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RESUMO

O género Enterococcus sp. é reconhecido por pertencer a microbiota intestinal normal de
seres humanos, estabelecendo uma relacdo comensal estavel na maior parte dos casos.
Entretanto, essa relacdo equilibrada pode ser alterada, substituindo o papel benéfico desses
micro-organismos para patdgenos oportunistas. Dessa forma, os enterococos estdo fortemente
associados as infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), causando graves problemas
em pacientes imunossuprimidos, hospitalizados, com dispositivos médicos invasivos ou sob
terapia com mudltiplos antimicrobianos. Dentro do género, Enterococcus faecalis é
considerado uma das principais causas de IRAS, sendo principalmente associado as infecces
do trato urinario. Tais infec¢bes tornam-se clinicamente importantes, uma vez que os isolados
frequentemente possuem multiplos genes de resisténcia a antimicrobianos, o que diminui as
opcOes terapéuticas disponiveis. O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos e detectar genes de resisténcia em E. faecalis isolados de
amostras de urina de pacientes de um hospital geral de Porto Alegre. Um total de 51 cepas de
E. faecalis foram selecionadas e submetidas a técnica de disco-difusdo frente a treze
antimicrobianos e a testes de concentragdo inibitéria minima (CIM). Os resultados obtidos
foram avaliados conforme as normativas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(2016). A presenca dos genes de resisténcia a tetraciclina (tet(M), tet(L), tet(S)), eritromicina
(ermB, msrC) e aos aminoglicosideos (aac(6’)-le-aph(2°’)-1a) foi detectada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). As bactérias selecionadas apresentaram perfil de resisténcia aos
aminoglicosideos, anfenicéis, B-lactdmicos, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos e as
oxazolidinonas pelo teste de disco-difusdo, mostrando um perfil de mdltipla resisténcia em
58,8% das cepas. Em relacdo aos genes de resisténcia, 64,7% dos isolados apresentaram
resultados positivos para a PCR para pelo menos um dos genes testados. Os resultados
demonstram que as cepas de E. faecalis isoladas de amostras de urina de pacientes
apresentavam resisténcia aos antimicrobianos comumente empregados na clinica medica, o

que pode interferir diretamente na escolha da terapia para essas infecgdes.

Palavras-Chave: enterococos; resisténcia; antimicrobianos; gene de resisténcia; infeccbes do

trato urindrio;



ABSTRACT

The genus Enterococcus sp. is recognized as belonging to the normal intestinal microbiota of
humans, with a stable commensal relationship in most cases. However, this balanced
relationship can be altered by replacing the beneficial role of these microorganisms for
opportunistic pathogens. Thus, enterococci are strongly associated with healthcare associated
infections (HAI), causing severe problems in immunosuppressed patients, hospitalized
patients, patients with invasive medical devices or under therapy with multiple antimicrobials.
Within the genus, Enterococcus faecalis is considered one of the main causes of HAI, being
mainly associated urinary tract infections. Such infections become clinically important as
isolates often have multiple antimicrobial resistance genes, which decreases the available
treatment options progressively. The present study aimed to evaluate the antimicrobial
susceptibility profile and to detect resistance genes in E. faecalis isolated from urine samples
from patients of a general hospital in Porto Alegre. A total of 51 strains of E. faecalis were
selected and submitted to the disc-diffusion technique against thirteen antimicrobials and
minimum inhibitory concentration (MIC) tests. The results were evaluated according to the
standards of the Clinical and Laboratory Standards Institute (2016). The presence of
tetracycline (tet(M), tet(L), tet(S)), erythromycin (ermB, msrC) and the aminoglycosides (aac-
(6")-le-aph (27) - 1a) resistance genes was detected by the reaction in polymerase chain
reaction (PCR). The selected bacteria showed a resistance profile to aminoglycosides,
phenicols, B-lactams, quinolones, tetracyclines, macrolides and oxazolidinones by the disc
diffusion test, showing a multiple resistance profile in 58.8% of the strains. Regarding the
resistance genes, 64.7% of the isolates presented PCR positive results for at least one of the
genes tested. The results demonstrate that strains of E. faecalis isolated from urine samples
from patients showed resistance to antimicrobials commonly used in the medical clinic, which

may directly interfere with the therapy of choice for these infections.

Key Words: enterococci; resistance; antimicrobials; resistance gene; urinary tract infections.
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1 INTRODUCAO

1.1. O género Enterococcus sp.

Os enterococos foram primeiramente conhecidos em 1899 por Thiercelin, que
destacou em seu estudo bactérias Gram-positivas de origem intestinal, capazes de causar
infeccdes em humanos (Thiercelin & Jouhaud, 1899). Inicialmente, devido as semelhancas, 0s
enterococos foram agrupados com o género Streptococcus, pertencendo ao grupo soroldgico
D de Lancefield, sendo diferenciados em um subgrupo devido a uma série de caracteristicas
bioquimicas distintas (Sherman, 1937). Em 1984, através de técnicas de hibridizacdo de
DNA-DNA e o sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomal (rRNA), Schleifer e
Kilpper-Balz determinaram que as espécies Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis
eram distantemente relacionadas ao restante do género Streptococcus, propondo a
reclassificacdo em um novo género, denominado Enterococcus sp. (Schleifer & Kilpper-Balz,
1984). Atualmente, mais de 50 espécies foram classificadas nesse género, com base em
evidencias filogenéticas, sequenciamento do gene 16S rRNA e estudos de hibridizacdo DNA-
DNA (Foulquié Moreno et al., 2006; Parte, 2014).

O género Enterococcus sp. compreende bactérias Gram-positivas, anaerébicas
facultativas, ndo formadoras de esporos, oxidase e catalase negativas, que sdo pertencentes ao
grupo de bactérias acido-laticas (LAB). Possuem microscopicamente formato celular ovoide e
podem se apresentar em cadeias curtas, pares ou em células Unicas (Murray et al., 1990;
Foulquié Moreno et al., 2006). Os enterococos também resistem particularmente a uma ampla
faixa de condicGes e, por isso, crescem em temperaturas que variam entre 10°C e 45°C, tendo
um crescimento 6timo em 35°C, podendo ainda tolerar por 30 minutos a uma temperatura de
60°C (Lebreton et al. 2014; Foulquié Moreno et al., 2006). Tipicamente, podem se
desenvolver em meio de cultivo contendo 6,5% de cloreto de sodio (NaCl) e hidrolisar L-
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) e esculina na presencga de 40% de sais biliares (Lebreton et
al. 2014). Além disso, crescem em uma ampla variedade de pH (entre 4,6 e 9,9), sendo seu
crescimento o6timo em 7,5 (Fisher & Phillips, 2009). O isolamento desses micro-organismos
pode ser realizado a partir do cultivo em agar Mueller-Hinton (MH), Brain Heart Infusion
(BHI) ou em meios enriquecidos como o agar azida ou &gar sangue, apresentando-se nesse

ultimo como gama-hemolitico na maior parte dos casos (ANVISA, 2014).



11

A distribuicdo dos enterococos pela natureza é variada, estando presentes
principalmente na microbiota de humanos e animais vertebrados e invertebrados. Por serem
capazes de sobreviver em diversas condic¢des, podem ser isolados a partir do solo, da agua e
de uma variedade de alimentos, especialmente os de origem animal (Fisher & Phillips, 2009;
Klein, 2003). Como os enterococos possuem um habitat preferencialmente intestinal, esses
micro-organismos sdo também utilizados como indicadores de contaminagdo fecal em
alimentos e na agua, auxiliando na avaliacdo das condi¢des sanitarias dessas fontes (Werner,
2013).

Em humanos, os enterococos sdo bactérias comensais que habitam principalmente o
trato intestinal, ainda que em minoria (em torno de 10° a 10° UFC por grama de fezes), sendo
as espécies E. faecalis e E. faecium as mais frequentemente encontradas (Tannock & Cook,
2002; Klein, 2003). Além disso, os enterococos sdo ocasionalmente encontrados na cavidade
oral, canal vaginal e na superficie da pele. Por pertencerem a microbiota normal, sdo capazes
de coexistir com o hospedeiro mesmo na presenca dos sistemas de defesa dos ambientes onde
estdo presentes (Patel, 2004; Jett et al., 1994; Van Tyne & Lebreton et al., 2014). Por essa
razdo, sdo utilizados muitas vezes como probidticos de forma segura. Entretanto, em certas
situacOes, essa relacdo estdvel de comensalismo pode ser interrompida, alterando o papel
desses micro-organismos para patégenos oportunistas capazes de causar infecgdes mais sérias,
as quais podem ser adquiridas também da prépria microbiota do paciente (Tannock & Cook,
2002; Koch et al., 2004).

Tal desequilibrio pode ser originado pela imunossupressdo, a qual aumenta a
patogenicidade desses micro-organismos, e pelo uso de mdltiplos antimicrobianos, que
favorece a disseminacdo de genes de resisténcia entre 0s enterococos e aumenta a presséo
seletiva (Arias & Murray, 2012; Garsin et al., 2014). Além disso, alguns fatores que
contribuem para a permanéncia dessas bactérias como patdgenos oportunistas incluem o
avanco da medicina atual, que tornou mais frequente o uso de terapias invasivas, e 0 aumento
do uso de antimicrobianos de amplo espectro (Higuita & Huycke, 2014). Dessa forma,
guando assumem o papel de patdgenos, 0s enterococos expressam uma série de genes de
viruléncia que permitem a invasdo e aderéncia tecidual, a modulagdo do sistema imune e
danos atraves da liberacdo de bacteriocinas, os quais favorecem a sua permanéncia em sitios
alternativos aos de colonizacao habitual (Jett, et al. 1994).

Os enterococos estdo associados as infeccBes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) e, por isso, a disseminagdo desses micro-organismos também pode ocorrer de forma

exogena. A transmissdo entre pacientes ocorre principalmente através das maos de
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profissionais da saude e dos proprios ambientes hospitalares, assim como demonstrado na
figura 1. Essa propagacdo € favorecida devido a capacidade destas bactérias de sobreviverem
em diversas superficies e em equipamentos medicos, além de possuirem tolerancia ao calor,

cloro e a algumas solug¢bes com alcool (Fisher & Phillips, 2009; Arias & Murray, 2012).
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Figura 1: Principais formas de transmissdo de enterococos no ambiente hospitalar, demonstrando a forma de

disseminacdo de infeccBes relacionadas a assisténcia a satde (imagem adaptada de Arias & Murray, 2012).

Desta forma, as infeccbes por enterococos ocorrem com maior frequéncia em
pacientes hospitalizados por longos periodos, imunossuprimidos (principalmente em pacientes
oncoldgicos ou transplantados), com insuficiéncia renal, com uso de dispositivos médicos
invasivos (como cateteres urinarios ou venoso central) ou que recebem terapia com maultiplos
agentes antimicrobianos (como cefalosporinas, aminoglicosideos, fluoroguinolonas ou
glicopeptideos) (Malani et al., 2002; Patel, 2004).

