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RESUMO

ARAUJO, Luciana Milanéz de Paula. Caracterizagao fenotipica e molecular de
Enterococcus isolados de infecgdes da corrente sanguinea. 2017. 90 f. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

As infeccGes de corrente sanguinea (ICS) constituem um problema comum e
potencialmente fatal em Unidades de Terapias Intensivas (UTIs) e estdo entre as infeccOes
mais frequentemente documentadas. Elas sdo classificadas de acordo com caracteristicas
especificas relacionadas aos seus aspectos diagndsticos e preventivos. Além disso, 0 uso
prolongado de cateteres intravasculares e seu manejo inadequado séo importantes fatores de
risco para o desenvolvimento dessas infeccBes, bem como a presenca de infecgdes
respiratorias, urinarias, feridas e infecces intestinais podem contribuir como um foco
primario para as ICS. Nesse cendrio, 0s enterococos emergiram como importantes patdgenos
e atualmente sdo considerados a terceira causa mais comum de bacteremia nosocomial.
Dentre o género dos enterococos, a espécie E. faecalis é a mais frequentemente isolada entre
as infeccbes humanas, seguido da espécie E. faecium. O objetivo desse estudo foi
caracterizar amostras de Enterococcus isoladas de hemoculturas de pacientes hospitalizados
em instituicGes de salde localizadas em dois estados brasileiros (Rio de Janeiro e Rio Grande
do Norte) em um periodo de 11 anos consecutivos (2005 a 2015). Foram incluidas nesse
estudo 203 amostras caracterizadas quanto ao género e espécie pela metodologia de MALDI-
TOF. A susceptibilidade a um painel de 15 antimicrobianos foi avaliada pelo método de
difusdo em Agar e o gendtipo de resisténcia a vancomicina foi detectado por metodologia de
PCR. Perfis de viruléncia foram determinados por metodologia de PCR para um conjunto de
nove genes. A diversidade das amostras pertencentes as especies E. faecalis e E. faecium foi
avaliada por PFGE. Os resultados desse estudo identificaram um maior numero de isolados E.
faecalis, seguido de E. faecium, além de amostras de E. avium, E. gallinarum, E. durans e E.
raffinosus. Foi identificado um menor nimero de amostras multirresistentes (resistentes a trés
ou mais classes de antimicrobianos), sendo que isoladamente quinolonas, macrolideos e
tetraciclinas determinaram os maiores percentuais de amostras nao susceptiveis. Percentuais
elevados de amostras ndo susceptiveis também foram observados frente a antimicrobianos
comumente utilizados no tratamento das ICS, como aminoglicosideos, beta-lactdmicos e
glicopeptideos. As amostras pertencentes a espécie E. faecalis apresentaram uma maior
frequéncia de determinantes de viruléncia quando comparadas a espécie E. faecium.
Percentuais elevados de amostras E. faecium resistentes a vancomicina exibiram
caracteristicamente 0s genes esp e hyl, importantes marcadores de clones de dispersédo
mundial. As amostras de E. faecalis apresentaram uma maior diversidade clonal do que E.
faecium, conforme identificado por PFGE. Foram identificados grupos clonais que reuniram
amostras isoladas em mais de uma instituicdo de salde, sugerindo uma ampla dispersao
interhospitalar. As informacbes apresentadas nesse estudo visam contribuir com dados
brasileiros como mais um suporte para o desenvolvimento de medidas de contencdo da
dispersdo da resisténcia em Enterococcus e do controle do uso de antimicrobianos.

Palavras chaves: Enterococcus. InfeccBes de corrente sanguinea. Bacteremia. PFGE.

Enterococcus resistentes a vancomicina. Multirresisténcia.



ABSTRACT

ARAUJO, Luciana Milanéz de Paula.. Phenotypic and molecular characterization of
Enterococcus isolated from bloodstream infections. 2017. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017.

Nosocomial blood stream infections (BSIs) are a common and potentially life-
threatening problem in intensive care units and are among the most frequently documented
nosocomial infections. They are classified according to specific features related to diagnostic
and preventive aspects.In addition, the prolonged use of intravascular catheters and its
inadequate management are important risk factors for nosocomial BSIs development. Besides,
respiratory, urinary tract, wounds, and gastrointestinal infections may also contribute as a
primary focus for BSIs development. In this setting, enterococci emerged as important
pathogens and are currently considered the third most common cause of nosocomial
bacteremia. Among the Enterococcus species, E. faecalis is the most frequent, followed by E.
faecium. The aim of this study was to perform the phenotypic and molecular characterization
of enterococci isolated from bloodstream of hospitalized patients attended at healthcare
instituitions located in two Brazilian states (Rio de Janeiro and Rio Gende do Norte), ina 11
years period (from 2005 to 2015). This study included 203 isolates that were characterized as
genus and species level by MALDI-TOF. Susceptibility testing were carried out by disk
diffusion to a panel of 15 antimicrobial agents and vancomycin-resistance genotype were
detected by PCR. Virulence profiles were investigated by PCR for a set of nine genes. The
diversity of de the isolates belonging to E. faecalis and E. faecium species were determined by
PFGE technique. The results of this study identifiedthe prevalence of E. faecalis species
followed by E. faecium. However, isolates belonging E. avium, E. gallinarum, E. durans and
E. raffinosus were also identified. A large amout of multidrug resistance isolates were
detected. Resistance to quinolones, macrolides and tetracyclines were prevalent. A high
prevalence of isolates non-susceptible to antimicrobials commonly used to the BSlIs therapy
such as aminoglycosides, beta-lactams and glycopeptides were also identified. E. faecalis
showed virulence determinants in higher frequency than E. faecium. Vancomycin resistance
was associated to esp and hyl among E. faecium isolates. PFGE results showed a greater
diversity among E. faecalis than E. faecium. Clonal groups included isolated from different
healthcare institutions suggesting a wide interhospitalar dispersion. The information presented
in this study are intended to contribute to brazilian data as an additional support for the
development of control measures of the dispersion of Enterococcus resistant strains as well as
for the improvement of BSIs management.

Keywords: Enterococcus. Blood stream infections, Bacteremia. PFGE. Vancomycin- resistant

Enterococcus. Multiresistance.
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INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA (2009), as infec¢des
da corrente sanguinea (ICS) sdo classificadas em duas sindromes baseadas em caracteristicas
especificas, que estdo relacionadas aos seus aspectos diagndsticos e preventivos. Essas
sindromes correspondem as (i) infec¢bes primarias de corrente sanguinea (IPCS), que sdo
aquelas que ndo apresentam um foco primario detectavel e implica¢Bes sistémicas graves; e
(i) infecgdes relacionadas ao acesso vascular, que sdo aquelas que ocorrem no local da
insercdo do cateter e que nao apresentam repercussdes sistémicas. Ha ainda as infecgdes
secundarias da corrente sanguinea, que correspondem a bacteremia ou sinais clinicos de sepse
na presenca de um foco priméario conhecido, por exemplo, pneumonia, infeccdo de trato
urinario ou sitio cirdrgico.

Dentre as infeccbes hospitalares, as infeccdes primarias de corrente sanguinea estéo
entre as mais frequentemente documentadas. Do ponto de vista epidemioldgico, dentre as
espécies de cocos Gram positivos, que frequentemente albergam caracteristicas de
multirresisténcia, 0s principais agentes responsaveis por esse tipo de infeccdo sdo:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa e Enterococcus (BOUZA,
FINCH, 2001; MARTINEZ; WOLK, 2016; ZHU; ZHANG; ZHANG, 2017).

S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) é a principal espécie relacionada as
infeccdes de corrente sanguinea devido ao fato deste marcador estar associado a resisténcia a
outros antimicrobianos, reduzindo consideravelmente a escolha terapéutica (LIU et al., 2017;
RASMUSSEN et al., 2011; RODVOLD; SIT et al., 2017).

J4 as espécies de Staphylococcus coagulase negativa, principalmente o grupo S.
epidermidis (como S. hominis e S. haemolyticus) e S. saprophyticus, constituem os principais
agentes de infeccdes de corrente sanguinea relacionadas ao uso de dispositivos médicos, como
cateteres e préteses ( BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014).

Em geral, a maioria das bacteremias causadas por Enterococcus, particularmente E.
faecalis e E. faecium (espécies que se destacam nas infec¢des humanas), podem ter origem
em diferentes sitios de infeccdo ou colonizacdo. Entretanto, o trato urinario é a origem mais
comum; porém em muitos casos ndo € possivel reconhecer um sitio de origem 6bvio, estando
muitas vezes também associada a presenca de dispositivos médicos, como acessos
intravasculares (ARIAS; MURRAY, 2012; HOLLEBECK; RICE, 2012).
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E estimado que cerca de 60% das bacteremias nosocomiais estejam relacionadas a
algum dispositivo intravascular, sendo o uso de cateteres centrais, a constante manipulacao da
linha venosa e a colonizacdo da pele no local da introducdo do dispositivo os principais
fatores de risco relacionados as IPCS (ANVISA, 2013).

Os microrganismos presentes na pele podem migrar ao longo da superficie do cateter e
colonizarem a extremidade distal deste dispositivo, levando ao processo infeccioso (LAI et
al., 2016; SUZUKI et al., 2016). Além disso, estes microrganismos também sdo responsaveis
pela colonizacdo do Iimen do cateter onde, apds o0s processos de adesdo, levam a formacao de
biofilmes, que frequentemente resulta em uma disseminagdo hematogénica (ESMANHOTO
et al., 2013; GOMINET et al., 2017).

A primeira definicdo conceitual de sepse foi proposta em 1991 nos EUA, durante uma
conferéncia consenso, que determinou a terminologia “sindrome da resposta inflamatoria
sistémica” (SIRS), que seria desencadeada por uma infecg¢do suspeita ou confirmada (falta
ref). As limitagcdes dessa definicdo inicial incluia um excessivo foco no processo inflamatorio,
um modelo errbneo de que a sepse segue um caminho continuo através da doenca severa ao
choque (SINGER et al., 2016).

Mais tarde, o Terceiro Consenso Internacional para a definicdo de Sepse e Choque
Séptico (Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock /Sepsis-3),
definido por reunides periodicas entre Janeiro de 2014 e Janeiro de 2015, com membros da
European Society of Intensive Care Medicine e Society of Critical Care Medicine, buscou
atualizar essas defini¢des apontando a necessidade de uma releitura da doenca. Assim, passou
a ser definida como uma disfuncéo organica potencialmente fatal causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a infeccdo; ou seja, uma sindrome englobando mdaltiplos sinais
clinicos e sintomas em um paciente com suspeita de infeccéo.

A nova definicdo passou, entdo, a enfatizar a primazia da resposta do hospedeiro a
infeccdo, a potencial letalidade que é consideravelmente superior a uma infeccdo direta e a
necessidade de um reconhecimento urgente com garantia de maiores niveis de monitoramento
e intervencdo. O choque séptico foi definido como um subconjunto da sepse, no qual ocorrem
anormalidades metabolicas, celulares e circulatorias profundas e que estdo associadas com um
maior risco de mortalidade quando comparados com a sepse isolada (SINGER et al., 2016).

O relatoério nacional de sepse grave e choque séptico do Instituto Latino Americano de
Sepse (ILAS) mostrou o aumento no numero de pacientes com sepse grave e choque séptico
no Brasil por ano em um periodo de 10 anos (de 2005 a 2015), conforme pode ser visto no
GRAFICO 1.
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Grafico 1 — Numero de pacientes com sepse grave e choque septico por ano no Brasil,

segundo o software ILAS online.
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Nota: Modificado de Relatorio Nacional, Protocolos Gerenciados de Sepse, Sepse Grave e Choque Séptico
2005-2015; Banco de dados ILAS online, 2015.

Fonte: Disponivel em http://www.ilas.org.br/assets/arquivos/relatorio-nacional/relatorio-nacional.pdf (Ultimo
acesso Abril / 2017)

Ainda segundo o banco de dados do ILAS, referente ao periodo de 2005 a 2015, o
aumento da incidéncia de casos de sepse pode ser devido a um melhor atendimento nos
servigos de emergéncia, a um crescente nimero na populacdo de idosos e de pacientes
imunossuprimidos, o que contribui para uma populacdo suscetivel ao desenvolvimento de
infeccOes graves e ao aumento da frequéncia de microrganismos multirresistentes aos
antimicrobianos.

O estudo de SALES JUNIOR e colaboradores (2006) demonstrou que estes pacientes
normalmente seguem um curso clinico mais grave e apresentam um elevado tempo de
internacdo. Estes dados estdo de acordo com os de outros estudos desenvolvidos no pais. Os
dados nacionais disponiveis apontam uma elevada letalidade, principalmente, em hospitais
publicos vinculados ao Sistema Unico de Saude (SUS). Um estudo realizado em 2006 com
Unidades de Terapias Intensivas (UTIs) em diversas regides do pais demonstrou uma elevada
mortalidade pela sepse, chegando a 46,6%.

O GRAFICO 2 apresenta o percentual de letalidade divulgado pelo ILAS (2015) no

periodo avaliado.
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Gréafico 2 — Comparacao entre os dados obtidos de hospitais publicos e privados quanto ao

percentual de letalidade por sepse grave e choque séptico.
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Global | 56,7 57,9 | 58,7 | 57,3 | 53,3|56,2 | 449 | 41,4 (39,5| 395/ 34,5

Nota: Modificado de Relatério Nacional, Protocolos Gerenciados de Sepse, Sepse Grave e Choque Séptico
2005-2015; Banco de dados ILAS online, 2015.

Fonte: Disponivel em http://www.ilas.org.br/assets/arquivos/relatorio-nacional/relatorio-nacional.pdf (Gltimo
acesso Abril /2017)

As infeccOes de corrente sanguinea de origem comunitaria sdo aquelas que se
apresentam em pacientes ambulatoriais ou que sdo identificadas em até 48 horas apds
admissdo no hospital. Os microrganismos mais comumente associados a essas infec¢des sdo:
Escherichia coli, S. aureus e Streptococcus pneumoniae (DEEN et al., 2012; GRADEL et al.,
2016; NOVILLO et al., 2016; VAN WIJK et al., 2006).

Em contraste com a extensa bibliografia referente as ICS de origem hospitalar, 0s
estudos disponiveis quanto as de origem comunitaria sdo controversos e menos frequentes.
Essas infeccOes podem, ainda, ser subdividas em: (i) associadas aos cuidados com a saude,
que sdo aquelas que dizem respeito aos pacientes com hospitalizacdo recente ou que
receberam servigos médicos especializados no domicilio; e (ii) associadas a comunidade,
quando os pacientes ndo passaram por exposi¢do prévia aos cuidados de salde. Nestes casos,
0 conhecimento epidemiolégico e microbioldgico é fundamental para o melhor entendimento
dessas infeccOes e a correta acdo intervencionista. Isto porque, € sabido que nem sempre uma
cultura de sangue positiva significa uma ICS. Pois, apesar de ser obrigatorio para o
diagndstico, pode estar relacionada a uma contaminagdo, na maioria das vezes relacionada aos

microrganismos residentes da microbiota da pele, ou pode estar coligada a presenca ou
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auséncia de uma doenca clinica associada (BARON et al., 2013; DOWNIE et al., 2013;
HUSON et al., 2014; LAUPLAND; CHURCH, 2014).

Em todas as sindromes associadas as ICS, a etiologia enterocécica ja foi relatada.
Estudos recentes indicam que Enterococcus sdo responsaveis por aproximadamente 10% de
todas as bacteremias notificadas em paises da América do Norte e da Europa, contribuindo
também como o quarto ou quinto agente envolvido em quadros de sepse (DESHPANDE et
al., 2007; COOMBS et al., 2014; ROSA et al., 2014; VOGKOU et al., 2016).

Microrganismos pertencentes ao género Enterococcus sdo bactérias comensais que
habitam o intestino de humanos e animais domésticos, mas que também podem ser
encontrados no meio ambiente, no solo, agua, nas plantas, animais selvagens e insetos. Esse
grupo de cocos Gram positivos foi considerado por muito tempo como apenas
microrganismos comensais e de pouca relevancia clinica. Mas, nas ultimas duas décadas,
surgiram como importantes patégenos nosocomiais, responsaveis por infeccdes do trato
urinario, feridas, bacteremias e endocartides infecciosas. Dados recentes de vigilancia
epidemioldgica indicam que o género Enterococcus € o terceiro patdgeno nosocomial mais
isolado, correspondendo a cerca de 10-12% de todas as infec¢des hospitalares, ficando atrés
apenas dos Staphylococcus coagulase negativa e S. aureus. Esse aumento na prevaléncia de
infeccbes enterococcicas em seres humanos tem relacdo com a capacidade que esses
microorganismos possuem em resistir a acdo dos antimicrobianos comumente utilizados na
pratica clinica (ARIAS; MURRAY, 2012; GUZMAN PRIETO et al., 2016; SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016).

