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Sacramento, A G - Tipagem molecular de cepas de Enterococcus spp
resistentes a vancomicina, isoladas em hospitais da cidade de Sao Paulo,
no periodo de 1999 a 2008

RESUMO

Em S&o Paulo, o primeiro relato de isolamento de Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) foi em 1997, e desde entdo, esta bactéria tem sido
reportada em todo o Brasil como responsavel por surto de infeccdo hospitalar.
O presente estudo prop0s investigar a similaridade genética de amostras de
VRE com o intuito de analisar a disseminacdo dos tipos e subtipos genéticos
circulantes em 26 hospitais da cidade de S&o Paulo e regido ao longo de 10
anos. Foram analisadas 239 cepas de VRE isoladas de materiais clinicos como:
urina (n=107), sangue (n=81) e liquidos cavitarios (n=51). A tipagem molecular
das cepas de VRE foi realizada pela técnica de eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE). Os perfis eletroforéticos foram analisados segundo os critérios
de Tenover e pelo percentual de similaridade genética obtido através do
programa Bionumerics. Os resultados da analise molecular das cepas de E.
faecium resistente a vancomicina (VRE-EFM) mostraram maior diversidade
genética com nove tipos, enquanto os E. faecalis resistente a vancomicina
(VRE-EF) apresentaram trés tipos. A analise do dendrograma mostrou que 0s
subtipos mais frequentes dos VRE-EF (Al e A8) e dos VRE-EFM (P1 e P6)
apresentaram uma similaridade genética de 83% e 96%, respectivamente.
Entre os hospitais avaliados foi observada uma maior disseminagéo de VRE-EF
(85%), embora a presenca das duas espécies simultaneamente tenha ocorrido
em 50% dos hospitais. Este estudo representou um importante monitoramento
de cepas de VRE na cidade de S&o Paulo, no qual se teve a oportunidade de
caracterizar cepas oriundas de varios hospitais, tanto da rede publica como
privada e com isso observar a disseminacao intra e inter-hospitalar.

Palavras-Chave: Tipagem molecular; Enterococcus spp resistentes a
vancomicina; eletroforese em gel de campo pulsado; infec¢céo hospitalar.



Sacramento, A G - Molecular typing of strains of vancomycin-resistant
Enterococcus spp isolated in hospitals in the Sado Paulo city during the
years 1999 to 2008

ABSTRACT

In Sao Paulo, the first report of isolation of vancomycin-resistant Enterococcus
(VRE) was in 1997 and since then, this bacteria has been reported in Brazil as
responsible for an outbreak of hospital infection. The present study was to
investigate the genetic similarity of VRE in order to analyze the spread of
genetic types and subtypes circulating in 26 hospitals in the S&o Paulo city and
region during 10 years. We analyzed 239 strains of VRE isolated from clinical
specimens such as urine (n=107), blood (n=81) and liquid cavity (n=51).
Molecular typing of strains of VRE was performed by Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE). Electrophoretic patterns were analyzed according to
Tenover criteria and the percentage of genetic similarity obtained through the
program Bionumerics. The results of molecular analysis of strains of
vancomycin-resistant E. faecium (VRE-EFM) showed greater genetic diversity
with nine types, whereas vancomycin-resistant E. faecalis (VRE-EF) showed
three types. The dendrogram analysis showed that the most common subtypes
of VRE-EF (Al and A8) and VRE-EFM (P1 and P6) showed a genetic similarity
of 83% and 96% respectively. Among the hospitals evaluated showed the
greatest spread of VRE-EF (85%), although the presence of both species
occurred in 50% of hospitals. This study represents an important tracking of
strains of VRE in Sao Paulo, where it has had an opportunity to characterize
strains from differents hospitals, both public and private and thus observe the
spread intra and inter-hospital.

Keywords: molecular typing, vancomycin-resistant Enterococcus;

electrophoresis pulsed field gel electrophoresis, hospital infection.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Género Enterococcus

A nomenclatura “enterococos” € derivada da palavra francesa
“entérocoque”, proposta para designar a origem intestinal destas bactérias. No
inicio da década de 1930, os enterococos eram classificados como
Streptococcus do grupo D através do esquema sorologico criado por Lancefield.
As espécies mais comuns eram Streptococcus faecalis seguida por
Streptococcus faecium (Murray, 1990; Murray, 2000). Em 1980, estudos de
hibridizacdo DNA-DNA e DNA-rRNA, mostraram diferencas entre as cepas de
enterococos e estreptococos. Entdo, em 1984, os enterococos deixaram de
pertencer ao género Streptococcus e foram designados como Enterococcus
(Schleifer e Kilpper-Balz, 1984).

Enterococos sao bactérias que fazem parte da microbiota do trato
gastrointestinal e genitourinario de humanos e de outros animais. Estédo
amplamente distribuidos na natureza podendo ser encontrados no solo, nos
alimentos e na agua. Embora esta bactéria tenha sido considerada in6cua por
muitos anos, recentemente, tem apresentado um aumento da resisténcia a
varios antibiéticos e vem sendo associada com uma série de doengas como
endocardites, bacteremia, infeccdes de feridas, osteomielite, infec¢éo dentaria e
infeccdo urinaria. A infeccdo urindria € a mais comum das infeccdes
enterocécicas humana, ocorrendo principalmente em pacientes hospitalizados,
seguida pela infeccdo intra-abdominal, pélvica, bacteremia, endocardite e
infeccdo neonatal (Moellering Jr et al., 1970; Murray, 1990; Moellering Jr, 1992;
Merquior et al., 1997; Murray, 2000).

Enterococos sdo cocos Gram-positivos ovalados, que podem se
apresentar em dupla ou em cadeias curtas (Figura 1). S&o catalase negativa

podendo apresentar uma pseudocatalase (Moellering Jr et al.,1970; Murray,
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Introducéo

1990). S&o bactérias resistentes, capazes de crescer em 6,5% de NaCl, e em
temperaturas entre 10°C e 45°C e pH 9,6. Sao capazes de hidrolizar esculina
em presenca de 40% de sais biliares e produzir pirrolidonil arilamidase (PYR)
(Huycke et al., 1998). Esta bactéria pode sobreviver em superficies inanimadas
por semanas, 0 que permite a sua adaptagcdo em diversos ambientes,
contribuindo para a sua transmissdo nosocomial (Bonten et al., 1996; Neely e
Maley, 2000).

S

Figura 1: Enterococcus spp em tecido pulmonar.

Fonte: Adaptado de Academic dictionaries and encyclopedias (1984).

Estdo descritas no género Enterococcus cerca de 30 espécies,
entretanto, as espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sao as
mais frequentemente isoladas dos casos de infeccdo humana, sendo o E.
faecalis em 80% a 90% e o E. faecium em 5 a 10% das infec¢des (Murray et al.,
2007). No mundo, estas duas espécies representam um dos principais

patdgenos associados com infeccdo nosocomial e nos Estados Unidos € a
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Introducéo

terceira principal causa de bacteremia (Thouverez e Talon, 2004; Chou et al.,
2008; Werner et al., 2008). Existem outras espécies de menor importancia
clinica que sdo E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E.
raffinosus, E. malodoratus e E. mundtii, as outras espécies sdo raramente

isoladas de amostras bioldgicas de seres humanos.

1.2. Resisténcia microbiana

Enterococos possuem poucos fatores de viruléncia, porém é importante
ressaltar que esta bactéria estd sendo a causa de sérios problemas de
pacientes hospitalizados, devido a capacidade de resistir a acdo de muitos
antimicrobianos. Esta bactéria tende a ser mais resistente a terapia
antimicrobiana que outros microrganismos e, além disso, apresenta uma
habilidade de adquirir e transferir novos determinantes de resisténcia (Murray,
1990; Moellering Jr, 1992).

Para os enterococos a resisténcia pode ser intrinseca e adquirida. O
termo resisténcia intrinseca é usado para indicar a resisténcia que € usual a
espécie, presente em quase todas as amostras de determinado organismo. Os
genes responsaveis por esta resisténcia estdo presentes normalmente no
cromossomo e tipicamente ndo sdo transferiveis. Dentre as varias resisténcias
intrinsecas encontradas nos enterococos, incluem-se a resisténcia as
cefalosporinas, aztreonam, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol e as
penicilinas semi-sintéticas (oxacilina, carbenicilina, nafcilina e ticarcilina),
portanto, essas drogas ndo sao utilizadas no tratamento das infeccdes
enterococicas (Pallares et al., 1993; Rice, 2001).

Excepcionalmente, a resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos que é
detectada para baixas concentracbes, permite a sua utilizacdo quando
associados aos B-lactamicos (penicilina G, ampicilina, ureidopenicilinas) ou a
vancomicina como opc¢ao terapéutica das infecgbes enterocicicas mais graves
(Tavares, 2000; Rice, 2001).

18
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A resisténcia adquirida pode ocorrer por mutagdo cromossomica
alterando o alvo da acdo de alguns antimicrobianos ou pela aquisicdo de uma
nova sequéncia de DNA por transformacéo, transducdo ou conjugacdo. Nos
enterococos essa transferéncia genética geralmente ocorre por meio dos
plasmideos e transposons contendo genes de resisténcia (Rice, 2001).
Plasmideos sédo fragmentos de DNA auto-replicantes, circulares,
extracromossOémicos e podem transportar genes para atividades como
resisténcia aos antimicrobianos. Transposons sdo pequenos segmentos de
DNA que podem se mover de uma regido de uma molécula de DNA
cromossOmica para outra. Transposons com genes de resisténcia aos
antimicrobianos sdo de interesse meédico, porque podem se disseminar para
microrganismos de espécie ou género diferente, sendo considerados poderosos
mediadores da evolug&o nos microrganismos (Tortora et al., 2005).

Em geral, sdo exemplos de resisténcia adquirida, a resisténcia ao
cloranfenicol, eritromicina, as altas concentracbes de clindamicina e
aminoglicosideos, tetraciclina, fluorquinolonas, penicilinas e aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina) (Rice, 2001). Os fenotipos considerados
clinicamente mais significativos entre os enterococos sdo aqueles associados a
resisténcia as altas concentracbes de aminoglicosideos, glicopeptideos e

penicilinas (ampicilina, penicilina G e ureidopenicilinas).

1.3. Resisténcia aos glicopeptideos

O mecanismo de acdo dos antibidticos da classe dos glicopeptideos
resulta na inibicdo da parede celular bacteriana que € composta de uma rede
macromolecular denominada peptideoglicano, que se apresenta isolada ou em
combinacdo com outras substancias. O peptideoglicano consiste em um
dissacarideo repetitivo unido por polipeptideos para formar uma rede que

circunda e protege toda a célula. A porcdo dissacaridica € composta de

monossarideos denominados N-acetilglicosamina (NAG) e é&cido N-
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Introducéo

acetilmuramico (NAM), que estdo relacionados a glicose (Tortora et al., 2005)
(Figura 2).

N-acetilglucosamina Acido N-acetilmuramico

(NAG) (NAM)
CH,OH CH,OH
H
\O
OH
H

Figura 2: NAG e NAM unidos como no peptideoglicano.

Legenda: As areas em purpura clara mostram as diferengas entre as duas moléculas. A ligacao
entre elas é denominada uma ligagéo -1, 4.

Fonte: Adaptado de Tortora et al. (2005)

Os glicopeptideos interferem na sintese da parede celular das bactérias
Gram-positivas pela interacdo com o grupamento terminal D-alanina-D-alanina
(D-ala-D-ala), das cadeias laterais do pentapeptideos precursores do
peptideoglicano. A formacédo de um complexo entre o antibidtico e o precursor
da cadeia de peptideoglicano bloqueia a acdo das enzimas envolvidas nas
reacoes de transglicosilacéo e transpeptidacdo na sintese da parede celular da
bactéria (Reynolds, 1989; Courvalin, 2006) (Figura 3).
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Figura 3: Sintese do peptideoglicano e mecanismo de acdo do glicopeptideo.
Ligacgdo do antibiético ao C-terminal D-ala-D-ala do precursor do

peptideoglicano que impede as reacdes de transglicosilacao e transpeptidacao.
Fonte: Adaptado de Courvalin (2006).

A vancomicina assim denominada a partir da palavra em inglés
vanquish, que significa destruir, faz parte de um pequeno grupo de antibiéticos
glicopeptidicos. E um antimicrobiano bactericida que foi isolado pelo grupo de
Eli Lily em 1956, a partir da fermentacdo do fungo Amycolatopsis orientalis
encontrado em amostras de solo coletado no interior das selvas de Bornéu
(Levine, 2006). Foi primeiramente produzida no final de 1950 para o tratamento
de infecgdes estafilococicas, porém o seu uso foi moderado no final da década
de 1970 quando os Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
tornaram-se prevalentes e também no final da década de 80, quando comecou

a surgir o VRE. O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) publicou
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orientagbes para 0 uso apropriado de vancomicina em hospitais com uma
resposta direta a preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia do
enterococo a vancomicina, e de outros microrganismos, incluindo estafilococos.
A vancomicina € um antimicrobiano de escolha para o tratamento de infeccdes
graves por Enterococcus spp, MRSA, Staphylococcus spp coagulase-negativa,
meningites causadas por Streptococcus pneumoniae com suscetibilidade
reduzida aos B-lactamicos ou suspeita de infec¢cdes por bactérias Gram-
positivas em pacientes que sao alérgicos aos B-lactamicos (Hospital Infection
Control Practices Advisory Committee, 1995; Chavers et al., 2003).

O aumento do uso de vancomicina empirica para o tratamento de
infeccbes por MRSA tem paralelamente ocasionado o aparecimento de VRE, ja
gue a resisténcia a vancomicina € uma consequéncia inevitavel da presséo
seletiva devido a exposicdo ao antibidtico, processo resultante de uma
resisténcia induzida. Por outro lado, o aumento da disseminacdo de VRE é
responsavel pelo surgimento de casos de Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus (VRSA), que estar relacionado com a transmissao plasmidial do gene
vanA de cepas de VRE para estas bactérias (Noble et al., 1992; Weigel et al.,
2003; Chavers et al., 2003; Silva Filho et al., 2008).

Atualmente foram descritos seis fenétipos envolvidos na geracao da
resisténcia aos glicopeptideos (Van A, B, C, D, E e G) (Courvalin, 2006). Porém,
os fendtipos VanA e VanB sé@o os mais importantes devido a possibilidade de
transferéncia genética por conjugacdo que pode ocorrer via plasmideo e
transposons (Woodford, 1998).

A deteccdo fenotipica da resisténcia dos enterococos aos
glicopeptideos é realizada, rotineiramente, através do teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos, o qual permite detectar amostras com niveis variados de
resisténcia.

Enterococos com fendtipo VanA apresentam resisténcia adquirida para
alta concentracdo de vancomicina e de teicoplanina, apresentando valores de

concentragédo inibitéria minima (CIM) = 64 pg/mL e 16 a 512 pg/mL,
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respectivamente. Enterococos com fendtipo VanB apresentam resisténcia
adquirida para concentracdo variavel de resisténcia a vancomicina (CIM 4 a
1000 pg/mL) e suscetibilidade a teicoplanina. Cepas com o fenotipo VanC
apresentam resisténcia a baixa concentracdo de vancomicina (CIM 2 a 32
pHg/mL) e suscetibilidade a teicoplanina, esta propriedade € intrinseca e
intransferivel para duas espécies: E. gallinarum e E. casseliflavus,
representados por dois genes vanC-1 e vanC-2/3, respectivamente. Bactérias
com o fendtipo VanD apresentam resisténcia moderada e constitutiva para
vancomicina (CIM 64 a 128 pg/mL) e teicoplanina (CIM 4 a 64 pg/mL). O
fendtipo VanE € induzido e ndo transferivel, com resisténcia para baixa
concentracdo de vancomicina (CIM 8 a 32 ug/mL) e suscetibilidade a
teicoplanina (CIM = 0,5 pg/mL) e o fendtipo VanG apresenta resisténcia a
vancomicina para concentra¢cdo moderada (CIM = 16 pug/mL) e suscetibilidade a
teicoplanina (Courvalin, 2006) (Tabela 1).
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Tabela 1: Niveis e fendtipos de resisténcia aos glicopeptideos em enterococos.