As infecgGes mais comumente associadas aos enterococos incluem as infecgdes do
trato urinario (ITUs), infeccOes intra-abdominais e pélvicas, endocardites, meningites,
bacteremias e septicemia (Koch et al. 2004; Sood et al. 2008). A espécie E. faecalis é

responsavel pela maior parte das infecgdes em humanos (em torno de 80 a 90% dos casos),
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seguida por E. faecium (menos de 10%). Outras espécies como Enterococcus durans,
Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
hirae, Enterococcus mundtii e Enterococcus raffinosus sdo responsaveis por infeccoes
clinicas de menor importancia (Malani et al. 2002).

O diagnostico de infeccdo por enterococos é realizado através do isolamento e do
cultivo desse micro-organismo a partir de amostras como urina, sangue, liquido intra-

abdominal e pélvico ou liquido cefalorraquidiano (Patel, 2004).

1.2. Resisténcia a antimicrobianos

Os enterococos sdo reconhecidos como um dos principais agentes de infeccBes
hospitalares, sendo de particular importdncia sua emergéncia como patdgenos
multirresistentes a diversos antimicrobianos, acometendo principalmente pacientes
imunocomprometidos ou gravemente doentes em hospitais (Garrido et al., 2014). Devido a
sua capacidade de colonizar e permanecer por longos periodos no trato gastrointestinal de
pacientes hospitalizados, os enterococos servem de reservatorio para transmissdo e dispersdo
de genes de resisténcia, 0 que torna o tratamento clinico cada vez mais desafiador (Arias et
al., 2010; Van Tyne & Gilmore, 2014).

Enterococcus faecalis e E. faecium surgiram como uma das principais causas de IRAS
de forma simultanea ao aparecimento de cepas resistentes a maior parte dos antimicrobianos
utilizados na rotina clinica (Sherpard & Gilmore, 2002). De maneira geral, 0s enterococos
exibem diversos mecanismos distintos para resisténcia a maior parte dos antimicrobianos
utilizados na area clinica, podendo ser intrinsecos ou adquiridos (Werner et al., 2013; Garrido
et al., 2014). N&o raro, esses micro-organismos exibem resisténcia in vitro a trés ou mais
antimicrobianos de classes distintas, o que os classifica como multidroga resistentes
(Magiorakos et al., 2012).

Caracteristicamente resistentes a diversos antimicrobianos de forma intrinseca, 0s
enterococos apresentam menor suscetibilidade a cefalosporinas, oxacilina, clindamicina, -
lactdmicos, trimetropim-sulfometoxazol e a baixas concentracdes de aminoglicosideos
(Sherpard & Gilmore, 2002). Enterococcus faecalis € também intrinsecamente resistente a
quinupristina e dalfopristina (Hollenbeck & Rice, 2012). A resisténcia intrinseca é mediada

por genes cromossomais, tipicamente nado transferiveis (Huycke et al., 1998).
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Além disso, 0s enterococos possuem capacidade surpreendente de adquirirem
resisténcia, seja pela aquisicdo de genes provindos de outros micro-organismos resistentes de
forma horizontal, ou a partir de mutacdes geneticas esporadicas. Tanto a resisténcia intrinseca
quanto a adquirida contribuem de forma significativa na sobrevivéncia e proliferacdo dessas
bactérias no hospedeiro (Patel, 2004).

Esse género bacteriano normalmente exibe baixa suscetibilidade aos B-lactamicos,
como a penicilina, ampicilina, piperacilina e imipenem, 0s quais exercem efeito
bacteriostatico (Garrido et al., 2014). As cefalosporinas, por exemplo, ndo sdo clinicamente
Uteis no tratamento contra enterococos, sendo também consideradas fatores de risco para
infecgBes por enterococos resistentes & vancomicina (Paterson, 2004). A resisténcia a
ampicilina, contudo, é mais rara em E. faecalis e ocorre na maior parte das vezes (90%) em
cepas de E. faecium isoladas de IRAS (Arias & Murray, 2012). O mecanismo de resisténcia
aos B-lactdmicos em enterococos estd majoritariamente associado a producdo de proteinas de
ligagéo a penicilinas (PBP) de baixa afinidade. A quantidade de PBP5, uma das variantes de
PBPs produzidas por enterococos, é diretamente proporcional ao nivel de resisténcia e a
concentracdo inibitoria minima (CIM) para esta classe de antimicrobianos, uma vez que essa
variante possui baixa afinidade com [B-lactamicos impedindo sua acdo na parede celular
(Fontana et al., 1996). Por outro lado, a producdo de enzimas P-lactamases, mecanismo
comum em diversos outros micro-organismos, € raramente observada em espécies de
Enterococcus sp. Ao contrario das PBPs, a produgdo de B-lactamases é constitutiva, e 0s
genes codificantes podem ser encontrados tanto em plasmideos, quanto em cromossomos
(Murray, 1992).

Todos 0s enterococos apresentam uma resisténcia moderada aos aminoglicosideos
devido ao seu metabolismo anaerdbico facultativo, o qual restringe a absorcdo desses
antimicrobianos, uma vez que essa absorcdo depende de energia oxidativa gerada na
membrana celular (Leclercq et al., 1992; Chow, 2000). Por isso, para alcancar um efeito
bactericida eficaz, os aminoglicosideos como a gentamicina e a estreptomicina sdo
normalmente associados aos B-lactamicos (como a ampicilina) ou aos glicopeptideos (como a
vancomicina). A associagdo desses antimicrobianos produz um efeito sinérgico, pois os [-
lactdmicos interferem na formacdo da parede celular bacteriana facilitando a entrada de
aminoglicosideos, 0 que permite seu efeito bactericida de inibicdo de sintese de proteinas
(Arias & Murray, 2008).

Entretanto, esse efeito sinérgico pode ser anulado quando ha a presenca de genes

adquiridos que codificam enzimas modificadoras de aminoglicosideos, responsaveis por
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conferir alta resisténcia a essa classe de antimicrobianos (Chow, 2000). Tais enzimas
catalisam modificagdes covalentes em grupos amino e hidroxila na molécula, diminuindo a
sua afinidade por ribossomos e, como consequéncia, aumentam o nivel de resisténcia
(Mingeot-Leclercq et al., 1999). Assim, essas enzimas sdo nomeadas de acordo com o sitio
modificado na estrutura quimica do antimicrobiano (fosfotransferases, nucleotidiltransferases
e acetiltransferases) (Leclercq et al., 1992). O gene aac(6’)-le-aph(2’’)-la, que codifica a
enzima modificadora de aminoglicosideos AAC(6°)-APH(2°’), é clinicamente um dos mais
importantes, uma vez que confere resisténcia a todos os aminoglicosideos clinicamente
utilizados (incluindo a gentamicina), exceto a estreptomicina (Chow, 2000).

As fluoroquinolonas sdo agentes antibacterianos sintéticos, que possuem grande
espectro de acdo. Como resultado, antimicrobianos como ciprofloxacino e norfloxacino,
podem ser utilizados para tratar diversas infec¢bes, sendo escolhidos também para o
tratamento de ITUs (Naher, 1996). Entretanto, em enterococos, as quinolonas mostram de
baixa a moderada atividade em consequéncia ao aumento do uso desses farmacos na rotina
clinica, o que elevou o nimero de isolados resistentes (Yasufuku et al., 2011; Garrido et al.,
2014). O mecanismo de resisténcia esta preferencialmente relacionado com a alteracdo de
aminoacidos na subunidade GyrA da DNA girase, ou na subunidade ParC da topoisomerase
IV, denominadas regiGes determinantes de resisténcia as quinolonas (Quinolone Resistance
Determining Region, QRDR), 0 que torna essas enzimas menos suscetiveis a acdo das
fluoroquinolonas (Kanematsu et al., 1997; Hooper, 2002).

O uso de tetraciclinas para o tratamento de infeccdes clinicas tornou-se limitado, uma
vez que a resisténcia a esses antimicrobianos se tornou comum em diversos géneros
bacterianos (Speer et al., 1992). Em enterococos, a resisténcia as tetraciclinas é muito comum
em isolados clinicos, podendo ser adquirida através de diversos genes, que atuam por
diferentes mecanismos de acdo. Genes como tet(M), tet(O) e tet(S) sdo responsaveis por
conferir protegdo ribossomal a célula, reduzindo a associagdo da tetraciclina aos ribossomos
(Connell et al., 2003; Huys et al., 2004). Um segundo mecanismo de resisténcia é atribuido
aos genes tet(L) e tet(K), que conferem bombas de efluxo celular dependentes de energia,
diminuindo a concentracdo das tetraciclinas no interior da célula (Huys et al., 2004).

As oxazolidinonas, que possuem como principal representante a linezolida,
apresentam acdo antibacteriana significante contra bactérias Gram-positivas. A linezolida, por
exemplo, € utilizada em micro-organismos multirresistentes e inclusive isolados de
enterococos resistentes a vancomicina (Fines & Leclercqg, 2000). A linezolida possui

mecanismo de acdo bacteriostatico, o qual inibe a sintese proteica através da ligacdo com a
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subunidade 50S ribossomal, no sitio da peptidil-transferase do 23S rRNA, bloqueando a
formagéo de um complexo entre o ribossomo, RNA transportador e RNA mensageiro (Fung
et al., 2001). A resisténcia a esse antimicrobiano esta relacionada a uma mutacgéo na regido do
gene que corresponde a atividade da peptidil-transferase no rRNA 23S (Prystowsky et al.,
2001).

A resisténcia a rifampicina € comum entre enterococos e, por essa mesma razéo, ndo é
comumente utilizada em infec¢Ges causadas por esses micro-organismos. O mecanismo de
resisténcia envolve mutagdes em sitios especificos do gene rpoB, que codifica a subunidade
beta da RNA polimerase, local de ligagdo desse antimicrobiano. Esse mecanismo pode estar
relacionado, em parte, com a exposicdo de enterococos comensais a rifampicina, no
tratamento de infecgdes de outros micro-organismos (Kristich et al., 2014).

A classe dos macrolideos é utilizada no tratamento clinico de infec¢bes causadas por
enterococos, sendo a eritromicina um dos principais representantes dessa classe (Garrido et al.
2014). O uso disseminado dos macrolideos, tanto no ambiente clinico, quanto em animais
para o tratamento de infec¢bes causadas por bactérias Gram-positivas, levou ao aumento de
cepas resistentes a esses antimicrobianos entre esses micro-organismos (Jaglic et al., 2011).
Os mecanismos de resisténcia aos macrolideos, a lincosamida e a estreptogramina B séo
compartilhados entre bactérias Gram-positivas, sendo conhecido como resisténcia aos
antimicrobianos MLSg (Macrolide-Lincosamide-Streptogramin B) (Pechere et al., 2011). A
resisténcia adquirida a esses antimicrobianos envolve trés mecanismos distintos: a alteracdo
no sitio de ligacdo por uma mutacdo pontual, bombas de efluxo e inativacdo do farmaco
(Portillo et al., 1999). A metilacdo do 23S rRNA atribuida pelos genes erm, confere uma
mudanca conformacional no sitio de ligacdo dos macrolideos para que a sintese proteica ndo
seja interrompida, gerando altos indices de resisténcia (Roberts, 2008; Pechére et al., 2011).
Entre os genes erm, o ermB é frequentemente encontrado no genoma de enterococos (Jensen
etal., 1998).