Enterococcus apresentam resisténcia intrinseca a um grande ndmero de agentes
antimicrobianos utilizados no tratamento das infec¢bes por bactérias Gram positivas, como
baixas concentragdes de beta-lactamicos e de aminoglicosideos; além de clindamicina e
cotrimazol. Também, as espécies E. gallinarum e E. casseliflavus apresentam resisténcia
intrinseca a concentracdes baixas de vancomicina. Alem da resisténcia intrinseca, € comum
entre 0s membros do género Enterococcus a presenca de mecanismos de resisténcia
adquiridos, determinados pela presenca de mutacGes ou pela aquisicdo de DNA extra-
cromossémico, como plasmideos e transposons. Esses microrganismos podem, entdo, exibir
resisténcia adquirida a outros agentes antimicrobianos, incluindo quinolonas, macrolideos,
tetraciclinas, estreptograminas e glicopeptideos (HOLLENBECK; RICE, 2012; KRISTICH,;
RICE; ARIAS, 2014; MILLER; MUNITA; ARIAS, 2012).

Os antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos exercem seu efeito bactericida

inibindo as enzimas envolvidas na sintese da parede celular. Esses agentes contém na sua
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estrutura quimica um anel beta-lactamico, que atua se ligando as proteinas ligadoras de
penicilina — PBPs (do inglés, penicillin-binding proteins), que sdo essenciais para a sintese do
peptideoglicano, prejudicando dessa maneira a integridade da parede celular bacteriana
(MEROUEH et al, 2003). A resisténcia a niveis baixos de beta-lactdmicos, geralmente
ampicilina e penicilina em enterococos ocorre devido a alteragbes na expressdo ou na
estrutura de PBPs de baixa afinidade. Além disso, amostras de enterococos produtores de
beta-lactase, ja foram descritas (MURRAY, 1998). A expressdo de resisténcia intrinseca aos
beta-lactamicos difere nas espécies E. faecalis e E. faecium. Na verdade, este ultimo é cerca
de 4 a 16 vezes menos susceptivel a penicilina (BHARDWAJ et al., 2013; MILLER,;
MUNITA; ARIAS, 2012).

Ja o0 mecanismo adquirido, que leva a resisténcia a niveis elevados de beta-lactamicos,
ocorre principalmente devido a superproducéo de PBP5 ou a expressdo de beta lactamase.
Uma super expressdo de PBP5 de baixa afinidade de ligacdo aos beta-lactamicos &,
atualmente, uma caracteristica muito comum em E. faecium, apesar de configurar um
fendmeno raro em E. faecalis. Valores de concentracédo inibitéria minima (CIM) > 64 pg/mL
tem sido comumente relatados para amostras de E. faecium isoladas em diferentes regides do
mundo. Assim, 0 uso de ampicilina no tratamento das infec¢Ges por esta espécie ja ndo € mais
recomendado. Adicionalmente, sabe-se que as linhagens genéticas que apresentam esta
caracteristica de resisténcia exibem também uma maior viruléncia e capacidade de
disseminagdo em ambientes determinantes de selegdo, como o hospitalar (CATTOIR,;
LECLERCQ, 2013; HAMMERUM, 2012; HOLLENBECK; RICE, 2012; WILLEMS;
SCHAIK; 2009; ZHANG et al., 2012).

Os aminoglicosideos estdo entre os antimicrobianos de amplo espectro mais utilizados
no arsenal anti-infeccioso, constituindo uma classe de antimicrobianos que atuam inibindo a
sintese proteica ou levando a producdo de proteinas defeituosas pela ligacéo a fracdo 30S da
subunidade ribossomal. Apesar do potencial de toxicidade renal, ototoxicidade e resisténcia
bacteriana, varios membros desta familia de antimicrobianos tém tém sido utilizados hé varias
décadas. Os enterococos sdo intrinsicamente resistentes a baixos niveis de aminoglicosideos
(CIM de 16pg/mL a 64pg/mL) devido a um defeito na energizagdo oxidativa da membrana
citoplasmatica, resultando em uma reducdo do transporte ativo da droga para o interior da
célula bacteriana (LECLERCQ, 1997). Quando este € 0 Unico mecanismo expresso, em
relacdo a este grupo de antimicrobianos, a associacdo de um aminoglicosideo com um agente

que atue interferindo na formagdo da parede celular, resulta em efeito sinérgico bactericida,
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comumente empregado como regime terapéutico nas enterococcias graves (ARIAS;
MURRAY, 2012; KRISTICH; RICE; ARIAS, 2014; MURRAY, 1990; 1998).

Ja, a resisténcia adquirida a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR, do inglés
high-level aminoglycoside resistance) é decorrente de dois mecanismos diferentes: alteracdo
no sitio alvo nos ribossomos e inativacdo por enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(EMAs). O primeiro é conseqliéncia de mutacdes cromossomicas, enquanto o segundo é
mediado pela aquisicdo de genes localizados em plasmideos transferiveis e transposons
(ARIAS; MURRAY, 2012; MURRAY, 1998).

As enzimas ANT(6)-1 e APH(3")-1lla, codificadas pelos genes ant(6)-la e aph(3°)-1lla,
respectivamente, sdo as mais comumente detectadas em enterococos, determinando valores
elevados de concentracdo inibitoéria minima (CIM>2.000 ug/mL). J& a resisténcia a niveis
elevados de gentamicina (CIM > 500 ug/mL) é mais frequentemente mediada pela expressao
do gene aac(6’)-le-aph(2°)-la que codifica uma enzima bifuncional AAC(6')-APH(2") que
exerce atividade de adenilase e de fosforilase, inibindo a acdo do antimicrobiano. Niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos impedem o sucesso terapedtico desejado com o
emprego da associacdo de um aminoglicosideo a um agente ativo na parede celular, que
determina um efeito sinérgico bactericida (ARIAS et al, 2010; PADMASINI et al, 2014;
MILLER et al, 2015). Portanto, diversos estudos tem apontado a necessidade da determinagéo
da CIM para os aminoglicosideos na deteccdo de amostras HLAR que resulte na melhor
orientacdo da conduta terapéutica para as enterococcias graves, como bacteremias e
endocardites (AAMODT et al., 2015; ARAOKA; KIMURA; YONEYAMA, 2011;
ASLANGUL et al., 2005; JAIN et al., 2011).

A resisténcia aos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) em Enterococcus foi detectada
pela primeira vez na Inglaterra, em 1986 (UTTLEY et al., 1988), em uma amostra de
hemocultura de um paciente com insuficiéncia renal crénica, logo apos, foi relatado também o
primeiro isolamento de VRE (vancomycin-resistant enterococci) na Franga (LECLERCQ et
al., 2002). Atualmente, esses microrganismos tém importancia destacada em todo o0 mundo
(EMANEINI, et al., 2016; MILLER et al., 2016; REYES; BARDOSSY; ZERVOS, 2016).

Nove fendtipos de resisténcia aos glicopeptideos tém sido identificados em
enterococos, séo eles: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM e VanN. A
expressdo desses fenotipos modifica a terminacdo D-Alanina-D-Alanina (DAla-DAla) do
peptideoglicano, para D-Alanina-D-Lactato (Dala-DLac) ou D-Alanina-D-Serina (Dala-DSer)
(XU et al., 2010; LEBRETON et al., 2011). Os fenédtipos VanA e VanB sdo os de maior

importancia clinica, por determinarem resisténcia a niveis elevados de vancomicina e maior
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capacidade transferéncia de seus determinantes, através de plasmideos ou transposons.
(COURVALIN, 2006; HOLLENBECK; RICE, 2012).

A expressao do fenotipo VanA se caracteriza por uma resisténcia adquirida e induzivel
a altos niveis de vancomicina (concentracdo inibitéria minima - CIM > 64pug/mL) e
teicoplanina (CIM > 16 pg/mL), sdo sete 0s genes responsaveis pela regulacdo e expressao da
resisténcia a vancomicina, denominados como conjunto génico vanA (vanHRSXYZ) e estdo
localizados no transposon Tn1546, frequentemente associado a um plasmideo. O genotipo
vanA tem sido identificado com maior frequéncia em amostras das espécies E. faecium e E.
faecalis, contudo, ja foi identificado em E. avium, E. casseliflavus, E.gallinarum e E.
raffinosus (FISHER; PHILLIPS, 2009; WARDAL et al., 2014; WOODFORD, 2003). O
fenotipo VanB apresenta resisténcia adquirida e transferivel a vancomicina e sensibilidade a
teicoplanina. O gene vanB pode estar localizado nos transposons Tn1547, Tn1549 ou Tn5382.
Baseado na variabilidade da sequéncia génica do gene vanB, foram descritos trés diferentes
subtipos, vanBi, vanB: e vanBs (DEPARDIEU et al., 2007).

Segundo o Programa de Vigilancia SENTRY (SADER et al., 2016), a taxa global de
resisténcia a vancomicina na América Latina no periodo entre o periodo de 2011 a 2014 foi de
15,5%. Em relacdo as espécies, foi observado que cerca de 50% das amostras de E. faecium
eram VRE, enquanto a taxa de E. faecalis foi de 2,3%.

Considerando-se as ICS, ARIAS e colaboradores (2012) relataram que, em um estudo
conduzido com amostras isoladas em um periodo de 10 anos, a taxa de resisténcia para
vancomcina em E. faecium aumentou de 57,1% em 2000 para 80,7% em 2010; enquanto que,
na espécie E. faecalis além de percentuais menores, a variacao foi de 4% (ARIAS et al, 2012).
Adicionalmente, na maioria dos estudos ja publicados, 0s casos de bacteremia causados por
amostras VRE estdomais associados a espécie E. faecium (HAYAKAWA et al., 2012;
MCKINNELL et al., 2010; O'DRISCOLL; CRANK, 2015; SUZUKI et al., 2017; ZIAKAS et
al., 2013). Além disso, para esta espécie pode-se observar uma maior taxa de mortalidade, do
gue os quadros relacionados a E. faecalis. Aparentemente, deve-se a issO uma maior
susceptibilidade aos antimicrobianos beta-lactamicos, importantes no tratamento dessas
infeccdes, por amostras de E. faecalis (HAYAKAWA et al, 2012).

A resisténcia aos macrolideos (como eritromicina, claritomicina, clindamicina,
roxitromicina e azitromicina) em enterococos envolve a alteracdo do sitio de ligacdo do
antimicrobiano, em consequéncia da acdo de ezimas que metilam um residuo de adenina na
porcdo 23S da subunidade 50S do RNA ribossomal. Nesses microrganismos, esse processo
mais frequentemente mediado pelo gene ermB (LECLERCQ, 2002; PORTILLO et al., 2000).
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Além disso, os enterococos, também, podem expressar resisténcia as quinolonas
(como o &cido nalidixico) e fluoroquinolonas (por exemplo, norfloxacina, ciprofloxacina,
ofloxacina, lomefloxacina e perfloxacina). Esses antimicrobianos sdo agentes bactericidas,
que atuam inibindo as enzimas DNA girase e topoisomerase 1V, envolvidas na sintese do
DNA bacteriano. Os mecanismos de resisténcia descritos em enterococos, particularmente nas
espéecies E. faecalis e E. faecium, € decorrente de mutacdes nos genes parC e gyrA,
responsaveis pela expressdo dessas enzimas (HOLLENBECK; RICE, 2012; JIA; LI; WANG,
2014; MC CRACKEN et al., 2013).

Dessa forma, o tratamento de bacteremias causadas por amostras multirresistentes
torna-se bastante desafiador diante do reduzido ndmero de opcOes terapéuticas que
normalmente se apresentam disponiveis para o combate dessa grave patologia. Mais
recentemente, trés alternativas terapéuticas tém sido sugeridas para o tratamento das infecgdes
causadas por enterococos, particularmente as causadas por amostras resistentes aos
glicopeptideos (VRE), que sdo linezolida, daptomicina e tigeciclina. (AKSOY; UNAI, 2008)

A linezolida é um antimicrobiano pertencente a classe das oxazolidinonas e possui um
amplo espectro de acdo contra bactérias Gram positivas. Esse agente atua impedindo a
formagdo do complexo de iniciacdo pré-traducional bacteriano e possui atividade
bacteriostatica contra amostras VRE de E. faecium e E. faecalis. Entretanto, apesar de ainda
ser um evento raro, ja foram identificadas amostras de enterococos resistentes a este
antimicrobiano. A resisténcia a linezolida ocorre devido a reducdo da afinidade do
antimicrobiano pelo sitio alvo, RNA23S ribossomal, decorrente de mutagdo; ou ainda, um
mecanismo transmissivel, via aquisi¢cdo do gene cfr, cujo produto induz metilacdo neste local,
impedindo a ligacdo da linezolida (LINDEN, 2002; MENDES et al., 2014; O DRISCOLL;
CRANCK, 2015; TSAl et al., 2012).

A daptomicina é um lipopeptideo com rapida atividade bactericida in vitro contra
amostras VRE e tem sido utilizada com sucesso para tratar bacteremias causadas por essas
amostras. Esse antimicrobiano atua interagindo com a membrana da célula bacteriana de uma
maneira dependente de calcio, levando a sua despolariza¢do e consequente morte bacteriana.
No uso de daptomicina para o tratamento de infeccbes graves causadas por VRE séo
consideradas algumas desvantagens, como: a emergéncia comum de resisténcia durante a
terapia; a identificacdo de mutacBes associadas a resisténcia em amostras consideradas
sensiveis nos testes diagndsticos (indicando uma necessidade na reavaliacdo dos pontos de
corte desses testes); e a falta de dados para a melhor definicdo da dose terapéutica ideal
(ARIAS et al., 2011; DIAZ et al., 2014; LOPES, 2008; MUNITA et al., 2014a). Dentre estas,
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a emergéncia de resisténcia a este antimicrobianos durante o tratamento € o que mais causa
preocupacdo. O mecanismo de resisténcia em enterococos parece estar relacionado ao
aumento de cardiolipina na membrana celular que inibe a sua permeabilizacdo ao
antimicrobiano (ZHANG et al., 2014).

Entretanto, os estudos disponiveis ainda sdo controversos quanto a escolha de
linezolida ou daptomicina como opdes terapéuticas para o tratamento das infeccbes graves
causadas por enterococos, como bacteremias e endocardites. Em algumas situagdes os autores
consideram uma superioridade no tratamento com linezolida, se comparado a daptomicina
(BALLI et al., 2014; CHUANG et al., 2014; WHANG et al., 2013). Entretanto, em outros,
uma maior eficacia foi associada a daptomicina (BRITT et al., 2015; CASAPAO et al., 2013;
ROLSTON et al., 2014).

A tigeciclina, uma terceira alternativa, ¢ um antimicrobiano novo e de amplo espectro
de acdo, que inibe a sintese proteica pela ligacdo a subunidade 30S dos ribossomos,
impedindo o acesso do RNALt ao sitio A (POLIDORI et al., 2011; ZHANG et al., 2015). Este
antimicrobiano é uma glicilclina derivada da minociclina, com uma substituicdo no grupo
funcional, sendo ativo para Gram negativos e Gram positivos (incluindo amostras VRE).
Entretanto, por aparentemente ndo atingir niveis séricos elevados, sua utilizagdo como
monoterapia, para o tratamento de infec¢bes graves causadas por VRE, ndo é amplamente
recomendado. Por outro lado, a terapia combinada deste antimicrobiano com daptomicina no
tratamento da endocardite por VRE tem sito utilizada com sucesso (BARBER et al., 2015;
YIM, SMITH, RYBAK, 2017).

Em conjunto com o aumento da resisténcia aos antimicrobianos, a aquisicdo de fatores
de viruléncia, bem como a capacidade dessas bactérias para formar biofilmes, também
contribuiu para 0 aumento da prevaléncia desses microrganismos nas infecgdes humanas,
particularmente as de origem hospitalar. Os fatores de viruléncia mais conhecidos em
Enterococcus sdo: gelatinase, proteina de superficie enterocécica (Esp), substancia de
agregacdo, hialuronidase e citolisina (ARIAS; MURRAY, 2012; CHUANG et al., 2009;
SHARIFI et al, 2012).