Nivel de resisténcia e fen6tipos

_ » Baixo Baixo
Caracteristicas Alto Variavel Moderado
Van A Van B Van D Van G Van E Van Cle
C2/3
—
Vancomicina >64 41000  64-128 16 8-32 2-32
Teicoplanina®  16-512 0,5-1 4-64 0,5 0,5 0,5-1
Transferivel Sim Sim N&o Sim N&o N&o
Elementos Tn1546 Tnl547ou
moveis Tn1549
Determinante  Adquirida Adquirida Intrinseca Adquirida  Adquirida Intrinseca
Localizacéo Plasmideo Plasmideo Cromossomc CromossomaCromossomo  Cromossomo
Alvo D-Ala-D- - D-Ala-D- b i blac D-Ala-D-Ser¢ D-Ala-D-Ser  D-Ala-D-
modificado Lac® Lac
Ser
4 CIM, pg/mL

P D-Ala-D-Lac: D-alanina-D-lactato
¢ D-Ala-D-Ser: D-alanina-D-serina

Fonte: Adaptado de Courvalin (2006).

Atualmente, varias técnicas de genotipagem tém sido utilizadas na
deteccado de genes de resisténcia dos enterococos aos glicopeptideos (vanA, B,
C, D, E e G). Uma das técnicas de biologia molecular utilizada para essa
finalidade é a reacdo de polimerase em cadeia (PCR, do inglés “Polymerase
Chain Reaction”) que é realizada para a identificacdo das espécies de
enterococos e para a deteccdo de genes de resisténcia aos glicopeptideos
(Caiaffa Filho et al., 2003; Moretti et al., 2004; Courvalin, 2006).

O mecanismo bioquimico de resisténcia a vancomicina ocorre pela
producdo de precursores de peptideoglicano anormais na parede celular que
possuem 0s pentapeptideos com terminacdo em D-Ala-D-Lac nos fendtipos
VanA, VanB e VanD ou D-Ala-D-Ser nos fenétipos VanC, VanE e VanG em lugar
de D-Ala-D-Ala, cujos glicopeptideos possuem baixa afinidade (Arthur et al.,
1996; Depardieu et al., 2007) (Tabela 1 e Figura 4).
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Enterococos sensiveis a vancomicina

Avancomicina possui alta afinidade Vancomicina
pelaregido C-terminal dos
precursores da parede celular

-D-Ala-D-Ala —

Inibicdo da Sintese da
parede celular

>

-D-Ala-D-Ala

i

\

Tripeptideo

Enterococos resistentes a vancomicina

VRE apresenta precursores alterados daparedecelular, Vancomicina
pelos quais a vancomicina tem baixa afinidade

-D-Ala-D-Lac

Sintese normal da
*) parede celular

-D-Ala- Ser

2

Figura 4. Mecanismo de acao e resisténcia a vancomicina.
Fonte: Adaptado de Murray (2000).

No Brasil, 0 gendtipo vanA é o mais frequentemente encontrado e o seu
mecanismo de resisténcia é consequéncia do estudo de um grupo de genes,
encontrados em um transposon da familia Tn3 com 10.851 pares de bases,
chamado de Tn1546. Este transposon se instala no plasmideo plP816 que pode
estar inserido ou ndo ao cromossomo bacteriano. Esse plasmideo conjugativo é
a principal forma de transferéncia da resisténcia aos glicopeptideos entre os
microrganismos (Leclercq et al., 1988; Arthur e Couvarlin, 1993; Woodford et al.,
1995; Woodford, 1998; Palazzo et al., 2006).

O transposon Tnl1546 codifica nove polipeptideos que podem ser
distribuidos em quatro grupos funcionais: 1) duas “open read frame” (ORF1 e
ORF2) que tem a funcdo de transposicao e codificam a produgcédo de duas
enzimas, transposase e resolvase; 2) vanR e vanS sdo genes de regulacdo da

resisténcia a vancomicina; 3) vanH, vanA e vanX sao genes de resisténcia aos
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glicopeptideos; 4) vanY e vanZ sdo genes envolvidos na producéo de proteinas
acessorias como na sintese do peptideoglicano, mas nao sdo necessérias para
conferir resisténcia aos glicopeptideos (Arthur et al., 1992; Arthur e Couvarlin,
1993) (Figura 5).

|

Transposicao Regulacao Genes necessarios Proteinas
para resisténcia acessorias

Figura 5: Mapa de Tn1546.
Fonte: Adaptado de Arthur e Courvalin (1993).

O gendtipo vanB esta localizado no transposon Tn1547, um elemento
de transferéncia genética estreitamente relacionado com o transposon Tn1546
que contém o gene vanA. Os enterococos que possuem 0 gendtipo vanA
geralmente expressam o fendtipo VanA, os que possuem genoétipo vanB
expressam o fendtipo VanB e assim ocorre para todos 0s outros genotipos e
fendtipos dos enterococos. Entretanto, algumas discrepancias estdo sendo
encontradas em algumas cepas de VRE, que podem apresentar o fendtipo
VanB e quando testadas geneticamente, estas possuem 0 gene vanA ou seja,
enterococos com fenétipo VanB e gendtipo vanA.

Durante o monitoramento de VRE em um hospital localizado na cidade
de Sdo Paulo, foram detectadas duas cepas de E. faecalis resistentes a
vancomicina e sensiveis a teicoplanina, consistente com o fenétipo VanB. No
entanto, ambas foram confirmadas como pertencentes ao genotipo vanA
utilizando a técnica de PCR com primers especificos para 0os genes vanA e

vanB. Este estudo, foi o primeiro relato de isolamento de enterococo com
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genadtipo vanA e fendtipo VanB em amostra clinica no Brasil (Zanella et al.,
2006).

Cepa de VRE apresentando esta caracteristica discrepante entre
fendtipo e gendtipo ja havia sido relatada por Joong-Sik et al. em 2004, quando
realizaram estudos em um Hospital Universitario na Coréia do Norte. Em outro
estudo realizado em Taiwan com 39 cepas de VRE isoladas de carcacas de
frango e quatro cepas de VRE isoladas de humanos, encontraram também
incongruéncia entre o fenotipo e o gendtipo (Lauderdale et al., 2002). Estudos
preliminares da caracterizacdo dos elementos de resisténcia destas cepas,
sugere que mutacdes no gene regulador vanS e/ou vanZ podem resultar em
uma perda da resisténcia a teicoplanina, entretanto, estas cepas carregam o
gene vanA (Arthur et al., 1995; van den Braak et al., 1998; Hashimoto et al.,
2000).

Assim como a discrepancia entre fendtipos e genoétipos pode ser
encontrada, existem cepas de enterococos que apresentam mais de um gene
de resisténcia. Por exemplo, sdo 0s enterococos que apresentam o genotipo
vanA e vanC-1, sendo que este Ultimo gene possui propriedade intrinseca e
intransferivel para a espécie E. gallinarum.

A resisténcia aos glicopeptideos mediada pelo gene vanA na espécie de
E. gallinarum tem sido descrita em diferentes regides do Brasil. O primeiro
relato do gendtipo vanA e vanC-1 no Brasil foi feito em 2002, em Porto Alegre,
a partir de uma cultura de vigilancia.(Camargo et al., 2004). Um outro estudo de
vigilancia realizado no Rio de Janeiro relatou o isolamento de sete cepas de E.
gallinarum com gene vanA (Neves et al.,, 2009) e em 2008, foi relatado o
isolamento de uma cepa de E. gallinarum com gendtipo vanA de um paciente
pos-cirdrgico que desenvolveu uma infeccdo generalizada e fatal. Situacdes
estas, que reforcam a importancia dos métodos fenotipicos e genotipicos para

caracterizagao das cepas de VRE (Merquior et al., 2008).

27



Introducéo

1.4. Aquisicdo de VRE em hospitais

VRE €é uma bactéria que geralmente acomete pacientes gravemente
debilitados e imunocomprometidos em unidades de terapia intensiva (UTI),
unidades de transplantes e onco-hematoldgicas e esta associada a infeccéo
hospitalar (Timmers et al., 2002; Patel, 2003; Goossens et al., 2003; Kawalec et
al., 2007).

Os principais fatores de risco para aquisicdo de VRE em ambiente
hospitalar podem ser: a) o uso de antibiéticos, os quais as bactérias séo
resistentes (cefalosporinas e aminoglicosideos) ou a utilizacdo de antibiéticos
de amplo espectro que favorecem a selecdo microbiana; b) o longo tempo de
internacdo dos pacientes; c) a proximidade dos pacientes VRE positivo com o0s
outros pacientes; d) o ndo cumprimento dos cuidados de biosseguranca
(lavagem correta das maos, utilizacdo de luvas, esterilizacdo adequada de
materiais hospitalares); €) o uso de mudltiplas vias de acesso vascular, cateter
urinario e outros materiais invasivos; f) individuos debilitados com quadros
graves de doencga, pacientes transplantados e imunocomprometidos e a
combinacdo de um ou mais fatores (George e Uttley, 1979; Boyce, 1997,
Eliopoulos,1997; Chlebicki e Kurup, 2008).

Diversos estudos relatam que a diminuicdo da competicdo com a
microbiota intestinal favorece a selecdo de VRE e 0 aumento da concentracao
deste patdgeno nas fezes dos pacientes colonizados sao fatores que facilitam a
transmisséo de VRE (Donskey et al., 2000; Chlebicki e Kurup, 2008).

A colonizacéo por VRE tem sido associada com a utilizacdo de muitas
classes de antibioticos incluindo os glicopeptideos, cefalosporina de segunda e
terceira geracdo e outros antibidticos contra bactérias anaerdbias (Donskey et
al., 2000; Chlebicki e Kurup, 2008).
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1.5. Transmissao de VRE e controle de infecgéo hospitalar

Estudos tém mostrado que a transmissdo de VRE pode ocorrer pelo
contato direto com os pacientes colonizados ou infectados, por meio do contato
indireto com as maos e roupas dos profissionais de salde ou por equipamentos
hospitalares contaminados, tais como, estetoscopios, torniquetes e
termbémetros. As superficies de moveis, chdo e macanetas também podem
conter VRE e podem ser responsaveis pela sua transmisséo, principalmente
devido a capacidade desta bactéria de sobreviver em superficie seca por sete
dias a quatro meses (Bonten et al., 1996; Wendt et al., 1998; DeLisle e Perl,
2003; Muto et al., 2003).

Outro fator importante na dindmica da transmissdo do VRE é a
exposicdo aos antimicrobianos, que pode exercer uma pressao seletiva e
favorecer a selecao de bactérias resistentes (Tacconelli e Cataldo, 2008).

Programas de controle de infeccdo hospitalar incluem a acdo de
vigilancia, isolamento de pacientes colonizados e infectados, préticas
apropriadas de controle de patdgenos, incluindo a melhora na higiene das
maos, o uso de precaucdes de contato até que os pacientes apresentem cultura
de vigilancia negativa, melhora na limpeza do ambiente, orientagbes dos
profissionais de saude quanto ao controle de microrganismos resistentes e
administracdo apropriada de antimicrobianos. Essas medidas podem reduzir
ndo somente as taxas de VRE, mas também de outros microrganismos
resistentes (Chlebicki e Kurup, 2008). Para que os programas de controle de
infeccbes tenham o maximo beneficio é necesséario que apliquem estratégia
global que almejem todos o0s microrganismos resistentes e ndo apenas um

microrganismo ou um agente antimicrobiano (Safdar e Maki, 2002).
1.6. Tratamento das infec¢des por VRE

Enterococos sado microrganismos presentes no trato gastrintestinal,
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onde geralmente sdo inofensivos neste sitio. Porém, se tiverem acesso a outros
locais do corpo, como a bexiga, a medula espinhal, pulméo, ferimentos e
sangue, podem causar infec¢cdes do trato urinario, meningite, pneumonia,
abcessos, bacteremia e endocardite, respectivamente. Em geral, ndo causam
doencas em seu habitat natural em uma pessoa saudavel, mas podem causar
em um ambiente diferente, por isso sdo denominados patégenos oportunistas
(Tortora et al., 2005).

A escolha do tratamento e a definicdo entre uma colonizacdo ou
infeccdo nos pacientes séo dificuldades encontradas pelo clinico frente a estes
patdgenos oportunistas.

A cultura de urina positiva para VRE representa na maioria das vezes,
colonizacdo ou bacteridria assintoméatica, portanto a terapia com antibiético
geralmente ndo € recomendada (Wong et al., 2000). Infeccbes de feridas
podem também ser resolvidas sem terapia especifica (Quale et al., 1996). A
terapia antimicrobiana € claramente indicada para endocardites, meningites e
bacteremia causada por VRE, embora seja importante o desenvolvimento de
novas terapias para diminuir ou conter a colonizag¢ao do trato gastrintestinal que
representa o principal reservatério e transmissdo de VRE (Kauffman, 2003;
Moellering Jr, 2005; Zirakzadeh e Patel, 2006).

Embora nenhum agente antimicrobiano atualmente disponivel possa
erradicar a colonizacdo por VRE, existem varias op¢des de tratamento para a
infeccdo por esta bactéria. A maioria dos isolados de E. faecium resistente a
vancomicina sdo resistentes a penicilina e ampicilina, no entanto, em casos
incomuns em que tais agentes sao ativos, eles podem ser opcdes Uteis para a
terapéutica. O teste de suscetibilidade antimicrobiana € recomendado para
verificar a atividade de qualquer agente antimicrobiano que esta sendo usado
para tratamento de VRE (Zirakzadeh e Patel, 2006).

Dentre as varias opgdes para o tratamento da infeccdo por VRE, no
final de 1999, a quinupristina-dalfopristina foi a primeira combinacdo

antimicrobiana aprovada, mas o seu uso foi abandonado devido aos frequentes
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efeitos colaterais, o estreito espectro e sua atividade ser limitada a espécie E.
faecium (Linden et al., 2001; Paterson, 2006). Quinupristina-dalfopristina é uma
estreptogramina, que age no ribossomo 50S da bactéria, inibindo assim a
sintese de proteinas. Apesar de incomum, a resisténcia pode se desenvolver
através da modificacdo do sitio alvo de ligacdo, inativacdo enziméatica e efluxo
(Winston et al., 2000; Linden et al., 2001).

Linezolida tornou-se disponivel em 2000 e foi a primeira de uma nova
classe de agentes antimicrobianos denominada de oxazolidinona. Pode ser
administrado por via oral ou intravenosa e, ao contrario da quinupristina-
dalfopristina, tem atividade contra as duas espécies E. faecium e E. faecalis,
além dos E. casseliflavus e E. gallinarum. Atualmente, a linezolida é o Unico
agente oral aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de infecgbes causadas por VRE. Linezolida inibe a sintese de
proteinas ribossomais, mas em um local diferente de outros agentes que
alvejam 0 ribossomo (cloranfenicol, macrolideos, lincosamidas,
estreptograminas, aminoglicosideos, tetraciclina). Consequentemente, 0s
mecanismos existentes de resisténcia a estes agentes ndao conferem resisténcia
cruzada a linezolida (Zirakzadeh e Patel, 2006). A maioria dos especialistas
recomenda a linezolida como uma droga de escolha na terapia de infec¢des
graves causadas por VRE (Zirakzadeh e Patel, 2006; Linden, 2007). Entretanto,
esta droga de custo elevado pode causar supressdo da medula espinhal em
casos de uso prolongado e a sindrome de serotonina quando usada em
combinagao com outros medicamentos (Huang e Gortney, 2006).