Com o advento da transmissdo de genes de resisténcia a antimicrobianos, o uso de
glicopeptideos como a vancomicina e a teicoplanina cresceu expressivamente no tratamento
de infeccbes enterococicas, sendo alguns enterococos isolados de fezes de pacientes
hospitalizados o0s primeiros micro-organismos a revelarem resisténcia mediada por
plasmideos a esses antimicrobianos (Leclercg, 1989; Sherpard & Gilmore, 2002). Desde
entdo, a resisténcia a glicopeptideos constitui um dos fatores mais importantes para o controle
e estudo dos enterococos, uma vez que 0 surgimento de enterococos resistentes a vancomicina

(ERV) tornou o tratamento clinico mais desafiador, limitando as opcOes terapéuticas (Klein,
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2003; Khair et al., 2013). As infecc¢Oes causadas por ERVs sdo mais frequentes em pacientes
hospitalizados, uma vez que o uso de certos agentes antimicrobianos pode agir de forma
seletiva, favorecendo a colonizacdo gastrointestinal desses micro-organismos (Arias &
Murray, 2012). No Brasil, os primeiros ERVs foram isolados em 1996 em Curitiba, sendo
esses micro-organismos também resistentes a diversos outros antimicrobianos (Dalla Costa et
al., 1998). Atualmente, no Brasil os ERVs s&o mais prevalentes em E. faecalis do que em E.
faecium, contrariando o perfil encontrado na Europa e nos Estados Unidos (Rossi, 2011). O
mecanismo de acdo de glicopeptideos envolve basicamente a inibicdo da sintese da parede
celular bacteriana através da formacdo de complexos com residuos de peptidil-D-alanil-D-
alanina, precursores de peptideoglicanos (Arthur & Quintiliani, 2001).

A resisténcia a glicopeptideos ocorre devido a diversos fenétipos de resisténcia, sendo
vanA e vanB os principais fendtipos, localizados em elementos genéticos mdveis transferiveis
por conjugacao e ativados por indugdo (Arthur & Quintiliani, 2001). Em ambos os fen6tipos,
a resisténcia ocorre atraves da modificagdo do alvo para residuos de peptidil-D-alanil-D-
lactato, 0 que reduz a afinidade entre os glicopeptideos e a parede celular bacteriana. A
resisténcia a vancomicina e a teicoplanina é mediada por nove genes contidos em vanA,
conferindo niveis elevados de resisténcia (Werner et al., 2008). Por outro lado, vanB confere
resisténcia apenas a vancomicina em enterococos, que permanecem sensiveis a teicoplanina,
uma vez que esse Ultimo antimicrobiano ndo induz a transcricdo de genes de resisténcia
(Arthur & Quintiliani, 2001).

Mesmo com o surgimento de enterococos resistentes a diversos antimicrobianos, 0s
nitrofuranos como a nitrofurantoina tém sido utilizados por décadas no tratamento clinico de
ITUs, visto que esses micro-organismos possuem alta suscetibilidade a esses antimicrobianos
(Butt et al., 2004). O mecanismo de acdo da nitrofurantoina envolve a sua reducdo no
citoplasma celular por flavoproteinas presentes na parede celular, que convertem a molécula
em intermediarios reativos. Essas moléculas, por sua vez, danificam as enzimas-chave,
incluindo as responsaveis pela sintese de DNA, RNA, proteinas e outras enzimas de
metabolizacdo, como as de carboidratos, tendo um efeito bacteriostatico e bactericida bastante
eficaz (Guay, 2001; Meena et al., 2017). Devido ao mecanismo de agdo complexo e em
maltiplos sitios, a resisténcia a nitrofurantoina é rara e, até o momento, ndo foi detectada
resisténcia cruzada entre a nitrofurantoina e outros agentes antimicrobianos (Meena et al.,
2017).

Alguns mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos utilizados para o tratamento de

infeccdes causadas por Enterococcus sp. foram demonstrados na figura 2.
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Figura 2: Possiveis mecanismos de resisténcia a antimicrobianos encontrados em bactérias do género

Enterococcus sp. (Figura adaptada de Arias & Murray, 2012).

1.3. InfecgBes do trato urinario e Enterococcus sp.

As ITUs sdo uma das infeccBes bacterianas mais comuns e prevalentes em adultos,
afetando mais de 150 milhGes de pessoas por ano em todo o mundo (De Rossi et al., 2009;
Flores-Mirelles, 2015). As ITUs em geral sdo influenciadas por multiplos fatores, tais como a
idade, sexo, presenca de diabetes, gravidez, danos na coluna cervical, imunossupresséo,
presenca de cateteres e/ou anormalidades anatdmicas no trato urinario (Ronald, 2002; Foxman
2002). Séo classificadas de acordo com o sitio acometido, sendo designadas como cistites,
guando comprometem o trato inferior, ou pielonefrites, quando comprometem o trato urinario
superior. As infeccGes podem ser sintomaticas ou assintomaticas, trazendo consequéncias que
variam desde uma pequena irritagdo local até a bacteremia, sepse ou morte (Foxman, 2002).
Sintomas frequentes incluem o aumento da frequéncia urinaria, disuria, dor suprapubica e na

regido lombar, podendo haver febre durante a infeccdo (Bharti et al., 2016).
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A prevaléncia dos agentes etioldgicos e a suscetibilidade a antimicrobianos variam
conforme a regido estudada, o que influencia tanto no critério diagndstico, quanto no
direcionamento do tratamento (Nerurkar et al., 2012). Normalmente, o diagnostico de ITUs é
realizado atraves do exame de urina, que confirma a presenca de, em meédia, uma quantidade
superior a 10° células bacterianas por mL de amostra. Além disso, uma quantidade
significativa de hemacias e leucdcitos também pode ser encontrada na urina (Lopes &
Tavares, 2005; Bharti et al., 2016). A urocultura quantitativa coletada de uma amostra de
urina asséptica é considerada padréo ouro para diagnostico de ITU e indica, na maior parte
dos casos, qual o agente etiologico envolvido. De forma complementar, também pode ser
realizado o teste de sensibilidade in vitro a antimicrobianos ou antibiograma nos casos de
infeccBes complicadas, a fim de selecionar antimicrobianos para uma terapia eficaz (Lopes &
Tavares, 2005).

As ITUs podem também ser classificadas em ndo complicadas ou complicadas. As
consideradas ndo complicadas ocorrem frequentemente em individuos saudaveis, sem
anormalidades anatdmicas, acometendo principalmente mulheres jovens e em idade sexual
ativa. Por outro lado, ITUs complicadas estdo associadas a fatores que aumentam o risco da
infecgdo, ou que aumentam o fracasso do tratamento, sendo normalmente assintomaticas
(Hooton & Stamm, 1997; Flores-Mireles, 2015). As ITUs decorrentes de complicacdes
hospitalares sdo frequentes e permitem que micro-organismos que raramente ocasionam
infeccBes em pacientes saudaveis causem infeccdes mais sérias (Ronald, 2002). Dessa forma,
as IRAS mais frequentemente associadas aos enterococos ocorrem no trato urinario (Malani et
al., 2002).

Dentre 0s uropatdgenos, 0s enterococos emergiram entre 0s principais agentes
isolados de ITUs complicadas adquiridas em ambientes hospitalares (11%), principalmente
em unidades de tratamento intensivo (UTI), perdendo apenas para Escherichia coli
uropatogénica (Shankar et al., 2001; Malani et al., 2002; Flores-Mirelles, 2015). Entre as
especies de Enterococcus sp., E. faecalis é a espécie predominante em infeccdes clinicas,
seguida por E. faecium (Swaminathan & Alangaden, 2010).

As ITUs causadas por enterococos incluem a cistite, pielonefrite, prostatite e abscesso
perinefrético, sendo mais prevalentes no sexo feminino e raramente associadas a ITUs ndo
complicadas (Felmingham et al, 1992; Patel, 2004). Estéo fortemente relacionadas ao uso de
cateteres, presenca de alteracGes funcionais ou estruturais do trato urinério, desordens imunes,
renais ou metabdlicas (Patel, 2004; Kline & Lewis, 2016). Em ITUs associadas ao uso de

cateteres e outros instrumentos urinarios, os enterococos desempenham um papel prevalente,
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estando entre os principais micro-organismos isolados, aumentando o risco de morbidade,
mortalidade e a infeccdo por micro-organismos resistentes a maltiplos farmacos (multiple
drug resistant — MDRs). A facilidade de colonizacéo e persisténcia nessas superficies se deve
a capacidade de aderéncia e formacdo de biofilmes gragas a presenca de diversos fatores de
viruléncia (Flores-Mirelles, 2015; Kline & Lewis, 2016). Por isso, quando confirmado o
diagndstico de ITUs por enterococos, a remogao de cateteres ou stents urinarios é de extrema
importancia no processo terapéutico (Swaminathan & Alangaden, 2010).

As ITUs causadas por E. faecalis podem ser problematicas, uma vez que os isolados
dessas infecgbes frequentemente carregam mdaltiplos genes de resisténcia por surgirem de
ambientes hospitalares e pelo uso inadequado de antimicrobianos (Swaminathan &
Alangaden, 2010; Nerurkar et al., 2012).

O tratamento de ITUs é sempre recomendado aos pacientes com sinais e sintomas
classicos associados. Para enterococos considerados multidroga-resistentes, a ampicilina pode
ser administrada como monoterapia ou em associacdo a aminoglicosideos (Swaminathan &
Alangaden, 2010). A vancomicina pode ser utilizada em enterococos ndo ERVS,
principalmente em pacientes que exibem alergia a penicilinas (Miller et al., 2016). Alguns
agentes também frequentemente utilizados incluem a nitrofurantoina, linezolida, fosfomicina,
fluoroquinolonas e o cloranfenicol, sendo esses também recomendados para casos de ERVs
(Swaminathan & Alangaden, 2010).