A gelatinase é uma enzima proteolitica codificada pelo gene gelE, sendo caracterizada
como uma zinco metaloprotease, que hidroliza fibrinogénio, colageno, fibrina e outros
peptideos bioativos. Ja foi demonstrado em modelos animais que a expressao de gelatinase
favorece o desenvolvimento de endocardite; embora seu papel na patogenicidade de infecgdes
humanas ainda seja pouco elucidado (KOCH et al., 2004; TSIKRIKONIS et al, 2012;
VANKERCKHOVEN et al, 2004)
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A proteina de superficie de Enterococcus — Esp (enterococcal surface protein) —
codificada pelo gene esp, esta associada a parede celular, e foi identificada pela primeira vez
na espécie E. faecalis (SHANKAR et al., 1999). Porém, pode estar presente em outras
espécies, particularmente E. faecium (WILLEMS et al., 2001). Essa proteina possui uma
estrutura que inclui um nudcleo central constituido por unidades distintas com repeti¢oes in
tandem, com um dominio de apoio da parede celular C-terminal levemente divergente, e um
dominio N-terminal globular. A regido central de repeticdo serve como um “brago retratil”,
estendendo o N-terminal (dominio globular) através da parede celular a superficie,
provavelmente esta retracdo pode facilitar a evasdo da bactéria da acdo do sistema imune do
hospedeiro. Essa proteina também esta associada a colonizacdo dos enterococos a bexiga
causando infeccdo urinaria e também esta associada a formacao de biofimes (BALLERING et
al., 2009; CHUANG-SMITH et al., 2010).

A substancia de agregacdo é uma proteina de superficie codificada por genes
plasmidiais, sendo mais comum o0 gene asal. Essa proteina € induzida por feromonio sexual e
facilita as trocas de plasmideos conjugativos, favorecendo o contato eficiente entre célula
doadora e ceélula receptora. Além disso, pode se ligar a proteinas da matriz extracelular
(fibronectina, trombospondina, vitronectina e colageno tipo 1), bem como mediar a interagdo do
microrganismo com células do tubulo renal, do endocardio e do epitélio intestinal humano
(FISHER; PHILLIPS, 2009; KREFT et al., 1992; OLSEN et al., 2012).

A hialuronidase enterocécica é uma enzima com agdo hidrolitica que atua na degradacéao
do acido hialuronico, resultando em dano tecidual no hospedeiro. Este fator de viruléncia esta
associada principalmente a espécie E. faecium e codificada pelo gene hylm. O gene que codifica a
hialuronidase faz parte de uma estrutura genética altamente conservada localizada em um grande
plasmideo - pLG1 (150 a 350 kb), que alberga também genes de resisténcia, metabdlicos e fatores
essenciais a conjugacao (ARIAS et al., 2009; LAVERDE GOMEZ et al., 2011).

A citolisina é uma toxina bacteriana que causa a ruptura da membrana das varias
células humanas, incluindo eritrdcitos. Ja foi demonstrado que a citolisina atua de forma
significativa na gravidade da endocardite enterococica. Embora, os mecanismos envolvidos
nos danos teciduais ainda ndo estejam bem descritos, é possivel que a citolisina contribua para
0 aumento do processo inflamatorio, ao induzir a liberacdo de mediadores inflamatérios, por
lisar as células teciduais e macrofagos (COBURN; GILMORE, 2003; VAN TYNE;
MARTIN; GILMORE, 2013). A citolisina é codificada por um conjunto de oito genes (cylR1,
cylR2, cylLL, cylLS, cylM, cylIB, cylA e cyll) sendo cylA responsavel pela expressdo da
atividade citolitica (SHANKAR et al., 2004).
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Sendo assim, 0 monitoramento dessas amostras, exibindo caracteristicas de
multirresisténcia aos antimicrobianos e de viruléncia, faz-se necessario para auxiliar no
desenvolvimento de estratégias de tratamento e no controle das infeccdes causadas por esses
microrganismos. No contexto da vigilancia epidemioldgica, os métodos moleculares s&o
utilizados para monitorar disseminacdo geografica e prevaléncia de clones epidémicos e
endémicos, avaliar estratégias preventivas ou para diagnosticar a etiologia das infec¢des, na
busca de solucBes para os desafios por essas patologias. Diversos métodos moleculares tém
sido empregados para avaliagdo da clonalidade de amostras de Enterococcus. As diferengas
apresentadas entre eles estdo relacionadas, principalmente, com a complexidade e custos,
variando, também, em funcéo de sua reprodutibilidade e poder discriminatério. As primeiras
técnicas moleculares desenvolvidas para a investigacao da diversidade clonal de amostras de
enterococos foram a analise do perfil plasmidial e os perfis de restricdo do DNA
cromossémico utilizando endonucleases especificas e eletroforese convencional. Em
sequéncia, outras metodologias foram desenvolvidas e aplicadas, tais como ribotipagem,
eletroforese de isoenzimas (MLEE, do inglés “multilocus enzyme electrophoresis”),
amplificagdo randémica do DNA cromossdmico (RAPD-PCR, do inglés “random- amplified
polymorphic DNA — PCR ) e amplificacdo de sequéncias de elementos repetitivos (rep-PCR,
do inglés “repetitive-element sequence — PCR ) (HAYDEN, 2000; TEIXEIRA et al., 2015).

Posteriormente, a analise do DNA cromossémico resultante da digestdo por enzimas
de restricio de cortes pouco frequentes (principalmente utilizando a enzima Smal) e
eletroforese em um campo pulsado originou a metodologia de PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis), que € utilizada para analises epidemioldgicas de infec¢bes enterococicas. A
metodologia do PFGE é baseada na prévia restricio do DNA cromossémico seguida pela
eletroforese em gel de campo pulsado e andlise dos perfis de bandas. A interpretacdo dos
dados obtidos é baseada nas diferencas do tamanho dos fragmentos, que resulta em perfis de
bandas a serem comparados entre as amostras estudadas (AKPAKA; KISSOON;
JAYARATNE, 2016; LANDERSLEYV et al., 2016; RYAN et al., 2015).

Mais recentemente, métodos baseados no sequenciamento de genes ou, ainda, do
genoma completo, tém sido os recomendados na caracterizagdo do relacionamento genético
de amostras bacterianas. A metodologia de tipificacdo de sequéncias em mdltiplos loci —
MLST (multilocus sequence typing) — tem sido referida como a que reine um maior namero
de vantagens para as analises de diversidade de microrganismos. Esquemas de tipificacdo por

MLST ja foram desenvolvidos para as espécies E. faecium e E. faecalis, onde sdo analisados
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fragmentos internos de genes de manutencdo celular (housekeeping genes) (MAIDEN et al.,
2013; RAVEN et al., 2016).

O sequenciamento do genoma completo — WGS (whole-genome sequencing) — tem se
tornado mais acessivel e, portanto, mais utilizado na investigacéo das relaces genéticas entre
bactérias. A metodologia de WGS tem sido empregada como uma nova abordagem para 0
rastreamento de surtos hospitalares e em estudos mais amplos de epidemiologia molecular. As
analises por WGS empregam tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo, realizado a
partir do DNA bacteriano total altamente fragmentado, permitindo a distingdo de amostras
que diferem em apenas um Unico nucleotideo (BRODRICK et al., 2016; RAVEN et al., 2016;
SALIPANTE et al., 2015).

Estudos comparativos demonstraram uma boa correlacdo entre as metodologias PFGE,
MLST e WGS. Entretanto, as analises por MLST e WGS sdo mais onerosas, ficando restritas
a laboratorios mais especializados (PINHOLT et al. 2015). Assim, em geral, a metodologia de
PFGE ¢é o meétodo de tipificacdo empregado pelas redes de vigilancia, apresentando um custo
mais reduzido, além de ser considerado como um método eficaz e de excelente
reprodutibilidade na caracterizacdo da diversidade bacteriana (CDC PulseNet, 2013).

Assim, diante da importancia dos microrganismos do género Enterococcus frente as
suas habilidades em exibir diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
particularmente para aqueles que séo importantes no tratamento de infecgdes graves, como as
relacionadas a corrente sanguinea, capacidade de transmitir e adquirir genes de resisténcia e
viruléncia inter e intra- espécie, sua adaptacdo e sobrevivéncia no ambiente hospitalar e
elevado potencial de disseminacdo, a necessidade do estudo desses aspectos de sua biologia,
bem como o rastreamento das infec¢Ges decorrentes sdo fundamentais e frequentemente
renovadas. (MUNITA; MURRAY; ARIAS, 2014; FSHARI et al. 2012; ARIAS; MURRAY,
2012)
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1. OBJETIVOS

Esse estudo teve por objetivo principal analisar amostras de diferentes espécies de
Enterococcus isoladas de hemoculturas de pacientes hospitalizados em instituicfes de salde
localizadas em dois estados brasileiros (Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte), para avaliar
diferentes aspectos desse microrganismos como agentes etioldgicos de infec¢bes de corrente

sanguinea.

Os objetivos especificos desse estudo foram:

- Caracterizar espécies de Enterococcus isoladas de infecgdes da corrente sanguinea por
metodologia MADI-TOF;

- Avaliar a susceptibilidade das amostras de Enterococcus frente a um painel de
antimicrobianos, contemplando diferentes classes, para caracterizacdo de amostras
multirresistentes isoladas de hemoculturas;

- Identificar perfis genotipicos de viruléncia pela metodologia de PCR multiplex;

- Identificar perfis genotipicos de resisténcia aos glicopeptideos;

- Avaliar a diversidade genética das amostras de Enterococcus pela metodologia de tipagem

molecular de eletroforese em campo pulsado, PFGE.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras Bacterianas

Foram avaliadas 203 amostras isoladas de hemoculturas de pacientes hospitalizados
em instituicbes hospitalares localizadas nos estados do Rio de Janeiro (n=196) e do Rio
Grande do Norte (n=7), obtidas em estudos anteriores e isoladas durante os anos de 2005 a
2015. As amostras bacterianas estavam mantidas como uma suspensdo em meio de
preservacdo, contendo 10% de leite desnatado (Skim Milk; BD Diagnostics, MD, EUA)
acrescido de 10% de glicerol e a -20°C (suspenséo estoque).

As amostras bacterianas foram reativadas por semeadura em meio de agar sangue de
carneiro (Plast Labor, Rio de Janeiro, RJ) e incubacdo a 36°C +1°C por 18 h-24 h. Todos 0s
testes incluidos neste estudo foram realizados a partir de uma cultura recente, em meio agar
sangue, definida como um subcultivo (a 36°C £1°C por 18 h-24 h) do crescimento obtido pela

da suspenséo estoque.

2.2. Caracterizacdo das Espécies de Enterococcus por Espectrometria de Massa

As espécies de Enterococcus foram caracterizadas por metodologia de MALDI-TOF
MS (do inglés, Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight Mass
Spectrometry). O equipamento utilizado para obtencdo dos espectros foi Microflex LT
(Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando o software FlexControl no modo automatico
(MBT_FC.par). A partir de um crescimento recente, uma colonia de cada amostra bacteriana
foi aplicada, com auxilio de palitos de madeira, em uma placa de aco polido (target plate) e,
em sequéncia, recoberta com 1 pL de uma solucdo saturada da matriz HCCA (&cido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico). Os espectros foram gerados com auxilio do software Biotyper 3.0
(do mesmo fabricante do equipamento), utilizado para informar a proposta de identificagéo e
os escores de confiabilidade, interpretados de acordo com os seguintes critérios indicados pelo

fabricante: 2,3 a 3,0 — altamente provavel a identificacdo de género e espécie; 2,0 a 2,29 —
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identificacdo segura para género e provavel para espécie; 1,7 a 1,99 — identificacdo provavel

para género e espécie; 0,0 a 1,69 — ndo ha seguranca para identificacéo.

2.3. Determinacdo de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

A partir de um crescimento recente, foi preparada uma suspensdo bacteriana em
solucdo salina fisioldgica (NaCl a 0,85%) estéril, com turbidez correspondente ao padrdo 0,5
da escala de McFarland, representativa de 1,5 X 108 UFC/mL. A suspensdo bacteriana foi
semeada na superficie do meio agar Mueller-Hinton (MH-A, BD Diag.), com auxilio de
swabs estéreis e em trés direcdes distintas. Discos impregnados com antimicrobianos foram
depositados sobre o in6culo de forma distribuida e espacadamente e as placas incubadas a
36°C +1°C por 18 h ou por 24 h para a leitura dos halos de susceptibilidade a vancomicina.

Para o teste de susceptibilidade foram utilizados discos contendo os seguintes 15
antimicrobianos nas concentragdes designadas entre parénteses: ampicilina (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug), eritromicina (15 ug), fosfomicina (200 pg),
levofloxacina (5 pg), nitrofurantoina (300 pg), norfloxacina (10 pg), penicilina (10 pg),
rifampicina (5 pg), teicoplanina (30 pg), tetraciclina (30 pg), vancomicina (30 pg) e
concentragdes elevadas de gentamicina (120 pg) e estreptomicina (300 pg). Os discos de
antimicrobianos foram obtidos da Oxoid Ltd (Hampshire, Reino Unido). A amostra de
referéncia E. faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle nos testes.

Os halos de inibi¢do foram interpretados de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016), para a determinagéo das categorias
de susceptibilidade (sensivel, intermediario e resistente). Foram consideradas amostras
multirresistentes aquelas que apresentaram resisténcia plena a trés ou mais classes de

antimicrobianos.
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2.4. Deteccdo de Gendtipos de Resisténcia aos Glicopeptideos e de Viruléncia

Amostras que apresentaram fendtipo de ndo susceptibilidade (categorias intermediéria
ou resistente) aos glicopeptideos nos testes de disco difusdo foram submetidas a amplificacao
de segmentos especificos por metodologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para a
deteccdo dos genes vanA e vanB, segundo as recomendacGes de Dutka-Malen et al.,1995 e
Departieu, Perichon e Courvalin, 2004.

Foi também avaliada, por metodologia de PCR, a presenca de nove genes relacionados
a expressdao dos respectivos fatores envolvidos na viruléncia de Enterococcus: asal,
substancia de agregacdo; cylA, citolisina; esp, proteina de superficie de enterococos; hyl,
hialuronidase; gelE, gelatinase; ace, adesina de superficie; efaA, antigeno A; aggA,
substancia de agregacdo; e epp, determinante de feromonio. Para tal, duas reacbes em
protocolos multiplex foram empregadas para deteccdo da presenca desses genes. Os
protocolos utilizados foram baseados nas recomendacdes de Gomes et al. 2008, Mannu et al.
(2003), Padilla et al. (2012) e de VVankerckhoven et al. (2004).

2.4.1. Extracdo de DNA

A partir de um crescimento recente foi preparada uma suspensao densa em 200uL de
uma solugédo aquosa contendo 5% (p/v) de resina Chelex 100 (Bio-Rad Labs, Hercules, CA,
EUA) e 0,2 mg/mL de proteinase K (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA), segundo as
recomendacdes de Pinto et al. (2013). A suspensdo bacteriana, em tubo tipo Eppendorf, foi
incubada a 56°C, em banho térmico, durante 1 h.

Apos o periodo de incubacdo, a suspensdo foi vigorosamente homogeneizada, em
vortex por 10 seg, e em seguida deixada por 10 min em banho fervente. Apds centrifugacao
(12.000 rpm por 3 min), o sobrenadante contendo 0 DNA molde foi armazenado a -20°C ou
imediatamente utilizado para amplificacdo dos genes alvo por metodologia de Reacdo em

Cadeia da Polimerase — PCR.
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2.4.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Para a deteccdo dos genes associados a resisténcia adquirida aos glicopeptideos, a
mistura de reacéo foi preparada com: tampéo de PCR 1X [10 mM Tris, 50 mM KCI (pH 8,3)],
0,2 mM cloreto de magnésio (MgCl, ) para deteccdo do gene vanA e 1 mM cloreto de
magnésio (MgCl, ) para deteccdo do gene vanB, 1,5U da enzima Platinum Tag DNA
polimerase, 0,4 pM de cada oligonucleotideo iniciador (TABELA 1), 0,2 mM de cada
dinucleotideo trifosfatado (ANTP) e 2 uL da suspensdao de DNA molde, para um volume final
de 25 pL. Todos os reagentes foram obtidos da Invitrogen, Life Technologies do Brasil (Sao
Paulo, SP).

As reac0Oes de amplificagdo foram realizadas em termociclador (Veriti Thermal Cycler,
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), utilizando-se as seguintes
etapas de ciclagem: uma etapa inicial a 95°C por 10 min; 30 ciclos de 94°C por 30 seg (para
desnaturacdo do DNA fita dupla em fita simples), 54°C por 30 seg (para o anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores) e 72°C por 30 seg (para extensdo das novas fitas de DNA) e
uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 min. As amostras E. faecalis A256, portadora do
gendtipo vanA, e E. faecalis V583, portadora do gendtipo vanB, foram utilizadas como
controles positivos das reagoes.