Daptomicina € um lipopeptideo ciclico, produto da fermentacdo de
Streptomyces roseosporus. Este antimicrobiano tornou-se disponivel em 2003 e
sua agao contra as bactérias Gram-positivas se da pela interrupcdo de varios
aspectos da funcdo da membrana bacteriana (Rand e Houck, 2004). Embora a
daptomicina tenha atividade in vitro contra cepas de VRE, dados publicados
mostraram que este antimicrobiano ndo deve ser usado para tratar pneumonia

porque os ensaios clinicos demonstraram uma elevada taxa de insucesso neste
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sitio (Jeu e Fung, 2004). Além disso, a resisténcia a daptomicina comecou a
emergir (Long et al., 2005; Munoz-Price et al., 2005; Lewis et al., 2005).

Tigeciclina é um agente antimicrobiano do grupo das glicilciclinas com
amplo espectro que se tornou disponivel em 2005. Possui atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aerobias e anaerdbias. Similar a
daptomicina, este composto tem atividade in vitro contra VRE (Rubinstein e
Vaughan, 2005).

Muitos isolados VRE sdo sensiveis a nitrofurantoina, que tem sido
usada para tratar a infec¢do do trato urinario, mas ndo possui atividade Gtil em
outras infec¢des por VRE (Zirakzadeh e Patel, 2006).

Outras opcbes para o tratamento da infeccdo por VRE podem incluir
mannopeptimicinas e dalbavancina. Mannopeptimicinas € uma nova classe de
glicopeptideos e sdo antimicrobianos semi-sintéticos isolados de Streptomyces
hygroscopicus. Semelhante a vancomicina, impede a transglicosilacdo da
parede celular de peptideoglicano (Rice et al., 2004; Ruzin et al., 2004). Outro
glicopeptideo semi-sintético € a dalbavancina que € ativo contra enterococos
com fendtipo VanB, no entanto, tem pouca atividade contra os enterococos com
fendtipo VanA (Streit et al., 2005).

As associacfes representadas por streptograminas (quinupristina-
dalfopristina), pela oxazolidinona (linezolida), e por antimicrobianos
recentemente licenciados, daptomicina e tigeciclina, juntamente com o0s
glicopeptideos, fluoroquinolonas e outros compostos experimentais,
apresentam uma resposta eficaz ao tratamento (Manfredi e Calza, 2008).

Os antimicrobianos necessitam de um mecanismo inovador de acao
contra patogenos multirresistentes, com efetivas propriedades farmacocinéticas
e farmacodinamicas, atividades sinérgicas com os antimicrobianos e, de facil
administracao, principalmente em pacientes imunocomprometidos (Manfredi e
Calza, 2008).
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1.7. Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) no mundo

A resisténcia aos antimicrobianos da classe dos glicopeptideos,
vancomicina e teicoplanina, foi primeiramente reportada na Europa em 1986
(Leclercq et al.,, 1988) e nos Estados Unidos em 1987 (Uttley et al., 1988).
Desde entédo, o VRE tem sido isolado em todo o mundo com aumento da sua
prevaléncia (Low et al., 2001).

Nos Estados Unidos, de acordo com o “National Nosocomial Infection
Surveillance System” (NNISS), a porcentagem de VRE aumentou de 0,4 para
25% em isolados de pacientes em UTI em um periodo de 10 anos (Patel, 2003).
No sentido inverso, infeccbes com VRE séo relativamente incomuns nos
hospitais europeus, que estdo presentes especialmente entre a microbiota
intestinal de animais de fazenda e humanos saudaveis. Esta grande reserva
esta relacionada ao uso da avoparcina, um antibiético do grupo dos
glicopeptideos utilizado como um promotor de crescimento animal. Em paises
europeus, tem sido detectado VRE em fezes de animais de fazenda e em
alimentos derivados desses animais, tais como produtos de carne crua. Apés a
avoparcina ser banida em 1997, a frequéncia do reservatorio de VRE diminuiu
significativamente (Endtz et al., 1997; Klare et al., 1999; Patel, 2003; Stampone
et al., 2005; Borgmann et al., 2007).

Segundo o NNISS, durante o ano de 1999 os VRE representavam
24,7% de todas as infec¢Bes enterocdcicas identificadas na UTI em hospitais
americanos (Shepard e Gilmore, 2002). De um modo geral, esta bactéria é
responsavel por 17% das infec¢Bes urinarias e 7% das bacteremias (Boyle et
al., 1993; Privitera et al., 1995). A presenca de portadores de VRE foi reportada
pelo NNISS a partir de 1993, em pacientes de UTI, com risco de infecgéo
progressiva (Huycke et al., 1998).

Surtos hospitalares causados por cepas de VRE nos Estados Unidos e
na Europa estdo frequentemente associados com a espécie E. faecium, que

apresenta um perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos muito mais
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preocupantes do que o perfil encontrado na espécie E. faecalis. No Brasil, o E.
faecalis foi, inicialmente, a espécie mais frequentemente associada aos casos

isolados de infeccdo por VRE (Low et al., 2001).

1.8. Enterococos resistentes a vancomicina no Brasil

No Brasil, o primeiro relato de isolamento de VRE foi em 1996 em
Curitiba, no estado do Parana. A cepa foi isolada de um caso de aplasia de
medula e a espécie isolada foi o E. faecium com fendtipo VanD (Costa et al.,
1998; Costa et al., 2000). Em junho de 1997, em Sao Paulo, no Hospital Santa
Marcelina foi isolada a primeira cepa de E. faecium com fendtipo VanA, de um
paciente com sorologia positiva para HIV e com quadro clinico de meningite
(Zanella et al., 1999). A partir de maio de 1998, neste hospital, novas cepas de
VRE passaram a ser isoladas de casos de infeccdes, fato que levou a um
estudo de colonizacédo para identificacdo de pacientes portadores de VRE no
trato gastrointestinal para a caracterizacdo do primeiro surto (Zanella, 2001).

O primeiro relato de VRE com o gene vanA no nordeste do Brasil foi em
Pernambuco. As cepas foram isoladas em 2004 no Hospital Universitario
Osvaldo Cruz localizado na cidade de Recife (Vilela et al., 2006).

Em Sao Paulo, um estudo relatou a caracterizacdo molecular de cepas
E. faecium com o objetivo de avaliar a disseminagcdo de VRE em seis centros
médicos. O resultado encontrado foi uma disseminacéo policlonal das cepas em
quatro diferentes areas do hospital (Cereda et al., 2002). Em outro estudo de
caracterizacdo molecular realizado pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo de maio a julho de 1999, no qual foram
caracterizadas 10 cepas de E. faecalis resistente aos glicopeptideos, verificou-
se que todas as cepas eram originadas de um mesmo clone, sugerindo uma
disseminagdo nosocomial (Moretti et al., 2004). Ainda neste estudo, a
ocorréncia da disseminacgédo inter-hospitalar foi confirmada. Moretti et al. (2004)

verificaram que cepas de E. faecalis resistente aos glicopeptideos, fenétipo
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VanA, isoladas de pacientes internados de dois hospitais localizados em
cidades do estado de S&o Paulo, distantes entre si em 100 Km, eram
estreitamente relacionadas.

Desse modo, a tipagem molecular demonstra expressiva importancia
para o estudo epidemiolégico deste patdgeno que se torna cada vez mais
emergente em todo o pais.

Poucos sao os relatos de estudos analisando a epidemiologia das
culturas clinicas positivas para VRE no Brasil, o que reforca a importancia de se
fazer estudos de vigilancia para a contencéo deste patdégeno. Estudos mostram
que a incidéncia de pacientes colonizados em um hospital € 10 vezes maior que
de paciente infectados, contribuindo para a transmissdo a outros pacientes
(Montecalvo et al., 1995; Furtado et al., 2005).

VRE séo importantes causas de infeccdo hospitalar em varios paises
com limitada ou nenhuma opcéo terapéutica para tratamento das infeccoes
graves (Woodford et al., 1998; Cetinkaya et al., 2000).

1.9. Vigilancia laboratorial do VRE

A vigilancia laboratorial ativa € uma parte importante para um programa
abrangente de controle de VRE (Byers et al., 2001; Siddiqui et al., 2002). Para
cada paciente infectado com VRE existem muitos outros que s&o
assintomaticos (Montecalvo et al., 1995). Eles podem permanecer colonizados
por um periodo de até seis meses servindo como reservatorio para transmissao
de VRE para outros pacientes (Brennen et al.,, 1998). Apenas a cultura de
vigilancia pode identificar estes portadores assintomaticos permitindo tomar,
inicialmente, precaucdes apropriadas para prevenir a disseminacéo de VRE. As
culturas de vigilancia também mostraram ter um bom custo/beneficio (Muto et
al., 2002).

Varios métodos de investigacdo microbiolégica tém sido desenvolvidos

para a deteccdo de VRE usando amostras de fezes, swab anal ou perianal. O
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indice de isolamento de VRE de amostras de fezes € geralmente maior do que
o de swab retal (D’Agata et al., 2002). A deteccdo pode ser melhorada pela
inoculacdo de amostras de fezes ou swab retal em meio enriquecido, chamado
caldo Enterococcosel contendo vancomicina e aztreonam (Landman et al.,
1996; Taylor et al., 1999). Algumas técnicas moleculares podem encurtar o
tempo de pesquisa, mas a especificidade e valor preditivo positivo geralmente
sao baixos (Koh et al., 2007; Young et al., 2007). Porém, é importante ressaltar
gue os métodos fenotipicos e genotipicos se complementam na identificacdo do
VRE.

A técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE, do inglés “Pulsed
Field Gel Electrophoresis”) é muito utilizada na tipagem de amostras de VRE.
Esta é considerada “padrdo ouro” para estudos epidemioldgicos, permitindo
identificar a similaridade genética entre as cepas e monitorar uma possivel
disseminacédo clonal ou policlonal das bactérias nos ambientes hospitalares.

PFGE é uma técnica na qual as moléculas de DNA sao digeridas por
enzimas de restricdo e o fragmento obtido pela restricdo € usado para
discriminar as cepas bacterianas. Os métodos de tipagem molecular tém
aumentado a habilidade em diferenciar os isolados bacterianos e fornecer
dados epidemiologicos importantes, especialmente em relagdo a surtos
causados por bactérias que apresentam resisténcia aos antimicrobianos. Com a
introducdo de métodos discriminatérios, como o PFGE, tem sido possivel
demonstrar que o enterococo pode ser adquirido por contato direto ou indireto
entre pacientes, além da transmissdo inter e intra-hospitalar (Bedendo e
Pignatari, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a similaridade genética de cepas de Enterococcus spp
resistente a vancomicina (VRE), isoladas de pacientes internados em hospitais
da rede publica e privada do municipio de Sdo Paulo, no periodo de 1999 a
2008.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia das espécies de VRE estudadas no periodo
de 1999 a 2008.

e Avaliar o perfil de suscetibilidade das cepas de VRE estudadas no
mesmo periodo.

e Analisar a disseminacédo de tipos e subtipos genéticos das cepas de
VRE pela técnica de PFGE.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

No periodo de 1999 a 2008, um total de 1.513 cepas de VRE com
genadtipo VanA isolada de pacientes internados em hospitais da rede publica e
privada do estado de S&o Paulo, foram enviadas ao Nucleo de Meningites,
Pneumonias e Infec¢des Pneumocacicas do Centro de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz (IAL) para serem confirmadas quanto a identificacdo da espécie,
suscetibilidade antimicrobiana e PCR para pesquisa de gene de resisténcia
(vanA, vanB e vanCi.p3). No IAL, as cepas de Enterococos sdo mantidas
liofiizadas (High Vaccum Freeze Dryer Super Modulyo, Edwards, Sussex,
Inglaterra) em leite desnatado a 10% e catalogadas em programa de banco de
dados Epi-Info (verséo 6.04b) incluindo os dados demograficos.

Deste total temos que 1.015 cepas (67%) foram identificadas como E.
faecalis e 498 (33%) como E. faecium, sendo que 839 (55%) cepas foram
isoladas de materiais clinicos de pacientes com suspeita de infeccdo e 674
(45%) de materiais clinicos de suposta colonizacdo. Os materiais clinicos
invasivos foram referidos para: sangue, urina e liquidos cavitarios. Este ultimo
compreende liquido pleural, liquido cefalorraquidiano, liquido ascitico, liquido
sinovial, abcesso, secrecdo e lavado broncoalveolar. Os materiais clinicos
isolados de pacientes supostamente colonizados foram atribuidos para: swab
retal, ferida cirargica, secrecao traqueal e cateter.

Das 1.513 cepas de VRE, um total de 507 cepas, foi selecionado
levando-se em consideracdo trés critérios: i) material clinico invasivo, ii)
hospitais da cidade de Sao Paulo e a regido de Tabo&o da Serra (n=26) e iii)
exclusdo de duplicatas de mesma espécie e mesmo material clinico. Destas,
239 cepas foram escolhidas de forma randémica para a tipagem molecular por
PFGE, levando-se em consideracdo o numero total de cepas enviadas por

hospital a cada ano, como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2: Numero de cepas de VRE recebidas por hospital e por ano pelo IAL
segundo os critérios de selecdo e numero de cepas selecionadas para a

tipagem molecular por PFGE.

Hospital 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 N n (%)

1 43 14 6 19 12 35 40 8 79 54 310 67(22)
2 2 2 2(100)
3 1 1 1(100)
4 2 1 1 4  4(100)
5 3 2 2 7 6 (86)
6 1 1 1(100)
7 1 1 4 6 12 12 (100)
8 2 2 2 6 5 (83)
9 6 1 7 7(100)
10 1 1 2 2(100)
11 5 2 6 3 6 2 1 25 18(72)
12 1 8 6 1 16 16 (100)
13 1 1 1 3 6  6(100)
14 1 1 1(100)
15 1 1 1(100)
16 1 6 7 4 (57)
17 1 2 3 2 (67)
18 2 3 3 2 10  9(90)
19 1 1 2 8 6 18 17(94)
20 2 5 4 4 3 7 5 30 28(93)
21 1 1 1(100)
22 2 1 3 5 (83)
23 2 2 2(100)
24 3 1 4  4(100)
25 17 17 10 (59)
26 4 4 8  8(100)

Total 46 23 15 42 20 59 61 46 110 85 507 239 (47)

N: n° total de cepas encaminhadas ao IAL
n: n° de cepas selecionadas para o estudo

3.2. Aspectos éticos

O desenvolvimento deste trabalho observou as recomendacgfes da
Resolucdo no196/96 - Conselho Nacional de Saude para Pesquisa Cientifica

em Seres Humanos. Neste trabalho foram estudadas cepas de Enterococcus
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sSpp resistentes a vancomicina para a tipagem molecular, isoladas de pacientes
no periodo de 1999 a 2008, que foram enviadas ao Instituto Adolfo Lutz para
identificacdo e determinacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.
Estas cepas estdo mantidas liofilizadas no banco de cepas do Nucleo de
Meningites, Pneumonias e Infec¢cdes Pneumocécicas, Centro de Bacteriologia
do IAL, somente com o numero de registro/ ano/ material clinico/ nome do
hospital, sem mais informacdes que permitam identificar os pacientes, de forma

a garantir a privacidade e o anonimato dos mesmos.

3.3. Métodos

3.3.1. Identificacdo bioquimica

A identificacdo das amostras em género e espécie segue as provas
bioquimicas padronizados internacionalmente por Facklam e Teixeira (2003).

Primeiramente, as amostras foram confirmadas pelo reconhecimento da
morfologia de colénia em placa de agar sangue (base agar sangue, Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, EUA), acrescida de 5% de sangue desfibrinado
de carneiro, pela morfologia celular através da coloracao de Gram e pela prova
enzimatica de presenca da catalase.

Posteriormente, provas presuntivas para identificacdo do género foram
realizadas, como capacidade de crescimento em meio de cultura liquido
acrescido de 6,5% de NaCl, capacidade de crescimento na presenca da bile e
hidrolisar a esculina e a hidrolise enzimatica da L-pyrrolidonyl-beta-
naphtylamide (Teste PYR- Probac, Sao Paulo, Brasil).

