placas contendo os diferentes
antimicrobianos. As placas foram incubadas a 35°C e a leitura foi feita apds 24 h. A
presenca de mais de uma colbnia foi considerada como resisténcia a concentracao
do antimicrobiano na placa e a CIM foi estabelecida como a menor concentragao

capaz de inibir o crescimento bacteriano. Meios de cultura sem antimicrobianos
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foram utilizados como controle do crescimento microbiano. Todos os testes foram

efetuados em duplicata.

4.6. Tipagem molecular (genotipagem)

A determinacao do perfil genotipico foi realizada na Unidade de Microbiologia
e Biologia Molecular do Servigo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Foram testadas 17 amostras de Enterococcus faecalis HLR para os
aminoglicosideos (estreptomicina e gentamicina) e 18 amostras Enterococcus
faecalis HLR para gentamicina. Foi utilizada a técnica de macrorrestricao do DNA

bacteriano seguido de eletroforese em campo pulsado (PFGE).
4.6.1 Preparacdo do DNA

O DNA genbémico das amostras de enterococos analisadas foi preparado em
gel de agarose de acordo com o protocolo descrito por KAUFMANN (1998), com
algumas modificacbes. Com a obtengdo das colbnias, apds crescimento por 24
horas em agar-sangue, foi preparada uma suspensdo bacteriana de
aproximadamente 10° UFC/mL para cada amostra. Essas suspensdes foram
acrescidas de 300 uL de tampao SE (75mM NaCl e 25 mM EDTA Na; [pH 7,5]) e
misturadas em igual volume de agarose de baixo ponto de fusdo a 2% (GIBCO BRL,
Nova lorque) em banho-maria a 56°C. A mistura foi colocada em um molde para
blocos de agarose de 100 pL (Bio-Rad, Califérnia). Apds a solidificacéo, os blocos
de agarose foram incubados sequencialmente nas seguintes solugbes e tempos
indicados: 1,5 mL de tampao de lise (Tris-HCI 6mM, EDTA 100 mM [pH7,5], NaCl
1M, Brij 58 0,5%, Deoxicolato de sédio 0,2%, Lauril sarcosina de sodio 0,5%),
contendo lisozina a 1800 pg/mL (Sigma, St. Louis) e lisostafina a 10 U/uL (Sigma, St.
Louis) em overnight a 37°C; 2 vezes 1,5 mL de tampao de protedlise com proteinase
K (GIBCO BRL, Nova lorque) a 50 mg/mL (EDTA 0,5M [pH 9,5], Lauril sarcosina de
sédio 1%), os quais foram misturados no momento do uso e, posteriormente,
incubados por 24 horas a 56°C; e 1,5 mL de tampao TE diluido (Tris (hidroximetil)
metilamina 10mM, EDTA Na,; 10mM [pH 7,5]) por 10 minutos a 4°C para inativar a
proteinase K. Apds as lavagens os blocos de agarose foram estocados a 4°C até

digestdo com enzima de restri¢ao.
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4.6.2 Digestao do DNA

Anteriormente a digestdo do DNA bacteriano com a enzima de restricdo, os
blocos de agarose foram cortados com bisturi esterilizado. Um tergo desses blocos
foram colocados em eppendorfs, devidamente numerados, contendo 98 uL de

tampao de reacao e incubados a 4°C por 30 minutos.

As reacbes foram realizadas com adicdo de 98 plL/isolado de solucéo,
contendo 10U da enzima de restricdo Smal, conforme indicado pelo fabricante
(GIBCO BRL, Nova lorque). A digestéo foi realizada durante 4 horas em banho-
maria a 30°C. Apds a digestdo, as amostras foram aplicadas no gel para a

realizacao da eletroforese em campo pulsado.
4.6.3 Eletroforese em campo pulsado (pulsed field gel eletrophoresis-PFGE)

Os blocos de DNA ja digeridos foram aplicados nos respectivos pogos do gel
de agarose a 1%. Um marcador de peso molecular de 50 a 1000 Kb (Sigma, St.
Louis) foi aplicado nas extremidades do gel. Os fragmentos da macrorrestricao
foram separados pelo sistema de eletroforese pulsada comercial (CHEF-DR®II; Bio-
Rad, Califérnia). A eletroforese foi realizada em tampao TBE 0,5x (TBE 10x foi
preparado com Tris 44,5 mM [pH 7,4], EDTA 0,1 mM e acido bérico 44,5mM) a
14°C. As condi¢bes da corrida do PFGE foram: pulso inicial de 5 e final de 35
segundos durante um periodo de 22 horas a 5,9 V/cm. Terminada a eletroforese, o
gel foi corado com uma solugdo aquosa de 1 pg/mL de brometo de etidio (GIBCO
BRL, Nova lorque). A descoloragao consistiu de 3 lavagens com agua destilada, de
30 em 30 minutos cada. As bandas de DNA foram visualizadas e fotografadas sob

luz ultravioleta (UV).

4.7. Tratamento de residuos e seguranga do trabalho

Procedimentos padronizados de seguranca foram utilizados em todas as
etapas experimentais e incluiram, fundamentalmente, uso de luva e avental. Todos
os materiais contaminados e/ou potencialmente tdxicos oriundos de residuos
quimicos ou de material bioldgico, gerados durante a execugao da pesquisa, foram

segregados, acondicionados e identificados segundo normas do Plano de
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Gerenciamento de Residuos implementado pela Resolugao COSAT 01/07 e também
em conformidade com a Resolugdo Normativa 02/97 da Comissao de Pesquisa e

Etica em Saude do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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5 RESULTADOS

Este estudo investigou a prevaléncia de espécies e os padrbes de resisténcia
a diferentes antimicrobianos entre 203 amostras de enterococos isoladas de diversos
materiais clinicos, provenientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA; n =
121) e do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do
Sul (HSL; n = 82), durante o periodo de dezembro/2006 a margo/2007.

Entre as amostras isoladas, 116 (57,1%) se originaram de pacientes
internados. Essa caracteristica foi verificada tanto no HCPA como no HSL (61,2% e
51,2% respectivamente), porém, no HSL, a quantidade de isolados de origem

ambulatorial e hospitalar foram semelhantes (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo de acordo com a origem dos enterococos nos hospitais
estudados.

Origem dos Instituigdo de satde’

enterococos HCPA (%) HSL (%) Total (%)
Pacientes Internados 74 (61,2) 42 (51,2) 116 (57,1)
Pacientes ambulatoriais 47 (38,8) 40 (48,8) 87 (42,9)
Total (%) 121 (100) 82 (100) 203 (100)

"HcrPA , Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HSL, Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

Entre os 116 enterococos obtidos de pacientes internados, foi verificada a
seguinte distribuicdo de acordo com a unidade de origem: 52 (44,8%) da clinica
meédica, 39 (33,6%) do bloco cirargico, 13 (11,2%) UTI adulto, 6 (5,2%)
UTI pediatrica, 3 (2,6%) pediatria e 3 (2,6%) clinica obstétrica. Observamos também
que no HSL a maioria dos isolados foi proveniente da clinica médica, enquanto que,
no HCPA o maior percentual de isolados foi a partir de pacientes provenientes do

bloco cirurgico (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuigdo dos enterococos por origem dos pacientes internados.

Instituicdo de saude’

Unidade

HCPA (%) HSL (%) Total (%)
Clinica médica 24 (32,4) 28 (66,7) 52 (44,8)
Bloco cirurgico 31 (41,9) 8 (19) 39 (33,6)
UTI adultos 9(12,2) 4 (9,5) 13 (11,2)
UTI pediatrica 5(6,8) 1(2,4) 6 (5,2)
Pediatria 3(4) 0 (0) 3(2,6)
Clinica obstétrica 2(2,7) 1(2,4) 3(2,6)
Total (%) 74 (100) 42 (100) 116 (100)

"HcPA , Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HSL, Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

O material clinico onde se isolou maior numero de enterococos em ambos 0s
hospitais foi a urina (64,5%), seguido de hemocultura, liquidos, secre¢cbes em geral e

material de bidpsia (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo de enterococos de acordo com o tipo de material clinico.