Para a amplificacdo dos genes de viruléncia foram utilizados dois protocolos de
reacOes multiplex, sendo a Reacgéo 1 estabelecida para deteccdo de asal, gelE, cylA, esp e hyl
e a Reacdo 2 para amplificacdo dos genes efaA, eep, aggA e ace. Para Reacdo 1, as
concentracOes dos reagentes foram: tampéo de PCR 1X, 3 mM MgClz, 0,2 mM de cada dNTP
e 0,8 uM de cada oligonucleotideo iniciador (TABELA 1), 0,5U da enzima Platinum Taq
DNA polimerase. Ja para a Reacgéo 2, foi utilizado tampéao de PCR 1X, 2 mM MgClz, 0,2mM
de cada dNTP, 05U da enzima Platinum Taq DNA polimerase e¢ 0,6 uM dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados para a detec¢do de efaA e eep ¢ 1,2 uM para aggA e
ace (TABELA 1). Volumes de 2 uL da suspensdo de DNA molde foram adicionados as
misturas de reagdo para um volume final de 25 puL. Todos os reagentes utilizados em ambos
os protocolos foram obtidos da Invitrogen, Life Tech.

Para a Reacéo 1, as condicOes de amplificagdo foram as seguintes: 1 ciclo de 94°C por
5 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, para desnaturagdo do DNA, 56°C por 1 min, para 0
anelamento dos iniciadores, e 72°C por 1 min, para extensdo das novas fitas de DNA, e 1

ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min, em termociclador. Ja para a Reacdo 2, as condicGes
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de amplificacdo incluiram: 1 ciclo de 94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, para
desnaturacdo do DNA, 51°C por 1 min, para o anelamento dos iniciadores, e 72°C por 1 min,
para extensdo das novas fitas de DNA, e 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min. As
amostras de referéncia E. faecalis OG1xpAM714 (cylA*, esp®), E. faecalis OG1RF (gelE™), E.
faecalis UERJ101 (asa®, esp®) e CL 8020 (hyl*) foram utilizadas como controles positivos
para Reacdo 1; enquanto que, E. faecalis CL6738 (efa+, agg+, eep+, ace+) foi controle

positivo para Reacéo 2.

Tabela 1 — Genes, oligonucleotideos iniciadores e tamanhos dos produtos obtidos nas reaces
de PCR para caracterizacdo genotipica da resisténcia e viruléncia de amostras de

Enterococcus.
Genes Sequéncias de nucleotideos dos Tamanho do produto Referéncia
alvo iniciadores utilizados (dire¢do 5°-3°) (em pb)
vanA F: GGGAAAACGACAATTGC 732 Dutka-Malen
R: GTACAATGCGGCCGTTA et al. (1995)
vanB F: ACGGAATGGGAAGCCGA 647 Departieu, Perichon
R: TGCACCCGATTTCGTTC & Courvalin (2004)
asal F: GCACGCTATTACGAACTATGA 375 Vankerckhoven
R: TAAGAAAGAACATCACCACGA et al. (2004)
olE F: AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 402 Gomes
g R: CTTCATTATTTACACGTTTG et al (2008)
ovIA F: ACTCGGGGATTGATAGGC 688 Vankerckhoven
y R: GCTGCTAAAGCTGCGCTT et al. (2004)
e F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510 Vankerckhoven
P R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG et al. (2004)
hvl F: ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276 Vankerckhoven
' R:GACTGACGTCCAAGTTTCCAA et al. (2004)
ofal F: GACAGACCCTCACGAATA 705 Padilla
R: AGTTCATCATGCTGCTGTAGTA et al. (2012)
ce F: GAGCGGGATTTTTAGTTCG 937 Padilla
P R TACTCCAGCATTGGATGCT etal. (2012)
— F: AAGAAAAAGTAGACCAAC 1553 Padilla
997 R: AACGGCAAGACAAGTAAATA etal. (2012)
ace F: AAAGTAGAATTAGATCCACAC 320 Mannu
R: TCTATCACATTCGGTTGCG et al. (2003)

Legenda: F, direta (foward); R, reversa (reverse); A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina.
Fonte: A autora, 2017.
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2.4.3. Eletroforese e Analise dos Produtos Amplificados

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese, por 1 h a 100V, em gel
de agarose (Invitrogen, Life Tech.) a 1,2% preparado em tampdo TBE 0,5X (45mM Tris,
45mM éacido bérico, 1 mM EDTA, reagentes obtidos da Bio-Rad Labs.). Os géis foram
corados com 0,5 pg/mL de brometo de etidio por 30 min, descorados por 30 min em 4gua e,
em seguida, visualizados e as imagens capturadas com auxilio do sistema MiniBis Pro (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd., Jerusalém, Israel). As corridas eletroforéticas foram
acompanhadas de um padrdo de pares de base (100bp Ladder, Invitrogen, Life Tech.)
utilizado para estimar o tamanho dos produtos amplificados. Os resultados foram
interpretados visualmente, baseados na comparacao dos tamanhos dos amplicons.

Os tamanhos esperados dos produtos de amplificacdo para cada um dos genes

avaliados estdo indicados na TABELA 1.

2.5. Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossdémico por Eletroforese em Campo

Pulsado - PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)

O protocolo utilizado seguiu a recomendacdo de Teixeira et al., (1997), sendo o DNA
cromossémico obtido pela técnica de lise in situ e submetido a restricdo com a enzima Smal.
Para tal, a partir de um crescimento recente, em meio AS, foram preparadas suspensoes
bacterianas em 500 pL de tamp&o PIV (1 M NaCl, 10 mM Tris, pH 7,6), com turbidez
ajustada para equivalente ao padrdo 8 da escala de McFarland. O mesmo volume (500 pL) de
agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve GTG Agarose, Lonza, Suica) a 2%, confeccionada
neste mesmo tampdo, foi adicionada as suspensdes celulares. Esta mistura foi vertida em
moldes que, apds solidificacdo, deram origem a pequenos blocos contendo as células
bacterianas.

Os blocos foram, entdo, incubados com uma solucdo de lise constituida de tampéao EC
(6mM Tris, pH 7,6; 1M NaCl; 100mM EDTA,; 1% Sarcosyl, Bio-Rad Lab.) adicionado de 1
mg/mL de lisozima e 5 U/mL de mutanolisina (ambas obtidas da Sigma-Aldrich Co.), por 18
h - 24 h a 36x£1°C e sob agitacdo suave. Apos este periodo, a solucéo de lise foi substituida

por tampdo ESP (0,5 mM EDTA, pH 9,5; 1% Sarcosyl; 1 mg/mL de proteinase K, esta Gltima



34

obtida da Sigma-Aldrich Co.) e foi realizada uma nova incubacdo por semelhante periodo
(por 18 h — 24 h) em banho térmico a 50°C. Apds estas etapas (de lise bacteriana, liberacao do
DNA e digestdo de proteinas), os blocos foram lavados por quatro vezes em tampdo TE (10
mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA, pH 7,6); sendo duas por 30 min e as outras duas por 1h.

Apos as lavagens, os blocos contendo DNA foram incubados por 2 h em 250 pL do
tampéo especifico para endonuclease de restricdo Smal (New England Biolabs Inc., Ipswich,
MA, EUA). Apds a retirada do tampdo, cada bloco foi incubado com 2 U da respectiva
enzima por 18 h - 24 h a 25°C em banho térmico.

Os blocos foram entdo fundidos a 70°C e aplicados em gel de agarose (UltraPure
Agarose, Invitrogen Life Tech.) a 1,2% , confeccionada em TBE 0,5X. Os fragmentos
gerados foram separados em um sistema de eletroforese em campo pulsado - CHEF DRIII
Variable Angle System (Bio-Rad Lab). Os parametros utilizados para eletroforese foram
pulsos iniciais de 5 seg, pulsos finais de 35 seg, angulo 120° e 6V/cm, durante 22 h a 13°C.

Os géis foram corados com 0,5 pug/ml brometo de etideo por 30 min, descorados em
agua por 2 h e, posteriormente visualizados e as imagens capturadas como descrito no item
3.4.3. Os perfis eletroforéticos foram analisados pelo aplicativo BioNumerics v 7.6 (Applied
Maths, Bélgica), com o emprego do coeficiente Dice, para gerar uma matriz de similaridade,
que foi utilizada na obtencdo de dendrogramas construidos pelo método hierarquico de
agrupamento de pares ndo ponderados com base na média aritmética (UPGMA, unweighted

pair-group method using arithmetic averages).
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3. RESULTADOS

Foram avaliadas 203 amostras bacterianas obtidas a partir de hemoculturas de
pacientes internados (uma por paciente) em 20 instituicdes hospitalares, sendo 16 localizadas
no estado do Rio de Janeiro (nomeadas de A a P) e quatro no Rio Grande do Norte (nomeadas
de Q a T). Para uma das amostras nao foi possivel determinar a instituicdo de origem.

O periodo avaliado neste estudo correspondeu a 11 anos completos, de Janeiro de
2005 a Dezembro de 2015. A distribuicdo das amostras por instituicdo hospitalar esta
apresentada na TABELA 2.

Tabela 2 — Distribuicdo das amostras de Enterococcus, analisadas de hemoculturas de pacientes

internados, por instituicdo hospitalar de origem?.

% amostras no

Instituicao N° de amostras Estado de % Total
hospitalar (n=203) . (n=203)
origem
Rio de Janeiro (n=196)
A 120 61,2 59,1
B 41 21,0 20,2
C 8 4,2 3.9
D 6 3,1 3,0
E 3 15 1,6
F 3 15 1,6
G 2 1,0 09
H 2 1,0 0,9
I 2 1,0 0,9
J 2 1,0 09
K 1 0,5 0,5
L 1 0,5 0,5
M 1 0,5 0,5
N 1 0,5 0,5
) 1 0,5 0,5
P 1 0,5 0,5
NI? 1 0,5 0,5
Rio Grande do Norte (n=7)
Q 3 429 1,6
R 2 28,5 0,9
S 1 14,3 0,5
T 1 14,3 0,5

Legenda: ! Nomeadas neste estudo por letras maitisculas (de A a T); 2 NI, ndo informado.
Fonte: A autora, 2017
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A maioria dos pacientes pertencia ao género masculino (53,7%). Porém, ndo foi
possivel obter esta informacdo para 2,5% da populacdo estudada (cinco pacientes). A

FIGURA 1 apresenta a distribuicdo dos pacientes por género.

Figura 1 — Distribuicdo por género dos 203 pacientes analisados neste estudo.

2,5%

® Masculino ®mFeminino = Ndo informado
Fonte: A autora, 2017.

A distribuicdo das amostras por ano avaliado foi relativamente semelhante, para a
maioria do periodo. A média foi de 18,5 amostras bacterianas por ano, variando de sete em
2008 a 32 em 2014. A FIGURA 2 apresenta a distribuicdo das amostras por ano

considerando-se também o género dos pacientes.
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Figura 2 — Distribuicdo das amostras bacterianas por ano de estudo (2005 a 2015) e género

dos 203 pacientes analisados.
100%
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% de amostras
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2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
® Feminino 25 294 | 47,4 | 28,6 | 458 | 27,8 | 375 | 435 | 66,7 50 68,7
® Masculino 56,3 | 70,6 | 52,6 | 71,4 | 54,2 | 66,7 | 62,5 | 56,5 | 26,7 50 31,3
®N&o Informado| 18,7 0 0 0 0 5,5 0 0 6,6 0 0

Fonte: A autora, 2017.

As 203 amostras bacterianas incluidas neste estudo foram caracterizadas por
espectometria de massas - MALDI-TOF, que identificou seis espécies distintas: E. avium, E.
durans, E. gallinarum, E. faecalis, E. faecium e E. raffinosus. As espécies E. faecalis e E.
faecium foram as prevalentes correspondendo a 68,9% (140/203) e 27,6% (56/203),
respectivamente. A FIGURA 3 apresenta a frequéncia das espécies identificadas neste estudo.

Das sete amostras obtidas de instituicdes hospitalares localizadas no Rio Grande do

Norte, seis pertenceram a espeécie E. faecalis (85,7%) e uma E. gallinarum (14,3%).
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Figura 3 — Frequéncia das espécies de Enterococcus isoladas de amostras de sangue e

analisadas neste estudo.
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E. durans I1 (0,5%)
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Fonte: A autora, 2017.

A caracterizacdo das espécies pela metodologia de MALDI confirmou o esperado.
Para as amostras caracterizadas em E. faecalis foram obtidos escores de variaram de 2,001 a
2,411, sendo que a maioria (75,7%; 106/140) apresentou valores >2,3, que garante com
seguranga a caracterizacdo em espécie. Para E. faecium os valores variaram de 2,002 a 2,488,
e 76,8% (43/56) foram >2,3. Para as demais espécies, 0s escores variaram de 2,0 a 2,3.

Os resultados obtidos com a metodologia de MALDI-TOF (escores) foram utilizados
para construcdo de uma arvore de similaridade, utilizando-se o algoritmo de Neighbor joining.
A distribuicdo das amostras pelas espécies se mostrou coerente, considerando-se 0s
agrupamentos construidos com auxilio do software BioNumerics. A FIGURA 4 apresenta a
arvore construida pelas analises do agrupamento dos escores obtidos na metodologia de
MALDI-TOF. O arranjo das amostras por espécie se mostrou bem definido com agrupamento
espécie especifico. Porém, as amostras de E. avium e de E. raffinosus ficaram prdximas
compartilhando o mesmo né da arvore. Da mesma forma, a amostra de E. durans foi agrupada
com duas de E. faecium. Tais resultados podem ter sido influenciados pelo nimero reduzido

de amostras que foi avaliado.
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Figura 4 — Agrupamento de 203 amostras de Enterococcus por espécie de acordo com 0s
resultados obtidos pela metodologia de MALDI TOF e emprego do algoritmo
Neighbor joining®.
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Nota: !Realizado com auxilio do aplicativo BioNumerics (Applied Math, Bélgica)
Fonte: A autora, 2017.

As 203 amostras bacterianas foram avaliadas quanto a susceptibilidade a 15
antimicrobianos por metodologia de disco difusdo. Os resultados obtidos estdo demonstrados
na TABELA 3. Pode-se observar que a maioria das amostras foi sensivel a ampicilina
(75,0%), cloranfenicol (73,4%), fosfomicina (95,1%), nitrofurantoina (83,3%) e penicilina .
Por outro lado, um elevado percentual de amostras foi resistente a ciprofloxacina,
eritromicina, tetraciclina e rifampicina. Em relacdo a categoria intermediaria, foram
encontradas frequéncias mais elevadas para ciprofloxacina e eritromicina. Foram
identificados percentuais semelhantes de amostras sensiveis e resistentes para levofloxacina e
norfloxacina. Em relacdo aos fendtipos de destacada importancia clinica (resisténcia aos
glicopeptideos e aminoglicosideos), foi observado que das 203 amostras de enterococos
14,3% e 19,7% apresentaram, respectivamente, resisténcia plena a teicoplanina e
vancomicina; enquanto que, 20,7% e 35,5% a estreptomicina e gentamicina, respectivamente
(TABELA 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo das amostras de Enterococcus isoladas de sangue por categoria de
susceptibilidade (sensivel, intermediario, resistente), de acordo com o0s

resultados obtidos nos testes de disco difusdo para 15 antimicrobianos.

Categoria de Susceptibilidade / Nimero de amostras

Antimicrobianos (% de amostras)
Sensivel Intermediario Resistente
Ampicilina 152 (75) - 51 (25)
Ciprofloxacina 63 (31) 46 (22,7) 94 (46,3)
Cloranfenicol 149 (73,4) 19 (9,4) 35 (17,2)
Eritromicina 19 (9,4) 50 (24,6) 134 (66)
Estreptomicina® 154 (75,9) 7(3,4) 42 (20,7)
Fosfomicina 193 (95,1) 4(1,9) 6 (3,0)
Gentamicina® 124 (61,1) 7(3,4) 72 (35,5)
Levofloxacina 104 (51,2) 6 (3,0) 93 (45,8)
Nitrofurantoina 169 (83,3) 10 (4,9) 24 (11,8)
Norfloxacina 84 (41,3) 23 (11,3) 96 (47,3)
Teicoplanina 169 (83,3) 5(2,4) 29 (14,3)
Tetraciclina 88 (43,3) 12 (5,9) 103 (50,8)
Vancomicina 163 (80,3) - 40 (19,7)
Penicilina 149 (73,4) - 54 (26,6)
Rifampicina 64 (31,5) 32 (15,8) 107 (52,7)

Legenda: ! Discos contendo concentragdes elevadas dos antimicrobianos estreptomicina e
gentamicina; - nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.