A fermentacg&o dos carboidratos manitol, sorbitol, sorbose, arabinose e
rafinose (Sigma, Chemical Co., St. Louis, USA) foi avaliada em meio de cultura
liquido, tendo como base o caldo de infusdo de coracéo (Heart Infusion Broth -
HIB, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA), esterilizado por autoclavagao

a 121°C por 15 minutos. Ao caldo acrescentou-se o carboidrato e o indicador
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azul de bromocresol para uma concentragao final de 1%.

Para o teste da hidrélise da arginina, o meio utilizado foi o caldo
descarboxilase de Moeller (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA)
acrescido de 1% de (L)-arginina (Sigma, CO. - ST. Louis, EUA). O meio
esterilizado por autoclavacéo foi distribuido em tubos e uma camada de um
centimetro de 6leo mineral estéril foi adicionada ao meio.

O teste da hidrélise do piruvato foi realizado em caldo piruvato 1%
(Gross et al.,, 1975), para o teste de motilidade utilizou-se o meio Motilidade
(Difco) e a produgdo de pigmento foi observada apds crescimento em agar
sangue por 18 horas de incubacéo a 37 °C.

3.3.2. Identificacdo genética das espécies E. faecalis e E. faecium

Para confirmacdo das espécies, foi utilizada a técnica da PCR para
amplificacdo dos genes ddl que codificam as ligases D-alanina, espécie-
especificos para E. faecalis e E. faecium. (Dutka-Malen et al. 1995).

Para cada 25 pl de reag&o foram utilizados: tampéo da PCR 10X [TRIS-
HCI 20 mM, pH8,4; KCI 50 mM (Gibco, BRL)], na concentracéo final de 1X;
3mM de solucdo de MgCI2 (Gibco, BRL); desoxinucleotideos trifosfatos
(dNTPs) 100 mM (Gibco, BRL), na concentracdo final de 200 pM; iniciadores
dd! g, faecalis E1 € E2 e dd| g taecium F1 € F2, conforme sequéncia publicada por
Dutka-Malen et al. (1995), na concentracao final de 50 ng cada. Adicionou-se a
enzima Tag DNA Polimerase (Gibco, BRL), na concentracdo final de 1U para
cada reacdo e agua destilada, esterilizada, para um volume final de 25 pl. Duas
a quatro colbdnias isoladas, a partir de uma cultura pura em agar sangue, foram
adicionadas em cada tubo de reacao (Free e Sham, 1996).

As amostras, os controles positivos E. faecalis ATCC 29212 e E.
faecium 228 e negativo (tubo contendo somente a mistura de reagentes sem
DNA bacteriano), foram incubados no termociclador (Mastercycler Personal

Eppendorf) e submetidos aos seguintes ciclos (Dutka-Malen et al, 1995):
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e 1 cicloa94°C /2 min.
e 30 ciclos a 94 °C /1 min., 54 °C /1 min., 72 °C/ 1 min.
e 1lcicloa72°C/10 min.

Apés o término da reagéo, o produto de amplificacdo foi mantido a 4 °C,
para posterior analise pela eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 1,5% em
TBE 1X. A corrida eletroforética foi de 90 minutos a 100 volts. Foi utilizado como
marcador de peso molecular para os fragmentos de DNA, 100 pb DNA Ladder
(Gibco BRL). A coloragédo do gel foi realizada com brometo de etideo a 0,5
pg/ml por 30 minutos, seguido de descoloracao e fotografado pelo sistema de

fotodocumentacao do equipamento Gel Doc EQ (Bio-Rad).

3.3.3.Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

3.3.3.1. Teste presuntivo para resisténcia a vancomicina

Todas as cepas foram testadas presuntivamente quanto a
suscetibilidade a vancomicina pelo método de difusdo em &gar, conforme
técnica descrita pelo manual CLSI (1999). Com o auxilio de uma micropipeta
automatica (Finnpipette, Labsystems, Helsinki, Finlandia) o volume de 10 ul de
uma suspensao bacteriana com 108 UFC/ml, preparada com o auxilio da escala
0,5 de McFaland foi semeado em uma placa de agar BHI (Brain Heart Infusion —
Difco) contendo 6 pug/ml do referido antibiético. Apds incubacédo da placa por 24
h a 37 °C em aerobiose procedeu-se a leitura. O crescimento de mais do que
uma colonia foi considerado teste presuntivo positivo para resisténcia a
vancomicina. Para controle de qualidade foram utilizadas cepas padrdao E.
faecalis ATCC 29212 e 51299.
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3.3.3.2. Teste para determinacdo do alto nivel de resisténcia (HLR)

aos aminoglicosideos

Para este teste, aproveitou-se a mesma suspensao bacteriana
preparada no item anterior e o mesmo volume de 10 pl foi semeado em duas
placas de agar BHI contendo 500 pg/ml de gentamicina ou 2.000 pg/ml de
estreptomicina, conforme técnica descrita pelo manual do CLSI (1999). A
incubacédo e leitura das placas foram feitas nhas mesmas condi¢cées que a do
teste presuntivo, com excecdo da placa com gentamicina, que quando o
resultado foi negativo, esta foi incubada por mais 24 h.

Para afericdo das concentracfes dos antibiéticos nas placas de agar
BHI, utilizaram-se as cepas de E. faecalis padrao ATCC 29212 e ATCC 51299,

como controle de suscetibilidade e resisténcia, respectivamente.

3.3.3.3. Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para os ensaios de determinacdo da CIM, utilizou-se a técnica de
microdiluicdo em caldo, conforme recomendacdes do CLSI (1999). As cepas
foram avaliadas frente a 12 antimicrobianos: vancomicina (VAN), teicoplanina
(TEI), gentamicina (GEN), estreptomicina (EST), ampicilina (AMP),
ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TET), clorofenicol (CLO), rifampicina (RIF),
eritromicina (ERI), linezolida (LNZ) e quinupristina / dalfopristina (QD)

Os sais dos antimicrobianos foram adquiridos comercialmente (Sigma)
e estocados em dessecadores a vacuo, a - 20 °C. As solucbes concentradas
dos antimicrobianos foram feitas em agua destilada esterilizada ou em outro
solvente adequado ao antimicrobiano, levando-se em consideragéo a poténcia
de cada antimicrobiano fornecida pelo produtor.

Como meio de cultura, utilizou-se o caldo Mueller-Hinton I (MHII)
ajustado com cations (BBL, Becton Dickinson Microbiology Systems,

Cockeysville, MD, EUA). Neste caldo, prepararam-se as diluicbes de uso dos
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antimicrobianos seguidas de diluicdes seriadas de 1:2. Apés a dispensa de 50
pl das diferentes diluicbes dos antimicrobianos nas placas de microdiluicdo
estéreis com 96 pocos (Cornning), estas foram mantidas a - 20 °C devidamente
lacradas e acondicionadas até a realizacdo dos testes de determinacéao da CIM.

Para a determinacdo da CIM, o inéculo bacteriano foi preparado em
solucéo fisiologica esterilizada, a partir de um crescimento de 18 h em placas
de 4gar sangue. Com auxilio de um “swab” e de um espectrofotbmetro (CELM
E210D) (As2snm = 0,8-1,3), preparou-se uma suspensao bacteriana ajustada
para uma concentracdo de 10® UFC/ml. Desta suspensdo, preparou-se o
indculo em caldo MHII para uma concentracéo final de 10° UFC/ml. Um volume
de 50 pl foi adicionado por poco das placas de microdiluicdo e foram incubadas
a 37 °C por 24 h em condicdes de aerobiose.

Controle de concentracdo dos indculos bacterianos foi realizado em
duas de cada oito cepas testadas por placa de microdiluicdo, através de
semeaduras quantitativas em placas de agar sangue.

A cepa de E. faecalis padrao ATCC 29212 foi utilizada como controle de
qualidade do teste para todos os antimicrobianos. O controle de pureza do
in6culo bacteriano foi observado pela coluna, na qual se tinha somente meio de
cultura sem antimicrobiano e com indculo bacteriano; o controle de esterilidade
do meio de cultura foi realizado observando-se a coluna, na qual continha
somente o0 meio de cultura sem indculo bacteriano.

A leitura da CIM foi a menor concentracao de antibiético na qual ndo se
observou visualmente o crescimento bacteriano. Os critérios de suscetibilidade
e resisténcia adotados para cada antimicrobiano foram os recomendados pelo
CLSI (1999).

3.3.4. Deteccdo dos genes de resisténcia a vancomicina (vanA,
vanB, vanC-1 e vanC-2/3)

Para confirmacdo dos genes de resisténcia vanA, vanB, vanC-1 e
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vanC-2/3 foram utilizados as mesmas sequéncias de nucleotideos publicados
por Zanella et al. (2003).

O preparo das amostras para a reacao da PCR foi o mesmo utilizado
no item 3.3.2 Cepas de E. faecium - vanA 228, E. faecalis - vanB ATCC 51299,
E. gallinarum NCTC 12359 e E. casseliflavus NCTC 1261 foram utilizadas como
controles positivos e a cepa E. faecalis ATCC 29212 como controle negativo. As
amostras e os controles foram incubados no termociclador e submetidos aos

seguintes ciclos, conforme publicacdo de Woodford et al. (1995b):

e 1 cicloa94°C/5 min.,
e 30 ciclos a 94 °C /25 seg., 54 °C /40 seg., 72 °C /40 segq.,

e 1cicloa72°C /5 min.

3.3.5. Tipagem molecular por PFGE

A caracterizacdo genética das cepas de VRE foi realizada pela
metodologia de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). O protocolo
modificado utilizado para esta caracterizagcdo tem como base o mesmo utilizado
por Zanella et al. (2003).

3.3.5.1. Condic¢des de crescimento bacteriano e lise celular

As amostras de VRE foram cultivadas em agar Brain Heart Infusion
(BHI) a 37°C por 18-24h. Uma colbnia do crescimento bacteriano foi semeada
em 5mL de caldo Toddy Hewitt (Difco) e incubada a 37°C por 18h. Um volume
de 1,5mL do crescimento foi centrifugado por 2 minutos a 12.000 rpm a 11°C. O
sedimento foi lavado com 500 pl de tampéo PIV {TRIS 10mM (Sigma), NaCl 1M
(Sigma), pH 8,0} e centrifugado, descartando o sobrenadante para obter o
sedimento . A partir desse sedimento foi preparada uma suspensao bacteriana

em 200puL de PIV. Um volume de 150uL desta suspenséao foi diluido em 150uL
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de agarose de baixo ponto de fusédo (Sigma) a 1,5%, a qual foi equilibrada a
temperatura de 40°C em banho-maria. Com auxilio de uma micropipeta
automatica, gotas de 20uL foram dispensadas sobre uma placa de vidro
recoberta com parafilme e coberta com uma |lamina de microscopia. Apos
solidificagdo a -20°C por 5 minutos, discos de agarose contendo as células
bacterianas foram formados.

Apos este periodo os discos foram removidos cuidadosamente para um
tubo estéril e cbnico, utilizando uma alca descartavel, contendo 1mL de tampéao
EC {Tris 6mM, NaCl 1M, EDTA 100mM, Desoxicolato de Sdodio 0,2%, N-
laurilsarcosina (Sigma), pH 8}. Adicionou-se ao tampdo EC, RNAse para uma
concentracédo final de 50ug/mL e Lisozima para uma concentracao final de 100
pg/mL e os discos foram incubados a 37°C por 4-6 horas. Apds este periodo de
incubacéo retirou-se o tampéao EC e adicionou-se 1mL da solucdo ES {EDTA,
N-laurilsarcosina, pH 9,0} acrescida de Proteinase K para uma concentracéo
final de 1mg/mL (Invitrogen Tech-Line, USA) e os discos foram incubados a
50°C por 18-24h. Apoés este periodo, os discos foram lavados trés vezes por 30
minutos (cada), com tampéao TE {TRIS 10mM , pH 7,5, EDTA 1Mm, pH 8,0} e
mantidos em solugcéo tampao TE sob refrigeracéo.

3.3.5.2. Digestao do DNA bacteriano

Os discos de agarose contendo DNA bacteriano foram equilibrados com
50 pL de tampéo de enzima de restricdo (TRIS 6mM, pH 8, KCl| 20mM, MgCl;
6mM) por no minimo 30 minutos a temperatura ambiente. ApGs a retirada deste
tampao, adicionou-se 45uL do mesmo tampéao acrescido de 2-mercaptoetanol a
6mM, 10ul /ml de BSA e enzima de restricdo Smal (BIONEER) na concentragcao
final de 0,6U/uL. Esta reacao foi mantida a 25°C por 4-18h para a digestao do
DNA.
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3.3.5.3. Preparo do gel de eletroforese

A separacédo dos fragmentos de DNA foi realizada pela eletroforese em
gel de agarose para PFGE (Sigma) a 1% em tamp&o TBE 0,5X {TRIS 0,89M,
acido bérico 0,89M; EDTA 0,25M}. O padrdo de peso molecular Lambda S340
(New England, Biolabs) foi utilizado para comparagédo das bandas. A corrida
eletroforética foi realizada no sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, EUA) e nas seguintes condicfes: tensdo de 200 volts,
temperatura de 11°C, tempo inicial de 5s, tempo final de 35s, tempo de corrida
de 24h.

ApoOs a corrida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo 1%
por 30 minutos, seguido de descoloracdo e fotografado pelo sistema de

fotodocumentacao do equipamento Gel Doc EQ (Bio-Rad).

3.3.6. Andlise do perfil genético

3.3.6.1. Critério de Tenover

Os perfis eletroforéticos foram analisados visualmente comparando-se
os fragmentos de DNA, de cada perfil eletroforético das cepas estudadas,
considerando-se o numero e o tamanho aparente dos fragmentos. Os critérios
utilizados para definicdo dos perfis genéticos foram estabelecidos por Tenover
et al. (1995). Definiram-se cada padrdo ou tipo genético em PFGE quando
houvesse uma diferenca maior que 50% dos fragmentos dos perfis
eletroforéticos, denominando-os arbitrariamente com letra mailscula, por
exemplo: A, B, C, D, etc... De A - L foram atribuidos os perfis eletroforéticos de
E. faecalis e da letra M - Z para os E. faecium. Definiram-se subtipos genéticos
quando o numero de diferengas nos perfis eletroforéticos, em cada padréo ou
tipo genético, foi de um a seis fragmentos, denominados arbitrariamente com a

letra maiuscula do padrdo ou tipo genético seguida de numero, por exemplo:
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Al, A2, A3, etc...

3.3.6.2. Porcentagem de similaridade genética

Uma andlise dos perfis genéticos foi realizada também através do
programa de computador BioNumerics (Version 5.0; Applied Maths NV,
Keistraat 120, 9830 Sint-Martens-Latem, Belgium).

No caso de duas amostras bacterianas apresentarem exatamente o
mesmo padrdo de bandas, trata-se de uma Unica linhagem bacteriana. Se um
padréo for semelhante, mas nao idéntico ao outro padrdo analisado, deve-se
fazer uma estimativa do grau de parentesco entre os perfis. A avaliacdo da
similaridade genética entre os perfis € feita através da construcdo de um
dendrograma. O dendrograma fornece valores em porcentagens, onde a
proximidade genética € estimada pela distancia entre os perfis, percorrendo-se
suas linhas verticais. O programa de computador BioNumerics, citado acima,
produz este tipo de resultado. Para esta analise aplicou-se coeficiente de Dice e
0 método de pareamento das bandas (UPGMA) para gerar os dendrogamas de
relacdes genéticas entre os perfis, comparando-os entre si. Foi utilizado uma

tolerancia 2% e uma otimizacéo de 1% (Canica et al., 2003).