21

2 JUSTIFICATIVA

Sendo Enterococcus faecalis um dos fatores associados as ITUs, o estudo e a analise
da suscetibilidade de E. faecalis aos antimicrobianos isolados de amostras de urina poderdo
ser empregados futuramente no melhor entendimento do mecanismo de disseminacdo de
resisténcia bacteriana. Dessa forma, a analise da sensibilidade desses antimicrobianos e da
frequéncia de genes de resisténcia nesses micro-organismos torna-se relevante no
direcionamento de uma terapia eficaz, evitando que esses micro-organismos sobrevivam em

sitios ndo habituais que podem prejudicar o hospedeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade a antimicrobianos em Enterococcus faecalis isoladas a partir
de amostras de urina, bem como detectar o perfil de resisténcia genética desses micro-

organismos.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar o perfil de suscetibilidade de E. faecalis isolados de amostras de urina.
e Detectar a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos das cepas de E. faecalis.

e  Comparar o perfil de resisténcia das cepas de E. faecalis com o sexo do hospedeiro.
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RESUMO

Introducédo: Os enterococos sdo patdgenos oportunistas associados a infecgdes relacionadas a
assisténcia a satde. Dentro deste género, a espécie Enterococcus faecalis é considerada a mais
prevalente, causando mais frequentemente infecgdes do trato urinério. Tais infec¢fes tornam-
se importantes uma vez que esses micro-organismos possuem grande capacidade de adquirir
genes de resisténcia a antimicrobianos. O objetivo desse estudo foi avaliar a suscetibilidade a
antimicrobianos e detectar o perfil de resisténcia genética em E. faecalis isoladas a partir de
amostras de urina. Métodos: Foram selecionadas 60 cepas de Enterococcus sp. isoladas de
pacientes com infec¢des urinarias em um hospital geral de Porto Alegre. As cepas da espécie
E. faecalis foram submetidas a técnica de disco-difuséo frente a 13 antimicrobianos e a testes
de concentragdo inibitéria minima. Também foi determinado o perfil genético a partir da
técnica de PCR e eletroforese em gel de agarose para genes de resisténcia a antimicrobianos.
Resultados: Foram selecionadas 51 cepas de E. faecalis, sendo que 47 (92,1%) apresentaram
resisténcia aos aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicdis, beta-lactamicos, quinolonas,
macrolideos e/ou oxazolidinonas pelo teste de disco-difusdo, mostrando um perfil de maltipla
resisténcia em 58,8% das cepas. Em relacdo aos genes de resisténcia como o tet(M), tet(L),
tet(S), ermB, e aac(6’)-le-aph(2’°)-la, 64,7% das cepas apresentaram pelo menos um dos
genes testados. ConclusBes: Dentre as cepas, 92,1% apresentaram resisténcia a pelo menos
um dos antimicrobianos, sendo também encontradas diversas multirresistentes. O presente
estudo reflete a capacidade desse micro-organismo de disseminar genes de resisténcia devido

a pressdo seletiva que frequentemente ocorre em hospitais.

Palavras-chave: enterococos; resisténcia; antimicrobianos; gene de resisténcia; infeccdes do
trato urinario;
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INTRODUCAO

O género Enterococcus sp. compreende bactérias comensais em humanos,
pertencentes principalmente ao trato gastrointestinal’. Esse género bacteriano também pode
ser encontrado naturalmente na cavidade oral, trato urogenital e na superficie da pele®.
Entretanto, esses micro-organismos podem assumir o papel de patégenos oportunistas, sendo
capazes de invadir, modular o sistema imune e se aderir em sitios alternativos aos de
colonizacdo habitual, causando infeccdes mais sérias>*. Por esta razdo, os enterococos estio
associados a infeccdes relacionadas a assisténcia a satude (IRAS), podendo a disseminacgéo
desses micro-organismos ocorrer de forma exégena e endégena>®.

Os principais fatores de risco para infeccbes por enterococos incluem a
imunossupressao e o uso de multiplos antimicrobianos, que aumentam a patogenicidade e a
pressao seletiva favorecendo a disseminacdo de genes de resisténcia®’. Tais infeccdes também
estdo fortemente associadas a insuficiéncia renal e ao uso de dispositivos médicos invasivos
(como cateteres urinarios ou venosos)®®. Dentre as espécies responsaveis por infeccdes
clinicas no género, Enterococcus faecalis se destaca como principal micro-organismo
observado®,

As infeccgdes do trato urinario (ITUs), como cistites, pielonefrites, prostatite e abscesso
perinefrético sdo as infeccBes clinicas causadas por enterococos mais frequentemente em
adultos™™®. Essas infeccBes sdo mais prevalentes em pacientes do sexo feminino, sendo
majoritariamente infecces do tipo complicadas™. De maneira geral, as ITUs estdo fortemente
associadas ao uso de cateteres urinarios, alteracfes funcionais ou estruturais do trato urinario
e a desordens imunes, metabdlicas ou renais™.

As ITUs causadas por enterococos frequentemente se tornam problematicas e
limitadas a poucas opg¢des terapéuticas, uma vez que enterococos como E. faecalis, isolados

dessas infec¢Oes, frequentemente carregam multiplos genes de resisténcia devido ao ambiente
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hospitalar e ao uso inadequado de antimicrobianos™**. Por ser caracteristicamente resistente
de forma intrinseca e capaz de adquirir genes de resisténcia a diversos antimicrobianos

1516 "5 estudo e a analise de suscetibilidade de E. faecalis torna-se

utilizados na é&rea clinica
importante no entendimento do mecanismo de disseminacdo de resisténcia bacteriana e no
possivel direcionamento futuro de uma terapia eficaz. Nesse contexto, o objetivo do estudo foi

avaliar a suscetibilidade a antimicrobianos em cepas de E. faecalis oriundas de amostras

clinicas de urina, bem como detectar o perfil de resisténcia genética desses micro-organismos.

MATERIAIS E METODOS
Isolados bacterianos

A partir do banco de amostras do laboratério de Cocos Gram-positivos da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), foram selecionadas
60 cepas clinicas de Enterococcus sp. (sendo 37 de individuos do sexo feminino e 23 do sexo
masculino).

Tais cepas haviam sido coletadas previamente em um estudo conduzido por Soares et
al. (2014)"" de um hospital geral de Porto Alegre, Brasil, no periodo de setembro de 2012 a
agosto de 2013, sob o parecer n° 1.283.544 do Comité em Etica e Pesquisa da UFCSPA. As
cepas foram mantidas & -20°C em skim milk (Difco™ Skim Milk) at¢é o momento da
reativacdo. Todas as cepas foram testadas para a hidrélise de esculina, coloracdo de Gram e

teste da catalase.

Confirmacéo fenotipica da espécie Enterococcus faecalis
Inicialmente, para a confirmacgéo de género, as cepas oriundas de diferentes pacientes
foram submetidas ao crescimento em caldo Enterococcosel (DifcoTM), a fim de reafirmar o

isolamento de bactérias do género Enterococcus sp. Apos a confirmacédo, os isolados foram
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semeados em meio sélido &gar Mueller-Hinton (MH) acrescido de 0,04% de telurito, a fim de
selecionar apenas isolados com caracteristicas da espécie E. faecalis, uma vez que, entre 0s
Enterococcus sp. de importancia médica, somente E. faecalis € capaz de tolerar a presenca
desta substancia e se desenvolver nesse meio de cultivo. Como resultado caracteristico da

espeécie, as bactérias sdo capazes de metabolizar o telurito e produzir pigmentacao negra.

Extracdo de DNA bacteriano

A extracdo de DNA foi realizada conforme o protocolo adaptado de Riboldi et al.
(2009)*8 pelo método de lise quimica, sendo uma coldnia pura de cada cepa cultivada em 1mL
do caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, os materiais
foram centrifugados por 14.000 rpm durante 10 minutos, e 0s sobrenadantes removidos. Em
sequida, foram adicionados 40uL de tampdo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM) para
ressuspender os sedimentos, e as cepas foram entdo incubadas a 100°C por 15 minutos em
banho-seco. Ao final, foram adicionados 460uL de TE, e os materiais foram centrifugados
novamente a 14.000 rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes contendo os DNAs foram

transferidos para novos microtubos e armazenados a -20°C.

Confirmacao genotipica da espécie Enterococcus faecalis por PCR

A confirmacdo da espécie foi realizada através de teste genotipico, utilizando-se a
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), na qual foi analisada a presenca do gene
16S rRNA (especifico para a especie em questdo), dispondo da cepa de E. faecalis ATCC
29212 como controle positivo da reacdo. O conjunto de oligonucleotideos iniciadores
utilizados foi descrito na tabela 1.

A reacdo foi conduzida em um volume total de 25uL, contendo agua ultrapura estéril,

10mM de tampdo 10X Tris-HCI (pH 8,4), 15mM de MgCl,, 0,2mM de cada
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desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 04mM para cada
oligonucleotideo iniciador e 1U da enzima Tag DNA polimerase. Os ciclos de amplificacdo
foram conduzidos sob as seguintes condiges: 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos
consecutivos de 94°C por 1 minuto; 66°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto; e uma etapa final
de 5 minutos a 72°C. Em seguida, os produtos da amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (Ludwig Biotec) na concentracdo de 1,5%, nas condicOes de

50V durante 80 minutos.

Testes de suscetibilidade a antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade foram realizados a partir do teste de disco-difusdo em
agar, de acordo com os padrbes estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) de 2016 . Apés descongelamento do meio de preservacio, as cepas foram inoculadas
em meio sdlido BHI a 35 + 2°C durante 24 horas. Apoés este periodo, foram preparadas
suspensdes bacterianas em tubos, utilizando-se solucdo salina 0,9% de NaCl estéril e
comparadas com a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 10®8 UFC/mL). A partir destas
suspensdes, as cepas foram semeadas utilizando-se suabes estéreis em placas de Petri
contendo meio 4gar MH. Nas placas de Petri, foram aplicados discos de papel impregnados
com 0s seguintes antimicrobianos: norfloxacino (10ug), ciprofloxacino (5ug), teicoplanina
(30ug), vancomicina (30ug), linezolida (30pg), tetraciclina (30ug), rifampicina (5ug) e
eritromicina (15ug) (SENSIDISC™ — DME); e cloranfenicol (30pg), nitrofurantoina
(300pg), ampicilina (10pg), estreptomicina (300ug) e gentamicina (120pg) (SENSIFAR™ —
Cefar). Novamente, as placas foram incubadas a 35 + 2°C durante 16-18 horas para a
realizacdo da leitura dos halos em milimetros (mm) de todos os antimicrobianos (exceto para
a vancomicina, sendo a leitura realizada em 24 horas). Foram consideradas cepas resistentes a

multiplos farmacos (MDRs) as que apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a trés
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ou mais antimicrobianos de classes distintas, segundo a classificacdo proposta por

Magiorakos et al. (2012)%.

Determinacdo da concentracdo inibitoria minima para cepas resistentes a gentamicina e
a estreptomicina

A técnica de microdiluicdo em caldo foi realizada para a determinacdo da CIM para as
cepas com halos inferiores ao diametro de 9 mm nos discos de gentamicina (120ug) e
estreptomicina (300ug) no teste de disco-difusdo. O procedimento foi realizado de acordo
com o protocolo sob a recomendagéo do CLSI (2016)™.

As cepas preservadas, apos descongelamento, foram inoculadas em meio sélido BHI a
35 + 2°C durante 24 horas. A partir das culturas de 24 horas, suspensdes bacterianas foram
preparadas em solucdo salina 0,9% de NaCl estéril, ajustadas de acordo com a escala de 0,5
de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). A técnica de microdiluicdo em caldo foi realizada em uma
placa de 96 pocos estéril, contendo caldo BHI, suspensdo bacteriana e solucdo de
estreptomicina (concentracdo de 1000ug/mL) ou uma solucdo de gentamicina (concentracdo
de 500ug/mL). Foram preparados controles positivos de crescimento (contendo apenas o0 meio
de cultura e o0 in6culo) e controle negativo (contendo meio de cultura e o antimicrobiano).