Para a avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos em relacdo as espécies de
Enterococcus identificadas neste estudo, foram reunidos os valores correspondentes as
categorias resistente e intermediaria. Os percentuais mais elevados de amostras nao
susceptiveis para a espécie E. faecalis ocorreram para eritromicina (90,7%) seguido de
tetraciclina (67,9%) e ciprofloxacina (63,6%). Em relacdo a espécie E. faecium, os maiores
percentuais de amostras ndo susceptiveis corresponderam a eritromicina (96,4%), rifampicina
(91,1%) e ciprofloxacina (89,3%) (TABELA 4).

E. faecium apresentou taxas de ndo susceptibilidade elevadas (consideradas superiores

a 50%) a um numero maior de antimicrobianos do que E. faecalis (nove e cinco,
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respectivamente). A espécie E. faecium apresentou taxas de nédo susceptibilidade superiores a
E. faecalis em relagdo aos beta-lactamicos (ampicilina, 76,8% / 3,6%; penicilina, 79,8% /
5,7%), quinolonas (ciprofloxacina, 89,3% / 63,6%; levofloxacina, 75,0% / 40,0%;
norfloxacina, 78,6% / 52,1%), glicopeptideos (teicoplanina, 55,4% / 2,1; vancomicina, 57,1%
| 5,7%) e rifampicina (91,1% / 60,7%). Apenas para tetraciclina, a taxa de amostras ndo
susceptiveis foi superior para E. faecalis (67,9%), em relacdo a E. faecium (26,8%). Ja para
eritromicina, as taxas de ndo susceptibilidade foram bastante elevadas e semelhantes para
ambas espécies (E. faecalis 90,7%; E. faecium 96,4%) (TABELA 4).

Com relacdo as quatro amostras pertencentes a espécie E. gallinarum,, taxas de néo
susceptibilidade superiores a 50% foram observadas para eritromicina e tetraciclina. Todas as
amostras de E. gallinarum, apesar de certamente apresentarem resisténcia intrinseca a niveis
baixos de vancomicina, mostraram-se sensiveis a este antimicrobiano nos testes de disco
difusdo. Também, todas as amostras desta espécie foram sensiveis a teicoplanina e nao
exibiram fendtipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina. Entretanto, uma amostra
apresentou resisténcia a niveis elevados de gentamicina (TABELA 4).

As amostras pertencentes as espécies E. avium, E. durans e E. raffinosus (uma amostra
cada) foram susceptiveis a quase totalidade dos antimicrobianos testados. A amostra de E.
avium nao foi susceptivel apenas a tetraciclina; E. durans a nitrofurantoina e a rifampicina; e

E. raffinosus a ampicilina, a tetraciclina e a penicilina (TABELA 4).
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Tabela 4 — Frequéncia de amostras de Enterococcus néo susceptiveis! aos antimicrobianos em

relacdo as espécies identificadas neste estudo.

Espécies / % de amostras ndo susceptiveis

E. E. E. E. E.
faecalis faecium gallinarum  avium durans raffinosus
(n=140)  (n=56) (n=4) (n=1) (n=1) (n=1)

Antimicrobianos

Ampicilina 3,6 76,8 50,0 -3 - 100
Ciprofloxacina 63,6 89,3 25,0 - - -
Cloranfenicol 36,4 1,8 50,0 - - -
Eritromicina 90,7 96,4 75,0 - - -
Estreptomicina? 25,0 25,0 - - - -
Fosfomicina 3,6 7,1 25,0 - - -
Gentamicina® 37,1 46,4 25,0 - - -
Levofloxacina 40,0 75,0 25,0 - - -
Nitrofurantoina 7,1 37,5 50,0 - 100 -
Norfloxacina 52,1 78,6 50,0 - - -
Teicoplanina 2,1 55,4 - - - -
Tetraciclina 67,9 26,8 75,0 100 - 100
Vancomicina 57 57,1 - - - -
Penicilina 5,7 79,8 50,0 - - 100
Rifampicina 60,7 91,1 50,0 - 100 -

Legenda: Somatorio dos resultados obtidos nas categorias resistente e intermediaria; * Discos contendo
concentracdes elevadas dos antimicrobianos estreptomicina e gentamicina; - nenhuma amostra;
Em destaque, percentuais superiores a 50%.

Fonte: A autora, 2017.

O numero de marcadores de resisténcia variou de um a 12, considerando-se os 15
antimicrobianos testados. A maioria das amostras (54,7%; 111/203) apresentou resisténcia a
guatro ou mais antimicrobianos. Entretanto, 7,4% das amostras (15/203) apresentaram
resultados nas categorias sensivel ou intermediario para todos os antimicrobianos testados. A
FIGURA 5 apresenta a distribuicdo das amostras em relacdo ao nimero de marcadores de

resisténcia plena.
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Figura 5 — Distribuicdo das amostras em relagdo ao nimero de marcadores’ de resisténcia aos

antimicrobianos.

30

30

25

20

15

N° de amostras

10

*0 *1 *2 *3  *4 *5  *¢ <7 *g *Q *10 *11 *12
N° de determinantes de resisténcia

Nota: 1O nlimero de marcadores foi definido como o niimero de antimicrobianos para os quais foram
identificados resultados na categoria de resisténcia determinada por metodologia de disco difuséo;
0s nlmeros acima das barras especificam o nimero de amostras bacterianas.

Fonte: A autora, 2017.

A distribuicdo do numero de marcadores de resisténcia por espécie esta apresentada na
TABELA 5. Foi observado que, as amostras de E. avium e de E. raffinosus apresentaram
resisténcia plena a apenas um antimicrobiano (um marcador); enquanto que E. durans a dois
marcadores. As quatro amostras de E. gallinarum apresentaram resultados variaveis desde
sensivel e/ou intermediario a todos os 15 antimicrobianos testados (nenhum marcador) até
oito marcadores. A maioria das amostras de E. faecalis (53,6%) apresentou de nenhum a trés
marcadores. Por outro lado, a maioria de E. faecium (60,6%) demonstrou resisténcia plena de
nove a 12 marcadores. Apenas amostras da espécie E. faecium foram resistentes a 11 e 12

marcadores dentre os 15 antimicrobianos testados.



44

Tabela 5 — Distribuicdo do numero de marcadores de resisténcia em relacdo as espécies de

Enterococcus isoladas de hemoculturas.

Espécie / % de amostras

E. E. E. E. E.
faecalis faecium gallinarum avium durans raffinosus
(n=140) (n=56) (n=4) (n=1) (n=1) (n=1)

N° de marcadores

Nenhum 9,3 1,8 25,0 - - -
1 17,9 5,4 25,0 100 - 100
2 10,7 12,5 - - 100 -
3 15,7 - ; ] ] .
4 100 - i i i i
S 3,6 3,6 25,0 - - -
6 14,3 3,6 - - - -
7 8,6 3,6 - ; _ .
8 7,1 8,9 25,0 - - -
9 14 196 - ] ] )
10 14 23,2 - - - -
11 - 7.1 - - ] .
12 - 10,7 - ; ] ]

Nota:*Em destaque a faixa correspondente ao niimero de marcadores que agrupou a maioria das amostras
de E. faecalis e de E. faecium; - , nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.

Foi também analisada a distribuicdo do numero de marcadores nas institui¢cbes de
salde de origem das amostras de Enterococcus. Dentre as instituicdes localizadas no Rio
Grande do Norte, 0 nimero maximo de marcadores de resisténcia encontrado foi de seis, em
uma amostra obtida do Hospital R. De quatro instituicdes localizadas no estado do Rio de
Janeiro foram avaliadas amostras de Enterococcus apresentando o ndmero maximo de
marcadores de resisténcia encontrado no estudo, foram elas: C, E, G e M. Estes resultados
estdo demonstrados na TABELA 6.
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Tabela 6 — Distribui¢cdo do numero de marcadores de resisténcia em relacéo as instituicdes

hospitalares de origem das amostras de Enterococcus isoladas de hemoculturas.

H 1 , R R
Origem NUmero de marcadores de resisténcia / % de amostras

(n°de

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
amostras)

A (n=120) 75 200 133 142 92 33 125 83 6,7 42 08 - -
B (n=41) 7,3 98 122 24 49 49 73 73 122 171 122 24 -
C (n=8) - - 125 125 - - - - 125 - - 250 375
D (n=6) - - 167 - - - 167 - - - 66,6 - -
E (n=3) - - - - - 333 - - 333 - - - 333
F (n=3) - - - - - 333 333 333
G (n=2) - - - - - - - - - - 500 - 500
H (n=2) - - - 100 - - - - - - - - -
I (n=2) - 50,0 500 - - - - - - - - - -
J (n=2) - - - - - - - - - - 50,0 500 -
K (n=1) - - - - - - - - 100 - - - -

L (n=1) - - - - - - - - - - 100 - -
M (n=1) - - - - - - - - - - - - 100
N (n=1) - - - - - - 100 - - - - ..
O (n=1) - - - - - - - - - 100 - - -
P (n=1) - - - - - - - - - - 100 - -
Q (n=3) 66,7 333 - - - - - - - - - . .
R (n=2) 500 - - - - - 50 - - - - - -
S (n=1) - - - 4w - - = = = = = = -
T (n=1) - - - - 100 - - - - - - -

Nota: Instituicdo hospitalar de origem; -, nenhuma amostra; em destaque, os resultados relativos as instituicdes
hospitalares localizadas no estado do Rio Grande do Norte (as demais sdo localizadas no estado do Rio de
Janeiro; para uma amostra bacteriana ndo foi possivel determinar a instituicdo de origem e esta apresentou
10 marcadores de resisténcia.

Fonte: A autora, 2017.
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Considerando-se o numero de marcadores de resisténcia plena (de 1 a 12), foram
identificados 90 perfis de resisténcia. Os prevalentes reuniram 16 (7,9%), 12 (5,9%) e 10
(4,9%) amostras e foram relacionados a resisténcia apenas a rifampicina, a um conjunto de
seis antimicrobianos (ciprofloxacina, eritromicina, levofloxacina, tetraciclina e niveis
elevados de gentamicina) e apenas a eritromicina, respectivamente. A grande maioria dos
perfis (68,9%; 62/90) foi equivalente a uma Unica amostra.

Dentre os 90 perfis de resisténcia identificados, foram caracterizados 73 como de
multirresisténcia por corresponderem de trés a sete classes de antimicrobianos. Perfis de
multirresisténcia (MR) agruparam 132 amostras (65,0%), sendo o prevalente com 12
amostras. Os demais perfis MR foram assim distribuidos: um perfil com seis amostras; quatro
perfis com cinco amostras cada; quatro perfis com quatro amostras cada; seis perfis com trés
amostras cada; trés perfis com duas amostras cada; e 54 perfis com uma amostra cada. Tais
resultados apontaram uma grande diversidade de perfis MR. Além disso, das 132 amostras
multirresistentes, 22,7% foram resistentes a 3, 5 e 6 classes de antimicrobianos (30 amostras
cada); 25,8% a quatro classes (34 amostras); e 6,1% (8 amostras) a 7 classes.

Em relacéo as espécies de Enterococcus, 60,7% (85/140) das amostras de E. faecalis,
80,4% (45/56) de E. faecium e 50,0% (2/4) de E. gallinarum apresentaram perfis MR. As
amostras de E. avium, E. durans e E. raffinosus ndo foram multirresistentes. A maioria das
amostras de E. faecium apresentou perfis MR para 5,6 e 7 classes de antimicrobianos;
enquanto que a maior frequéncia de amostras MR em E. faecalis foi relacionada a resisténcia
a 3, 4, e 5 classes. A FIGURA 6 apresenta a distribuicdo das amostras de Enterococcus por

espécie e em relacdo ao nimero classes de antimicrobianos para as quais foram resistentes.
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Figura 6 — Percentual de amostras de Enterococcus multirresistentes (MR) por espécies em

relacdo ao numero de classes de antimicrobianos para as quais foram néo
susceptiveis.
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Fonte: A autora, 2017

A maioria das amostras obtidas da quase totalidade das instituicbes hospitalares
avaliadas apresentou caracteristicas de multirresisténcia. Cabe destacar, que a partir das
instituicbes nomeadas B, C, E, G e M foram isoladas amostras resistentes a até sete classes de
antimicrobianos. Trés das quatro instituicdes localizadas no estado do Rio Grande do Norte
apresentaram amostras MR; enquanto que dentre as 15 localizadas no Rio de Janeiro, em
apenas uma (instituicao I) ndo foram identificadas amostras MR. A distribuicdo das amostras

MR em relacdo a instituicdo de origem esta representada na TABELA 7.
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Tabela 7 — Distribuicdo das amostras de Enterococcus multirresistentes isoladas de

hemocultura em relagéo as instituicdes hospitalares de origem.

NUmero de classes de antimicrobianos /

. 1 0
(no(gg;gnf:;tras) % de amostras resistentes a-lr-r(l)(;[gtlrgg/ldsz
3 4 5 6 7
A (n=120) 192 192 11,7 75 - 57,6
B (n=41) 7,3 122 244 219 4,9 70,7
C (n=8) 12,5 - - 375 37,5 87,5
D (n=6) - 16,7 167 50,0 - 83,4
E (n=3) - 33,3 - 333 333 100
F (n=3) - 666 333 - - 100
G (n=2) - - - 500 50,0 100
H (n=2) 100 - - - - 100
I (n=2) - - - - - 0,0
J (n=2) - - - 100 - 100
K (n=1) - - 100 - - 100
L (n=1) - - - 100 - 100
M (n=1) - - - - 100 100
N (n=1) - - 100 - - 100
O (n=1) - - 100 - - 100
P (n=1) - - - 100 - 100
Q (n=3) - - - - - 0,0
R (n=2) - 100 - - - 100
S (n=1) 100 - - - - 100
T (n=1) - 100 - - - 100

Nota:!Instituicdo hospitalar de origem; 2MR, multirresistente; -, nenhuma amostra; para uma
amostra bacteriana que apresentou 10 marcadores de resisténcia, ndo foi possivel
determinar a instituicdo de origem. para uma amostra bacteriana ndo foi possivel
determinar a instituicdo de origem e esta foi resistente a seis classes de antimicrobianos.

Fonte: A autora, 2017

Um total de 102 amostras de Enterococcus (50,2%) exibiu o fenotipo de resisténcia a
niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR). Destas, 72 (70,6%) pertenciam a espécie E.
faecalis, 29 (28,4%) a E. faecium e uma (1,0%) a E. gallinarum. Os fenétipos identificados
corresponderam a resisténcia a niveis elevados somente para estreptomicina (22,5%; 23/102),
para gentamicina (52,0%; 53/102) e para ambos 0s antimicrobianos de maneira concomitante
(25,5%; 26/102). Em relacdo a distribuicdo por espécie, a taxa de resisténcia a niveis elevados
a gentamicina foi a que apresentou percentuais mais elevados (51,4%, 51,7% e 100% para E.
faecalis, E. faecium e E. gallinarum, respectivamente). E. faecium demonstrou taxa de

resisténcia concomitante a niveis elevados de ambos os antimicrobianos mais elevada do que
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E. faecalis (37,9% e 20,8%, respectivamente). Por outro lado, o inverso foi observado em
relacdo a HLAR apenas para estreptomicina (E. faecalis, 27,8%; E. faecium, 10,4%). A
distribuicdo dos fendtipos identificados pelas espécies correspondentes esta representada na

FIGURA 7.

Figura 7 — Distribuicdo das taxas de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos

(HLAR)! nas espécies de Enterococcus identificadas neste estudo.
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Nota:!Determinadas pelos resultados obtidos nos testes de difusdo em éagar (disco difusdo) utilizando-se discos
contendo concentragdes elevadas de gentamicina (120 pg) ou estreptomicina (300 pg); HLAR: EST, apenas para
estreptomicina; GEN, apenas para gentamicina; EST + GEN, concomitante a ambos antimicrobianos.