48



Resultados

4. RESULTADOS

4.1. Amostras de VRE

A Figura 6 mostra a frequéncia anual das duas espécies entre as 1.513
cepas de VRE recebidas pelo IAL durante o periodo de 10 anos. A espécie E.
faecalis apresentou uma maior frequéncia de isolamento até o ano de 2006 e a
partir de 2007, esta predominancia foi substituida pela espécie de E. faecium,

independentemente, do sitio de isolamento.
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Figura 6: Distribuicdo anual do numero de cepas das espécies de E. faecalis e
E. faecium encaminhadas a rotina diagnéstica do IAL no periodo de 1999 a
2008.

A Figura 7 mostra a distribuicdo anual das 239 cepas selecionadas
para este estudo, entre as quais se tem 143 (60%) cepas de E. faecalis e 96

49



Resultados

(40%) de E. faecium. Para esta amostragem, a espécie E. faecalis apresentou
uma maior frequéncia de isolamento até o ano de 2005 e a partir de 2006 o E.

faecium tornou-se predominante até o final do periodo estudado.
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Figura 7: Distribuicdo das 239 cepas de VRE selecionadas para o estudo por

ano e por espécie, E. faecalis (n=143) e E. faecium (n=96).

Entre estas 239 cepas de VRE, temos que 107 (45%) foram isoladas de
urina, 81 (34%) de sangue e 51 (21%) de liquidos cavitarios (Figura 8).
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Figura 8: Distribuicdo das 239 cepas de VRE selecionadas para a tipagem por

PFGE de acordo com o espécime clinico.

As 239 cepas de VRE estdo distribuidas entre 26 hospitais que
pertencem a rede publica e privada de S&o Paulo, sendo 24 hospitais
localizados no municipio de Sdo Paulo e dois localizados na regido de Tabodo
da Serra/SP. Conforme a Figura 9 observa-se que o0s hospitais estédo
distribuidos em todas as regides do municipio de Sdo Paulo e pode-se destacar

gue a maioria se localiza nas regides sul, central e leste do municipio.
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Figura 9: Distribuicdo geografica dos 26 hospitais que encaminharam as 239
cepas de VRE ao IAL, selecionadas para a caracterizacdo por PFGE, de 1999-
2008.

4.2. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

A Tabela 3 mostra o percentual de resisténcia das cepas de E. faecalis
e E. faecium, aos antimicrobianos utilizados no monitoramento dos VREs. As
duas espécies apresentaram um alto padrdo de resisténcia, porém com

algumas diferencas entre elas. As cepas de E. faecalis mostraram-se mais
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resistentes a gentamicina e tetraciclina do que o E. faecium, apresentando
resisténcia de 97% e 92% e E. faecium de 22% e 13%, respectivamente. Em
contra partida, o E. faecium apresentou 85% de resisténcia para estreptomicina
e 100% para ampicilina, enquanto o E. faecalis apresentou um menor
percentual de resisténcia para estas drogas como 28% e 9%, respectivamente.
Na andlise dos antibioticos da classe dos glicopeptideos, trés cepas de E.

faecalis apresentaram resisténcia a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina.

Tabela 3: Percentual de resisténcia das 239 cepas de VRE selecionadas para

tipagem molecular por PFGE, isoladas no periodo de 1999 a 2008.

) Percentual de Resisténcia
Espécie n
HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI

E.faecalis 97% 28% 100% 98% 9% 100% 92% 99% 98% 98% 143

E.faecium 22% 85% 100% 100% 100% 97% 13% 69% 93% 96% 96

n: nimero total de amostras; HLGR: alto nivel de resisténcia a gentamicina; HLSR: alto nivel de
resisténcia a estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina; AMP: ampicilina; CIP:
ciprofloxacina; TET: tetraciclina; CLO: clorofenicol; RIF: rifampicina; ERI: eritromicina.

As drogas linezolida e quinupristina / dalfopristina foram introduzidas na
rotina diagndstica do IAL a partir de 2002, e das 239 cepas analisadas, apenas
156 (65%) foram testadas para linezolida e 117 (49%) para quinupristina /
dalfopristina. A linezolida teve uma eficacia de 99% entre as cepas, das quais
apenas dois E. faecium apresentaram resisténcia. Ainda, foi verificada uma
resisténcia de 44% dos enterococos em relacdo a droga quinupristina /
dalfopristina, sendo que 100% das cepas da espécie E. faecalis foram
resistentes enquanto 25% das cepas da espécie E. faecium apresentaram
resisténcia para esta droga. O Anexo 1 mostra o perfil de resisténcia das
cepas analisadas para os antimicrobianos utilizados no monitoramento dos
VREs.
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4.3. Tipagem molecular por PFGE das cepas de VRE

A analise dos perfis moleculares obtidos pela técnica de PFGE
realizada no presente estudo tomou como base a classificacdo feita por Zanella
et al. (2003). Neste primeiro estudo a espécie E. faecalis foi classificada em 5
tipos moleculares (A1-8, B1 e B2, C, D, E) e E. faecium em 3 tipos (M1-14, N1-
N2, O).

No atual estudo, as 143 cepas de E. faecalis foram tipadas pela técnica
de PFGE e a analise do perfil eletroforético foi feita segundo os critérios
estabelecidos por Tenover et al. (1995) conforme mostra a Figura 10. Esta
analise identificou trés tipos genéticos de E. faecalis denominados de A, B e D.

Na Figura 11 pode-se observar a distribuicdo dos tipos e subtipos
encontrados. O tipo genético A apresentou 15 subtipos (A1-3, A5-16), com o
predominio do subtipo A8 representado por 58 cepas (41%), seguido pelo
subtipo A1 com 31 cepas (22%). O subtipo B1 foi representado por um dnico
isolado e entre as cepas do tipo D foram reconhecidos quatro subtipos (D1-4).

Na Tabela 4, observa-se a distribuicAo dos tipos e subtipos
caracterizados entre as cepas de E. faecalis com relacdo ao periodo estudado,
de 1999 a 2008. Os trés tipos genéticos A, B e D de E. faecalis estdo
representados por 130 (91%), uma (0,7%) e 12 (8,3%) cepas, respectivamente.
Pode-se observar que o subtipo A8 esta presente em todos 0s anos e 0 Al sO
nao foi encontrado em 2008, ja os outros subtipos foram surgindo no decorrer
do periodo avaliado.
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Figura 10: Perfis eletroforéticos de amostras de E. faecalis digeridas com a

enzima de restricdo Smal obtidos por PFGE.

Legenda: 1-3, 14-16 e 27-30: marcador de peso molecular padréo; 4: subtipo Al; 5: subtipo A2;
6: subtipo A3; 7: subtipo A5; 8: subtipo A6; 9: subtipo A7; 10: subtipo A8; 11: subtipo A9; 12:
subtipo A10; 13: subtipo All; 17: subtipo Al2; 18: subtipo A13; 19: subtipo Al4; 20: subtipos
Al5; 21: subtipos Al16; 22: subtipo Bl; 23: subtipo D1; 24: subtipo D2; 25: subtipo D3; 26:
subtipo D4.
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Figura 11:. Distribuicdo das 143 cepas de E. faecalis segundo os tipos e

subtipos genéticos caracterizados pelo PFGE.
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Tabela 4: Distribuicdo anual dos tipos e subtipos de E. faecalis caracterizados por PFGE, no periodo de 1999-2008.

Subtipos 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 n (%)
Al 4 6 5 7 2 1 2 2 2 31 (22)
A2 1 3 2 1 1 1 9 (6)
A3 1 1 (0,75)
A5 1 1 (0,75)
A6 1 1 (0,75)
A7 1 2(14)
A8 1 3 5 10 10 15 4 3 3 4 58 (41)
A9 1 3 6 (4)
A10 1 1 2 (1,4)
All 1 3 2 6 (4)
A12 1 2(1.4)
A13 1 1 2 (1,4)
Al4 1 5 6 (4)
A15 1 (0,75)
A16 2 2 (1,4)
B1 1 1 (0,75)
D1 1 1 1 4 2 9 (6)
D2 1 1 (0,75)
D3 1 1 (0,75)
D4 1 1 (0,75)

n (%) 5 (4) 10(7) 14(10) 23(16) 13(9) 25(17) 17(12) 12(8) 10(7)  14(10) 143 (100)
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A Figura 12 mostra um dendrograma construido a partir da analise de
similaridade de bandas entre os tipos, A, B, D e subtipos correspondentes,
identificados na espécie de E. faecalis, obtidas na tipagem molecular realizada
pelo PFGE. Pela analise do dendrograma, pode-se observar que o tipo genético
B apresentou 67% de similaridade com relag&o ao tipo A e o tipo D 72%. Entre
0s subtipos identificados no tipo A, foi encontrada uma similaridade genética
que variou de 75 a 100% e entre esses se identificou um grupo com maior
similaridade representado por 12 subtipos (A1, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, A10,
All, A12 e A13), apresentando de 82 a 100% de similaridade entre eles. Os
dois subtipos mais frequentes, A1 e A8, apresentaram 83% de similaridade
entre eles. Entretanto, o subtipo Al6 classificado visualmente pelo critério de
Tenover, quando analisado pelo programa Bionumerics, apresentou uma menor
similaridade genética entre os subtipos do tipo A, que foi de 72%, e este subtipo
se mostrou mais relacionado com as cepas do tipo D, apresentando 84% de

similaridade entre elas.
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Figura 12: Dendrograma com o resultado da analise de similaridade de bandas
dos tipos e subtipos genéticos caracterizados entre cepas de E. faecalis

resistentes a vancomicina.
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Conforme demonstrado na Figura 13, as 96 cepas de E. faecium foram
classificadas em nove tipos genéticos denominados M, P, Q, R, S, T, U, V, X e
seus subtipos correspondentes segundo os critérios de Tenover et al. (1995). A
Figura 14 mostra a distribuicdo dos tipos e subtipos caracterizados para a
espécie de E. faecium. O tipo M é representado por quatro isolados divididos
em dois subtipos (M1 e M9). O tipo P, com 84 cepas, foi classificado em 17
subtipos (P1-17) com o predominio dos subtipos P1 representado por 26 cepas
e P6 por 12 cepas. Os tipos Q, R, S, T, U e V sao representados por uma cepa
cada um e o tipo X foi classificado em dois subtipos (X1 e X2), com uma cepa
cada um.

A Tabela 5 mostra a distribuicdo dos tipos e subtipos genéticos
caracterizados entre as cepas de E. faecium durante o periodo de 1999 a 2008.
Entre os nove tipos classificados, o tipo P apresentou uma maior frequéncia,
87,5% (n=84 cepas). E os subtipos de E. faecium estdo distribuidos na maioria

nos ultimos quatro anos, com predominancia dos subtipos P1 e P6.
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Figura 13: Perfis eletroforéticos de amostras de E. faecium digeridas com a

enzima de restricdo Smal obtidos por PFGE.

60



Resultados

Legenda: 1, 15 e 30: marcador de peso molecular padrdo; 2: subtipo P1; 3: subtipo P2; 4:
subtipo P3; 5: subtipo P4; 6: subtipo P5; 7: subtipo P6; 8: subtipo P7; 9: subtipo P8; 10: subtipo
P9; 11: subtipo P10; 12: subtipo P11; 13: subtipo P12; 14: subtipo P13; 16: subtipos P14; 17:
subtipos P15; 18: subtipo P16; 19: subtipo P17; 20: subtipo M9; 21: subtipo M1; 22: tipo Q; 23:
tipo R; 24: tipo S; 25: tipo T; 26: tipo U; 27: tipo V; 28: subtipo X1; 29: subtipo X2.
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Figura 14: Distribuicdo das 96 cepas de E. faecium segundo os tipos e subtipos

genéticos caracterizados pelo PFGE.
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Tabela 5: Distribuicdo anual dos tipos e subtipos de E. faecium caracterizados por PFGE, no periodo de 1999-2008.

Subtipos 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 n (%)
M1 2 1 3(3)
M9 1 1(1)
P1 2 6 6 12 26 (28)
P2 1 1 2 (2)
P3 1 1(1)
P4 3 3(3)
P5 2 2 (2)
P6 5 5 2 12 (13)
P7 1 1 2 4 (4)
P8 1 1 (1)
P9 1 2 2 3 8 (8)
P10 1 1 (1)
P11 1 1(1)
P12 2 1 2 5 (5)
P13 2 1 1 4 (4)
P14 4 5 9 (10)
P15 2 2 (2)
P16 1 1 2(2)
P17 1 1(1)

Q 1 1(1)
R 1 1(1)
S 1 1 (1)
T 1 1(1)
U 1 1(1)
v 1 1(1)
X1 1 1 (1)
X2 1 1(1)
n (%) 3(35) 2(25) 0 0 0 0 5() 23(24) 32(33) 31(32) 96 (100)
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A Figura 15 mostra um dendrograma construido a partir da analise de
similaridade de bandas entre os tipos, M, P, Q, R, S, T, U, V e X e subtipos
correspondentes, identificados na espécie de E. faecium, obtidas na tipagem
molecular realizada pelo PFGE. Pela analise do dendrograma, o tipo Q
apresentou 65% de similaridade entre o tipo P, assim como, o tipo R apresentou
61% de similaridade, o tipo S 79%, o tipo T e V 72%, o tipo U 77%. Entretanto,
o tipo X caracterizado visualmente pelos critérios de Tenover, apresentou uma
alta similaridade com o tipo P quando analisado pelo dendrograma,
apresentando 85% de similaridade entre eles.

Entre os 17 subtipos identificados no tipo P, foi encontrada uma
similaridade genética que variou de 80 a 96% para um grupo representado por
16 subtipos do P1 ao P15 e P17, ficando o P16 fora deste grande grupo e que
apresentou alta similaridade genética com o tipo V.

Os dois subtipos de maior frequencia, P1 e P6, apresentaram 96% de

similaridade entre eles.
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Figura 15: Dendrograma com o resultado da analise de similaridade de bandas
dos tipos e subtipos genéticos caracterizados entre cepas de E. faecium

resistentes a vancomicina.
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Ao considerarmos a procedéncia das cepas de VRE encaminhadas ao
IAL no periodo estudado, as Tabelas 6 e 7 mostram a distribuicdo dos tipos e
subtipos genéticos caracterizados entre as cepas de E. faecalis e E. faecium
entre os hospitais.

O tipo A de E. faecalis predominou em 21 (81%) dos 26 hospitais e 0s
subtipos Al e A8 foram os que tiveram maior ocorréncia, sendo detectados em
11 hospitais cada um. Entretanto, o subtipo A8 apresentou o0 maior nimero de
cepas representantes entre os hospitais, destacando-se o Hospital 1 que
apresentou 20 (21%) cepas deste subtipo. O tipo D ocorreu em sete hospitais
com 12 cepas caracterizadas (Tabela 6).

Considerando-se a espécie E. faecium, o tipo P foi o mais
representativo e o subtipo P1 foi o mais prevalente, ocorrendo em 10 (38%)
hospitais, com 26 isolados caracterizados, seguido do subtipo P6 com 12 cepas
distribuidas em 7 (27%) dos 26 hospitais (Tabela 7).
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Tabela 6: Distribuicdo dos subtipos das 143 cepas de E. faecalis entre os 26 hospitais que enviaram cepas de VRE para o IAL no periodo de 1999 a 2008.