A cepa de E. faecalis ATCC 29212, sensivel a ambos os antimicrobianos foi
empregada como controle positivo da técnica. Tanto as cepas quanto os controles (positivo de
crescimento, negativo e da técnica) foram submetidos aos mesmos testes de microdiluicdo em
triplicata. As microplacas foram incubadas a 35 + 2°C durante 24 horas para gentamicina ou
de 24 até 48 horas para estreptomicina. Foi considerada resistente a cepa capaz de crescer na
presenca do antimicrobiano, representada por um depdsito visivel de sedimento celular e pelo

aumento de turbidez no meio de cultivo.
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Deteccdo dos genes de resisténcia

A deteccdo de genes para resisténcia a antimicrobianos foi realizada através da técnica
de PCR e eletroforese em gel de agarose na concentragdo de 1,5%. Foram analisados 7 genes
relacionados a resisténcia a antimicrobianos em E. faecalis, sendo eles: tet(M), tet(L), tet(S),
ermB, msrC e aac(6’)-le-aph(2”)-la.

As técnicas de PCR para cada gene foram conduzidas atraveés de protocolos adaptados,
com conjuntos de oligonucleotideos previamente descritos (tabela 1). A técnica foi conduzida
nas mesmas condi¢bes descritas anteriormente para a identificacdo da espécie bacteriana,

alterando somente a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores.

Andlise Estatistica
Andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o software SPSS versao 18.0, no
qual foi realizado o teste de Qui-quadrado (ou teste exato de Fisher, quando apropriado),

considerando-se valores p < 0,05 como estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Isolados clinicos de urina e confirmacéo da espécie

Das 60 cepas selecionadas, todas resultaram em reacBes positivas para hidrolise de
esculina formando um complexo de coloracdo castanho-escuro em caldo Enterococcosel.
Entretanto, quando semeadas em meio solido MH acrescido de 0,04% de telurito e analisadas
pela PCR, 51 (85%) confirmaram pertencer a espécie de E. faecalis.

Das 51 cepas selecionadas neste estudo, 29 foram isoladas de individuos do sexo
feminino (56,8%), com idade media de 52,1 anos (DP de * 22,8 anos), e 22 de individuos do

sexo masculino (43,2%), com idade média de 58,5 anos (DP de + 22,9).
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Suscetibilidade aos antimicrobianos

Quarenta e sete cepas (92,1%) apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano testado pelo método de disco-difusdo, sendo encontradas cepas com perfil
fenotipico de resisténcia aos aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicdis, beta-lactamicos,
quinolonas, macrolideos e as oxazolidinonas. Quando comparado o perfil de resisténcia das
cepas com o0 sexo do paciente, ndo houve correlacao estatistica pelo teste Qui-quadrado entre
0 sexo dos pacientes selecionados para o estudo e E. faecalis considerados resistentes ou
resistentes intermediarios (p<0,440). O numero de cepas resistentes para cada antimicrobiano,
tanto no sexo feminino, quanto no sexo masculino, foi demonstrado na figura 1.

Em relacdo as cepas, apenas uma (1,96%) foi resistente a ampicilina, sendo essa
também resistente intermediaria a linezolida. Doze (23,53%) e nove (17,65%) cepas
apresentaram perfil de resisténcia ou resisténcia intermediaria ao ciprofloxacino,
respectivamente. Para norfloxacino, dezessete (33,33%) cepas foram resistentes e doze
(23,52%) resistentes intermediarios.

Para a rifampicina, nove (17,64%) cepas demonstraram ser resistentes e seis (11,76%)
resistentes intermediarios. Dez (19,6%) cepas foram resistentes e uma (1,96%) resistente
intermediéaria ao cloranfenicol. Das 51 cepas testadas, 31 (60,78%) apresentaram resisténcia e
sete (13,72%) resisténcia intermediéria a eritromicina. Por fim, 38 (74,5%) cepas foram
resistentes a tetraciclina. Nenhuma das cepas analisadas se mostrou resistente e/ou resistente
intermediéria a nitrofurantoina, vancomicina e teicoplanina.

Quando agrupadas de acordo com a classe antimicrobiana, as cepas apresentaram
maior suscetibilidade aos nitrofuranos e aos glicopeptideos, as quais todas se mostraram, pelo
teste de disco-difusdo em &gar, suscetiveis. A classe dos macrolideos abriga 0 maior nimero

de cepas resistentes apresentando 66,67% dessas cepas.
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Dentre as cepas de E. faecalis avaliadas, sete (13,7%) obtiveram halos menores que 9
mm de diametro no teste de disco-difusdo em agar para gentamicina e onze (21,5%) para
estreptomicina. A confirmacao da resisténcia foi dada pela técnica de microdilui¢cdo em caldo,
confirmando o valor da CIM. A avaliacdo da resisténcia pela técnica de microdiluicdo
confirmou resisténcia a gentamicina e a estreptomicina para seis (11,7%) e dez (19,6%) cepas,
respectivamente.

Dentre as cepas analisadas, 58,8% apresentaram-se como resistentes a maultiplos

farmacos (MDRs) pelo teste de disco-difusdo em agar e microdiluicdo em caldo.

Avaliacéo do perfil genético

O resultado do perfil genotipico de resisténcia das cepas avaliadas esta apresentado na
tabela 2. Dentre as cepas consideradas resistentes ou resistentes intermediarias a tetraciclina
pelo teste de disco-difusdo em agar, 29 (76,3%) apresentaram o gene tet(M), cinco (13,2%) o
gene tet(L) e quatro (10,5%) o gene tet(S). Dentre os trés genes para a resisténcia a
tetraciclina, somente o gene tet(M) apresentou correlacdo estatistica com o perfil fenotipico
(p<0,001).

Das 38 cepas consideradas resistentes ou resistentes intermediarios a eritromicina, 19
(50%) amplificaram um fragmento de DNA esperado de 639pb referente ao gene ermB,
havendo correlacdo estatistica com o perfil fenotipico observado (p<0,01). O gene msrC nao
foi encontrado para nenhuma das cepas analisadas. Dentre as seis cepas consideradas
resistentes ou resistentes intermediarias a gentamicina, trés (50%) apresentaram 0 gene aac-
(6°)/aph(2”’), havendo correlacdo estatistica com o perfil fenotipico observado (p<0,02).

A figura 2 demonstra os pesos moleculares dos fragmentos de DNA em pares de bases

esperados para os genes amplificados pela PCR.
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DISCUSSAO

Os enterococos surgiram entre 0s principais micro-organismos que possuem o
potencial de adquirir resisténcia a todos antimicrobianos utilizados em tratamentos clinicos®.
A resisténcia aos antimicrobianos utilizados tem se tornado cada vez mais alarmante, o que
fez com que profissionais da saude tomassem diferentes estratégias tanto na prescri¢do de
antimicrobianos, quanto em medidas de prevencdo a infeccdes?.

Neste estudo, 30 (58,8%) de E. faecalis apresentaram-se resistentes a pelo menos trés
antimicrobianos de classes distintas no teste de disco-difusdo em agar, sendo por isso
classificadas como cepas multidroga resistentes. Esse indice elevado de mdltipla resisténcia
encontrado reflete a grande capacidade desses micro-organismos de adquirir e/ou disseminar
genes de resisténcia, 0 que ocorre principalmente devido a pressdo seletiva frequente em
hospitais. Sharifi e colaboradores (2013)*, em um estudo sobre resisténcia a antimicrobianos
e viruléncia em 188 cepas de enterococos isolados de urina em hospitais universitarios no
Iran, encontraram cepas de enterococos MDRs em indices elevados, totalizando 138 isolados
(73,4%). Entretanto, essa resisténcia residiu de forma mais prevalente em E. faecium que em
E. faecalis, ainda que esse Ultimo seja mais predominante em infec¢des urinarias.

No presente estudo, as classes de antimicrobianos com maiores frequéncias de
resisténcia observados foram as tetraciclinas, macrolideos e as quinolonas. De acordo com a
literatura, a resisténcia a essas classes é comumente encontrada em enterococos. Em um
estudo conduzido em 2016 no norte da india, a resisténcia a antimicrobianos em 115
enterococos isolados de ITUs foi mais expressiva na tetraciclina (77,4%), ciprofloxacino
(74,8%) e norfloxacino (66,1%)%, os quais também se apresentaram com os maiores indices
de resisténcia no presente estudo.

No caso da tetraciclina, o perfil genotipico encontrado demonstrou uma correlacéo

direta entre tet(M) e a presenca de resisténcia fenotipica a esse antimicrobiano, ao contrario



34

dos genes tet(L) e tet(S), devido a menor frequéncia no qual se apresentaram. De forma
similar, o gene ermB apresenta forte correlacdo com o perfil fenotipico encontrado de
resisténcia a eritromicina, ao contrario do gene msrC. O gene ermB tem sido associado aos
enterococos em diversos estudos, sendo um dos mais prevalentes entre os genes que conferem
resisténcia a eritromicina no género, corroborando com os resultados encontrados. Um estudo
de prevaléncia de resisténcia a macrolideos em Staphylococcus aureus e E. faecium isolados
de 24 hospitais universitarios europeus, encontrou resisténcia a eritromicina conferida por
ermB em 90,7% dos isolados de E. faecium, mas apenas em 1,9% de S. aureus®.

A resisténcia a aminoglicosideos ganhou importancia clinica entre o enterococos, uma
vez que esses antimicrobianos sdo também uma opcdo de escolha para tratamento. Uma
porcentagem significativa de cepas analisadas nesse estudo apresentou altos niveis de
resisténcia a gentamicina (11,7%) e a estreptomicina (19,6%) pelo teste de CIM, totalizando
em 31,3% das cepas resistentes a aminoglicosideos. Dentre as cepas consideradas resistentes a
gentamicina, 50% apresentaram 0 gene aac-(6°)-le-aph(2”)-la. Uma vez que a resisténcia a
gentamicina pode ser conferida por mais de um gene adquirido, os dados obtidos no presente
estudo reafirmam a prevaléncia do gene avaliado, assim como descrito na literatura. Em um
estudo conduzido na India no periodo de 2010 a 2015%°, em um total de 178 isolados de
Enterococcus sp., a resisténcia aos aminoglicosideos foi ainda mais preeminente. Dentre 0s
isolados analisados, 129 (72,4%) demonstraram resistentes a altos niveis de aminoglicosideos,
sendo 76 (42,7%) resistentes a altas concentracdes de gentamicina pelo teste de CIM. Ainda,
desses 76, 52 (68,4%) apresentaram o0 gene aac-(6°)-le-aph(2”)-la, sendo esse também o mais
prevalente entre os quatro genes avaliados para resistencia a gentamicina.

Neste trabalho, nenhuma das cepas isoladas de amostras de infeccbes urinarias
apresentou resisténcia fenotipica a vancomicina ou a teicoplanina. Entretanto, a prevaléncia

de ERVs em amostras clinicas de urina continua sendo um fator que demanda grande atencao
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por parte dos profissionais da saude, visto que boa parte dos ERVs sdo também resistentes a
outros antimicrobianos utilizados para tratamento. Além disso, a vancomicina é também
utilizada como (Gltima opcéo para diversas infeccdes causadas por cocos Gram positivos®.
Sandri e colaboradores (2014)?® demonstraram que, entre as amostras clinicas contendo ERVs
obtidas de um hospital geral de Porto Alegre, 10% eram amostras provenientes de urina,
havendo uma maior predominancia de E. faecalis resistentes a vancomicina em relacéo a E.
faecium, refletindo a sua particular importancia da resisténcia a esses antimicrobianos,
especialmente na regido sul do Brasil. A auséncia de ERVs no presente estudo pode ter
decorrido do baixo numero amostral, associado ao fato de que a maior parte de ERVs de
amostras clinicas sdo provenientes de outros sitios, como hemoculturas (assim como
demonstrado por Sandri e colaboradores).