Fonte: A autora, 2017

As taxas de HLAR foram, também, avaliadas quanto a sua frequéncia em relacdo as
instituicBes hospitalares de origem e ano de isolamento. Dos hospitais A e B, localizados no
Rio de Janeiro e responsaveis pelo maior nimero de amostras dentre as incluidas neste estudo,
foram identificados todos os trés fendtipos HLAR, sendo a resisténcia a niveis elevados
apenas de gentamicina o mais frequente (A- 28,3%, 34/120; B- 34,1%, 14/41). Foi também
identificado que o fenotipo de resisténcia concomitante a niveis elevados de ambos
aminoglicosideos se mostrou uma caracteristica bem distribuida pelas instituicdes hospitalares
do estado do Rio de Janeiro (presente em 10 dos 16 hospitais), ndo tendo sido encontrada
dentre as amostras obtidas do Rio Grande do Norte (FIGURA 8). A amostra que néo foi

possivel identificar a instituicdo de origem nao apresentou fendtipo HLAR.
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Figura 8 — Distribuicdo dos fenotipos de resisténcia aos aminoglicosideos (gentamicina, GEN;
estreptomicina, EST; ou a ambos, GEN+EST), em relagéo a Instituicdo Hospitalar

de origem.
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Hospitais: de A a P, localizados no Estado do Rio de Janeiro; Q a T, localizados no Estado do Rio Grande do Norte; Sensivel,
ndo portadora deste fen6tipo
Fonte: A autora, 2017.

Considerando-se apenas as amostras isoladas no estado do Rio de Janeiro, que
compdem a ampla maioria das amostras incluidas neste estudo, foi observado que, a
frequéncia de amostras portadoras de HLAR variou bastante durante o periodo avaliado.
Entretanto, no geral pode-se sugerir que foi um aumento da frequéncia de amostras portadoras
de resisténcia a niveis elevados apenas de estreptomicina. J& em relacdo ao fenotipo de
resisténcia a niveis elevados apenas de gentamicina, a frequéncia parece se manter
relativamente estavel e em valores superiores a 20%, durante o periodo avaliado. Com
excecdo dos anos 2007 e 2013, quando € possivel observar uma reducdo da frequéncia desta
caracteristica na amostragem estudada (5,3% e 13,3%, respectivamente). Por outro lado, as
taxas de resisténcia a niveis elevados de ambos aminoglicosideos concomitantemente foram

bastante varidveis ao longo do periodo (FIGURA 9).
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Figura 9 — Distribuicdo das amostras de Enterococcus portadoras do fendtipo HLAR? isoladas

no estado do Rio de Janeiro por ano de estudo.

% de amostras

2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015
mEST 6,3 59 53 0 8,3 11,1 12,5 17,4 13,3 6,3 31,2
EGEN 25 41,2 53 28,6 20,8 27,8 25 34,8 13,3 31,2 25
mEST+GEN| 125 35,3 31,6 0 8,3 11,1 0 8,7 26,6 6,3 0
= Total 43,8 82,4 421 28,6 37,5 50 37,5 60,9 53,3 43,8 28,1

Legenda:'Resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (high-level aminoglycoside resistance). EST,
HLAR apenas para estreptomicina; GEN, apenas para gentamicina; e EST+GEN, para ambos o0s
antimicrobianos. Frequéncia estimada considerando-se as amostras ndo susceptiveis (reunido das taxas
correspondentes as categoria intermediaria e resistente) determinadas em razdo do total de amostras por ano de

estudo.
Fonte: : A autora, 2017.

As amostras ndo susceptiveis a vancomicina — VRE (n=40; sendo oito E. faecalis e 32
E. faecium) apresentaram fenotipos variados de resisténcia aos glicopeptideos. O fenotipo
VanA, associado a resisténcia a ambos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), foi
observado em 29 amostras (72,5%). Destas, 27 eram pertencentes a espécie E. faecium e duas
E. faecalis. Nas demais amostras (n=11), os resultados para teicoplanina demonstraram
tamanhos de halos compativeis com as categorias de susceptibilidade intermediaria (n=5;
guatro amostras de E. faecium e uma E. faecalis) e sensivel (n=6, uma amostra de E. faecium
e cinco E. faecalis). Estes resultados sugeriam tratar-se dos fenétipos VanB ou VanD.

Entretanto, todas as amostras que apresentaram resisténcia a vancomicina, nos testes
de disco difusdo foram portadoras do gene vanA, conforme identificado por metodologia de

PCR. Assim, os resultados incongruentes entre fenotipo e gendtipo nesta amostragem foram
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equivalentes a 27,5% (11/40) do total de amostras resistentes a vancomicina;, ou 5,4%
(11/203) do total de Enterococcus isolados de hemoculturas e avaliados neste estudo.

Cabe ressaltar que, em relacdo as espécies, das oito amostras de E. faecalis resistentes
a vancomicina, seis (75%) apresentaram incongruéncia entre fenétipo e genotipo. Enquanto
que, dentre as 32 amostras de E. faecium resistentes & vancomicina a taxa de incongruéncia
foi de 15,2% (n=5).

As amostras resistentes a vancomicina e portadoras do gendtipo vanA foram obtidas de
12 instituicbes hospitalares localizadas no estado do Rio de Janeiro. Além destas, uma
amostra que ndo foi possivel estabelecer a instituicdo de origem, também foi portadora do
gendtipo vanA. Por outro lado, ndo foram identificadas amostras portadoras de vanA dentre
aquelas obtidas das instituicdes H (n=2), |1 (n=2), K (n=1) e N (n=1), localizadas no Rio de
Janeiro. Nenhuma amostra isolada do estado do Rio Grande do Norte foi resistente aos
glicopeptideos. Amostras VRE foram isoladas ao longo do periodo em estudo, excetuando-se
os anos 2011 e 2015.

Das 40 amostras VRE, 23 (57,5%; 23/40) também apresentaram caracteristicas de
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos. Seis destas pertenceram a espécie E.
faecalis e 17 a E. faecium. Das seis amostras de E. faecalis VRE que apresentaram
caracteristicas de HLAR concomitantemente, uma foi resistente apenas a niveis elevados de
estreptomicina, duas a gentamicina e trés a ambos aminoglicosideos. Em relacdo a E. faecium
VRE, 17 amostras foram resistentes a niveis elevados de gentamicina e 10 a ambos
aminoglicosideos. Nenhuma amostra E. faecium VRE apresentou HLAR apenas para
estreptomicina.

A presenca dos determinantes genéticos asal, cylA, esp, hyl, gelE, ace, efaA, aggA, e
epp, associados a viruléncia de Enterococcus, foi avaliada por metodologia da PCR multiplex.
Os resultados demonstraram que em 85,7% (174/203) das amostras foi detectado produto de
amplificacdo para pelo menos um dos genes pesquisados. Os maiores percentuais foram
relacionados aos genes efa (54,2%; 110/203), sequido de eep (50,7%; 103/203). Entretanto,
para 14,3% das amostras (29/203) ndo foi detectado nenhum produto de amplificacdo
referente aos genes pesquisados. A FIGURA 10 apresenta a frequéncia obtida para cada um

destes genes na amostragem avaliada.
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Figura 10 — Frequéncia de marcadores de viruléncia em amostras de Enterococcus isoladas de

hemoculturas.
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Fonte: A autora, 2017.

Considerando-se a relacdo entre a presenca destes determinantes e as espécies de
Enterococcus, foi observado que a quase totalidade das amostras de E. faecalis (97,8%;
137/140) e um elevado percentual de E. faecium (62,5%; 35/56) apresentaram pelo menos um
dos genes avaliados.

Amostras de Enterococcus albergando determinantes de viruléncia foram identificadas
em praticamente todas as instituicdes hospitalares avaliadas e nos dois estados (Rio de Janeiro
e Rio Grande do Norte). Apenas as amostras obtidas das instituicdes | (duas amostras) e L
(uma amostra) ndo apresentaram produtos de amplificacdo para os genes de viruléncia
analisados.

Dentre as amostras de E. faecalis, os genes efaA e eep foram os prevalentes sendo
detectados em 75,7% e 71,4% das amostras, respectivamente. Em relacdo a E. faecium, a
maior prevaléncia foi relacionada a esp, que foi identificada em 51,8% das amostras. Para as
demais espécies, identificadas neste estudo, os resultados da PCR revelaram que: a amostra de
E. durans foi portadora dos genes asal, cylA e esp; uma amostra de E. gallinarum apresentou
produto de amplificacdo para esp e hyl. Enquanto que, as demais trés amostras de E.
gallinarum foram negativas para todos os genes avaliados, assim como E. avium e E. raffinosus.
A TABELA 8 apresenta a frequéncia dos determinantes de viruléncia para cada uma das especies

de Enterococcus.
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Ainda em relacdo aos resultados apresentados na TABELA 8, pode-se ressaltar que a
prevaléncia asal, gelE, cylA efaA, eep, aggA e ace foi superior em amostras de E. faecalis se
comparado a E. faecium. Por outro lado, a frequéncia de hyl foi maior em E. faecium. Além
disso, também foi possivel observar que, um percentual ligeiramente maior de amostras de E.

faecium, do que de E. faecalis, apresentou o gene esp.

Tabela 8 — Distribuicdo dos marcadores de viruléncia por espéecie de Enterococcus.

Marcador de viruléncia /

% de amostras*

Espécie
asal gelE cylA esp hyl efaA eep aggA ace Nenhum

E. faecalis 67,1 686 300 479 14 757 714 443 686 2,1
E. faecium 54 7,1 36 518 339 71 54 3,6 54 37,5
E. gallinarum - - - 250 25,0 - - - - 75,0
E. avium - - - - - - - - - 100
E. durans 100 - 100 100 - - - - - -

E. raffinosus - - - - - - - - - 100

Nota:'Percentuais calculados em relagdo ao nimero total de amostras de cada espécie); -, nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.

A presenca concomitante de cinco genes de viruléncia foi a mais frequente (17,9%;
25/140) dentre as amostras de E. faecalis positivas nas reacdes de PCR para esses marcadores.
Cabe ressaltar que a maioria das amostras desta espécie apresentou de forma concomitante de
cinco a nove genes (59,3%; 83/140). Nas amostras de E. faecium, 37,5% (21/56) néo
apresentaram produtos de amplificacdo para os genes avaliados. A presenca concomitante de dois
determinantes foi a apresentacdo prevalente (30,3%; 17/40) foi a apresentacdo mais frequente
considerando-se a presenca desses genes. A maioria das amostras de E. faecium apresentou um ou
nenhum marcador de viruléncia (14 e 21, respectivamente; 62,5%; 35/56).

A TABELA 9 apresenta a distribuicdo das amostras por espécie de acordo com 0 nimero

de determinantes de viruléncia.
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Tabela 9 — Distribuicdo do ndmero de determinantes de viruléncia por espécie de

Enterococcus em amostras isoladas de hemoculturas.

NUmero de determinantes de viruléncia / % de amostras*

Espécies

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
E. faecalis 2,1 9,3 7,9 100 114 179 171 129 10,7 0,7
E. faecium 375 250 30,3 18 - 3,6 - - 18 -
E. gallinarum 75,0 - 25,0 - - - - - - -
E. durans - - 100 - - - - - - -
E. avium 100 - - - - - - - - -
E. raffinosus 100 - - - - - - - - -
Total 143 133 148 7,4 7,9 133 118 8,9 79 0,5

Nota:!Percentuais calculados em relagdo ao nlmero total de amostras de cada espécie); -, nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.

Foi avaliada a correlacdo entre as amostras ndo susceptiveis a vancomicina ou a niveis
elevados de aminoglicosideos e a presenca de determinantes de viruléncia versus amostras
sensiveis, considerando-se as especies prevalentes, E. faecalis e E. faecium. Comparando-se a
distribuicdo dos determinantes de viruléncia em relacdo a presenca de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos foi observado que, em relacdo & E. faecalis, as amostras
resistentes a vancomicina apresentaram em maior frequéncia todos os determinantes de
viruléncia avaliados. Entretanto, qualitativamente, os perfis foram semelhantes. Por outro
lado, em relacdo a espécie E. faecium as amostras ndo susceptiveis a vancomicina se
destacaram por apresentarem somente 0s genes esp e hyl e em um percentual superior as
sensiveis. Metade (50,0%) das amostras de E. faecium sensiveis & vancomicina nao
apresentou produtos de amplificacdo para os genes avaliados. Ja em relacdo a presenca de
HLAR foi observado que hylA associado a espécie E. faecium foi prevalente entre amostras
resistentes & gentamicina. Os demais determinantes de viruléncia ndo pareceram ter uma
relacdo direta com mecanismos de resisténcia, pois se mostraram distribuidos independente
dessa caracteristica (FIGURA 11).
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Figura 11 — Associacdo entre a presenca de determinantes de viruléncia e a presenca de
HLAR! (A) e a susceptibilidade a vancomicina (B) em amostras de
Enterococcus isoladas de hemoculturas.
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Legenda: VRE, Amostras resistentes a vancomicina; VSE, amostras sensiveis a vancomicina; HLRA,
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos para: HLR-G, gentamicina; HLR-S,
estreptomicina; HLR-GS,gentamicina e estreptomicina concomitantemente.

Fonte: : A autora, 2017.
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Para andlise da diversidade de E. faecalis e de E. faecium foram selecionadas 43 e 16
amostras, respectivamente, que foram avaliadas por metodologia de PFGE. Foram
considerados perfis eletroforéticos como padrbes de bandas apresentando qualquer diferenga
entre duas ou mais amostras e grupos clonais como arranjos de dois ou mais perfis agrupados
com similaridade >79%. Os arranjos foram estabelecidos pelo emprego do coeficiente de Dice
e construcdo de dendrogramas utilizando o algoritmo UPGMA, calculados e analisados com
auxilio do software BioNumerics.

Os resultados obtidos com as 43 amostras de E. faecalis identificaram 41 perfis
eletroforéticos, que foram reunidos em 12 grupos clonais (nomeados de GClfalis a GC
12faelis), além de seis perfis Unicos (nomeados de PUlfaelis @ PUBrfaelis). Todas as amostras
selecionadas para analise por PFGE apresentaram HLAR. Pode-se notar que alguns grupos
clonais apresentaram amostras exibindo diferentes categorias de HLAR. Entretanto, GClszelis,
GCbaelis, GCTraelis, GCB8faelis, GC10raelis € GC11raelis reuniram amostras apresentando resisténcia
a niveis elevados de gentamicina (HLR-G), isoladamente ou concomitante a resisténcia a
niveis elevados de estreptomicina (HLR-GS). Por outro lado, GC2faelis € GC3raelis agruparam
amostras apresentando apenas HLR-S. As seis amostras resistentes a vancomicina incluidas
nas analises por PFGE foram distribuidas em trés grupos clonais, sendo que GC6taelis agrupou
50% (3/6) destas. Em varios grupos clonais foram reunidas amostras provenientes de
diferentes instituicbes hospitalares, sugerindo ampla disseminacdo interhospitalar dessas
amostras. Da mesma forma, amostras isoladas em anos distintos foram agrupadas em um
mesmo GC (FIGURA 12).

As 16 amostras de E. faecium foram reunidas em quatro grupos clonais (Gliium a
GAicium), além de trés perfis Gnicos (PULscium @ PU3fcium). A maioria das amostras selecionadas
apresentaram resisténcia a niveis elevados de gentamicina (HLR-G ou HLR-GS). Entretanto,
foi observado que as amostras apresentando caracteristicas distintas de HLAR foram reunidas
em grupos diferentes. Cinco dentre as seis amostras VRE incluidas nesta andlise foram
reunidas em dois GCs. O Gliium apresentou apenas amostras VRE isoladas no periodo de
2006 a 2013, de quatro diferentes insituticbes hospitalares. A FIGURA 13 apresenta o
dendrograma representativo dos resultados obtidos por PFGE com as amostras de E. faecium.
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Figura 12 — Dendrograma representativo do relacionamento genético de 43 amostras de E.
faecalis isoladas de hemoculturas, considerando caracteristicas de resisténcia a
niveis elevados de aminoglicosideos e a vancomicina e instituicdo hospitalar de

origem.
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CL7413 2007 K HLRGS S
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5.7 CL7059 2006 A HLRS S
CL8474 2009 C HLRS S oc2
= CL6881 2005 A  HLR-S S
CL9141 2011 A HLRS S
CL8421 2009 A HLRS S GC3
CL9189 2012 A  HLRS S
s6.7 CL7091 2006 A  HLRG S
CL9001 2011 A HLRS S GC4
CL8685 2007 0 HLR-G R
762 06.3 CL6882 2005 A  HLRG S
905 CL8027 2008 A  HLRG S
e s6.4 CL7149 2006 A  HLRG S GC5
o8.2] CL7164 2006 A  HLRG S
CL7166 2006 A  HLRG S
CL8744 2010 A HLRG S PU2
CL8418 2009 A  HLRG S
CL8741 2010 F HLR-S R
(= CL9256 2012 B HLRGS R oc6
CL9260 2012 B HLRG S
CL6975 2005 A  HLRG S
CL8445 2009 D HLRGS R
s50 CL9248 2012 B HLRG S ocr
raldos CL9287 2012 A  HLRG S
CL7358 2006 E HLRG S
523 CL9255 2012 B HLRG S GC8
76lal CL7206 2006 A  HLRG S
.7 CL7377 2007 A HLRS S oco
CL8750 2010 A  HLRG R
. oss[—— CL6958 2005 A  HLR-GS S GC10
L cL8514 2009 A  HLR-G S
CL8749 2010 A  HLRG S
CL8751 2010 A  HLRGS S GC11
CL9138 2011 A  HLRG S
CL8927 2011 A HLRG S PU3
CL6890 2005 A  HLRG S PU4
CL6894 2005 A HLRG S PU5

Nota: Dendrograma construido com auxilio do software BioNumerics v. 7.6 (Applied Math), utilizando-se o
coeficiente de Dice para a construcdo das matrizes de similaridade e o algoritmo UPGMA para definicao
das relacdes e formag&o dos grupos, que foram definidos considerando-se a similaridade de > 79%.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 13 — Dendrograma representativo do relacionamento genético de 16 amostras de E.
faecium isoladas de hemoculturas, considerando caracteristicas de resisténcia a

niveis elevados de aminoglicosideos e a vancomicina e instituicdo hospitalar de

origem.
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80.0 CL9162 2011 A HLRG S

GC4
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Nota: Dendrograma construido com auxilio do software BioNumerics v. 7.6 (Applied Math), utilizando-se o
coeficiente de Dice para a construgdo das matrizes de similaridade e o algoritmo UPGMA para defini¢do
das relagdes e formagdo dos grupos, que foram definidos considerando-se a similaridade de > 79%.