Hospitais Al A2 A3 A5 A6 A7 A8 A9 A0 A1l Al12 A13 Al4 Al5  Al6 B1 D1 D2 D3 D4 n (%)
1 9 4 20 1 3 1 1 4 1 1 1 1 47 (32)
2 0
3 0
4 2 1 1 4(3)
5 0
6 1 1(0,8)
7 2(1,4)
8 3 1 1 5 (4)
9 1 4 7 (5)
10 1 1(0,8)
1 7 6 2 1 16 (11)
12 2 5 1 1 1 1 2 1 14 (9)
13 2 1 3(2
14 1 1(0,8)
15 1 1(0,8)
16 1 2 1 4(3)
17 1 1(0,8)
18 1 1 2(1,4
19 2 1 1 4(3)
20 13 1 1 15 (10)
21 1 1(0,8)
22 1 2 3(2)
23 1 1 2(1,4)
24 0
25 2 1 1 1 5 (4)
26 4 4(3)

T/% 31/22 9/6,2 1/0,7 1/0,7 1/0,7 2/1,4 58/41 6/4 2/1,4 6/4 21,4 21,4 6/4 1/0,7 2/1,4 1/0,7 9/6,2 1/0,7 1/0,7 1/0,7 143/100
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Tabela 7: Distribuicdo dos tipos e subtipos das 96 cepas de E. faecium entre os 26 hospitais que enviaram cepas de VRE para o IAL no periodo de 1999 a 2008.

Hospital M1 M9 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 Q R S T u Vv X1 X2 n (%)

1 5 1 4 2 2 2 3 1 20 (21)
2 2 2(2)
5 1 1(1)
4 0

5 1 2 2 1 6 (6)
6 0

7 2 1 1 1 4 1 10 (11)
8 0

9 0
10 1 1(1)
1 1 1 2(2)
12 1 2(2)
13 1 2 3(3)
14 0
15 0
16 0
17 1 1(1)
18 2 1 1 1 1 1 7(7)
19 1 1 1 1 1 1 13 (14)
20 1 4 1 2 1 2 1 1 13 (14)
21 0
22 2 2(2)
23 0
24 3 1 4(4)
25 2 1 1 1 5 (5)
26 1 1 1 1 4(4)

T/% 3/3 1/1 26/28 2/2 1/1 3/3 2/2 12/14 4/4 1/1 88 1/1 1/1 5/5 4/4 99 2/2 272 11 11 11 11 11 11 11 11 11 96/100
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Na Figura 16 observa-se a distribuicdo do subtipo A8, o mais frequente
entre as cepas de E. faecalis, nos hospitais: 1, 6, 9, 10, 11, 12, 16, 19, 20, 22 e
25 e do subtipo P1, o mais frequente entre as cepas de E. faecium nos
hospitais: 1, 5, 7, 11, 12, 13, 19, 20, 25 e 26. O maior deslocamento observado
entre 0s hospitais que identificaram as cepas do subtipo A8 foi de 27Km
(Hospital 1 e 9, localizados na zona leste do municipio de S&o Paulo e na
regido de Tabodo da Serra, respectivamente). Para o subtipo P1, os Hospitais 1
e 26 que apresentaram este tipo genético e se localizavam mais distantes,
23Km de distancia.

No Anexo 1 pode-se visualizar as caracteristicas individuais das 239
cepas, segundo sitio de isolamento, perfil de suscetibilidade aos

antimicrobianos, tipo genético e distribuicdo por hospital.
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Figura 16: Distribuicdo geogréfica dos subtipos de maior frequéncia, A8 para
cepas de E. faecalis e Pl para E. faecium, entre o0s hospitais que
encaminharam cepas de VRE para o IAL no periodo de 1999-2008.

Legenda: Ad: deslocamento (Km).
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5. DISCUSSAO

Historicamente, o0s enterococos e aproximadamente outras 450
espécies de bactérias fazem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal
(Moore e Holdeman, 1974). Até os anos de 1970, os enterococos eram
considerados bactérias de baixa relevancia clinica. No entanto, apos duas
décadas, a importancia crescente desta bactéria foi decorrente da identificacdo
de cepas multirresistentes aos antimicrobianos e do aumento de sua incidéncia
nas infec¢cdes hospitalares (Murray, 1990).

Nos ultimos 15 anos, o VRE emergiu como um importante agente de
infeccdo relacionado a assisténcia a saude em diversas partes do mundo. No
Brasil, o isolamento de VRE ndo havia sido relatado até 1996, quando na
cidade de Curitiba, no Estado do Paran4, foi identificada a primeira cepa de E.
faecium com fendtipo VanD4 resistente a vancomicina (Costa et al., 1998).

Em 1996, iniciou-se um estudo colaborativo entre o Hospital Santa
Marcelina e o Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo, de monitoramento das
amostras de Enterococcus spp isoladas neste hospital. Em junho de 1997, foi
identificada a primeira cepa de E. faecium resistente a vancomicina com
fendétipo VanA, de uma paciente com sorologia positiva para HIV e com quadro
clinico de meningite (Zanella et al., 1999). A partir de maio de 1998, novas
cepas de VRE passaram a ser isoladas de casos de infeccbes deste hospital,
fato que levou a um estudo de colonizacdo para identificacdo de pacientes
portadores de VRE no trato gastrointestinal para caracterizacdo do 1° surto de
VRE do Brasil. Neste surto, os enterococos foram classificados genotipicamente
pela técnica de PFGE e esta classificacdo foi utilizada como base para o
presente estudo.

Desde entéo, o Instituto Adolfo Lutz passou a receber amostras de VRE
para caracterizacao fenotipica e genotipica. Em um periodo de 10 anos, foram
recebidas 1.513 cepas de Enterococcus spp confirmadas quanto a presenca do
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gene vanA pelo PCR e fenoétipo VanA por meio do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos. As cepas foram isoladas de pacientes assistidos em hospitais
da rede publica e privada do Estado de Sao Paulo.

Estudos mostraram que a incidéncia de pacientes colonizados em um
hospital é 10 vezes maior que a de infectados, contribuindo assim para a
transmissao a outros pacientes (Montecalvo et al., 1995; Furtado et al., 2005).

Os pacientes infectados e/ ou colonizados por VRE sdo causas de
grande preocupacdo em um ambiente hospitalar, devido ao pequeno numero de
tratamentos alternativos disponiveis e por estas infecgBes enterocdcicas
acometerem preferencialmente pacientes debilitados. Estas manifestacOes
geralmente estdo relacionadas a assisténcia em saude, seja em hospitais ou
em casas de repouso (Deshpande et al., 2007).

Entretanto, devido ao grande numero de cepas recebidas neste periodo
de 10 anos pelo IAL, para realizacdo deste estudo foi selecionada uma
amostragem de VRE isoladas de materiais clinicos invasivo de pacientes, com
o objetivo de mapear os perfis genéticos das cepas circulantes entre os
hospitais analisados. A tipagem molecular permitiu investigar a presenca de
uma ou mais linhagens bacterianas, confirmando uma disseminagédo intra e
inter-hospitalar.

Na literatura mundial, de um modo geral, as infec¢Bes enterocécicas em
humanos séo frequentemente causadas por duas espécies: E. faecalis em 80%
a 90% dos casos e E. faecium em 5 a 10% (Murray et al., 2007). O mesmo foi
verificado em estudos brasileiros, como os realizados por Horner et al. (2005) e
por Bender et al. (2009), que analisaram hospitais localizados na regido sul do
Brasil, nos quais também se observou uma maior frequéncia da espécie E.
faecalis sobre o E. faecium. No Hospital Universitario de Santa Maria no Rio
Grande do Sul, de junho de 2003 a agosto de 2004, os percentuais achados
para as duas espécies foram de 85% e 6%, respectivamente (Horner et al.,
2005). Em 2008, dois hospitais de Porto Alegre/RS identificaram 203 cepas de

enterococos, sendo 93% de E. faecalis e 6% de E. faecium (Bender et al.,
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2009). Em um estudo do programa SENTRY sobre a frequéncia de
Enterococcus spp em 10 anos na América Latina, as duas espécies, E. faecalis
e E. faecium, apresentaram percentuais de isolamento semelhantes, de 78,2%
e 12,7%, respectivamente (Gales et al., 2008). Em outro estudo realizado por
Mutnick et al. (2003) no programa SENTRY, durante os anos de 1997-2000 a
proporcdo de isolamento entre as espécies de E. faecalis e E. faecium na
América Latina foi de 17:1.

Entretanto, quando se refere as infec¢cdes enterococicas causadas por
VRE, esta proporcdo diminui, havendo uma substituicdo pelo E. faecium, que
apresenta uma predominancia entre as espécies isoladas. Em paises da
Europa e nos Estados Unidos, a principal espécie responsavel pela aquisi¢ao
de enterococos resistentes a vancomicina é o E. faecium, enquanto relatos por
E. faecalis ainda sdo raros (Schouten et al., 2000; Willems et al., 2005; Werner
et al., 2008).

Apesar da espécie E. faecium estar mais frequentemente associada as
cepas de VRE isoladas nos diferentes surtos ocorridos nos Estados Unidos e
Europa, no Brasil pode-se observar o predominio de E. faecalis, de acordo com
estudos realizados por Caiaffa Filho et al. e Zanella et al. em 2003.

Em uma andlise total do periodo de 10 anos (1999-2008), das cepas de
VRE caracterizadas neste estudo, pode-se verificar uma maior frequéncia de E.
faecalis (67%) em relacdo ao E. faecium (33%). Entretanto, na analise da
dindmica desta frequéncia neste periodo, ano a ano, pode-se confirmar ainda,
uma predominancia de E. faecalis nos primeiros sete anos estudados. Porém,
em 2006, conforme mostra a Figura 6, observa-se um aumento da frequéncia
de E. faecium resistente a vancomicina (VRE-EFM) em relagdo ao E. faecalis
resistente a vancomicina (VRE-EF) e a partir de 2007, ocorre uma inversdo em
que a predominancia de VRE-EFM se destaca sobre o VRE-EF.

O aumento da frequéncia de VRE-EFM sobre VRE-EF foi também
verificado em outros estudos desenvolvidos no Brasil. D’Azevedo et al. (2008)

realizaram um estudo nas quatro maiores UTIs de Sao Paulo em fevereiro de
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2006 e constataram que das 37 amostras positivas para VRE, 54,1% estavam
relacionadas ao E. faecium e 45,9% para o E. faecalis. Gales et al. (2008)
observaram um aumento no numero de isolados de VRE-EFM nos anos de
2005 e 2006, durante o estudo de vigilancia do programa SENTRY da América
Latina que incluiu alguns hospitais de S&o Paulo. Portanto, estes dados
fortalecem a hipotese de que o VRE-EFM pode estar emergindo no Brasil,
principalmente em hospitais da cidade de S&o Paulo.

Desse modo, ao analisar os dados obtidos nos estudos acima citados e
com os obtidos nesta atual investigacdo, observa-se que diferencas na
prevaléncia das espécies de VRE podem ocorrer. E importante ressaltar que a
microbiota intestinal de pacientes hospitalizados por longos periodos sofre
modificacao.

De acordo com a literatura, a urina é a principal fonte para o isolamento
de enterococos, seguido pelo sangue (Moellering Jr, 1992; Shepard e Gilmore,
2002). Em um estudo realizado por Horner et al. (2005), em um Hospital
Universitario de Santa Maria no Rio Grande do Sul, observou-se que de 233
cepas de enterococos, 77 (33%) eram isoladas de urina e 18 (8%) de
hemocultura. No entanto, em estudo realizado por D'Azevedo et al. (2004), os
enterococos foram mais frequentemente isolados de urina (70,3%) e secrecdes
em geral como de feridas, secrecdo abdominal, orofarige e outras secrecoes e
fluidos corporeos, perfazendo assim um total de 20,7%.

Entre as 239 cepas de VRE isoladas de casos de infec¢cdo que foram
selecionadas neste estudo para a andlise do perfil molecular, a urina destacou-
se como a principal fonte de isolamento (45%), seguida de sangue (34%) e de
liquidos cavitarios (21%). Estes dados também foram observados por Quifiones
et al., 2005 em amostras clinicas de hospitais cubanos, onde foi verificado que
34% eram provenientes de urina e 19% do sangue. Entre os VRE avaliados
pelo programa SENTRY (2007), provenientes dos Estados Unidos e Europa,
36,7% foram de VRE isolados a partir do trato urinario e 28% da corrente

sanguinea (Deshpande et al., 2007). Os dados apresentados nestes estudos
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corroboram com os achados desta investigacdo, uma vez que a maioria das
infecgbes causadas por VRE foi urinaria e sanguinea. Portanto, todos estes
dados evidenciam o papel preponderante dos enterococos como patdégeno
urinario independente da resisténcia a vancomicina.

As cepas de VRE recebidas durante este periodo de 10 anos, foram
confirmadas quanto ao genotipo de resisténcia a vancomicina pela técnica da
PCR, sendo todas vanA e acompanhadas pelo fenétipo de resisténcia para
vancomicina e teicoplanina. No entanto, durante este estudo, verificaram-se que
trés cepas de E. faecalis do tipo A isoladas do Hospital 1 apresentaram
discrepancia entre fendtipo e gendétipo, ou seja, cepas com fendtipo VanB e
gendtipo vanA (Anexo 1). Neste periodo, Zanella et al. (2006) ja havia relatado
duas cepas de VRE-EF com este tipo de caracteristica, o0 que enfatiza a
importancia do monitoramento das cepas de VRE isoladas no Brasil.

No Brasil até o presente momento, ndo foi descrito a ocorréncia de
cepas com o genotipo vanB, que vem sendo relatada na literatura internacional
também como responsavel por surtos hospitalares (McGregor e Young, 2000;
Kawalec et al., 2001).

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinado pela
técnica da concentracdo inibitéria minima (CIM) para 12 antimicrobianos,
segundo critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). A mdltipla resisténcia dos enterococos aos antimicrobianos preocupa a
classe médica, principalmente, porque esta bactéria esta relacionada com a
infeccdo hospitalar. A habilidade dos enterococos em adquirir novas
caracteristicas de resisténcia, como alta resisténcia aos aminoglicosideos, -
lactamicos e aos glicopeptideos, reflete em dificuldades terapéuticas.

A resisténcia dos enterococos as penicilinas se deve a dois
mecanismos diferentes: produgcao de enzimas p-lactamases e a alteragbes nas
Penicillin-binding proteins (PBPS). A primeira cepa de E. faecalis produtora de 3-
lactamases foi isolada em 1981 nos Estados Unidos, sendo, posteriormente,

isolada na Argentina e no Libano (Murray, 1992). A resisténcia resultante da
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producdo desta enzima é rara, normalmente mediada por plasmideo e podendo
estar associada com alto nivel de resisténcia a gentamicina (Murray, 1992;
Aslangul et al., 2005).

A resisténcia adquirida aos B-lactamicos ocorre na maioria das vezes
por alteracbes das PBPs, conferindo um nivel de resisténcia maior que o
encontrado na resisténcia intrinseca, o0 que € comum entre 0S enterococos,
especialmente em cepas de E. faecium (Fontana et al., 1990; Grayson et al.,
1991).

Até o ano de 2006, segundo o CLSI, os resultados obtidos para a
ampicilina ou penicilina poderiam ser usados para predizer resisténcia as
demais penicilinas. Todavia, em 2007, os critérios foram alterados, pois
comecaram se identificar amostras de enterococcos com um fendtipo néo
usual, sensibilidade a ampicilina e resisténcia a penicilina, cujo mecanismo
genotipico ainda precisa ser mais bem esclarecido. O primeiro estudo, descrito
na literatura, que demonstrou a disseminacdo de amostras de E. faecalis com
fenétipo de sensibilidade a ampicilina e resisténcia a penicilina no ambiente
hospitalar, foi publicado em 2005, no qual pesquisadores da Grécia relataram
que, 31,4% das cepas de E. faecalis, apresentavam resisténcia a penicilina e ao
imipenem, mas sensiveis a ampicilina (Metzidie et al., 2005). Portanto a
penicilina nestes casos ndo é boa para avaliar a resisténcia aos p-lactamicos,
diferentemente da ampicilina, que quando 0s enterococos apresentam-se
resistentes a este antibiético, também séo resistentes a penicilina.