Da mesma forma que ndo foram observadas cepas com fenotipo de resisténcia aos
glicopeptideos, também ndo foi observada resisténcia a nitrofurantoina. A resisténcia a
ampicilina e a linezolida foi baixa (1,96%) sendo essa encontrada apenas em uma mesma
cepa. Comparativamente a um estudo conduzido no Paquistdo com 161 cepas de E. faecalis
isolados de ITUs®, a suscetibilidade foi maior & vancomicina (98,13%), seguido pela
linezolida (97,5%), ampicilina (81,9%) e nitrofurantoina (72%), sendo esse perfil de alta
suscetibilidade também encontrado no presente trabalho. Deste modo, para o tratamento
clinico de infeccBes causadas por enterococos, a ampicilina, linezolida, nitrofurantoina e
vancomicina (exceto em casos de ERVs) ainda sdo os principais antimicrobianos de escolha.
Outros antimicrobianos como ciprofloxacino e norfloxacino também s&o frequentemente
utilizados no tratamento de ITUs causadas por enterococos. Entretanto, assim como
demonstrado e discutido no presente estudo, a frequéncia de resisténcia a fluoroquinolonas
tem se tornado cada vez mais prevalente entre espécies de E. faecalis, o que também limita o

uso dos antimicrobianos dessa classe®*!,
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Uma vez que pacientes do sexo feminino possuem ITUs com maior frequéncia devido
ao comprimento da uretra®, a utilizacio mais frequente de antimicrobianos por essa
populacdo poderia causar uma pressao seletiva na microbiota normal, favorecendo o
surgimento de MDRs. Dessa forma, assim que a colonizacdo no sitio urinario fosse
favorecida, esses micro-organismos multirresistentes enddgenos poderiam causar infecgdes
futuras, dificultando as opcdes de tratamento. Entretanto, no presente estudo, ndo foram
encontradas correlacGes estatisticas entre 0 sexo dos pacientes e a presenca de resisténcia ou
resisténcia mdltipla a antimicrobianos, apesar de uma notavel diferenca observada na
frequéncia de cepas resistentes entre os sexos, como demonstrado na figura 1. Contudo, a
hipdtese de correlacdo estatisticamente significativa poderia ser eventualmente evidenciada

com um aumento do nimero amostral de anélise.
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ANEXO - TABELAS E FIGURAS

Tabela 1: Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na técnica de PCR para a

identificacdo da espécie e deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos.

Peso
Gene-alvo Sequéncia do Oligonucleotideo molecular Temperatura de Referéncia
esperado anelamento
(pb*)
CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG .
E16S rRNA CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC 136 66°C 3
GTTAAATAGTGTTCTTGGAG .
tey(M) CTAAGATATGGCTCTAACAA 656 52°C 34
ACTCGTAATGGTTGTAGTTGC .
tet(L) TGTAACTCCGATGTTTAACACG 627 58°C 3%
TGGAACGCCAGAGAGGTATT .
et(S) ACATAGACAAGCCGTTGACC 660 58°C 36
GAAAAGGTACTCAACCAAATA .
erms AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 639 52°C 37
AAGGAATCCTTCTCTCTCCG o
msrC GTAAACAAAATCGTTCCCG 342 52°C 38
aac(6)-le-  CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG 265 5o 5

aph(2”) CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC

*pb: pares de base

Tabela 2: Perfil genético dos genes de resisténcia das cepas de E. faecalis isoladas de

amostras de urina.

Perfil genotipico observado Numero de cepas (Frequéncia)
tet(M) 9 (17,6%)
tet(L) 2 (3,9%)
tet(S) 1 (2%)
ermB 2 (3,9%)
tet(M), tet(L) 2 (3,9%)
tet(M), ermB 10 (19,6%)
tet(M), aac-(6")/aph(2”) 1 (2%)
tet(M), ermB, aac-(6°)/aph(2”) 2 (3,9%)
tet(M), tet(L), ermB 1 (2%)
tet(M), tet(S), ermB 3 (5,9%)

Sensivel a todos os genes avaliados 18 (35,3%)
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Figura 1: Representacdo grafica do perfil de resisténcia de cepas de E. faecalis isoladas de

amostras de urina em relacdo aos pacientes do sexo feminino e masculino.

1000pb

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo gerados pela técnica
de PCR convencional para os genes de resisténcia encontrados nas cepas desse estudo. Na
canaleta 1: marcador de peso molecular (Ladder) de 100pb; canaletas de 2-6: Fragmentos de
DNA com peso molecular esperado para 0s genes tet(S), ermB, aac-(6’)/aph(2”), tet(M) e

tet(L), respectivamente.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados no presente estudo permitem concluir que os isolados de E. faecalis
possuem, na sua maioria, resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, apresentando-se
frequentemente como multidroga-resistentes. O perfil de suscetibilidade avaliado para as
cepas desse estudo corroboram, na maior parte, com estudos anteriores realizados com a
espécie. O presente trabalho demonstrou a presenca de alguns genes de resisténcia, entretanto,
diversos outros genes podem ser encontrados em um mesmo isolado, uma vez que esses
micro-organismos demonstraram fenotipicamente resisténcia a diversos antimicrobianos. O
perfil de suscetibilidade se demonstrou equivalente tanto para os pacientes do sexo feminino
guanto do sexo masculino, entretanto, possiveis diferencas entre os sexos na prevaléncia de
enterococos resistentes pode ndo ter sido observada devido ao pequeno numero amostral,
sendo necessario o estudo de mais isolados para confirmar a teoria proposta. Como
perspectivas, tem-se o estudo de outros genes de resisténcia relacionados com 0s
antimicrobianos estudados, além de uma possivel comparacdo com outras espécies do género

também envolvidas em infecc¢Bes do trato urinario, como E. faecium.



45

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA, 2017. Modulo 4, Gram-positivos: 1l Enterococcus spp.. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/boas_praticas/modulo4/isol
_ent.htm>. Acesso em: 25 de outubro de 2017.

ARIAS, Cesar A.; CONTRERAS, German A.; MURRAY, Barbara E. Management of
multidrug-resistant enterococcal infections. Clinical microbiology and infection, v. 16, n. 6,
p. 555-562, 2010.

ARIAS, Cesar A.; MURRAY, Barbara E. Emergence and management of drug-resistant
enterococcal infections. Expert review of anti-infective therapy, v. 6, n. 5, p. 637-655,
2008.

ARIAS, Cesar A.; MURRAY, Barbara E. The rise of the Enterococcus: beyond vancomycin
resistance. Nature Reviews Microbiology, v. 10, n. 4, p. 266-278, 2012.

ARTHUR, Michel; QUINTILIANI, Richard. Regulation of VanA-and VanB-type
glycopeptide resistance in enterococci. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 45, n. 2,
p. 375-381, 2001.

BHARTI, Amit Kumar et al. Incidence of Enterococcal Urinary Tract Infection and it’s
Sensitivity Pattern among Patients Attending Teerthanker Mahaveer Medical College and
Research Centre, Moradabad, India. International journal of scientific study, v. 3, n. 12, p.
112-116, 2016.

BUTT, T.; LEGHARI, M. J.,; MAHMOOD, A. In-vitro activity of nitrofurantoin in
enterococcus urinary tract infection. JOURNAL-PAKISTAN MEDICAL ASSOCIATION,
v. 54, p. 466-468, 2004.

CONNELL, Sean R. et al. Ribosomal protection proteins and their mechanism of tetracycline
resistance. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 47, n. 12, p. 3675-3681, 2003.



46

CHOW, Joseph W. Aminoglycoside resistance in enterococci. Clinical Infectious Diseases,
v. 31, n. 2, p. 586-589, 2000.

DALLA COSTA, L. M. et al. Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium: First Case in
Brazil. The Brazilian journal of infectious diseases: an official publication of the
Brazilian Society of Infectious Diseases, v. 2, n. 3, p. 160-163, 1998.

DE ROSSI, Patricia et al. Infeccdo urinaria ndo complicada na mulher: diagnostico. Revista
da Associagdo Médica Brasileira, v. 57, n. 3, p. 258-261, 2011.

FELMINGHAM, D. et al. Enterococcus species in urinary tract infection. Clinical infectious
diseases, v. 15, n. 2, p. 295-301, 1992,

FINES, Marguerite; LECLERCQ, Roland. Activity of linezolid against Gram-positive cocci
possessing genes conferring resistance to protein synthesis inhibitors. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 45, n. 6, p. 797-802, 2000.

FISHER, Katie; PHILLIPS, Carol. The -ecology, epidemiology and virulence of
Enterococcus. Microbiology, v. 155, n. 6, p. 1749-1757, 2009.

FLORES-MIRELES, Ana L. et al. Urinary tract infections: epidemiology, mechanisms of

infection and treatment options. Nature reviews microbiology, v. 13, n. 5, p. 269-284, 2015.

FONTANA, ROBERTA et al. Intrinsic penicillin resistance in enterococci. Microbial Drug
Resistance, v. 2, n. 2, p. 209-213, 1996.

FOXMAN, Betsy. Epidemiology of urinary tract infections: incidence, morbidity, and

economic costs. The American journal of medicine, v. 113, n. 1, p. 5-13, 2002.

FUNG, Horatio B.; KIRSCHENBAUM, Harold L.; OJOFEITIMI, Babatunde O. Linezolid:

an oxazolidinone antimicrobial agent. Clinical therapeutics, v. 23, n. 3, p. 356-391, 2001.

GARRIDO, Antonio Marin; GALVEZ, Antonio; PULIDO, Rubén Pérez. Antimicrobial

resistance in enterococci. Journal of Infectious Diseases and Therapy, 2014.



47

GARSIN, Danielle A. et al. Pathogenesis and Models of Enterococcal Infection. In:
GILMORE M.S., CLEWELL D.B., IKE Y., et al., editors. Enterococci: From Commensals to
Leading Causes of Drug Resistant Infection [Internet]. Boston: Massachusetts Eye and Ear
Infirmary; 2014. p 185-258.

GUAY, David R. An update on the role of nitrofurans in the management of urinary tract
infections. Drugs, v. 61, n. 3, p. 353-364, 2001.

HIGUITA, Nelson I. A.; HUYCKE, Mark M. Enterococcus Disease, Epidemiology, and
Implications for treatment. In: GILMORE M.S., CLEWELL D.B., IKE Y., et al., editors.
Enterococci: From Commensals to Leading Causes of Drug Resistant Infection [Internet].

Boston: Massachusetts Eye and Ear Infirmary; 2014. p 65-101.

HOLLENBECK, Brian L.; RICE, Louis B. Intrinsic and acquired resistance mechanisms in
enterococcus. Virulence, v. 3, n. 5, p. 421-569, 2012.

HOOPER, David C. Fluoroquinolone resistance among Gram-positive cocci. The Lancet
infectious diseases, v. 2, n. 9, p. 530-538, 2002.