Fonte: A autora, 2017.
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4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas os Enterococcus emergiram como importantes patdgenos
nosocomiais. Atualmente, esses microrganismos sdo considerados como importantes agentes
de infeccGes de trato urinario, bem como de quadros clinicos mais graves como bacteremias
acompanhadas ou ndo de endocardites. O amplo interesse no estudo dos Enterococcus pode
ser interpretado como consequéncia do aumento desses microrganismos no cenario das
infeccBes humanas, particularmente aquelas relacionadas aos cuidados em salde. As
bacteremias causadas por esse género de bactérias sdo caracterizadas como infeccdes de
gravidade elevada, particularmente diante das falhas terapéuticas decorrentes da
multirresisténcia, comumente associada a esses microrganismos. Dessa forma, neste estudo
consideramos a relevancia em aplicar diferentes metodologias para avaliar perfis de viruléncia
e de resisténcia de amostras de Enterococcus oriundas de corrente sanguinea (DAHLEN et
al., 2012; FISHER & PHILLIPS et al., 2009; LINDENSTRAU et al., 2011; SHARIFI et al.,
2012).

Neste estudo foram avaliadas 203 amostras pertencentes ao género Enterococcus e
isoladas de hemoculturas de pacientes atendidos em diferentes instituicGes hospitalares em
dois estados brasileiros (Rio de Janeiro e Rio Grande do Norte), no periodo de 10 anos (de
2005 a 2015). Também, foi avaliada a susceptibilidade dessas amostras a 15 antimicrobianos
por metodologia de disco difusédo, a fim de se identificar o perfil de susceptibilidade, bem
como a presenca de genes que conferem resisténcia a vancomicina. Adicionalmente, foi
avaliado o perfil de viruléncia dessas amostras, através da investigacdo por PCR da presenga
de determinantes genéticos associados a essa caracteristica, além da diversidade genética
determinada pelo emprego da metodologia de PFGE.

Para a identificacdo das amostras bacterianas foi utilizada a técnica de MALDI-TOF.
Essa técnica permite a identificagdo de diversas espécies bacterianas, baseando-se na andlise
do padrdo de espectros de massa de peptideos, principalmente relacionados a proteinas do
ribossomo. Nos altimos anos, 0 MALDI-TOF tem sido cada vez mais aplicado e utilizado
para identificar espécies bacterianas clinicamente relevantes, sendo atualmente referendado
como um método de diagndstico rapido e eficaz. Diversos estudos tém confirmado a
excelente congruéncia entre MALDI-TOF MS e esquemas de identificacdo classica
(BENAGLI et al., 2011; CHRIST et al., 2017; HOLLAND et al., 1996; KRISHNAMURTHY
etal., 1996; WERNER et al., 2012)
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Neste estudo, a maioria das amostras avaliadas foi identificada como pertencente a
especie E. faecalis, seguida de E. faecium. Esses dados sdo compativeis com os de outros
estudos realizados em periodos distintos e em diferentes regides geograficas, que destacaram
essas espécies como prevalentes (FERNANDES; DHANASHREE, 2013; JIA; LI, WANG,
2014; NARAYANASWAMY et al., 2011). De fato, até o final da década de 1980,
praticamente todas as infec¢Ges enterocdcicas eram causadas por E. faecalis, no entanto, a
partir da década de 1990, infec¢cbes de origem hospitalar causadas por E. faecium tornaram-se
mais frequentes. Atualmente essa espécie é responsdvel por cerca de 40% de todas as
infeccBes enterocdcicas que sao causadas durante a internacdo (ZHANG et al., 2012).

Higuita e Huycke (2014) sugeriram que a predominancia de E. faecalis como principal
agente etioldgico das infeccdes causadas por enterococos poderia estar relacionada ao seu
maior potencial de viruléncia, enquanto que a maior resisténcia aos antimicrobianos
observada em amostras de E. faecium, seria responsavel pelo seu envolvimento em quadros
clinicos mais graves e associados a surtos epidémicos.

Amostras pertencentes as espécies E. avium, E. durans, E. gallinarum e E. raffinosus
também foram identificadas nesse estudo, apesar de em menor frequéncia. A presenca dessas
especies como agentes de bacteremias e de outras infeccdes em humanos ja foi descrita por
outros autores (BILLINGTON et al., 2014; GORDON et al, 1992; MASTROIANNI, 2009;
MOELLERING, 1992; TAN et al., 2010). Porém, a presenca dessas espécies em material
clinico humano, ainda é pouco documentada, particularmente pelas dificuldades inerentes a
caracterizagdo das espécies de Enterococcus, que normalmente exige esquemas convencionais
laboriosos, ou que ndo é satisfatoriamente contemplada pelos de métodos automatizados ou
semi-automatizados mais usuais em laboratérios de rotina diagndstica. Considera-se, portanto,
a necessidade de continua atualizacdo dos profissionais atuantes em laboratérios de
microbiologia de rotina, quanto ao reconhecimento e valorizagdo do isolamento de espécies
de Enterococcus ndo-faecalis e ndo-faecium a partir de material clinico humano, com
destaque para sangue, cuja eventual atribuicdo a mera contaminacdo deve sempre ser
investigada.

Além disso, essas espécies, ditas Enterococcus ndo-faecalis e ndo-faecium, séo aptos a
adquirir e transferir elementos que conferem resisténcia aos antimicrobianos (DANIEL et al.,
2015; HAYES et al., 2003; MIKALSEN et al., 2015; PALMER et al., 2010). Em nosso
estudo, a maioria dessas espécies foi ndo susceptivel a tetraciclina, e amostras pertencentes as
especies E. gallinarum e E. raffinosus exibiram perfis de multirresisténcia (resisténcia a trés

ou mais classes de antimicrobianos).
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Estudos de vigilancia epidemiologica tém ressaltado a evolucdo no padrdo de
resisténcia aos antimicrobianos de Enterococcus ao longo dos anos. Neste estudo, 0s
resultados revelaram um elevado percentual de amostras multirresistentes. Foi avaliado o
perfil de susceptibilidade das amostras isoladas de hemocultura, frente a 15 antimicrobianos.
Os maiores percentuais de ndo susceptibilidade foram observados para ciprofloxacina,
eritromicina, levofloxacina, norfloxacina, rifampicina e tetraciclina. Nossos dados estdo de
acordo com outros dados divulgados na literatura recente (HOLLENBECK; RICE, 2012,
MILLER et al., 2014; WANG et al., 2016). Bender e colaboradores (2009) em um estudo
com amostras isoladas no Rio Grande do Sul, também divulgaram percentuais semelhantes
aos encontrados neste estudo, corroborando nossos achados, sugerindo que percentuais
semelhantes de multirresisténcia para Enterococcus sdo observados em diferentes regides
brasileiras.

Com relagéo aos resultados obtidos nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos,
pode-se destacar a consideravel frequéncia de amostras (cerca de 30%) expressando niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos — HLAR. Nestes casos, dentre 0s mecanismos
conhecidos, a modificacdo do antimicrobiano por acdo enzimatica é o mais frequente no
cenario clinico (PADMASINI et al., 2014; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). Este fato esta
diretamente relacionado a habilidade desses microrganismos atuarem em eventos de
transferéncia horizontal de elementos genéticos moveis como plasmideos e transposons, que €
favorecida pela pressao seletiva exercida pelo o uso de antimicrobianos. (ARIAS; MURRAY,
2012; LI et al., 2015; MILLER et al., 2014). Com relacdo as amostras isoladas de
hemoculturas neste estudo, foram identificados os trés fendtipos mais frequentes de HLAR,
como resisténcia a niveis elevados apenas de gentamicina (HLR-G), apenas estreptomicina
(HLR-S) ou a ambos aminoglicosideos concomitantemente (HLR-GS)

Entretanto, neste estudo, o fenétipo prevalente correspondeu a resisténcia a niveis
elevados de gentamicina. Esta caracteristica, decorrente da acdo de EMAs (enzimas
modificadoras de aminoglicosideos), confere resisténcia concomitante a diversos outros
antimicrobianos desta classe, como tobramicina, netilmicina, amicacina e canamicina
(PALAVENCINO et al.,, 2001; KAGCMAZ; AKSOY, 2005; ZARRILLI et al., 2005).
Adicionalmente, a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina pode também estar
relacionado a presenca de EMASs, ou ser decorrente de altera¢do no sitio alvo no ribossoma
(CETINKAYA et al., 2000).

Antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos sdo clinicamente importantes no

tratamento das infeccdes enterococicas graves; particularmente, devido ao seu efeito sinérgico
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e bactericida em combinacdo com inibidores da sintese da parede celular tais como, beta-
lactdmicos e glicopeptideos. O fenotipo HLAR elimina essa alternativa sinérgica com beta-
lactdmicos, que por décadas é considerada de escolha no tratamento das enterococcias de
maior gravidade, como bacteremias e endocardites (ARIAS; MURRAY, 2012;
HOLLENBECK; RICE, 2012; CATTOIR; GIARD, 2014).

Além disso, a taxa de amostras ndo susceptiveis a penicilina foi muito expressiva entre
as amostras de E. faecium. Os valores percentuais de amostras resistentes a penicilina nas
amostras desta espécie foram muitos superiores aos de E. faecalis. Essa variagdo € comum e
ja foi relatada em outros estudos. A expressdo de resisténcia a penicilina é um reflexo da
presenca de mutacdes pontuais no gene que codifica a PBP5, reduzindo a afinidade desta
proteina pelo antimicrobiano (JUREEN et al., 2004; RICE et al., 2009; GALLOWAY-PENA
et al.,, 2011). A resisténcia a penicilina em enterococos pode ser também decorrente da
expressao de beta-lactamases. Entretanto, esta caracteristica foi identificada apenas em raros
episodios descritos na literatura e em amostras de E. faecalis (RUIZ-GARBAJOSA et al.,
2006; MCBRIDE et al., 2007). Em nosso estudo, ndo foi testada a presenga dessa enzima nas
amostras ndo suscept[iveis.

Considerando-se que, amostras de E. faecium exibem percentuais elevados de
resisténcia a penicilina, a ampicilina passou a ser o0 beta-lactdmico mais utilizado no
tratamento das enterococcias (MURRAY, 1998). Entretanto, em nosso estudo registramos
também um elevado percentual de amostras de E. faecium resistentes a ampicilina. Este dado
corrobora o que ja havia sido relatado por outros autores que destacaram o elevado percentual
de resisténcia a ampicilina em amostras de E. faecium (BROWN et al., 2008; CETINKAYA
et al., 2000; MUNDY et al., 2000; KACMAZ & AKSOY, 2005; TEIXEIRA et al., 2007).

A emergéncia da resisténcia aos glicopeptideos em enterococos, no final dos anos
1980, reduziu ainda mais as possibilidades terapéuticas para as infecgcdes graves causadas por
estes microrganismos (SHEPARD; GILMORE, 2002; COURVALIN, 2006). Amostras de
VRE representam um importante problema de satde publica no mundo. A ocorréncia dessas
amostras em situa¢Oes de maior gravidade, como as infeccBes da corrente sanguinea, sinaliza
de antemdo que poucas serdo as alternativas disponiveis de tratamento e, ainda como
agravante, ocorrem mais comumente entre pacientes hospitalizados e considerados de alto
risco (DESHPANDE et al., 2007). As infeccGes causadas por VRE determinam significativas
consequéncias, tanto sociais quanto econdmicas. O valor estimado para o tratamento dessas

infeccOes € dez vezes maior do que para aquelas causadas por amostras sensiveis a
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vancomicina; além disso, determina um curso clinico mais grave com maior percentual de
6bito (BROWN; TRACZEWSKI, et al., 2005; TACCONELLI; CATALDO et al., 2008).

Neste estudo, das 203 amostras avaliadas, 40 (sendo oito E. faecalis e 32 E. faecium)
apresentaram resisténcia a vancomicina. O fendtipo VanA foi prevalente, responsavel por
72,5% das amostras. Para o restante, a auséncia de resisténcia plena a teicoplanina sugeriu a
presenca dos fendtipos VanB ou VanD. Entretanto, todas as amostras apresentaram o
gendtipo vanA, caracterizado por metodologia de PCR. Assim, foi observado que 27,5% das
amostras (11/40) demonstraram incongruéncia entre fendtipo e gendtipo. Essa discrepancia
entre gendtipo/fenotipo pode estar relacionada a alteracfes no transposon Tn1546, elemento
genético que carreia o conjunto génico vanA. Dentre essas variacOes, a presenca de elementos
de sequéncias de insercdo (IS) pode contribuir para a heterogeneidade de Tn1546 e afetar o
fendtipo VRE, acarretando erros na identificacdo da resisténcia e comprometendo o
procedimento terapéutico (PARK et al., 2007; HENRIQUE et al., 2008; CHA et al., 2013).

As quinolonas geralmente exercem atividade moderada contra os Enterococcus. Essa
classe de antimicrobianos atua inibindo o crescimento da bactéria e interfere na replicacdo do
DNA, especificamente por se ligarem a topoisomerases do tipo Il que controlam o super
enovelamento da dupla hélice (DNA girase e DNA topoisomerase 1V), inibem sua funcéo
levando a quebra da dupla fita. O mecanismos de resisténcia a esses antimicrobianos esta mais
comumente associado & ocorréncia de mutacdes no gene gyrA que codifica uma DNA girase e
parC que codifica para uma DNA topoisomerase 1V (KRISTICH et al., 2014; ONODERA et
al., 2002). Nossos dados estdo de acordo com a literatura que relata que mecanismos de
resisténcia adquirida, em enterococos, para quinolonas e fluoroquinolonas constituem
atualmente caracteristicas comuns desses microrganismos (DOROBAT et al., 2010; XU et
al., 2016). A maior prevaléncia de amostras de enterococos resistentes certamente reflete o
aumento do uso desses antimicrobianos na pratica clinica nas ultimas décadas
(HOLLENBECK & RICE, 2012; JIA; LI, WANG, 2014; YASUFUKU et al., 2011).

Outros antimicrobianos para os quais foram observadas elevadas taxas de resisténcia
entre as amostras avaliadas neste estudo foram eritromicina, tetraciclina e rifampicina. Em
Enterococcus, a resisténcia a eritromicina pode se apresentar com fendtipos variados,
decorrentes da expressdo de uma série de marcadores genotipicos, que conferem resisténcia
cruzada a varios antimicrobianos da familia comumente designada MLSs (que inclui
macrolideos), sendo o gene ermB o principal marcador existente em amostras de origem
clinica (PORTILLO et al, 2000; ROBERTS et al., 1999). Nao foi objetivo deste estudo a

deteccdo dos determinantes genéticos envolvidos na resisténcia a eritromicicna. Entretanto,
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cabe ressaltar que, para as espécies E. faecalis, E. faecium e E. gallinarum registramos que a
quase totalidade das amostras ndo foi susceptivel a este antimicrobiano.