No IAL, a andlise de sensibilidade dos enterococos aos antibidticos f3-
lactamicos é dada por meio da ampicilina. Neste estudo, as cepas de E. faecalis
e E. faecium apresentaram um alto padréo de resisténcia aos antimicrobianos.
A resisténcia a ampicilina para o E. faecium foi de 100%, enquanto que o E.
faecalis apresentou 9%, resultados muito semelhantes aos encontrados por
Zanella et al. (2003) que identificaram 100% e 14% de resisténcia,
respectivamente.

Segundo Shepard et al. (2002) e Centinkaya et al. (2000), os E. faecium
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sdo 4 a 16 vezes mais resistentes aos antibidticos p-lactdmicos que os E.
faecalis. Desse modo, o E. faecium possui um padréo de resisténcia maior do
que o E. faecalis e consequentemente, resulta em maior dificuldade no
tratamento das infec¢Bes graves por esta espécie (Deshpande et al., 2007)

As cepas VRE-EFM, além de possuirem resisténcia a ampicilina, que é
um importante marcador fenotipico, carreiam genes de proteinas de superficie
(esp) e hialuronidase (hyl) relacionados a viruléncia deste género e que séo
encontrados em surtos nosocomiais de vérias partes do mundo (Deplano et al.,
2007; Werner et al.,, 2008). Recentes estudos genéticos de VRE-EFM
relacionados a infec¢des hospitalares no mundo mostram que fazem parte de
uma mesma linhagem pertencente ao complexo clonal denominada CC17
(Arias et al., 2009). Supde-se que este complexo clonal seja responsavel pela
mudanca das infec¢Oes causadas por E. faecalis para E. faecium. Esta inversao
representa uma forte preocupacao, pois o E. faecium estd mais habitualmente
associado a resisténcia a vancomicina do que o E. faecalis (Rice, 2001).

Pelo fato do E. faecium apresentar uma maior resisténcia intrinseca
e/ou adquirida a muitos agentes antimicrobianos, principalmente aos
glicopeptideos, um estudo realizado por Chou et al. (2008) com pacientes com
bacteremia causada por VRE-EFM  mostrou ter um grave progndstico,
principalmente em imunodeprimidos.

De modo inverso, 99% das cepas analisadas apresentaram
sensibilidade a linezolida, indicando que esse antimicrobiano continua sendo
uma opcao terapéutica adequada no tratamento das infec¢cdes por VRE.
Elevadas taxas de suscetibilidade a este antimicrobiano sdo semelhantes aos
encontrados em outros paises (Meka e Gold, 2004; Gales et al., 2008). Apesar
de ter sido verificado apenas duas cepas de E. faecium resistente a linezolida
neste estudo, ja foram relatados outros casos na cidade de Sdo Paulo, a
primeira amostra relacionada a espécie E. faecalis, isolada em 2006
(Guimardes et al., 2007) e a segunda ao E. faecium, isolada em 2009
(Girardello et al., 2009).
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A avaliacdo da atividade in vitro da quinupristina/dalfopristina neste
estudo, verificou que os enterococos apresentaram 44% de resisténcia para
esta droga, sendo que 100% das cepas da espécie E. faecalis foram resistentes
enquanto, 25% de E. faecium foram resistentes. E importante ressaltar que o E.
faecalis € intrinsecamente resistente a quinupristina/dalfopristina, entretanto
este antibidtico tem sido usado com bons resultados para tratar infeccbes
ocasionadas pelo E. faecium, principalmente como uma opg¢&o na substituicao
do uso de glicopepetideos (Hallgren et al., 2001). No entanto, alguns estudos
descrevem o surgimento de resisténcia crescente nesta espécie sendo que
Mendes et al. (2002) e Jones et al. (1998), encontraram 30% e 51% dos E.
faecium resistente a quinupristina/dalfopristina respectivamente.

Historicamente, relatos de enterococos com alto nivel de resisténcia a
estreptomicina foram primeiramente relatados em 1970 e a partir de entdo, o
reconhecimento da resisténcia a este antibidtico favoreceu o uso da
gentamicina na terapia combinada com a penicilina e a vancomicina, para
casos de infeccdo grave (Moellering Jr et al., 1970). No entanto, no final da
década de 1970, foi isolada na Franca a primeira cepa de E. faecalis com alto
nivel de resisténcia a gentamicina (Horodniceanu et al., 1979), e desde entéo, a
resisténcia desta espécie a este antibidtico tornou-se prevalente.

Em relacdo a resisténcia aos aminoglicosideos, o presente estudo
mostrou que para o E. faecalis a resisténcia a gentamicina (97%) foi maior do
que a estreptomicina (28%), enquanto que para o E. faecium foi encontrada
uma maior resisténcia para a estreptomicina (85%) do que para a gentamicina
(22%). Apesar do estudo de Zanella et al. (2003) ter observado um perfil de
sensibilidade semelhante para o E. faecalis em relagcdo aos antimicrobianos da
classe dos aminoglicosideos (99% para gentamicina e 22% para
estreptomicina), o mesmo néo foi verificado para o E. faecium, que apresentou
97% de resisténcia para a gentamicina e 10% para a estreptomicina.

No entanto, um estudo em cinco hospitais de Porto Alegre realizado por

D’Azevedo et al. (2006) apresentou um menor percentual de resisténcia a
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gentamicina e a estreptomicina: i) E. faecalis: 25,3% e 15,8%, respectivamente;
i) E. faecium: 38,4% para ambas as drogas. Entretanto, esta analise foi
realizada com cepas de enterococos ndo VRE. Em outro estudo no norte da
india com 51 cepas de enterococos isolados de criancas com diagnostico de
septicemia foi encontrado 68% dos isolados com alto nivel de resisténcia a
gentamicina (HLGR), 41% dos isolados alto nivel de resisténcia a
estreptomicina (HLSR) e mais de 95% foram sensiveis a vancomicina
(Randhawa et al., 2004).

Para verificar diferengcas significativas na resisténcia para alta
concentracdo de aminoglicosideos (HLAR) entre enterococos sensiveis a
vancomicina (VSE) e resistentes a vancomicina (VRE), Yazgi et al. (2002)
mostraram que a taxa HLAR para VRE foi duas vezes maior que no VSE, o que
justifica o alto percentual de resisténcia para aminoglicosideos obtido no
presente estudo.

A importancia da identificacdo de cepas resistentes aos elevados niveis
de aminoglicosideos, principalmente gentamicina e estreptomicina, esta
concentrado principalmente na limitagdo em alcancar resultados de sinergismo
na associagdo com antibiéticos que agem na parede celular (B-lactamicos e
glicopeptideos). A falta deste efeito sinérgico, ndo ocorrerd acdo bactericida
dificultando muito o combate de infeccbes graves como endocardite e
bacteremia (Shepard et al., 2002).

Entre as metodologias classicas de tipagem fenotipica, a
suscetibilidade aos antimicrobianos pela determinacdo da CIM, tem destaque
no rastreamento de infecgbes por enterococos. Entretanto, métodos
moleculares sdo necessarios, pois permitem o conhecimento da genética das
populacbes enterocdcicas. Com este objetivo uma amostragem de cepas de
VRE oriundas de 26 hospitais do municipio de S&o Paulo foi caracterizada pela
técnica de PFGE. Através desta técnica, as cepas de VRE foram caracterizadas
e os perfis genéticos foram discriminados nas duas espécies.

Neste estudo, entre as cepas de VRE-EF analisadas foram identificados
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trés dos cinco tipos moleculares caracterizados anteriormente por Zanella et al.
(2003), sendo os tipos A, B e D. Entre cepas de VRE-EF novos subtipos foram
identificado: A (A9-16) e D (D1-4). Os subtipos A4, B2 e os tipos C e E
identificados no estudo anterior, ndo foram encontrados.

Este dado é interessante, visto que o estudo anterior envolveu cepas de
um unico hospital, onde se observou uma maior diversidade genética. Fato ndo
verificado ao se estudar cepas de VRE-EF oriundas de diversos hospitais,
mostrando certa clonalidade entre as cepas de E. faecalis.

Ao se comparar o0s tipos genéticos encontrados nos dois estudos, pode-
se evidenciar que o tipo A se mantém predominante entre as cepas de VRE-EF,
sendo representado por 91% das cepas estudadas. Entretanto, a analise da
frequéncia dos subtipos encontrados, revelou um predominio do subtipo A8
(41%) sobre o0 Al (22%) neste novo periodo. Estes dois subtipos possuem uma
alta similaridade genética (83%) evidenciada pela analise do dendrograma,
indicando assim, a ocorréncia da disseminacdo através de um ancestral
comum.

O dendrograma gerado pelos tipos e subtipos de E. faecalis
caracterizados neste estudo, além de ter possibilitado avaliar o percentual de
similaridade genética dos perfis moleculares, se mostrou de acordo com a
classificacdo estabelecida por Tenover et al. (1995). Os tipos A, B, D e seus
subtipos correspondentes apresentaram-se geneticamente correlacionados pela
analise do dendrograma, com excecao do subtipo A16 que foi excluido do tipo
A. A similaridade genética entre os subtipos do tipo A variou de 75 a 100%.

Entre as cepas de E. faecium estudadas, apenas um tipo genético (M)
caracterizado anteriormente foi identificado neste periodo e outros oito novos
tipos foram caracterizados: P, Q, R, S, T, U, V e X. O fato da menor frequéncia
de isolamento de VRE-EFM no periodo anterior justifica um menor niamero de
tipos genéticos caracterizados. Entretanto, esta maior diversidade genética
encontrada entre as cepas de VRE-EFM pode ser justificada por este estudo

avaliar cepas isoladas de diferentes hospitais ou por esta espécie apresentar
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uma caracteristica policlonal.

Entretanto, dos nove tipos caracterizados entre as cepas de VRE-EFM,
o tipo P se destaca por ter representado 87,5% das cepas estudadas e o
subtipo P1 por ter apresentado a maior frequéncia (28%) dentre os 17 subtipos
identificados.

Os perfis moleculares de E. faecium geraram um dendrograma mais
heterogéneo devido a maior diversidade genética caracterizada entre estas
cepas. No dendrograma observa-se duas divergéncias entre a classificacédo
realizada segundo os critérios de Tenover e o programa Bionumerics: i) o tipo X,
gue visualmente foi classificado como um novo tipo e que, pelo programa de
computador foi correlacionado aos subtipos do tipo P; ii) o subtipo P16
apresentou uma similaridade genética menor que 80% com relagéo ao tipo P,
que apresentou 80 a 96% de similaridade entre os seus subtipos.

Um estudo epidemioldgico de VRE foi realizado em um grande hospital
terciario no norte da Italia e foram identificados 41 isolados de E. faecium e oito
de E. faecalis no periodo de 1993-1996. Os padrées de PFGE obtidos de 29
isolados de E. faecium eram indistinguiveis ou estreitamente relacionados.
Destes, 26 foram isoladas de pacientes no departamento de hematologia do
hospital (Scagnelli et al., 2001).

Em outro estudo semelhante de tipagem molecular de enterococos,
Stampone et al. (2005) classificaram a espécie E. faecium em 4 tipos (1-4). O
tipo 1 foi encontrado em 28 isolados e abrangeu 14 diferentes subtipos (1.1-
1.14) durante um periodo de trés anos em 18 hospitais. Para o E. faecalis foi
encontrada uma maior variabilidade genética em sete tipos diferentes (Aa G). O
tipo E, presente em dois isolados que tinham perfis idénticos, foram obtidos em
diferentes hospitais.

Como se pode observar, cada investigacdo pode apresentar uma
dindmica de disseminacéo, autores discutem que a prevaléncia de uma cepa de
VRE Unica sugere uma transmissao hospitalar dentro e entre as unidades

hospitalares e que possivelmente ocorre através dos profissionais da saude e
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através do ambiente hospitalar (Handwerger et al., 1993; Korten E Murray,
1993). Por outro lado, a ocorréncia de multiplas cepas de VRE no hospital
indica a presenca de multiplos reservatorios que podem ter como origem a
importacdo da comunidade via cadeia alimentar, pela transferéncia dos
elementos genéticos de resisténcia entre as diferentes cepas ou por meio de
pacientes externos colonizados que foram admitidos no hospital (Bates et al.
1994; Gordts et al., 1995).

A disseminacédo clonal de VRE uma vez estabelecida em uma unidade
de saude é extremamente dificil de erradicar. Véarios estudos tém utilizado a
tipagem molecular para confirmar a transmisséo clonal e assim, compreender o
mecanismo de transmissdo do patdgeno envolvido em infecgcbes nosocomiais
(Hartstein et al., 1997; Foca et al.,, 2000). A combinacdo de vigilancia
epidemioldgica com genotipagem tem solucionado pequenos casos de surto
causados por um unico clone de VRE e até o estagio final de endemicidade
policlonal (Bonten et al., 2001).

Atento a disseminacao intra e inter-hospitalar, as tabelas 6 e 7 deste
estudo foram elaboradas com o objetivo de se visualizar a distribuicdo dos tipos
e subtipos entre os 26 hospitais que encaminharam cepas de VRE para o IAL.
Entre as cepas de VRE-EF pdde-se observar que, somente o Hospital 1
apresentou os trés tipos genéticos A, B e D durante o periodo estudado.
Entretanto, o tipo A esta circulando em 21 hospitais, o tipo D em 7, o tipo B
somente em um dos hospitais, e que apenas em quatro hospitais ndo se
identificou cepas de VRE-EF. Para as cepas de VRE-EFM pode-se observar
gue o tipo P foi identificado em 13 dos 26 hospitais, apenas cinco apresentaram
mais que um tipo genético, e em nove hospitais ndo se identificou cepas de
VRE-EFM. Contudo, foi verificada a presenca tanto de cepas VRE-EF e VRE-
EFM em 13 (50%) dos 26 hospitais estudados.

Semelhante a este estudo, Stampone et al. (2005) caracterizaram
geneticamente pelo PFGE, VREs isolados de sangue. Neste estudo, do total de

39 VREs, 28 isolados de VRE-EFM apresentaram perfis idénticos ou
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semelhantes, sendo isolados em 18 dos 19 laborat6rios hospitalares analisados
durante o periodo de trés anos (2001 a 2003) localizados em diversas areas da
Italia.

Em um estudo realizado por Moretti et al. (2004) verificou que cepas de
E. faecalis resistente aos glicopeptideos, com fenétipo VanA e isoladas de
pacientes internados em dois hospitais localizados em cidades do Estado de
Sao Paulo, distantes entre si em 100 Km, eram estreitamente relacionadas e
confirmaram a disseminacao inter-hospitalar.

O maior deslocamento observado entre os hospitais que apresentaram
os clones A8 foi de 27km (Hospital 1 e 9) e os que identificaram o subtipo P1,
foi de 23Km (Hospital 1 e 26). Dessa forma, a analise dos subtipos genéticos
juntamente com a extensdo geografica onde estes tipos foram identificados,
sugere a ocorréncia de infec¢Oes inter-hospitalares monoclonais e evidenciam a
alta capacidade de disseminacdo dos enterococos como patdgenos
nosocomiais.

Como se observa, a capacidade de disseminacao dos enterococos intra
e entre os hospitais é grande. O controle da transmissédo de VRE envolve uma
série de medidas que vai desde a higiene apropriada das maos, o uso de
aventais e luvas, limpeza e desinfeccdo de superficies ambientais, até a
esterilizacdo dos equipamentos hospitalares. Além dos objetos inanimados
contaminados, 0s pacientes colonizados passam a ser reservatorio para
transmissdo de VRE a outros pacientes. A exposicdo prolongada aos
antimicrobianos exerce uma pressao seletiva favorecendo a selecdo de
bactérias resistentes, a capacidade de aquisicdo e transferéncia de genes de
resisténcia dos enterococos e 0 longo tempo que o0s pacientes podem
permanecer colonizados favorecem disseminacao intra e inter-hospitalar de
VRE. As acdes de vigilancia laboratorial por meio de técnicas de biologia
molecular como a PCR e a PFGE séo importantes instrumentos de analise
epidemioldgica destas bactérias. Porém, € importante ressaltar que outras

técnicas como a analise de genes de viruléncia (esp, hyl e acm) e o Multi Locus
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Sequence Typing (MLST) tém ampliado a visdo sobre a da biodiversidade e
evolucao destas bactérias.