HOOTON, Thomas M.; STAMM, Walter E. Diagnosis and treatment of uncomplicated
urinary tract infection. Infectious Disease Clinics, v. 11, n. 3, p. 551-581, 1997.

HUYCKE, Mark M.; SAHM, Daniel F.; GILMORE, Michael S. Multiple-drug resistant
enterococci: the nature of the problem and an agenda for the future. Emerging infectious
diseases, v. 4, n. 2, p. 239, 1998.

HUYS, Geert et al. Prevalence and molecular characterization of tetracycline resistance in
Enterococcus isolates from food. Applied and Environmental Microbiology, v. 70, n. 3, p.
1555-1562, 2004.

JAGLIC, Z. et al. Distribution, characterization and genetic bases of erythromycin resistance
in staphylococci and enterococci originating from livestock. Zoonoses and public health, v.
59, n. 3, p. 202-211, 2012.



48

JENSEN, Lars Bogo; FRIMODT-MOLLER, Niels; AARESTRUP, Frank M. Presence of erm
gene classes in gram-positive bacteria of animal and human origin in Denmark. FEMS
Microbiology Letters, v. 170, n. 1, p. 151-158, 1999.

JETT, Bradley D.; HUYCKE, Mark M.; GILMORE, Michael S. Virulence of

enterococci. Clinical microbiology reviews, v. 7, n. 4, p. 462-478, 1994,

KANEMATSU, Emiko et al. Alterations in the GyrA subunit of DNA gyrase and the ParC
subunit of DNA topoisomerase IV associated with quinolone resistance in Enterococcus
faecalis. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 42, n. 2, p. 433-435, 1998.

KHAIR, H. N. et al. Vancomycin resistance has no influence on outcomes of enterococcal
bacteriuria. Journal of hospital infection, v. 85, n. 3, p. 183-188, 2013.

KLEIN, Gunter. Taxonomy, ecology and antibiotic resistance of enterococci from food and
the gastro-intestinal tract. International journal of food microbiology, v. 88, n. 2, p. 123-
131, 2003.

KLINE, Kimberly A.; LEWIS, Amanda L. Gram-positive uropathogens, polymicrobial
urinary tract infection, and the emerging microbiota of the urinary tract. Microbiology

spectrum, v. 4, n. 2, 2016.

KOCH, Stefanie et al. Enterococcal infections: host response, therapeutic, and prophylactic
possibilities. Vaccine, v. 22, n. 7, p. 822-830, 2004.

KRISTICH, Christopher J.; RICE, Louis B.; ARIAS, Cesar A. Enterococcal infection—
treatment and antibiotic resistance. . In: GILMORE M.S., CLEWELL D.B., IKE Y., et al.,
(ed). Enterococci: From Commensals to Leading Causes of Drug Resistant Infection. Boston:

Massachusetts Eye and Ear Infirmary; 2014. p

LECLERCQ, Roland et al. Plasmid-mediated resistance to vancomycin and teicoplanin in

Enterococcus faecium. New England Journal of Medicine, v. 319, n. 3, p. 157-161, 1988.



49

LECLERCQ, Roland et al. Resistance of enterococci to aminoglycosides and
glycopeptides. Clinical Infectious Diseases, v. 15, n. 3, p. 495-501, 1992.

LEBRETON, Francois; WILLEMS, Rob J. L.; GILMORE, Michael S. Enterococcus
Diversity, Origins in Nature, and Gut Colonization. In: GILMORE M.S., CLEWELL D.B.,
IKE Y., et al., (ed). Enterococci: From Commensals to Leading Causes of Drug Resistant
Infection. Boston: Massachusetts Eye and Ear Infirmary; 2014. p 5-64.

LOPES, Hélio Vasconcellos; TAVARES, Walter. Diagnéstico das infec¢bes do trato
urinario. Revista da Associacdo Medica Brasileira, v. 51, n. 6, p. 306-308, 2005.

MALANI, Preeti N., KAUFFMAN, Carol A., ZERVOS, Marcus J. Enterococcal Disease,
Epidemiology and Treatment. In: Gilmore MS. (ed). The Enterococci: pathogenesis,
molecular biology, and antibiotic resistance, 1 ed. Washington, DC: American Society For
Microbiology, 2002; 301-54.

MEENA, Suneeta et al. Revisiting Nitrofurantoin for Vancomycin Resistant
Enterococci. Journal of clinical and diagnostic research, v. 11, n. 6, p. 19, 2017.

MILLER, William R. et al. Vancomycin-Resistant Enterococci. Infectious Disease Clinics,
v. 30, n. 2, p. 415-439, 2016.

MINGEOT-LECLERCQ, M. P., GLUPCZYNSKI, Y., TULKENS, P. M. Aminoglycosides:
activity and resistance. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 43, p. 727-737, 1999.

MORENO, MR Foulquié et al. The role and application of enterococci in food and
health. International journal of food microbiology, v. 106, n. 1, p. 1-24, 2006.

MURRAY, Barbara. E. Beta-lactamase-producing enterococci. Antimicrobial agents and
chemotherapy, v. 36, n. 11, p. 2355, 1992.

MURRAY, Barbara. E. The life and times of the Enterococcus. Clinical Microbiology
Reviews, v. 3, n. 1, p. 46-65, 1990.



50

NAHER, Kurt G. Fluoroquinolones in Urinary Tract Infections. Drugs, v. 52, n. 2, p. 27-33,
1996.

NERURKAR, Alka; SOLANKY, Priti; NAIK, Shanta S. Bacterial pathogens in urinary tract
infection and antibiotic susceptibility pattern. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Sciences (JPBMS), v. 21, n. 21, 2012.

PARTE, Aidan C. LPSN—Iist of prokaryotic names with standing in nomenclature. Nucleic
acids research, v. 42, n. D1, p. D613-D616, 2013.

PATEL, R. Enterococos. In. WILSON W. R., SANDE M. A. Doencas Infecciosas -
Diagnostico e tratamento. Porto Alegre: ArtMed, 2004. p. 83-103.

PATERSON, David L. “Collateral damage” from cephalosporin or quinolone antibiotic
therapy. Clinical Infectious Diseases, v. 38, n. 4, p. 341-345, 2004.

PECHERE, J.-C. Macrolide resistance mechanisms in Gram-positive cocci. International

journal of antimicrobial agents, v. 18, p. 25-28, 2001.

PORTILLO, Aranzazu et al. Macrolide Resistance Genes in Enterococcus spp. Antimicrobial
agents and chemotherapy, v. 44, n. 4, p. 967-971, 2000.

PRYSTOWSKY, Jason et al. Resistance to linezolid: characterization of mutations in rRNA
and comparison of their occurrences in vancomycin-resistant enterococci. Antimicrobial
agents and chemotherapy, v. 45, n. 7, p. 2154-2156, 2001.

ROBERTS, Marilyn C. Update on macrolide—lincosamide—streptogramin, ketolide, and
oxazolidinone resistance genes. FEMS microbiology letters, v. 282, n. 2, p. 147-159, 2008.

RONALD, Allan. The etiology of urinary tract infection: traditional and emerging
pathogens. The American journal of medicine, v. 113, n. 1, p. 14-19, 2002.

ROSSI, Flavia. The challenges of antimicrobial resistance in Brazil. Clinical infectious
diseases, v. 52, n. 9, p. 1138-1143, 2011.



51

SCHLEIFER, Karl H.; KILPPER-BALZ, Renate. Transfer of Streptococcus faecalis and
Streptococcus faecium to the Genus Enterococcus nom. rev. as Enterococcus faecalis comb.
nov. and Enterococcus faecium comb. nov. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 34, n. 1, p. 31-34, 1984.

SHANKAR, Nathan et al. Role of Enterococcus faecalis Surface Protein Esp in the
Pathogenesis of Ascending Urinary Tract Infection. Infection and immunity, v. 69, n. 7, p.
4366-4372, 2001.

SHERMAN, James M. The streptococci. Bacteriological reviews, v. 1, n. 1, p. 3, 1937.

SHEPARD, Brett D.; GILMORE, Michael S. Antibiotic-resistant enterococci: the
mechanisms and dynamics of drug introduction and resistance. Microbes and Infection, v. 4,
n. 2, p. 215-224, 2002.

SOOD, Seema et al. Enterococcal infections & antimicrobial resistance. Indian Journal of
Medical Research, v. 128, n. 2, p. 111, 2008.

SPEER, Brenda S.; SHOEMAKER, Nadja B.; SALYERS, Abigail A. Bacterial resistance to
tetracycline: mechanisms, transfer, and clinical significance. Clinical microbiology reviews,
V.5, n. 4, p.387-399, 1992.

SWAMINATHAN, Subramanian; ALANGADEN, George J. Treatment of resistant
enterococcal urinary tract infections. Current infectious disease reports, v. 12, n. 6, p. 455-
464, 2010.

TANNOCK, Gerald W.; COOK, Greg. Enterococci as Members of the Intestinal Microflora
of Humans. In: Gilmore MS. (ed). The Enterococci: pathogenesis, molecular biology, and
antibiotic resistance, 1 ed. Washington, DC: American Society of Microbiology, 2002; p 101-
132.

THIERCELIN, M. E. Sur un diplocoque saprophyte de l'intestin susceptible de devenir
pathogene. CR Soc Biol, v. 5, p. 269-271, 1899.



52

VAN TYNE, Daria; GILMORE, Michael S. Friend turned foe: evolution of enterococcal
virulence and antibiotic resistance. Annual review of microbiology, v. 68, p. 337-356, 2014.

WERNER, Guido et al. Antibiotic resistant enterococci - tales of a drug resistance gene
trafficker. International Journal of Medical Microbiology, v. 303, n. 6, p. 360-379, 2013.

WERNER, Guido; STROMMENGER, Birgit; WITTE, Wolfgang. Acquired vancomycin
resistance in clinically relevant pathogens. Future Microbiology, v. 3, n. 5, p. 547-562, 2008.

YASUFUKU, Tomihiko et al. Mechanisms of and risk factors for fluoroguinolone resistance
in clinical Enterococcus faecalis isolates from patients with urinary tract infections. Journal
of clinical microbiology, v. 49, n. 11, p. 3912-3916, 2011.



53

ANEXO - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE MEDICINA TROPICAL

O manuscrito deve ser preparado usando software padrdo de processamento de textos
e deve ser impresso (fonte Times New Roman tamanho 12) com espaco duplo em todo o texto,
titulo/legendas para as figuras, e referéncias, margens com pelos menos 3cm. O manuscrito
deve ser dividido nas seguintes secdes: Cartdo de Apresentacdo (enderecada ao Editor-Chefe),
Pagina de Titulo, Titulo, Resumo, palavras-chaves, Texto do Manuscrito, Agradecimentos,
Declaracdo de Conflito de Interesses, Suporte Financeiro, Lista de Referéncias, Titulo das
Figuras/Legendas. A Carta de Apresentacdo, Pagina de Titulo, Agradecimentos e Suporte
Financeiro devem ser incluidos em documentos separados (estes dois ultimos podem ser

incluidos junto com a Pagina de Titulo). Abrevia¢Ges devem ser usadas com moderacao.