Instituicdo de satde’

Material Biologico

HCPA (%) HSL (%) Total (%)
Urina 71 (58,7) 60 (73,2) 131 (64,5)
Hemocultura 9(7,4) 1(13,4) 20 (9,8)
Liquidos 12 (9,9) 4 (4,9) 16 (7,9)
Secreg¢des em geral 11 (9,1) 3 (3,7) 14 (6,9)
Material de Biopsia 8 (6,6) 2(2,4) 10 (4,9)
Abcesso 6 (5,0) 1(1,2) 7 (3,5)
Ponta de cateter 3 (2,5) 1(1,2) 4 (2,0)
Escarro 1(0,8) 0 (0) 1(0,5)
Total (%) 121 (100) 82 (100) 203 (100)

" Hepa , Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HSL, Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

Foram identificadas as espécies das 203 amostras de enterococos através do
meétodo convencional, sendo que, em195 isolados (96,1%) obtivemos a identificagao
de espécies sem ocorréncia de reagdes atipicas. Em 8 isolados (3,9%), houve
divergéncias no teste de fermentagdo da lactose, sendo todos os outros testes

condizentes com a espécie E. faecalis.
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O E. faecalis foi a espécie com maior prevaléncia entre isolados do HCPA e
HSL, sendo encontrado em 190 amostras (93,6%), seguido de 9 E. faecium,

2 E. casseliflavus, 1 E. gallinarum e 1 E. hirae (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo das espécies de Enterococcus entre 203 isolados, segundo
um método manual convencional para identificacao.

Instituicao de saude

Espécie Total (%)
HCPA HSL
E. faecalis 112 78 190 (93,6)
E. faecium 6 3 9(4,4)
E. casseliflavus 2 0 2 (1,0)
E. gallinarum 0 1 1(0,5)
E. hirae 1 0 1(0,5)
Total 121 82 203 (100)

Em 80 amostras previamente identificadas a nivel de espécies pelo método de
convencional, foi empregado um método automatizado de identificagdo (VITEK 2,
BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca). Foi obtida uma concordancia entre os dois
métodos em 71 amostras (88,7%; k= 0,74). Em 9 amostras (11,3%) houve

discrepancia entre as identificacbes (Tabela 10).

Tabela 10. Discrepancias entre identificacdes de espécies de enterococos: sistema
VITEK 2 e método convencional.

NuUmero de Espécies identificadas
isolados Método de referéncia  Sistema VITEK 2
3 E. faecium E. faecalis, E. avium, E. gallinarum
2 E. faecalis E. gallinaram, E. durans
2 E. casseliflavus E. faecalis
1 E. gallinarum E. gallinarum-E. casseliflavus®
E. hirae E. gallinarum

=1 =

Identificagdo com baixa discriminagao

A identificacdo de E. faecalis demonstrou muito boa concordancia entre os
métodos analisados (k= 0,82). Considerando o método de FACKLAM e
COLLINS (1989) e FACKLAM et al. (2002) como método padréo, o E. faecalis foi
corretamente identificado pelo sistema VITEK 2 em 96,5% dos isolados. Em apenas
2 amostras houve discrepancia, sendo que, o sistema VITEK 2 identificou E.

gallinarum e E. durans.
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Para o E. faecium, 72,7% dos isolados foram corretamente identificados
(k=0,79); trés isolados foram classificados como: E. faecalis, E. avium e

E. gallinarum no sistema automatizado.

Quanto a identificagdo de espécies nao-E. faecalis e ndo-E. faecium, o
sistema VITEK 2 apresentou moderada concordancia de identificagdo com o método
de referéncia (k= 0,60). E. raffinosus foi a unica espécie onde houve total

concordancia entre os métodos (Tabela 11).

Tabela 11. Comparacédo entre a determinacdo de espécies de Enterococcus em
80 amostras previamente identificados pelo método convencional com o sistema
VITEK 2.

Numero de amostras identificadas

Espécie
Método convencional Sistema VITEK 2

E. faecalis 57 55
E. faecium 11 8
E. gallinarum 3 2
E. casseliflavus 4 2
E. hirae 3 2
E. raffinosus 2 2

Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

As taxas de resisténcia aos antimicrobianos testados contra as 203 amostras
pela técnica de disco-difusdo foram os seguintes: 2,5% a ampicilina, 0,5% a
vancomicina, 0,5% a teicoplanina, 33% ao cloranfenicol, 2% a nitrofurantoina, 62,1%
a eritromicina, 64,5% a tetraciclina, 24,6% a rifampicina, 30% a ciprofloxacino e

87,2% a quinupristina-dalfopristina. (Tabela 12).
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Tabela 12. Perfil de suscetibilidade de acordo com o método de disco-difusdo de 203 amostras de enterococos provenientes de

duas instituicdes de saude de Porto Alegre, RS.

Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente
n (%) n (%) n (%)

Ampicilina 198 (97,5) NA 5(2,5)
Estreptomicina (HLR-St)’ 130 (64) 0 (0) 73 (36)
Gentamicina (HLR-Ge)? 156 (76,8) 2(1) 45 (22,2)
Vancomicina 200 (98,5) 2(1) 1(0,5)
Teicoplanina 202 (99,5) 0 (0) 1(0,5)
Cloranfenicol 131 (64,5) 5(2,5) 67 (33)
Nitrofurantoina 195 (96) 4 (2) 4 (2)
Eritromicina 15 (7,4) 62 (30,5) 126 (62,1)
Tetraciclina 68 (33,5) 4 (2) 131 (64,5)
Rifampicina 71 (35) 82 (40,4) 50 (24,6)
Ciprofloxacino 114 (56,2) 28 (13,8) 61 (30)
Quinupristina-dalfopristina 12 (5,9) 14 (6,9) 177 (87,2)

' HLR-St: Resisténcia a niveis elevados de estreptomicina.
2 HLR-Ge: Resisténcia a niveis elevados de gentamicina.
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A prevaléncia das amostras resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos
(HLAR) foi de 36% para a estreptomicina e 22,2% para a gentamicina. Por sua vez a
presenca de resisténcia concomitante a ambos, estreptomicina
e gentamicina (HLR St/Ge), ocorreu em 21 isolados, representando 10,3% do total

de amostras estudadas.

Verificamos elevada resisténcia para determinados antimicrobianos,
principalmente para a eritromicina, tetraciclina e quinupristina-dalfopristina (Q/D)
(62,1%, 64,5% e 87,2%, respectivamente). Por outro lado, observamos maior
suscetibilidade a nitrofurantoina e uma resisténcia moderada a cloranfenicol,

rifampicina e ciprofloxacino (33%, 24,6% e 30%, respectivamente).

A Tabela 13 demonstra os perfis de susceptibilidade para cada hospital
estudado, de acordo com o teste de disco-difusdo. HLR-St no HCPA e HSL foi de
34,7% e 37,8% respectivamente e HLR-Ge em 17,4% e 29,3% respectivamente. A
concomitante resisténcia a estes dois antimicrobianos ocorreu em 8,3% e 13,4% dos
isolados obtidos do HCPA e HSL, respectivamente. O E. faecium apresentou uma
maior prevaléncia de HLR-St, 55,5% contra 35,3% dos E. faecalis. No entanto, para
a gentamicina, ambas as espécies, apresentaram perfil de resisténcia semelhantes,

22,2% e 21,6% respectivamente.

Em 85% das amostras que apresentavam HLAR, observamos ocorréncia de
resisténcia a pelo menos outros 4 antimicrobianos usados como opgao terapéutica.
Ainda, dentre as duas espécies mais prevalentemente isoladas, 52,6% dos E.

faecalis e 62,2% dos E. faecium eram resistentes a pelo menos 3 antimicrobianos.

Entre as 5 amostras resistentes a ampicilina, a maioria foi E. faecium
(4 isolados). O E. faecalis é intrinsecamente resistente a Q/D, sendo que este
resultado foi detectado em 91% das amostras. Para o E. faecium, foi observado uma

prevaléncia de resisténcia de 11,1% a Q/D.

Foi isolada uma amostra resistente a vancomicina e teicoplanina. Resisténcia
intemediaria a vancomicina foi observada em dois isolados identificados como

E. casseliflavus e E. gallinarum.
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Tabela 13. Perfil de suscetibilidade de acordo com o método de disco-difusdo de amostras de enterococos conforme cada

instituicado [HCPA (n = 121) e HSL (n = 82)].