Este estudo representou um importante monitoramento de cepas de
VRE na cidade de Séao Paulo, no qual se teve a oportunidade de caracterizar
cepas oriundas de varios hospitais, tanto da rede publica como privada e com
iIsso observar a disseminagéo intra e inter-hospitalar. Ressaltando, assim, a
importancia do monitoramento laboratorial de cepas de enterococo nos
hospitais para uma ampla investigacdo de um problema diretamente

relacionado com a saude publica da populagéo.
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6. CONCLUSOES

e No final do periodo investigado, observou-se uma inversao da

frequéncia entre as espécies, em que o E. faecium tornou-se predominante.

e O perfil de resisténcia para os antimicrobianos avaliados confirma a

multirresisténcia entre as cepas de VRE.

e A analise molecular das cepas de VRE-EFM mostrou uma maior
diversidade genética (nove tipos) em relacdo aos VRE-EF (trés tipos) e os seus
subtipos mais frequentes, P1 e A8, tiveram uma alta ocorréncia nos hospitais

analisados.

e Observou-se uma maior disseminacdo de VRE-EF em 85% dos

hospitais avaliados no periodo.

e \Verificou-se a presenca de VRE-EF e VRE-EFM em 50% dos

hospitais avaliados no periodo.
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Anexos

Anexo 1: Distribuicdo das 239 cepas de VRE de acordo com o hospital, espécie, material clinico, perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e tipo molecular caracterizados por PFGE do periodo de 1999-2008.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE
Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos
1 E. faecalis  82/99 LC R S R R S R I R R R - - Al
238/99 Sg R S R R S I R R R R - - A8
434/99 Uri R S R R S R R R R R - - Al
506/99 LC R S R R S R R R R R - - Al
840/99 Uri R S R R S R R R R I - - Al
50/00 Sg R S R R S R R R R R - - Al
82/00 Sg R S R R S R R R R R - - A8
196/00 Sg R S R R S R R R R R = = A8
197/00 Sg R S R R S R R R R R - - A9
106/01 LC R S R R R R R R R R - - A8
116/01 Sg R S R R S R R R R R - - Al3
192/01 LC R S R R R R R R R R - - A8
211/01 Sg R S R R S R R R R R - - Al2
217/01 LC R S R R S R R R R R - - A8
243/02 LC R S R R S R R R R R S R A8
276/02 LC R S R R S R R | R R S R A2
306/02 LC R S R R R R R R R R S R B1
307/02 Sg R S R R R R R R R R S R Al
69/03 Sg R R R R S R R R I R - - A8
95/03 LC R S R R S R R R R R = = A8
100/03 Uri R S R R S R R R R R - - A8
27/03 Uri R S R R S R R R R R - - A8
30/03 Uri R S R R S R R R I R - - A8
25/04 Uri R S R S S R R R R R = = A8
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Anexo 1 cont.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE

Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos
26/04 Sg R S R S S R R R R R - - A8
77104 Sg R S R S S R R R R R - - A2
152/04 Sg R S R R S R R R R R - - A8
17/05 Uri R S R R S R R R R R S - All
142/05 Uri R S R R S R R R R R S - All
302/05 Sg R S R R S R R R R R S = A8
323/05 LC R S R R S R R R R R S - A8
176/06 LC R S R R S R R R R R S R A8
181/06 Uri R S R R S R R R R R S R A2
182/06 Sg R S R R S R R R R R S R All
196/06 Sg R S R R S R R R R R S R Al
22/07 Uri R S R R S R R R R R S R A8
42/07 Sg R S R R S R R R R R S R Al
387/07 Uri R S R R S R R R R R S R Al
745/07 Sg R S R R S R R R R R S R A2
764/07 Sg R R R R S R S R R R S R D2
73/08 Uri R R R R S R R R R R S R Al4
97/08 LC S S R R S R S R R R S R D4
101/08 LC R R R R S R R R R R S R Al4
169/08 Uri R R R R S R R R R R S R Al4
170/08 LC R S R R S R R R R R S R A8
186/08 Sg S S R R S R - R R R S R D3
236/08 LC R S R R S R R R R R S R Al4
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Anexo 1 cont.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE

Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos

E. faecium 321/05 Uri S R R R R R S R R R S - P1

183/06 Sg S R R R R R R R R R S R P9

194/06 Uri S R R R R R S | R R S S P6

210/06 Uri S R R R R R S S R R S S P12

212/06 Sg S R R R R R R | R R S S P9

28/07 Sg R R R R R R S | R R S S P13

68/07 LC R R R R S R R R R R S R P16

204/07 Uri S R R R R R S S R R S S P14

381/07 LC S R R R R R S I R R S S P14

509/07 Uri S R R R R R S S R R S S P6

511/07 LC S R R R R R S S R R S S P4

623/07 Uri S R R R R S S S R R S S P6

749/07 Uri S R R R R R R R R R S R P14

27/08 Sg R R R R R R S I R R S S P1

34/08 Uri S R R R R R S | R R S S P6

103/08 Uri S R R R R R S S R R S S P1

129/08 LC S R R R R R S S R R S | P1

210/08 Sg R R R R R R = S R R S | P13

211/08 Uri S R R R R R S I R R S I P1

217/08 Sg S R R R R R - | R R S | P12

2 E. faecium  328/99 LC R S R R R R S S R R - - M1

329/99 Sg R S R R R S S - R R - - M1

3 E. faecium 326/99 LC R R R R R I R - R R - - U

4 E. faecalis  89/00 Uri R R R R R R R R R R - - Al
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Anexo 1 cont.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE
Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos

90/00 Uri R R R R R R R R R R - - Al

180/01 Uri R S R R S R R R R R - - A2

216/04 LC R S R R S R | R R R - - A7

5 E. faecium 222/00 Uri R R R R R R S S R R - - M9
286/00 LC R R R R R R R R R R - - R

215/06 Uri S R R R R R S R R R S S P13

170/06 LC S R R R R R S R R R S S P13

233/07 LC S S R R R R S | R R S S P1

596/07 Sg S R R R R R S S R R S S P1

6 E. faecalis 158/01 LC R S R R S R R R R R = = A8
7 E. faecalis 162/01 Uri R S R R S R R R R R - - Al
166/05 Uri R S R R S R R R R R S - Al

E. faecium 283/07 Sg S S R R R R S R R R S S P11
332/07 LC R R R R R R S I R R S S P9

369/07 Uri S R R R R R S S R R S S P3

379/07 Sg S R R R R R S S R R S S P14

81/08 Uri S R R R R - S I R R S S S

87/08 LC S R R R R R S R R R S S P14

107/08 Sg S R R R R R S S R R S S P14

115/08 LC S R R R R R S S R R S S P1

172/08 Sg S R R R R R - | R R S S P14

188/08 Sg S R R R R R - S R R S S P1

8 E. faecalis  309/00 Uri R S R R S R R R R R - - Al
310/00 Uri S R R R S R R R R R - - Al
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_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE

Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos

159/01 LC R S R R S R R R R R - - Al

163/01 Uri R S R R S R R R R R - - A10

139/02 Sg R S R R S R R R R R - - A2

9 E. faecalis 1/02 LC R S R R S R R R R R - - Al

47102 Sg R S R R S R R R R R - - A8

49/02 Sg R S R R S R R R R R = = A8

50/02 Sg R S R R S R R R R R S - Al

57/02 Uri R S R R S R R R R R = = A8

158/02 Sg R S R R R R R R R R S - A2

33/04 Uri R S R R S R R R R R = - A8

10 E. faecalis 252/02 LC R S R R S R R R R R - - A8

E. faecium 217/07 Uri R R R R R R S R R R S S \Y,

11 E. faecalis 367/02 LC R S R R S R R R R R S - Al

368/02 Sg R S R R S R R R R R S - Al

369/02 LC R S R R S R R R R R S - Al

370/02 LC R S R R S R R R R R S - A8

371/02 Uri R S R R S R R R R R S - A8

129/03 Uri R S R R R R R R R R - - Al

215/03 Uri R S R R S R R R R R - - Al

156/04 Sg R S R R S R R R R R = - A8

165/04 Sg R S R R S R R R R R - - A8

259/04 Uri R S R R S R R R R R - - A8

15/05 Sg R S R R S R R R R R S - Al

86/06 Uri R S R R S R R R R R S R A9
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Anexo 1 cont.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE
Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos
163/06 Uri R R R R S R R R R R S R A9
200/06 LC R R R R S R R R R R S R Al
603/07 Uri R R R R S R S R R R S R A8
201/08 LC R R R R S R - R R R S R A15
E. faecium  160/06 Uri R R S R R R S R R R S S P1
113/07 Sg R R S R R R R | R R S S P15
12 E. faecalis 213/00 Sg R S R R S R R R R R - - A8
18/04 Uri R S R R S R R R R R - - All
19/04 Sg R S R R S R R R R R - - A8
60/04 Sg R R R R S R R R R R - - A8
64/04 Uri R S R R S R I R R R - - A8
186/04 Uri R R R R S R S R R R - - D1
237/04 Sg R S R R S R R R R R - - Al3
245/04 Uri R R R R S R R R R R - - A10
247/04 Uri R S R R S R R R R R - - A2
9/05 LC R S R R S R R R R R S - Al16
10/05 Uri R R R R S R R R R R S - Al6
12/05 Sg R S R R S R R R R R S = A8
170/05 Sg R S R R S R R R R R S - A2
258/05 Uri R S R R S R R R R R S - Al2
E. faecium  299/05 Uri R R R R R R S R R R S - P9
20/06 Uri S R R R R R S R R R S - P1
13 E. faecalis 211/00 Uri R S R R S R R R R R - - Al
23/01 LC R R R R S R R R R R - - Al

111



Anexos

Anexo 1 cont.

_ . N© Material Percentual de resisténcia PFGE
Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos

185/05 Sg R S R R S R R R R R S - A3

57/08 Uri S R R R R R S I R R S S P1

58/08 Uri S R R R R R S I R R S S P9

59/08 LC S R R R R R S I R R S S P9

14 E. faecalis  95/01 Sg R S R R S R R R R R - - Al
15 E. faecalis 120/01 Sg R S R R S R R R R R - - Al
16 E. faecalis  97/01 LC - - R R S R R R R R - - A8
124/02 Uri R R R R R R S R R R = = D1

218/02 Sg R R R R S R R R R R - - A8

221/02 LC R S R R S R R R R R S = A5

17 E. faecalis 136/04 Uri R S R R S R R R R R - - A9
E. faecium 216/06 LC R R R R R R S R R R S S T

18 E. faecalis  88/04 Sg R S R R S R R R R R - - Al
99/04 LC R S R R R R R R R R - - A6

E. faecium  108/06 Sg R R R R R R S R R R S R P17
145/06 Sg R R R R R R R R R R S R P5

156/06 Sg R R R R R R R R R R S R P5

97/07 Sg S R R R R R S S R R S S P10

320/07 Sg S R R R R R S I R R S S P6

89/08 Sg S S R R R R S R R R S S P9

274/08 Sg S R R R R R S R R R - S P7

19 E. faecalis  195/03 Sg R S R R S R R R R R - - A8
53/04 Uri R S R R S R I R R R - - A8

287/05 Uri R R R R S R R R R R S = All
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Hospitais Espécie P -
cepa  clinico HLGR HLSR VAN TEI AMP CIP TET CLO RIF ERI LNZ QD Subtipos
247/07 Uri R S R R S R S R R R S R D1
E. faecium 227/05 Uri S S R R R R S S R R S - P1
163/07 Uri S R R R R R S | R R S R P1
232/07 Uri S S R R R R S S R R S R P2
234/07 Sg S S R R R R S S R R S R P15
235/07 Sg S S R R R R S | R R S R P9
248/07 Uri S S R R R R S I R R S S P6
576/07 Uri R R R R R R S R R R S S P8
16/08 Uri S R R R R R S I R R S S P1
131/08 Uri S R R R R R S | R R S S P1
132/08 Uri S R R R R R S I R R S S P1
158/08 Uri S R R R R R S S R R I I P1
183/08 Uri S R R R R R S | R R S | P1
287/08 Uri S R R R R R S S R R S S P7
20 E. faecalis  70/02 LC R S R R S R R R R R S - A8
176/02 Uri R S R R R R R R R R - - A8
139/03 Sg R S R R R R R R R R - - A8
140/03 Sg R S R R R R R R R R - - A8
155/03 Sg R S R R S R R R R R - - A8
166/03 Sg R S R R S R R R R R = - A8
219/03 LC R R R R S R S R R R - - D1
32/04 Uri R S R R S R S R R R - - A8
42/04 Sg R S R R S R R R R R - - A8
43/04 Uri R S R R S R R R R R = = A8
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52/04 Sg R S R R S R I R R R - - A8
733/07 Uri R S R R S R R R R R S R A8
60/08 LC R S R R S R R R R R S R A8
90/08 LC R S R R S R R R R R S R A8
275/08 LC R S R R S R R S R R S R Al4
E. faecium  165/05 Uri R R R R R R S | R R S = M1
184/05 Uri S R R R R R S S R R S - P7
87/06 Uri S R R R R R S | R R S S P1
119/06 Sg S R R R R R S R R R S S P1
177/06 Uri S R R R R R S S R R S S P12
75/07 Uri S R R R R R S I R R S S P1
181/07 Uri S R R R R R S R R I S S P6
288/07 LC S S R R R R S S R R S S P7
399/07 Sg S R R R R R S I R R S S P4
401/07 Uri S R R R R R R | R R S | P4
464/07 Uri R R R R R R S I R R S S P1
231/08 Uri S R R R R R S S R R S | P2
235/08 LC S R R R R R S S R R S S X2
21 E. faecalis 326/02 Uri R S R R S R R R R R - R Al
22 75/05 Uri R S R R S R R R R R S = A8
164/05 Sg R R R R R R S | R R S - A7
310/08 Uri R S R R S R R R R R S R A8
E. faecium 288/08 Sg S S R R R R S R R R S S P14
289/08 Sg S S R R R R S R R R S S P14
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23 E. faecalis 241/05 Sg R S R R S R R R R R S - Al4
257/05 Sg R R R R S R R R R R S - A9
24 E. faecium  112/06 Uri S R R R R R S I R R S S P6
120/06 Uri S R R R R R S R R R S R P6
121/06 Uri S R R R R R S | R R S S P6
246/08 Sg S R R R R R S S R R S R P12
25 E. faecalis 7/06 Uri R S R R S R R R R R S - All
16/06 Sg R S R R S R R R R R S - A8
34/06 Sg R S R R S R R R R R S - A8
43/06 Sg R S R R S R R R R R S = A9
46/06 Sg R S R R S R S R R R S - D2
6/06 Uri S R R R R R R R R R S - Q
21/06 Uri S R R R R R R R R R S - P1
48/06 Uri S R R R R R S R R R R - P1
83/06 LC S R R R R R S R R R S - P6
136/06 Uri R R R R R R S R R R S S P16
26 E. faecalis 162/07 Sg S S R R S R R R R R S R D1
266/07 Sg R S R R S R S R R R S R D1
165/08 LC R R R R S R R R R R S R D1
299/08 Uri R R R R S R S R R R S R D1
417/07 Sg S S R R R R S I R R S S P1
601/07 Uri R R R R R R S | R R S S P12
215/08 LC S R R R R R - | R R S S P6
297/08 Sg S R R R R R S I R R S S X1

HLGR: alto nivel de resisténcia a gentamicina; HLGR: alto nivel de resisténcia a estreptomicina; PFGE: eletroforese em gel de campo pulsado;
LC: liquidos cavitarios; Sg: sangue; Uri: urina; R: resistente; |: intermedidrio; S: sensivel.
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