Pégina de Titulo: deve incluir o nome dos autores na ordem direta e sem abreviagoes,
afiliacdes institucionais (Departamento, Instituicdo, Cidade, Estado e Pais de cada autor). O
endereco completo do autor para correspondéncia deve ser especificado, incluindo telefone,
fax e e-mail. Na péagina de titulo também podem ser incluidos agradecimentos e suporte
financeiro. A quantidade de autores por manuscrito deve ser limitada ao numero real de
autores que realmente contribuiram com o manuscrito, exceto para estudos multicéntricos
nacionais e internacionais, que devem limitar-se a vinte autores. Quando exceder a vinte

autores, o restante serd publicado em notas de rodapé.

Indicacdo de potenciais revisores: Os autores sdo convidados a fornecer 0os nomes e
informacBes de contato (e-mail e telefone) por trés potenciais revisores imparciais. Favor

informar revisores de instituicGes diferentes dos autores.

Titulo: deve ser conciso, claro e o mais informativo possivel, ndo deve conter abreviacoes e

néo deve exceder a 200 caracteres, incluindo espacos.
Titulo Corrente: com no méaximo 40 caracteres.

Resumo Estruturado: deve condensar os resultados obtidos e as principais conclusées de tal
forma que um leitor, ndo familiarizado com o assunto tratado no texto, consiga entender as

implicacdes do artigo. O resumo ndo deve exceder 250 palavras (100 palavras no caso de



54

comunicacgdes breves) e abreviagOes devem ser evitadas. Deve ser subdivido em: Introdugéo,

Métodos, Resultados e Conclusoes.

Palavras-chaves: 3 a 6 palavras devem ser listados em Inglés, imediatamente abaixo do

resumo estruturado.

Introducdo: deve ser curta e destacar os propositos para o qual o estudo foi realizado. Apenas

quando necessario citar estudos anteriores de relevancia.

Metodos: devem ser suficientemente detalhados para que os leitores e revisores possam
compreender precisamente o que foi feito e permitir que seja repetido por outros. Técnicas-

padrdes precisam apenas ser citadas.

Etica: em caso de experimentos em seres humanos, indicar se os procedimentos realizados
estdo em acordo com os padrbes éticos do comité de experimentacdo humana responsavel
(institucional, regional ou nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de 1964, revisada em
1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Quando do relato de experimentos, em animais, indicar se
seguiu um guia do conselho nacional de pesquisa, ou qualquer lei sobre o cuidado e uso de
animais em laboratorio foram seguidas e 0 nimero de aprovacdo deve ser enviado a Revista.
No caso de pesquisa em seres humanos, os autores devem incluir na secdo métodos no
subtitulo Consideracdes Eticas uma declaragio de que o estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica Institucional.

Ensaios Clinicos: No caso de Ensaios Clinicos, 0 manuscrito deve ser acompanhado pelo
namero e 6rgdo de registro do ensaio clinico (Plataforma REBEC). Estes requisitos estdo de
acordo com a BIREME/OPAS/OMS e o Comité Internacional dos Editores de Revistas
Médicas (http://www.icmje.org) e do Workshop ICTPR.

Resultados: devem ser um relato conciso e impessoal da nova informacéo. Evitar repetir no

texto os dados apresentados em tabelas e ilustragdes.

Discusséo: deve relacionar-se diretamente com o estudo que esta sendo relatado. N&o incluir

uma revisdo geral sobre o assunto, evitando que se torne excessivamente longa.

Agradecimentos: devem ser curtos, concisos e restritos aqueles realmente necessarios, e, no

caso de orgdos de fomento néo usar siglas.



55

Conflito de Interesse: todos os autores devem revelar qualquer tipo de conflito de interesse

existente durante o desenvolvimento do estudo.

Suporte Financeiro: informar todos os tipos de fomento recebidos de agéncias de fomento

ou demais 6rgéos ou institui¢des financiadoras da pesquisa.

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, na medida em que aparecem no texto.
Listar todos os autores quando houver até seis. Para sete ou mais, listar os seis primeiros,
seguido por “et al”. Digitar a lista de referéncias com espagamento duplo em folha separada e
no final do manuscrito. Referéncias de comunicacdes pessoais, dados ndo publicados ou
manuscritos “em preparagdo” ou “submetidos para publica¢do” ndo devem constar da lista de
referéncia. Se essenciais, podem ser incorporados em local apropriado no texto, entre
parénteses da seguinte forma: (AB Figueiredo: Comunicacdo Pessoal, 1980); (CD Dias, EF
Oliveira: dados nao publicados). CitacGes no texto devem ser feitas pelo respectivo nimero
das referéncias, acima da palavra correspondente, em ordem numeérica crescente, separados
por virgula ou por hifen quando houver uma sequéncia sem intervalo. Ex.. Mundo*?;
Vida®#2*% As referéncias no fim do manuscrito devem estar de acordo com o sistema de
requisitos uniformes utilizado para manuscritos enviados para periddicos biomédicos

(Consulte: http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine).

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index

Medicus (Consulte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals).

A responsabilidade pelas cita¢Bes bibliogréaficas contidas no texto e na lista de referéncias

recai exclusivamente sobre os autores.

Alguns exemplos de referéncias:

1. Citacao de Artigos em Geral: Sobrenome seguido das iniciais dos seis primeiros
autores. Para sete ou mais autores, liste os seis primeiros, seguidos de "et al."), titulo
completo do artigo (no idioma original), titulo abreviado do periddico (pode ser

encontrado Em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), ano de

publicacdo, volume (nimero), paginas inicial e final abreviada.


http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
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Exemplo 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure levels before
dementia. Arch Neurol. 2005;62(1):112-6.

Exemplo 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho JDS, Viana CEM, Gomes
KCMS, et al. Analysis of the seroprevalence of and factors associated with Chagas disease in
an endemic area in northeastern Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2016;50(1):115-21.

2. Capitulo de livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do capitulo, titulo
completo do capitulo, editores, titulo do livro, Edicéo, local de publicacéo: editor, ano

de publicacdo, paginas inicial e final do capitulo abreviada.

Exemplo: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities. In: Carter C, Peel
JR, editors. Equalities and inequalities in health. 2nd ed. London: Academic Press; 1976. p.
165-78.

1. Livro: Sobrenome seguido das iniciais dos autores do livro, titulo do livro, edicéo,
local de publicacdo: editor, ano de publicacdo e nimero de paginas do livro.

Exemplo: Carlson BM. Human embryology and developmental biology. 4th ed. St. Louis:
Mosby; 2009. 541 p.

4. Sites: Nome do autor/organizacdo. Titulo da pagina [Internet]. Local de publicacéo:
Nome do editor; Data ou ano de publicacdo [atualizado ano més dia; Citado ano més

dia]. Disponivel em: endereco.

Exemplo: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT: Diabetes Australia;
2012 [updated 2012 June 15; cited 2012 Nov 5]. Available from:

http://www.diabetesaustralia.com.au/en/ Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

5. 5. Dissertagdo/Tese: A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo

aceitara a citacao de dissertacdo/mestrado, teses de doutorado ou similar.

llustracGes: devem ser submetidas, em arquivos separados, nomeados apenas com 0 nimero
das figuras (exemplo: Figura 1; Figura 2). Todas as figuras devem ter numeracdo arabica,

citadas no texto, pela primeira vez, em ordem numérica crescente.

Titulo e Legendas: devem ser digitados com espagamento duplo no final do manuscrito.
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Dimensoes: As dimensdes das figuras ndo devem ultrapassar o limite de 18cm de largura por

23cm de altura. Veja abaixo a correta configuragdo para cada formato de figura:

« Imagens/Fotografias: devem ser obrigatoriamente submetidas em alta resolugdo no
formato TIFF. Certifique-se que a mesma foi capturada na resolu¢do minima de 600
DPI, preferencialmente entre 900-1200dpi, preparadas utilizando programa de
Editoracdo de Imagens (Adobe Photoshop, Corel Photo Paint, etc).

o Gréficos: Devem ser criados wusando software estatistico e devem ser
salvos/exportados com a extensdo original (.xls, .xIsx, .wmf, .eps ou .pdf).

e« Mapas: devem ser vetorizadas (desenhados) profissionalmente utilizando

os softwares Corel Draw ou Illustrator em alta resolucéo.

Tabelas: devem ser digitadas com espacamento simples, com titulo curto e descritivo (acima
da tabela) e submetidas em arquivos separados. Legendas para cada tabela devem aparecer
abaixo da mesma. O significado de todas as siglas e simbolos utilizados na tabela devem
constar no rodapé da tabela. Todas as tabelas devem ter numeracao arabica, citadas no texto,
em ordem numeérica crescente. Tabelas ndo devem ter linhas verticais, e linhas horizontais
devem ser limitadas ao minimo. Tabelas devem ter no maximo 18cm de largura por 23cm de

altura, fonte Times New Roman, tamanho 9.

Processo de Envio: os artigos submetidos a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical deverdo utilizar apenas a via eletronica. Todos os manuscritos deverdo ser enviados

via internet para http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo, seguindo as instrucées no

topo de cada tela. O processo de revisdo pelos pares também sera totalmente pela via

eletrénica.

Sobre Reenvio e Revisdes: a revista diferencia entre: a) manuscritos que foram rejeitados e
b) manuscritos que serdo reavaliados apos a realizagdo das corregcdes que foram solicitadas

ao0s autores.

Reenvio: caso o0 autor receba uma carta informando que seu trabalho foi rejeitado e queira
que os editores reconsiderem tal decisdo, o autor podera reenvia-lo. Neste caso sera gerado

um novo NUMero para 0 manuscrito.


http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo
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Revisdo: caso seja necessario refazer seu manuscrito com base nas recomendacles e
sugestBes dos revisores, ao devolvé-lo, para uma segunda analise, por favor, encaminhe o

manuscrito revisado e informe o mesmo nimero do manuscrito.

Apobs a Aceitagdo: Uma vez aceito para publicacdo, o processo de publicacdo inclui os passos

abaixo:

1. Formulério de concessao de direitos autorais, fornecido pela secretaria da revista, deve
retornar para a revista assinado pelos autores.

2. Provas: serdo enviadas ao autor responsavel, mencionado no endereco para
correspondéncia, no formato PDF, para que o texto seja cuidadosamente conferido.
Nesta etapa do processo de edicdo, ndo serdo permitidas mudancgas na estrutura do
manuscrito. ApOs 0s autores receberem as provas, deverdo devolvé-las assim que
possivel.

3. Os artigos aceitos compordo os numeros impressos obedecendo ao cronograma em
que foram submetidos, revisados e aceitos.

4. Todos os artigos aceitos que ainda ndo tenham sido impressos estardo disponiveis on-
line enquanto aguardam publicacdo na versdo impressa (ahead of print).

Custos de Publicacao: Nao havera custos de publicagéo.

A Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical ndo indica qualquer tipo de
servicos de traducao.

A traducdo de todo manuscrito deve ser realizada antes da submissdo do mesmo. A
contratacdo e o pagamento dos servicos de traducdo sdo de responsabilidade dos autores.

Custos de publicacdo de imagens coloridas sdo de responsabilidade dos autores.