Sensivel Intermediario Resistente

Antimicrobianos n (%) n (%) n (%)

HCPA' HSL? HCPA HSL HCPA HSL
Ampicilina 116 (95,8) 82 (100) NA NA 5(4,2) 0 (0)
Estreptomicina (HLR-St)* 79 (65,3) 51 (62,2) 0 (0) 0 (0) 42 (34,7) 31 (37,8)
Gentamicina (HLR-Ge)* 98 (81) 58 (70,7) 2 (1,6) 0 (0) 21 (17,4) 24 (29,3)
Vancomicina 119 (98,4) 81 (98,8) 1(0,8) 1(1,2) 1(0,8) 0 (0)
Teicoplanina 120 (99,2) 82 (100) 0 (0) 0 (0) 1(0,8) 0 (0)
Cloranfenicol 85 (70,2) 46 (56,1) 4 (3,3) 1(1,2) 32 (26,5) 35 (42,7)
Nitrofurantoina 117 (96,7) 78 (95,1) 3(2,5) 1(1,2) 1(0,8) 3(3,7)
Eritromicina 10 (8,3) 5(6,1) 42 (34,7) 0(24,4) 69 (57) 57 (69,5)
Tetraciclina 43 (35,5) 25 (30,5) 3(2,5) 1(1,2) 75 (62) 56 (68,3)
Rifampicina 40 (33) 31 (37,8) 49 (40,5) 33 (40,2) 32 (26,5) 18 (22)
Ciprofloxacino 73 (60,3) 41 (50) 16 (13,2) 12 (14,6) 32 (26,5) 29 (35,4)
Quinupristina-dalfopristina 8 (6,6) 4 (4,9) 9(7,4) 5(6,1) 104 (86) 73 (89)

" HCPA , Hospital de Clinicas de Porto Alegre
2 HSL, Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

3 HLR-St: Resisténcia a niveis elevados de estreptomicina.

* HLR-Ge: Resisténcia a niveis elevados de gentamicina.
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Teste de diluicao em agar

A suscetibilidade de enterococos a niveis elevados de aminoglicosideos e a
ampicilina foi também determinada pelo método de diluigdo em agar. Houve
excelente concordancia entre as taxas de resisténcia observadas nos métodos
estudados (k= 0,89) (Tabela 14).

Considerando o método de agar diluicdo como padrdo, a classificagao das
discrepancias foi definida em trés categorias: erro muito maior (very major error-
VME), suscetivel por disco-difusdo mas resistente por diluigdo em agar; erro maior
(major error - ME), resistente por disco-difusdo mas suscetivel por diluicdo em agar;
erro menor (minor error - MI), resisténcia intermediaria por disco-difusdo mas

resistente ou sensivel por diluigdo em agar.

A resisténcia a ampicilina por ambos os métodos avaliados foi idéntica (2,5%).
Foram observadas discrepancias entre os resultados dos testes com
HLR St (k= 0,86) e HLR-Ge (k= 0,87). Para a gentamicina foi observado VME em
um caso (1,3%) e MI em dois outros (2,6%). Com a estreptomicina observamos
discrepancias em 3 casos (6,2%), todos VME. Nao foi constatada ocorréncia de ME

para nenhum dos trés antimicrobianos testados.

Tabela 14. Comparagao dos resultados obtidos pelos métodos de disco-difusédo e
diluicdo em agar para detecgao de HLAR e ampicilina.

. C N° de amostras resistentes (%)
Agente Antimicrobiano
Disco difusao Diluicdo em agar
Ampicilina 10 pg 5 (2,5%) -
> 16 pg/mL - 5 (2,5%)
Estreptomicina 300 ug 73 (36%) -
> 2000 pg/mL - 76 (37,4%)
Gentamicina 120 pg 45 (22,2%) -
> 500 pg/mL - 48 (23,6%)

" Pontos de corte utilizados para determinagao da resisténcia pelo método de disco difuséo e diluicao
em agar, respectivamente: ampicilina: 2 177mm e < 16mm ou < 8ug/mL e = 16ug/mL; estreptomicina:
2 10mm e < 6mm ou < 2000pg/mL e > 2000pg/mL; gentamicina: 2 10mm e < 6mm ou < 500ug/mL e >
500upg/mL. (CLSI, 2007)
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A CIM aos aminoglicosideos foi determinada pelo teste de diluicdo em agar
(Tabela 15). Para a gentamicina observamos 155 amostras suscetiveis
(CIM = 500pg/mL), sendo que a grande maioria, 144 (92,9%) apresentaram
suscetibilidade a baixa concentracdo (CIM < 125ug/mL). Entre os 48 isolados com
altos niveis de resisténcia a gentamicina (CIM > 500 pg/mL), a maioria 41 (85,4%)

apresentaram CIM > 1000 ug/mL.

Com relagdo a estreptomicina em 86,6% dos isolados suscetiveis
(CIM =£2000pg/mL) a CIM foi < 500 pg/mL. Assim como verificado para a
gentamicina, houve uma menor incidéncia (10,2%) de enterococos que
apresentaram CIM na faixa (> 1000- < 2000 pg/mL) préxima ao limite de

sensibilidade indicado para o método.

Para os isolados com HLR a estreptomicina (CIM >2000 ug/mL), foi verificado
uma distribuicdo semelhante, 52,6% e 47,3%, entre as faixas de CIM > 2000-
3000 pg/mL e > 3000 pg/mL.

Tabela 15. Determinacédo da CIM para estreptomicina e gentamicina pelo método de
diluicdo em agar de 203 amostras de enterococos isoladas em dois hospitais de
Porto Alegre, RS.

Estreptomicina Gentamicina
CIM (png/mL) Categoria N° de CIM (pg/mL) Categoria N° de
interpretativa isolados interpretativa isolados
(%) (%)

<500 S 110 (86,6) <125 S 144(92,9)
>500-<1000 S 4 (3,2) >125-<250 S 4 (2,6)
>1000-=2000 S 13 (10,2) >250-<500 S 7 (4,5)
>2000-<3000 R 40 (52,6) >500-=1000 R 7 (14,6)
> 3000 R 36 (47,3) >1000 R 41 (85,4)
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Caracterizagcao dos perfis de fragmentagcido do DNA cromossémico por

eletroforese em campo pulsado (PFGE).

Para o estudo das relagdes clonais, foram avaliadas 35 amostras de
E. faecalis, sendo, 17 resistentes a altos niveis de gentamicina e estreptomicina
(HLR-Ge/St) concomitantemente e 18 resistentes a altos niveis de gentamicina.
Todas foram genotipadas por PFGE apés terem sido digeridas com a enzima de

restricdo Smal.

Entre as 17 amostras de E. faecalis com HLR-Ge/St, observamos perfil
genético idéntico em 8 amostras, por ndo apresentarem nenhuma diferenga visivel
entre as bandas (perfil A). Observamos também cinco amostras demonstrando
estreita similaridade nos perfis de PFGE com o grupo predominante A. Estas se
diferenciavam entre si e do grupo predominante em apenas duas bandas, sendo
entdo classificadas em subgrupos denominados A1, A2, A3, A4 e A5. As quatro
amostras restantes apresentaram perfis migratérios com mais de sete bandas
diferentes, sendo consideradas diferentes do clone padrdo e denominadas B, C, e D.

Duas amostras foram classificadas no grupo D (Figura 3 e Tabela 16).

-
-
-
-
-
-
-,

Figura 3. Perfil de macrorrestricdo de DNA por PFGE em amostras de Enterococcus
faecalis apresentando HLR-Ge/St. Amostras do HSL, linhas 1 a 4 (145, 154, 160,
162) e 6 a 8 (179, 184, 189). Linha 5, MPM — marcador de peso molecular. Amostras
do HCPA, linhas 9 e 10 (12 e 15).
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Tabela 16. Caracteristicas das amostras de Enterococcus faecalis resistentes a
niveis elevados de estreptomicina e gentamicina analisadas por eletroforese em
campo pulsado (PFGE).

Amostra Instituicdo® Data do Fonte HLR® PFGE
isolamento

6 HCPA Dez. 2006 Secrecao GE/ST A
9 HCPA Dez. 2006 Urina GE/ST B
12 HCPA Dez.2006 Urina GE/ST A
15 HCPA Dez. 2006 Urina GE/ST A
19 HCPA Dez. 2006 Urina GE/ST C
25 HCPA Jan. 2007 Urina GE/ST A1
104 HCPA Jan. 2007 Urina GE/ST D
142 HSL Dez. 2006 Urina GE/ST D
145 HSL Dez. 2006 Urina GE/ST A2
154 HSL Dez. 2006 Urina GE/ST A3
160 HSL Jan. 2007 Urina GE/ST A
162 HSL Jan. 2007 Urina GE/ST A
179 HSL Jan. 2007 Urina GE/ST A
184 HSL Jan. 2007 Urina GE/ST A4
189 HSL Fev. 2007 Urina GE/ST A5
191 HSL Fev. 2007 Sangue GE/ST A
203 HSL Fev. 2007 Urina GE/ST A

®Instituicao: HCPA, Hospital de Clinicas de Porto Alegre; HSL, Hospital Sdo Lucas da PUC-RS
*Resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos — GE, gentamicina; ST, estreptomicina.