A tetraciclina € um antimicrobiano de amplo espectro que tem sido comumente
utilizado nos ultimos 60 anos para tratar infec¢fes bacterianas. Esse antimicrobiano impede a
sintese proteica pela ligagdo ao sitio ribossomal impedindo sua unido com RNA transportador
n-aminoacyl. O uso regular da tetraciclina, bem como o seu espectro de atividade exerceu
uma pressdo substancial para que Enterococcus passasse a abrigar determinantes de
resisténcia. Essa resisténcia em amostras clinicas de enterococos é frequentemente associada a
presenca de plasmideos e transposons conjugativos e, geralmente, segue duas estratégias:
efluxo ativo do antimicrobiano e protecdo do sitio ribossomal (CHOPRA; ROBERTS, 2001,
FRANCIA; CLEWELL, 2002). Um estudo que buscou identificar a diversidade genética entre
amostras de E. faecalis de cole¢do de culturas e isoladas nos altimos 100 anos, identificou que
a resisténcia a tetraciclina foi a mais comum em todo periodo avaliado (MCBRIDE et al,
2002). De fato, nosso estudo identificou uma taxa maior de nao susceptibilidade a tetracilina
para a espécie E. faecalis (67,8%). De forma surpreendente, a resisténcia a tetraciclina na
espécie E. faecium foi consideravelmente menor (26,8%). Este achado parece ser um dado
particular deste estudo, pois relatos na literatura indicam sempre que percentuais elevados de
resisténcia a tetraciclina sdo comumente exibidos por ambas as espécies (HOLLENBECK &
RICE, 2012; ARIAS; MURRAY, 2012).

A rifampicina possui seu mecanismo de atuacao através da inibicdo da sintese do RNA
mensageiro. A resisténcia a esse antimicrobiano geralmente esta relacionada a uma variedade
de mutacdes no gene rpoB que codifica para a subunidade beta da RNA polimerase. A taxa de
resisténcia a esse antimicrobiano é bastante generalizada, ocorrendo em 66% dos isolados de
E. faecium nos EUA e 67,5% dos isolados na Europa. (DESHPANDE et al., 2007; MILLER
et al., 2014). No presente estudo, a maioria das amostras apresentou um elevado percentual de
ndo susceptibilidade para rifampicina, que foi mais expressivo nas amostras da espécie E.
faecium.

Com relagéo ao cloranfenicol foi observado taxas moderadas de ndo susceptibilidade,
também mais expressiva para E. faecalis. Apesar de o cloranfenicol apresentar uma acgéo
bacteriostatica contra Enterococcus, possui uma eficacia clinica relatada de 53% para tratar
infeccdes mais graves (GOULD et al., 2004; LAUTENBACH et al., 1998). Seu mecanismo
de acdo envolve a inibicdo da traducdo pela ligacdo a subunidade ribossomal 50 S. Varios
mecanismos de resisténcia ao cloranfenicol em bactérias ja foram descritos, 0 mais comum

refere-se a inativacao enzimatica por acetilacdo da droga via enzimas transferases (AAKRA et
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al., 2010; SCHWARZ et al., 2004). Um estudo publicado em 2005 relatou o sucesso no
tratamento com cloranfenicol de um quadro de meningite causado por E. faecium VRE
(SCAPELLATO et al, 2005). Entretanto, ainda sdo poucos os dados disponiveis a respeito da
eficécia deste antimicrobiano no tratamento das enterococcias de maior gravidade.

Por outro lado, os resultados do presente estudo apontaram um elevado percentual de
amostras susceptiveis a nitrofurantoina e fosfomicina. Taxas de resisténcia pouco expressivas
para esses antimicrobianos tém sido relatadas, em acordo com o observado neste estudo
(CHAUDHRY et al., 2016; HORNER et al., 2005). Perez e colaboradores (2011) avaliando o
perfil de susceptibilidade de amostras de Enterococcus isoladas de instituicdes hospitalares de
Cuba, também relataram um baixo percentual de amostras resistentes a nitrofurantoina e a
fosfomicina. A nitrofurantoina € um agente sintético que se mostra eficaz para o tratamento
das infecgOes do trato urinario causadas tanto por bactérias Gram-negativas, quanto Gram-
positivas (RAFII & HANSEN, 1998). Em geral, taxas elevadas de susceptibilidade a este
antimicrobiano sdo relatadas com frequéncia. (CETTI et al., 2008; KARPMAN;
KURZROCK, 2004; ZHANEL et al., 2001).

A fosfomicina também tem se mostrado uma alternativa Util no tratamento de
infeccdes ndo complicadas do trato urindrio inferior, causadas por Enterococcus (PANESSO
et al., 2002). Embora a fosfomicina possua como caracteristica uma alta taxa de emergéncia
de resisténcia in vitro, a taxa de resisténcia in vivo permanece baixa (FALAGAS et al., 2009;
MICHALOPOULOQOS et al., 2011).

Mesmo assim, neste estudo identificamos um elevado percentual de amostras exibindo
caracteristica de multirresisténcia aos antimicrobianos (resisténcia a mais de trés classes de
antimicrobianos). Dessa forma, ressaltamos a urgéncia para conformagdo de novos agentes
antimicrobianos dedicados ao tratamento das infec¢bes causadas por amostras de
Enterococcus multirresistentes. Atualmente, as opc¢des disponiveis permanecem limitadas e
sdo baseadas principalmente na linezolida (uma oxazolidinona sintética), tigeciclina (uma
glicil clina andloga & minociclina) e a associacdo quinupristina-dalfopristina (uma
combinagdo de estreptograminas B e A). Entretanto, amostras de Enterococcus resistentes a
um ou mais destes antimicrobianos vém sendo relatadas em crescente frequéncia (AGER;
GOULD, 2012; AKSOY; UNAI, 2008; BERSOS et al., 2004; BONORA et al., 2006;
CORDINA et al., 2012; GONZALEZ et al., 2001; HERSHBERGER et al., 2004; ISOGAI et
al.,, 2013; KARANIKA et al., 2008; LUTHER et al.,, 2014; MEKA; GOLD, 2004,
MUTSCHLER et al., 2013; NAILOR; SOBEL, 2009; ROSE et al., 2006; SINGH et al., 2002;
WANG et al., 2016; WERNER et al., 2008).
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Este trabalho também buscou investigar a presenca de determinantes genéticos
associados a viruléncia nas amostras de enterococos isoladas de infeccbes da corrente
sanguinea. Dessa forma, foi utilizada a metodologia de PCR em protocolos multiplex a fim de
identificar a presenca dos genes asal, gelE, cylA, esp, hyl, efa, eep, agg e ace, bem como a
relacdo da presenga destes com a resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com o0s
resultados do presente trabalho, a maioria (85,7%) das amostras apresentou produto de
amplificacdo para pelo menos um dos genes pesquisados.

E reconhecido que as amostras da espécie E. faecalis estdo associadas a um maior
potencial de viruléncia, sendo esse o principal agente etioldgico das enterococcias (SAVA et
al., 2010; SHARIFI et al., 2012; SILVA et al., 2013). Os resultados deste estudo
demonstraram que tanto as amostras pertencentes a espécie E. faecalis, quanto a E. faecium
albergavam multiplos genes de viruléncia, apesar da primeira apresentar frequéncias muito
mais elevadas para maioria dos fatores investigados.

O gene ace, responsavel pela producdo de uma proteina de superficie bacteriana
ligadora de colageno e, portanto, pertencente a familia MSCRAMM (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules), j& foi associado a quadros de
endocardite, apesar de ter sido também identificado em amostras de E. faecalis comensais
(DUH et al., 2001; KOCH et al., 2004). A presenca de ace em nosso estudo foi identificada
apenas nas espécies E. faecalis e E. faecium, em uma frequéncia extremamente mais elevada
na primeira (68,6% e 5,4%, respectivamente). A presenca do gene ace em frequéncia elevada
em amostras de E. faecalis esta de acordo com outros estudos relatados na literatura
(LYSAKOWSKA et al., 2012; STRATEVA et al., 2016).

A substancia de agregacdo, codificada pelo gene asal provoca a aglomeragdo de
celulas de E. faecalis e medeia a troca eficiente de DNA entre bactérias doadoras e receptoras
e é induzida por ferormonio(ARIAS; MURRAY et al., 2012; BARBOSA RIBEIRO et al.,
2016). Ressaltamos o elevado percentual de amostras de E. faecalis isoladas de hemoculturas
portadoras do gene asal. Além deste, frequéncias elevadas de eep, efaA e gelE também foram
observadas neste estudo. Estes dados estdo de acordo com o divulgado na literatura que
também aponta uma prevaléncia destacada destes fatores em amostras clinicas de E. faecalis
(FLORENCE et al., 1999; FRANK et al., 2012; GASPAR et al., 2009; SINGH et al., 2010;
STRATEVA et al., 2016; UDO; AL-SWEIH, 2011; UPADHYAYA et al., 2009). Entretanto,
neste estudo foi identificada a presenca de cylA em frequéncia moderada entre as amostras de
E. faecalis. MEDEIROS e colaboradores (2014), em um estudo também realizado em nosso

pais ressalta a menor frequéncia de cylA, se comparado aos demais fatores avaliados, porém
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retrata a importancia clinica de amostras albergando este atributo de viruléncia em infecgdes
graves.

A proteina de superficie EfaA atua na adesdo bacteriana aos tecidos do hospedeiro e
apresenta extensa semelhanca com adesinas de Streptococcus. Essa proteina é apontada como
um antigeno comumente detectado no soro de pacientes apresentando endocardite causada
enterococos (SEDGLEY et al., 2005) e foi identificada em frequéncia elevada em nosso
estudo. Nossos dados estdo de acordo com um estudo recente realizado, no Ird, identificou a
presenca de efaA em todas as amostras clinicas de E. faecalis (HEIDARI et al., 2017). Além
deste, estudos anteriores ja haviam declarado a elevada frequéncia de efaA em amostras de E.
faecalis (CRETI et al., 2009; EATON; GASSON, 2001). Além disso, CONSENTINO e
colaboradores (2010) associaram a presenca de efaA a um elevado percentual de resisténcia
aos aminoglicosideos e quinolonas. A associacdo entre a frequéncia desse determinante de
viruléncia com o elevado percentual de resisténcia a esses antimicrobianos, também, foi
identificada neste estudo.

SHARIFI et al. (2013) associaram a alta prevaléncia de gelE (90%) seguido de asal
(69,6%) e ace (75,4%) com as taxas de resisténcia a rifampicina e eritromicina em E. faecalis.
De forma similar, este fato também pode ser observado entre os resultados obtidos em nosso
estudo. Além destes, outros dados disponiveis na literatura relatam uma relacdo entre a
presenca de determinantes de viruléncia com a frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos.
Arabestani e colaboradores (2017) identificaram uma associacgdo entre a frequéncia de esp e a
resisténcia a ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclina em E. faecium; e a resisténcia ao
cloranfenicol em E. faecalis. Também, os mesmos autores correlacionaram a prevaléncia de
hyl com a resisténcia aos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) em E. faecium; e a
resisténcia a ampicilina e ao cloranfenicol em E. faecalis.

Recentemente, Biswas et al. (2016) correlacionaram a presenca de determinantes de
viruléncia com a resisténcia a vancomicina. Os autores observaram uma elevada frequéncia de
esp e hyl entre amostras de E. faecium VRE. Este fato também foi observado em nosso
estudo, onde uma frequéncia consideravel de amostras de E. faecium VRE albergaram esp
(71,9%) e hyl (37,5%).

A proteina de superficie enterocdcica ESP estd presente na parede celular em
Enterococcus e parece contribuir para a colonizacdo e persisténcia da bactéria nas infecces.
Além disso, parece estar envolvida na interacdo com superficies bidticas e abidticas na
formacéo de biofilmes, o que aumenta de maneira substancial a sobrevivéncia da bactéria em

biopolimeros; além de estar também relacionada com a resisténcia a certos antimicrobianos
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(CHUANG et al., 2009; CHUANG-SMITH et al., 2010; LINDENSTRAU et al., 2011;
SCHLIEVERT et al., 2010).

Adicionalmente, recentes estudos moleculares e epidemioldgicos identificaram a
emergéncia de uma subpopulacdo de E. faecium, denominada complexo clonal 17 (CC17),
identificada por metodologia de sequenciamento de multiplos loci (ou MLST) que apresenta
como marcador o gene esp. Essa subpopulacédo de E. faecium (CC17) se mostra adaptado ao
ambiente hospitalar e emergiu como o resultado de um processo evolutivo de ajuste dessa
espécie a esse ambiente. Diversos estudos ressaltam que a aquisicdo de uma ilha de
patogenicidade que carreia 0 gene esp facilitou a disseminacdo dessas amostras que Sao
comuns em surtos hospitalares (AKPAKA et al., 2017; LOPEZ et al., 2013; SILVA et al.,
2013; TOP et al., 2008; VALDEZATE et al., 2009; WOODFORD et al., 2003).

A clonalidade das amostras de Enterococcus que compuseram este estudo foi
determinada pelo emprego da metodologia de eletroforese em campo pulsado, PFGE. Os
resultados obtidos revelaram que entre as amostras de E. faecium, o grupo clonal nomeado
GCltium reuniu a maioria das amostras VRE incluidas nesta analise. Estas foram isoladas nos
anos de 2006 a 2008 e em 2013 e foram provenientes de quatro instituicdes hospitalares
distintas. Assim, considera-se que esses dados sugerem que esse GC esteve envolvido em
disseminacdo inter-hospitalar. J& em relacdo as amostras de E. faecalis avaliadas por PFGE
pode-se observar uma maior heterogeneidade nos GC identificados (mesmo considerando-se
0 maior nimero de amostras desta espécie avaliadas). Entretanto, amostras provenientes de
instituicOes hospitalares distintas também foram reunidas em um mesmo GC.

A dispersdo clonal de amostras de enterococos multirresistentes ja foi demonstrada em
diversos estudos. Sabe-se que, uma vez estabelecidos em uma unidade hospitalar, esses clones
bem adaptados a esse ambiente sdo extremamente dificeis de serem erradicados. Em nosso
estudo, consideramos a importancia da identificacdo desses clones entre amostras obtidas de
hemoculturas, considerando a gravidade das patologias associadas e a suposta origem
exdgena. Somam-se a isso, as caracteristicas de resisténcia aliadas a atributos de viruléncia
que invariavelmente estdo presentes nesses grupos clonais melhor adaptados e mais
competentes em causar doenca, disseminacdo e sobrevivéncia. Também, a presenca de
determinantes de resisténcia para antimicrobianos que constituem classicamente o regime
terapéutico de escolha nessas infecgdes, como a associagdo de um aminoglicosideo com um
agente ativo em parede celular, contribui para falha terapéutica e, portanto, maiores indices de
morbidade e mortalidade nesses pacientes (CEREDA et al., 2002; CHAVERS et al., 2003;
DADA et al., 2013; JAIN et al., 2011).
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Assim, este estudo pretendeu contribuir com dados brasileiros que possam vir a ser
utilizados como mais um suporte para o desenvolvimento de medidas de contencdo da
dispersdo da resisténcia bacteriana e do controle da disseminacdo dessas amostras, que
albergam importantes caracteristicas de resisténcia e de viruléncia e se mostram capazes de

determinar a etiologia de infec¢Oes graves.
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CONCLUSAO

Neste estudo foram identificadas amostras pertencentes as espécies E. faecalis, E.
faecium, E. avium, E. durans, E. gallinarum e E. raffinosus. Assim, fica evidente que
amostras de diferentes espécies de Enterococcus, albergando importantes atributos de
resisténcia aos antimicrobianos e de viruléncia podem determinar o desenvolvimento de
infecgBes de maior gravidade como as associadas a corrente sanguinea.

Em ambientes hospitalares, o potencial infeccioso dos Enterococcus pode ser devido a
vantagens seletivas conferidas pela sua resisténcia aos antibidticos. Este estudo encontrou
uma taxa elevada de amostras resistentes a multiplas drogas.

No entanto, ndo parece ser apenas o perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos o
responsavel pelo sucesso de Enterococcus na etiologia das infec¢des da corrente sanguinea.
Neste estudo, foi também identificado um elevado percentual de amostras carreando pelo
menos um determinante genético de viruléncia.

As anélises por PFGE identificaram a presenca de grupos clonais associados a
disseminacéo de resisténcia a elevados niveis de aminoglicosideos e a vancomicina, estando
relacionado a habilidade desses microrganismos atuarem em eventos de disseminacédo
horizontal de elementos genéticos, como plasmideos e transposons, favorecida pela pressao
seletiva em ambientes onde ocorre uma maior utilizagdo de antimicrobianos, como o
hospitalar.

Diante do nimero reduzido de dados brasileiros, este estudo pretendeu agregar
conhecimento a esta tematica e reforca a necessidade do monitoramento sistematico dessas
amostras bacterianas, passo crucial para o desenvolvimento de estratégias de controle dessas
infeccgdes.
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