Os perfis de fragmenagao do DNA cromossdmico entre as 18 amostras de
E. faecalis com HLR-Ge foram distribuidos em 10 diferentes grupos clonais
denominados de E até N pois apresentaram pouca ou nenhuma relagdo genética
entre si. Os grupos clonais, J, L e M foram compostos por trés amostras cada um, as
quais demonstraram perfis estreitamente ou possivelmente relacionados. Ainda, uma
amostra foi classificada como Asg, pois se diferenciava do grupo predominante A em
2 bandas (Figura 4 e Tabela 17).

A Unica amostra de enterococo identificada como resistente a vancomicina
(amostra 41) demonstrou perfil de fragmentagdo do DNA cromossémico diferente do

grupo clonal predominate A, sendo classificada como F.
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Figura 4. Perfil de macrorrestricdo de DNA por PFGE em amostras de Enterococcus
faecalis apresentando HLR-Ge. Linha 1, MPM — marcador de peso molecular. Linhas
2 a 10 (amostras 14, 41, 46, 50, 52, 57, 61, 72 e 85).

Tabela 17. Caracteristicas das amostras de Enterococcus faecalis resistentes a
niveis elevados de gentamicina analisadas por eletroforese em campo pulsado
(PFGE).

Amostra Instituicio® Data do Fonte HLR® PFGE
isolamento

14 HCPA Dez. 2006 Urina GE E
41 HCPA Jan. 2007 Lig.de ascite GE F
46 HCPA Jan. 2007 Urina GE G
50 HCPA Jan. 2007 Urina GE H
52 HCPA Jan. 2007 Urina GE H4
57 HCPA Jan. 2007 Urina GE I
61 HCPA Jan. 2007 Urina GE J
72 HCPA Jan. 2007 Secrecao GE K
85 HCPA Jan. 2007 Urina GE J
122 HSL Dez. 2006 Sangue GE L
124 HSL Dez. 2006 Sangue GE L
128 HSL Dez. 2006 Urina GE L
131 HSL Jan. 2007 Secrecao GE M
139 HSL Jan. 2007 Urina GE M;
159 HSL Jan. 2007 Urina GE M;
168 HSL Jan. 2007 Sangue GE J
170 HSL Jan. 2007 Urina GE N
177 HSL Jan. 2007 Urina GE As

®InstituicAo: HCPA, Hospital de Clinicas de Porto Alegre; HSL, Hospital Sdo Lucas da PUC-RS
*Resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos — GE, gentamicina.
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou a frequéncia das espécies, os padrbes de resisténcia
antimicrobiana e a distribuicdo clonal em isolados de enterococos obtidos em
amostras clinicas diversas provenientes de dois hospitais da cidade de Porto Alegre,

Brasil.

Os enterococos emergiram como um dos mais importantes patégenos
hospitalares do mundo, sendo que a freqiéncia de seu isolamento vem aumentando
desde a dultima década, tendo como agravante o surgimento de enterococos
resistentes a vancomicina (ERV) (d’AZEVEDO et al., 2006; HORNER et al., 2005;
ZARRILLI et al.,, 2005). Em nosso estudo os enterococos foram provenientes, na
maioria, de pacientes internados (57,1%). Concordando com outros relatos, no
HCPA a maior prevaléncia de amostras foi obtida de pacientes internados (61,2%),
ao contrario do HSL, onde encontramos elevada propor¢cdo de enterococos de
origem ambulatorial (48,2%). De um modo geral os enterococos estéo relacionados
com infeccdes em pacientes internados e principalmente naqueles que estado
recebendo terapia antibidtica ja algum tempo (CORVALIN, 2006; PANKEY, 2005).
Os principais reservatérios dos enterococos resistentes aos antimicrobianos de uso
no ambiente hospitalar, sdo os proprios pacientes, colonizados ou infectados, assim

como a equipe assistencial (NOSKIN et al.,1995).

Verificamos que a principal fonte de isolamento de enterococos foi a urina
(64,5%), seguida da hemocultura (9,8%). Semelhante ao observado em um estudo
realizado por QUINONES et al. (2005), com amostras clinicas de hospitais cubanos,
onde foi verificado que 34% eram provenientes de urina e 19% do sangue. Todos
estes dados evidenciam o papel preponderante dos enterococos como patdogeno
urinario. Resultados semelhantes ao nosso demonstrando isolados obtidos de
hemoculturas, secrec¢des e liquidos diversos também s&o citados em outros estudos
em diferentes areas (SHEPARD E GILMORE, 2002; HORNER et al., 2005).

A confirmagao dos isolados quanto ao género Enterococcus através de
hidrélise da bile-esculina, crescimento em caldo com NaCl 6,5%, coloracdo pelo
Gram e teste do PYR de um modo geral forneceram resultados rapidos e de facil

interpretacdo. E importante ressaltar que existem outros géneros de bactérias Gram-
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positivas e catalase negativa, ocasionalmente isolados de infecgbes humanas, que
podem ser confundidos com enterococos por crescer em NaCl 6,5% e hidrolisar a
bile-esculina e ainda apresentarem uma morfologia semelhante. Entre estes estao os
géneros Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Aerococcus (PALAVECINO et
al., 2001). Existem ainda espécies como o E. cecorum, E. columbae, E.
saccharolyticus que apresentam resultados negativos para o teste do PYR, porém,
este teste ainda é considerado util na identificagdo do género, visto que o isolamento
destas espécies a partir de amostras clinicas é bastante raro (’AZEVEDO et al.,
2006). O uso de métodos automatizados modernos além de efetuar os testes acima
para identificar o género enterococos, avalia também outros resultados tornando

menor a possibilidade de erros de identificacdo neste género.

De um modo geral, grande parte dos laboratérios de microbiologia clinica
realiza somente a identificagdo do género enterococos. No entanto a identificagao
das espécies também é fundamental para estabelecer a epidemiologia das infecgdes
por este microrganismo em determinadas areas bem como para o tratamento de
infeccbes ocasionadas principalmente por ERV. Ainda, a rapida elevagdao da
resisténcia antimicrobiana e a relagdo desta resisténcia com determinadas espécies
de enterococo, faz com que sua identificacdo seja fundamental para o controle de
infeccbes clinicamente importantes, como bacteremias e endocardite (KACMAZ e
AKSQY, 2005; QUINONES, et al., 2005).

Neste estudo, foram utilizados dois métodos para a identificagdo de espécies,
o primeiro deles compreendeu um esquema simplificado de provas manuais
convencionais (FACKLAM e COLLINS, 1989 ; FACKLAM et al., 2002), onde todas as
amostras foram testadas frente a diferentes substratos que incluiam diversos
carboidratos e aminoacidos, e outras provas como verificagdo da producido de
pigmento e motilidade. O segundo método de identificagdo consistiu do emprego do

sistema automatizado VITEK 2 (BioMérieux).

O meétodo convencional proporcionou a identificacao de
195 amostras (96,1%). Em 8 amostras (3,9%) o método manual ndo forneceu uma
identificacdo conclusiva, pois apesar da maioria das provas indicarem E. faecalis, a

nao fermentagcdo da lactose divergia dos demais. Estas amostras foram
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posteriormente submetidas a identificacdo pelo sistema automatizado, o qual em

todos os casos confirmou ser E. faecalis.

O E. faecalis foi a espécie mais freqlente (93,6%), em segundo lugar o
E. faecium com 4,4% dos isolados, seguido do E.casseliflavus (1%), E.gallinarum
(0,5%) e E. hirae (0,5%). Nossos resultados concordam com MUTNICK et al. (2003)
e KACMAZ e AKSQY (2005), onde E. faecalis € a espécie mais frequentemente
isolada (85-95%) seguido do E. faecium (5-10%) como as duas espécies mais
comumente identificadas em infecgdes humanas. AVALOS et al. (2006) estudando
249 isolados de cinco hospitais chilenos, identificou E. faecalis em 85,1%, E. faecium
9,6%, E. durans (3,2%), E. avium (1,2%) e E. rafinosus (0,8%). Existem ainda outros
estudos recentes que demonstram resultados semelhantes ao nosso (HORNER et
al., 2005; QUINONES et al., 2005; KACMAZ e AKSQY, 2005).

Segundo KONEMAN et al. (2001), a prevaléncia de E. faecalis como agente
etiologico de infecgdes enterocdocicas parece estar relacionado com um maior
potencial de viruléncia dos microrganismos desta espécie, em relagédo ao E. faecium,

espécie mais relacionada com resisténcia a antimicrobianos.

As espécies E. casseliflavus, E. gallinarum e E. hirae relatadas neste estudo,
porém com menor freqiéncia, também estao relacionadas com infecgdes em seres
humanos (HALLGREN et al., 2001; FURTADO, et al. 2005). Ainda é pouco
documentado os casos de infecgdes humanas causadas por espécies diferentes do
E. faecalis e E. faecium, porém os laboratorios de microbiologia clinica devem estar
sempre atualizados no reconhecimento de infeccbes com estes agentes etioldgicos
pouco comuns, pois, cada vez mais diferentes espécies de enterococos estdo sendo
isoladas na rotina laboratorial. Ainda, € de grande importancia a identificacdo de
espécies em cepas de ERV, uma vez que se deve fazer a diferenciacdo entre uma
cepa com importancia clinica daquela com resisténcia intrinseca a vancomicina
como é o caso do E. gallinarum e E. casseliflavus (BAZET et al., 2005; CLIMO et al.,
2003; PALAVECINO, 2001).

Atualmente existem métodos automatizados de diagndstico que s&o capazes
de identificar a maioria das espécies de enterococos, constituindo uma boa

altenativa para aqueles laboratérios com um alto volume de amostras e que podem
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absorver os custos (PALAVECINO, 2001). No entanto, os métodos convencionais
sdo de baixo custo e podem ser adaptados ao fluxo de trabalho de laboratérios
menores. Embora, conforme anteriormente comentado, a maioria dos laboratoérios
somente realiza a identificagdo do género em enterococos, porém o uso de poucos
testes bioquimicos convencionais poderia ser util na diferenciacdo das duas
espécies mais comuns. Conforme HALLGREN et al. (2001) a diferenciacdo destas
com as demais € relevante somente quando se tratar de uma cepa resistente a

vancomicina.

Considerando o método convencional de identificacdo de espécies como
padrao, a analise comparativa com a utilizagdo do sistema automatizado VITEK 2
apresentou boa concordancia (88,7%; k= 0,74). Resultado semelhante foi
demonstrado por GARCIA-GARROTE et al. (2000), com 87% de concordancia entre
o VITEK 2 e o método convencional proposto.

Foi possivel obter excelente concordancia na identificagdo de amostras de
E. faecalis (96,5%, k= 0,82), sendo que, as duas discrepancias ocorridas foram
relatadas como E. gallinarum e E. durans pelo método automatizado. Encontramos
menor concordancia com amostras de E. faecium (72,4%; k= 0,74). Estes dados sao
semelhantes ao de LIGOZZI et al. (2002) com 92,7% e 71,4% e também ao de
GARCIA-GARROTE et al. (2000) com 98,3% e 76,3% na comparagcéo de métodos
convencionais e automatizados para a identificacdo de E. faecalis e E. faecium,

respectivamente.

De um modo geral, os sistemas comerciais apresentam problemas para a
identificacdo de espécies diferentes do E. faecalis, sendo que, a identificacao
presuntiva de género, junto com a determinacdo da suscetibilidade tem sido
considerada suficiente na maioria dos laboratérios clinicos (’AZEVEDO et al., 2004;
WILSON et al., 2002). Falhas com o uso de sistemas automatizados muitas vezes
sdo ocasionadas por mudancas taxondmicas introduzidas constantemente no
género, principalmente envolvendo espécies diferentes do E. faecalis (FACKLAM et
al., 1999; LIGOZZI et al., 2002). Isso provavelmente reflete problemas com as
definicbes das novas espécies ou critérios disponiveis para identificacdo delas em

base de dados de uso automatizado.
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Neste estudo a identificacdo de espécies que ndo E. faecalis e E. faecium,
apresentou moderada concordancia entre os métodos testados (66, 7%; k = 0,60).
Dois E. casseliflavus foram identificados como E. faecalis, um E. hirae foi identificado
como E. gallinarum e um E. gallinarum foi relatado com baixa discriminagdo com o
E. casseliflavus. Neste caso, a realizacdo de testes manuais suplementares como a
verificagdo de motilidade e da produgdo de pigmento, pode diferenciar estas duas
espécies. Por sua vez, a distingdo do E. hirae e E. durans ndo apresentam testes
simples para discriminagao entre estas espécies (LIGOZZI et al., 2002; KOBAYASHI
et al., 2004).

As duas amostras de E. raffinosus testadas foram identificadas corretamente.
Até pouco tempo, esta espécie era incorretamente identificada, uma vez que o banco
de dados do sistema VITEK 2 ainda ndo englobava todas as informagdes a respeito
da mesma (GARCIA-GARROTE et al. 2000; WILSON et al., 2002).

Os resultados encontrados com a utilizagdo do VITEK 2 confirmam estudos
prévios informando que este sistema é de facil uso e também fornece resultados
rapidos de identificacdo, sendo a variacdo de tempo para identificacao neste estudo
de 2,75 a 8 horas. Também podemos afirmar que este sistema apresenta uma boa
performance na identificacdo de espécies de enterococos mais comumente isolados,
porém, ainda necessita de melhorias para a identificacdo de espécies menos
frequentes, concordando com estudos feitos por d’AZEVEDO et al. (2004) e
WILSON et al. (2002).

Trabalhando com amostras de enterococos, d’AZEVEDO et al. (2006) e
MERQUIOR et al. (1994), utilizaram ainda um método de analise do perfil de
proteinas totais, o qual é espécie especifica. Segundo estes autores, as amostras
que apresentam algum tipo de atipia fenotipica, seja por um método convencional ou
automatizado de identificacdo, podem ser corretamente classificadas quanto a

espécie através do seu perfil de proteinas totais.

A variabilidade genética e a multiplicagdo acelerada permitem que as
bactérias desenvolvam mutagcdes especificas para adaptarem-se a ambientes
diversos e desenvolverem resisténcia a multiplos antimicrobianos (LEME E

FERREIRA, 2001). Atualmente existem diversas publicagcbes avaliando a
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suscetibilidade antimicrobiana em enterococos, porém ainda € escasso O
conhecimento acerca de sua forma de disseminagao, epidemiologia e principalmente
sobre a maneira mais adequada da abordagem terapéutica em casos de infecgcbes
graves (AVALOS et al., 2006; CLIMO et al., 2003; CORVALIN, 2006; SARAIVA et al.,
1997).

Os enterococos séao intrinsecamente resistentes a grupos de agentes
antimicrobianos como cefalosporinas, aminoglicosideos (em baixas concentragdes),
clindamicina e cotrimoxazol (CLSI, 2007). Portanto estes agentes ndo devem ser
testados ou informados ao clinico porque podem aparecer suscetiveis in vitro sendo

clinicamente resistentes.

Avaliamos a suscetibilidade a diversos antimicrobianos, através das técnicas
de disco-difusdo e teste de diluichdo em agar conforme recomendado pelo
CLSI (2007).

Neste estudo, 97,5% das amostras estudadas foram suscetiveis a ampicilina.
AVALOS et al. (2006) encontraram resultado semelhante ao nosso, com 98,4%. De
acordo com QUINONES et al. (2005), a ampicilina é o antibiético de primeira escolha
para tratar de infecgcdes enterococicas urinarias. O autor também relatou em seu
estudo que todos os E. faecalis e somente 50% dos E. faecium isolados foram
suscetiveis a ampicilina. Em nosso estudo foram isolados 5 enterococos resistentes
a ampicilina, sendo 4 E. faecium e 1 E. faecalis. Similar as estes dados, KACMAZ e
AKSOY (2005) encontrou resisténcia de 75% em E. faecium e 17% em E. faecalis.
Segundo SHEPARD et al. (2002) e CETINKAYA et al. (2000), os E. faecium sao de 4
até 16 vezes mais resistentes a antibidticos beta-lactdmicos que os E. faecalis.
Outros estudos confirmam o E. faecium como tendo maior resisténcia aos
antimicrobianos do que o observado para o E. faecalis (AVALOS et al., 2006;
CETINKAYA et al., 2000; CHANG et al., 2007; DESHPANDE et al., 2007).

Ainda que a resisténcia a ampicilina possa ser mediada por agao de enzimas
beta-lactamases, e sendo este fenodtipico de resisténcia ndo detectado com o uso da
técnica de disco-difusdo, a ocorréncia de resisténcia por este mecanismo tem sido
pouco relatada (ASLANGUL et al., 2005; SHEPARD et al., 2002; HALLGREN et

al., 2001). A pesquisa de resisténcia em enterococos devido a produgdo da enzima
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beta-lactamase tem sido indicada apenas para materiais clinicos como sangue e

liquor.

A resisténcia a eritromicina e tetraciclina foi respectivamente de 62,1% e
64,5%. Tanto no HCPA como no HSL os valores encontrados para resisténcia a
estes dois antimicrobianos foram elevados o que torna estes antimicrobianos
inadequados para terapia empirica de infeccdes por enterococos. Valores elevados
de resisténcia a estes antimicrobianos ja foram descritos em outros estudos
realizados com amostras brasileiras (d’AZEVEDO et al., 2004; HORNER et al.,
2005). Ainda, QUINONES et al. (2005) além de identificar elevada resisténcia a
estes dois antimicrobianos, também nao encontrou o predominio de uma espécie
entre as duas mais frequentemente isoladas (E. faecalis e E. faecium), fato este

também confirmado em nosso estudo.

Outro antimicrobiano alternativo para tratamento de infec¢des por enterococos
€ o cloranfenicol, sendo que este apresentou resisténcia de 33%. Assim, também
nao é recomendado o tratamento de infecgcbes por enterococos sem antes conhecer
perfil de suscetibilidade a este antimicrobiano. Segundo DESHPANDE et al. (2007),
o cloranfenicol € um agente terapéutico ativo contra enterococos. Sua resisténcia se
deve a producdo bacteriana da enzima Cloranfenicol Acetil Transferase (CAT).
Atualmente existem poucos dados tratando da epidemiologia da resisténcia do ERV
ao cloranfenicol. Segundo GOULD et al. (2004), um aumento na prevaléncia da
resisténcia ao cloranfenicol em ERV pode limitar a sua utilidade futura como agente

para tratar de infecgdes por este tipo de bactéria.

A rifampicina de um modo geral ndo tem sido utilizada como droga de primeira
escolha para tratar infecgdes por enterococos, porém, ocasionalmente € utilizada em
associacdo com outros antimicrobianos como a vancomicina para o tratamento de
infeccbes graves como a endocardite, onde os germes sao multirresistentes e
sensiveis a rifampicina (LOMAR e DIAMENT, 1998). Neste estudo observamos,
24,6% de resisténcia a rifampicina, assim, este dado reforga a possibilidade de uso
da rifampicina como uma droga alternativa para tratar de infecgbes enterococicas

multirresistentes.
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Com a crescente limitagdo no numero de antimicrobianos para tratar de
infeccbes por enterococos resistentes a vancomicina, PANKEY et al. (2005)
realizaram um estudo para avaliar a ocorréncia de sinergia in vitro da associagao de
daptomicina com rifampicina contra E. faecium resistentes a linezolida e
vancomicina, uma vez que a daptomicina poderia facilitar a entrada da rifampicina na
célula bacteriana. Neste estudo os autores demonstraram a existéncia de sinergia in
vitro, entretanto a aplicabilidade deste mecanismo contra cepas de E. faecium ainda

necessita de um maior desenvolvimento.

Verificamos apenas 2% de resisténcia a nitrofurantoina neste estudo, o que
reforca a indicagdo de MURRAY (1990) para o tratamento e a profilaxia das
infeccdes por enterococos do trato urinario, uma vez que, a droga é excretada pelo
rim em concentragdes bastante elevadas. BEDENDO et al. (2003) encontrou 100%
de sensibilidade a nitrofurantoina em amostras de enterococos obtidas de um
hospital universitario no Parana. De um modo geral a literatura tem citado bons
resultados quanto a suscetibilidade da nitrofurantoina em amostras de enterococos
obtidas de urina (PAI .et al, 1998, QUINONES et al., 2005).

O ciprofloxacino é um antimicrobiano do grupo das fluoroquinolonas e sua
resisténcia bacteriana € devido a ocorréncia de mutagéo no gene gyrA, que codifica
a subunidade A da enzima DNA-girase (HALLGREN et al., 2001). Em nosso estudo,
observamos uma resisténcia de 30% ao ciprofloxacino, sendo que as espécies
E. faecalis e E. faecium apresentaram resultados similares quanto a resisténcia a
este antimicrobiano (29,5% e 33,3% respectivamente). Estes dados concordam com
estudos prévios, demonstrando perfis de suscetibilidade semelhante aos nossos
(KACMAZ e AKSQY, 2005; HALLGREN et al.,2001).

O crescente aumento da resisténcia no género enterococos, principalmente
em ambientes hospitalares, tem motivado a pesquisa de novos antimicrobianos.
Neste estudo, avaliamos a atividade in vitro da Quinupristina-Dalfopristina (Q/D)
(Synercid®). E obtivemos uma resisténcia a Q/D em 87,2% das amostras estudadas.
Uma analise por espécie, no entanto, mostrou que 11,1% dos E. faecium e 91% dos
E. faecalis foram resistentes a Q/D. E importante destacar que o E. faecalis é
intrinsecamente resistente a Q/D, entretanto este antibiotico tem sido usado com

bons resultados para tratar infec¢gdes ocasionadas pelo E. faecium, principalmente
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como uma opg¢ao ao uso de glicopeptideos (HALLGREN et al., 2001 e LINDEN et al.,
1997). No entanto, alguns estudos descrevem o surgimento de resisténcia crescente
nesta espécie (CHOW et al., 1997) sendo que HALLGREN et al. (2001) e MENDES
et al. (2002), encontraram 22% e 30% dos E. faecium resistentes a Q/D
respectivamente. Valores ainda maiores foram relatados por JONES et al. (1998)
onde 51% dos E. faecium eram resistentes, sendo que 30% demonstravam

resisténcia intermediaria.

Dados do programa SENTRY com amostras de ERV obtidas de diversos
centros localizados na América do Norte e na Europa em 2003, demonstraram
resisténcia em E. faecalis a Q/D em 98,2% das amostras norte-americanas e 100%
nas européias. Para o E. faecium a resisténcia a este antimicrobiano foi de 0,6% e
10% nestas regides respectivamente. Uma hipotese atribuida para a menor atividade
da Q/D em isolados da Europa tem sido o uso de outras estreptograminas
(pristinamicina e virginiamicina) na pratica humana e em ragbes como aditivo para
tratamento de animais (SMITH et al., 2003; DESHPANDE et al., 2007).

Os enterococos apresentam intrinsecamente baixo grau de resisténcia aos
aminoglicosideos devido a uma baixa permeabilidade celular ao antimicrobiano o
que faz com que os antimicrobianos desta classe nao apresentem atividade
bactericida contra amostras deste género quando utilizados isoladamente (SARAIVA
et al. 1997). A importancia da identificacdo de resisténcia a altos niveis de
aminoglicosideos (HLAR) esta focada principalmente na limitagdo em alcancgar
resultados de sinergismo na associacdo com antibidticos que agem na parede
celular bacteriana como beta-lactamicos e glicopeptideos. Sem a ocorréncia deste
efeito sinérgico, ndo ocorrera agao bactericida dificultando muito o combate de
infeccbes graves, como endocardite e bacteremias (SHEPARD et al.,, 2002;
ZARRILLI et al., 2005). Em nosso estudo, a deteccdo de HLAR através de dois
métodos de avaliagdo da suscetibilidade (agar-difusdo e diluicdo em agar)
apresentaram muito boa concordancia entre seus resultados (k= 0,89). Isto reafirma
o método de disco-difusdo, muito difundido entre laboratorios de microbiologia

clinica, como um método adequado para deteccao de HLAR.

Neste estudo, o teste de disco-difusdo para a deteccdo de HLR para

gentamicina apresentou 1,3% de erro muito maior (VME) e 2,6% de erro menor (Ml),
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quando comparado com agar diluigdo, sendo que estes valores estdo dentro dos
limites aceitaveis estabelecidos pelo CLSI (2003). No entanto a ocorréncia de erro
muito maior apresentou indice inaceitavel para a estreptomicina (VME= 6,35%).
Segundo SCHULZ & SAHM (1993) e QUINONES et al. (2005), falsa suscetibilidade
para a estreptomicina é um problema comumente encontrado, porém pode ser
contornado pelo prolongamento da incubagao para 48 horas antes da interpretagao,
0 que aumenta a deteccdo da resisténcia em alguns padrdoes de enterococos. Neste

estudo os resultados de HLAR foram analisados apenas em 24 horas de incubagéo.

Observamos em nosso estudo através dos resultados obtidos com o método
de disco-difusdo, 36% e 22,2% de HLR a estreptomicina e gentamicina,
respectivamente, sendo que 10,3% foram resistentes concomitantemente a estes
dois antimicrobianos. A resisténcia de alto nivel a estreptomicina pode ser devida
alteragao ribossémica ou devido a produgcédo de enzimas inativadoras (CETINKAYA
et al., 2000; ZARRILLI et al.,, 2005). Por sua vez, HLR a gentamicina &
predominantemente devido a producao de enzimas inativadoras, o que conferem
resisténcia concomitante a tobramicina, netilmicina, amikacina e kanamicina. Por
conseguinte, resisténcia a gentamicina € um bom preditor de resisténcia para outros
aminoglicosideos, com exceg¢ao da estreptomicina. O entendimento da ocorréncia
destes diferentes mecanismos de resisténcia, faz com que seja importante a
realizacdo do teste de sensibilidade para ambos os antimicrobianos (KACMAZ e
AKSOY, 2005; PALAVECINO et al., 2001; ZARRILLI et al., 2005).

Um dado interessante verificado em nosso estudo, foi que em 85% dos
isolados com HLAR ocorriam concomitantemente resisténcia a, no minimo, 4
antimicrobianos usados como alternativas terapéuticas para tratar de infecgbes por
enterococos. Essa elevada resisténcia a outras classes antimicrobianas restringe
ainda mais as opg¢des terapéuticas disponiveis em caso de infecgbes graves

ocasionadas por este microrganismo.

Estudos recentes demonstram prevaléncias de HLAR semelhantes ao nosso
(QUINONES et al., 2005; KACMAZ e AKSOY, 2005; AVALOS et al., 2006). A
crescente prevaléncia da resisténcia a estes antimicrobianos nos ultimos anos pode
ser explicada pela habilidade de disseminacédo de elementos genéticos (plasmideos

e transposons) codificando para enzimas modificadoras de aminoglicosideos, bem
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como também pela pressao seletiva que o uso de antimicrobianos exerce sobre a

populagao microbiana de cada instituicdo e de cada regiao geografica.

Foi possivel também verificar através do método de diluicdo em agar que a
maioria dos enterococos sensiveis aos aminoglicosideos nos dois hospitais
estudados apresentaram niveis de concentragdo inibitéria minima (CIM) muito
inferior ao limite de classificagdo para resisténcia a altos niveis (86,6% com
CIM < 500ug/mL para estreptomicina e 92,9% com CIM < 125ug/mL). Apenas uma
menor proporgdo de isolados apresentaram niveis de CIM préxima ao limite de
sensibilidade para ambos os aminoglicosideos (10,2% e 4,5% para estreptomicina e

gentamicina, respectivamente).

Com o desenvolvimento e transmissao entre os enterococos de altos niveis de
resisténcia para antibidticos beta-lactdmicos e aminoglicosideos, o uso de
glicopeptideos como vancomicina e teicoplanina para tratar infecgbes enterococicas
e outras infecgdes por bactérias Gram-positivas mais sérias aumentou
substancialmente (SHEPARD e GILMORE, 2002; CORVALIN, 2006). No entanto ao
longo do nosso estudo, encontramos apenas 1 amostra resistente a vancomicina e
teicoplanina, perfil este caracteristico do fenotipo de resisténcia VanA. Esta amostra
foi obtida do HCPA e foi posteriormente identificada como sendo E. faecalis por

testes manuais e automatizado.

Resultados do programa SENTRY de vigilancia, do periodo de 1997 a 1999,
mostram 2% de ERV na América latina (PFALLER et al., 1999). Dados do mesmo
programa, porém com um periodo de estudo estendido até 2002 confirmam este
aumento, onde a incidéncia de ERV foi de 3,3% (BIEDENBACH et al., 2004).

Existem diversos estudos que avaliando enterococos obtidos de diferentes
amostras clinicas apresentam valores baixos de ERV, porém, existe um consenso
quanto ao crescente numero de isolamentos de ERV em ambientes hospitalares
(KARMAKAR et al., 2004; CORVALIN, 2006; DESHPANDE et al., 2007; UDO et al.,
2002). Neste aspecto é importante diferenciar estudos que avaliam infec¢ao
daqueles que avaliam pacientes portadores de ERV. Em situa¢des de surto de ERV,
€ recomendada a pesquisa de portadores através do swab retal (FURTADO et al.,

2005). Nestes casos (avaliacdo de portadores) a prevaléncia de ERV tende a ser
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aumentada visto que se utilizam usualmente meios de cultura seletivos (que contém

vancomicina) que permitem uma melhor detec¢ao de ERV.

No caso do surto que iniciou em 2000 na cidade de Porto Alegre, onde mais
de dez hospitais relataram ERV para a divisdo de vigilancia sanitaria, a grande
maioria isolou bactérias em swab retal (dados da divisdo de Vigilancia Sanitaria de

Porto Alegre — nao relatados na literatura).

De toda forma, a ocorréncia de infecgdes bem como uma colonizagdo com
ERV s&o motivos de grande preocupagédo na area médica, uma vez que, passam a
existir poucas alternativas disponiveis de tratamento e geralmente tem como
agravante o fato da natureza destas infecgbes enterocdcicas ocorrerem muito

comumente entre pacientes de alto risco (DESHPANDE et al., 2007).

Algumas espécies como E. gallinarum e E. casseliflavus possuem resisténcia
intrinseca de baixo nivel para a vancomicina (CIM, 4 até 32 pg/mL) sendo
suscetiveis a teicoplanina (gen vanC). Nesta pesquisa, as duas amostras com
resisténcia intermediaria a vancomicina pertenciam a estas espécies. Conforme
PALAVECINO et al. (2001) e CETINKAYA et al. (2000) estas espécies nao tem tido
implicagdes em surtos epidémicos, sendo deste modo, de pouca importancia para o

controle de infecgdes intra-hospitalares.

Atualmente o uso de métodos moleculares para tipagem de enterococos tem
tido grande importancia na etiologia de infecgdes hospitalares, sendo também
fundamental para a implementagcado de medidas de controle (ZARRILI et al., 2005). A
macrorrestricido de DNA seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE) devido
a sua boa capacidade de discriminagao tem sido considerada como método padrao
para tipagem molecular de enterococos (BERTRAND, et al., 2000, TENOVER et al.,
1995; MORRISON et al., 1999). Entretanto a realizagdo da técnica consome tempo,
sendo também bastante laboriosa. Outros métodos como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) fornecem resultados em um curto periodo de tempo e com menor
custo, entretanto este método tem poder discriminatério inferior ao verificado pela
PFGE (PAPAPARASKEVAS et al., 2000; BEDENDO e PIGNATARI, 2000).

Em nosso estudo, a tipagem molecular por meio da PFGE demonstrou a

existéncia de um grupo clonal predominante (grupo A) entre as 17 amostras de
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E. faecalis que apresentavam HLR-Ge/St. Este grupo predominante foi composto de
oito amostras que apresentaram perfis de fragmentagdo cromossdmico idéntico
entre si, e também por cinco amostras altamente relacionadas (A1, A2, A3, A4 e A5),

uma vez que, diferenciaram-se em apenas duas bandas do perfil principal.

As amostras bacterianas classificadas dentre do grupo clonal
predominante (A) foram provenientes dos dois hospitais estudados e haviam sido
obtidas principalmente da urina durante um periodo de 3 meses, sugerindo
transmissao intra e inter-hospitalar de uma cepa apresentando caracteristicas que
proporcione nestas instituicbes de saude sua sobrevivéncia e disseminagao. No
levantamento realizado por MONDINO et al. (2003) com amostras obtidas de dois
hospitais localizados no estado do Rio de Janeiro, foram identificados trés grupos
clonais predominantes entre padrdes de E. faecalis, sendo eles identificados como
HLR-Ge, HLR-Ge/St e ainda um terceiro com HLR-St. Como verificado em nosso
estudo, estes grupos clonais foram isolados de diferentes hospitais, o que indica

também a ocorréncia de propagacao dentro e entre cada hospital.

Entre as 18 amostras de E. faecalis que apresentavam HLR-Ge, encontramos
moderada diversidade genética, o que ndo possibilitou a classificagdo de um clone
predominante neste grupo, uma vez que a maioria dos padrbes identificados
consistia em clones unicos com algumas excegdes. Os padrdes J, L e M
predominaram, sendo cada um deles isolados em trés diferentes pacientes. Seria
necessario um acompanhamento futuro destes padrbes para sabermos se o
crescente aumento da resisténcia aos antimicrobianos no género enterococos, fato
este também evidenciado em nosso trabalho, estaria selecionando um destes clones
como predominante nos hospitais estudados. Nosso resultado difere do estudo
realizado por d’AZEVEDO et al (2006) onde, avaliando amostras de diferentes
hospitais de Porto Alegre, incluindo o HCPA, encontraram a presenga de um clone
predominante de E. faecalis com HLR-Ge a partir de diferentes amostras clinicas.
Outros autores também encontraram essa disseminacao clonal em seus estudos
(MONDINO et al, 2003; VAN DEN BRAAK et al., 1999; WENDELBO et al., 2003).
Porém, existem estudos que ndo demonstraram evidéncias da predominancia de um
unico clone em E. faecalis com HLR-Ge (ZARRILI et al., 2005; UDO et al., 2004,
ZHANG et al, 2006;).
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A possibilidade do encontro de apenas um clone predominante &€ maior
quando avaliamos amostras obtidas durante periodos de surtos. Neste estudo nao
foi avaliada a prevaléncia de enterococos fora do periodo de coleta das amostras,
portanto ndo é possivel afirmar, nem descartar, que havia aumento de prevaléncia
(surto) de enterococos nos hospitais estudados. Também ¢€ interessante especular
que, talvez, o fato de ndo encontrarmos um clone de E. faecalis com HLR-Ge possa
ser devido a ocorréncia de eventos genéticos sobre os padrdes de PFGE como a
criacdo ou perda de um sitio de restricdo, assim como a inser¢gao ou delecdo de
fragmentos de DNA, o que podem alterar de maneira significativa padrdes
bacterianos, porém, isso € menos frequente quando se analisa amostras isoladas

em curto periodo de tempo e de fontes comuns de isolamento.

A unica amostra de enterococos identificada como resistente a vancomicina
em nosso estudo (amostra 41 do HCPA) apresentou perfil de fragmentagdo do DNA
cromossOmico diferente dos grupos clonais identificados neste estudo, inclusive do
grupo clonal predominante A. Esta porém apresentou perfil genético idéntico ao
clone de ERYV identificado por SANDRI (2004) em amostras do HSL. Através desta
observagao, poderiamos inferir que, pelo menos nos dois hospitais estudados, o
isolamento do clone predominante A em E. faecalis com HLR-Ge/ST nao estaria

relacionado com a selecao de cepas de E. faecalis resistente a vancomicina.

A introducédo de medidas de controle da transmissao de genes de resisténcia
e disseminagdo clonal é fundamental para o controle epidemioldgico, visto que, a
emergéncia de cepas com resisténcia a multiplos antimicrobianos € um grave
problema nas instituicbes de saude, especialmente pela possibilidade de
disseminacdo a partir de portadores saudaveis e pela escassez de opgdes
terapéuticas eficazes. O monitoramento periédico nos hospitais é imprescindivel
para o controle e prevencdo da emergéncia de surtos epidémicos ou situagdes

endémicas.
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Os enterococos foram isolados principalmente a partir de pacientes internados
(57,1%), sendo o HCPA a instituicdo de saude com maior prevaléncia
(61,2%), e tendo o HSL uma elevada proporgao de enterococos de origem
ambulatorial (48,2%).

A principal fonte de isolamento de enterococos foi a urina (64,5%) e em

menores proporg¢des a hemocultura (9,8%), liquidos diversos (7,9%) e outros.

O E. faecalis foi a espécie mais frequente (93,6%), seguido por E. faecium
(4,4%), E. casseliflavus (1%), E. gallinarum (0,5%) e E. hirae (0,5%).

A utilizacao do sistema VITEK 2 comparado com o método convencional para
identificacdo de espécies de enterococos apresentou muito boa concordancia
com amostras de E. faecalis (k= 0,82); boa concordancia para E. faecium
(k =0,79) e moderada concordancia para as espécies nao-E.faecalis e ndo-
E.faecium (k= 0,60).

A identificacdo das espécies de enterococos mais frequentes e também de
maior importancia clinica (E. faecalis e E. faecium) poderia ser realizada
utilizando poucas provas bioquimicas e fisiolégicas manuais por laboratorios

qgue nao dispdem de um sistema automatizado.

Na avaliagao da suscetibilidade antimicrobiana encontramos baixa resisténcia
a ampicilina (2,5%), vancomicina (0,5%) e teicoplanina (0,5%). Moderados
valores a HLR-Ge (22,2%), HLR-St (36%) e HLR-Ge/St (10,3%).

A suscetibilidade a antimicrobianos alternativos para tratamento de infeccdes
por enterococos demonstrou elevada resisténcia a eritromicina (62,1%) e
tetraciclina (64,5%); moderada resisténcia ao cloranfenicol (33%), rifampicina

(24,6%) e ciprofloxacino (30%) e baixa resisténcia a nitrofurantoina (2%).

A resisténcia a quinupristina-dalfopristina (Q/D) foi de 11,1% nos E. faecium.



Conclusbes

e

S

X/

A detecgdo de HLR aos aminoglicosideos e ampicilina pelos métodos de
disco-difusdo e diluigho em &gar demonstraram muito boa
concordancia (k= 0,89). Apenas para a estreptomicina observamos a

ocorréncia de erros fora dos valores de referéncia.

A tipagem molecular por PFGE evidenciou a existéncia de um clone
predominante em amostras de E. faecalis com HLR-Ge/St, sugerindo

disseminacao intra e inter-hospitalar deste clone.

A tipagem molecular de amostras de E. faecalis com HLR-Ge indicou que ndo

havia um clone predominante.

A tipagem molecular do E. faecalis resistente a vancomicina identificado em
nosso estudo foi altamente relacionada com o clone de ERV isolado no HSL
no ano de 2000. Porém, ela ndo é relacionada geneticamente com o clone

predominante de E. faecalis HLR-Ge/St deste estudo.
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Anexo 3

Ficha a ser preenchida pelo hospital de origem da amostra.

Identificacdo de Enterococcus spp

Pesquisador responsavel: Eduardo André Bender

HOSPITAL: N° no hospital:

Referéncia do paciente:
[ ] Ambulatorial

[ ] Internado. Unidade de internacéo:

() Clinica médica () Bloco Cirurgico ( ) UTI pediatrica
( ) UTI adultos () Clinica obstétrica ( ) Pediatria
() Outra:

Sexo: O feminino O masculino Idade:

Tipo de material clinico:

( ) Secregoes em geral ( ) Ponta de cateter
() Urina () Bidpsia

( ) Hemocultura () Abcesso

( ) Liquidos () LCR

( ) Escarro () LBA

( ) Outro:

Espécie do enterococo identificado:

Data do exame:

Observacoes:
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Anexo 4

Anexo 4:

Ficha a ser preenchida pelo pesquisador no recebimento da amostra:

Origem: N° no hospital: N° Pesquisa:
Data do exame: Data de recebimento:
Espécie identificada: Material clinico:

Unidade de internacao:

TESTES FENOTIPICOS

Data de realizagao:

Agente Halo Interpretagao CIM

Ampicilina 10ug

Estreptomicina 300ug

Gentamicina 120ug

Vancomicina 30ug

Teicoplanina 30ug

Cloranfenicol 30ug

Nitrofurantoina 300 ug

Eritromicina 15ug

Tetraciclina 30ug

Rifampicina 5ug

Ciprofloxacino 5ug

Quinupristina-

Dalfopristina 15ug
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