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RESUMO 

 

 

RIBEIRO, Rachel Leite. Caracterização fenotípica e molecular de amostras de 

Enterococcus isoladas em um hospital universitário da cidade do Rio de Janeiro. 2008. 

121f. Tese (Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008. 

 

Os enterococos estão amplamente distribuídos no ambiente. Nos seres humanos, 

compõem a microbiota do trato gastrintestinal, da cavidade oral e do trato geniturinário. Nas 

últimas décadas, esses microrganismos se tornaram importantes agentes etiológicos de 

infecções hospitalares. Uma característica marcante desses microrganismos é a resistência 

intrínseca a vários antimicrobianos utilizados habitualmente no tratamento de infecções, além 

de alguns fatores que tem sido relacionado à virulência de enterococos. Este estudo investigou 

a presença de enterococos em amostras de infecção e colonização de pacientes hospitalizados, 

profissionais de saúde, dietas hospitalares e manipuladores de alimentos. Foram analisadas 

276 amostras de colonização, de quadros de infecção, dietas orais e manipuladores de 

alimento. Não foram recuperadas amostras dos profissionais de saúde. Todas as amostras 

foram submetidas a testes convencionais de caracterização do gênero e espécies. Testes de 

susceptibilidade aos antimicrobianos foram empregados pelo método de disco difusão, além 

da CIM para vancomicina e teicoplanina. A produção de biofilme e a expressão da gelatinase 

também foram avaliadas. Os genes de resistência a gentamicina, estreptomicina e 

vancomicina e os genes de virulência cylA, esp e fsr foram pesquisados pela técnica de PCR. 

O polimorfismo genético foi determinado por PFGE. A espécie E. faecalis foi a prevalente 

nas amostras isoladas de colonização e infecção (42,2% e 81,9%, respectivamente). E. 

casseliflavus (58,9%) foi a mais freqüente dentre as amostras das dietas hospitalares e E. 

faecium (46,7%) de manipuladores. Dentre as amostras de colonização as maiores taxas de 

resistência foram observadas para eritromicina (76,3%) e ciprofloxacina (53,9%). Dentre as 

amostras de infecção, >70% foram resistentes a eritromicina, ciprofloxacina e tetraciclina. 

Resistência a níveis elevados de gentamcina (HLR-GE) e estreptomicina (HLR-ST) foi 

detectada em 24,6% e 20,4% das amostras, respectivamente, e todas foram portadoras dos 

respectivos genes. A maioria das amostras de colonização (52,6%) e infecção (55,7%) foram 

multirresistentes. A taxa para resistência a níveis elevados de vancomicina foi de 5,2% e todas 

eram portadoras do gene vanA. Em relação a formação de biofilme, 70,2% foram produtoras, 

com uma maior freqüência dentre as de infecção. A expressão de gelatinase foi detectada em 

28,9% e 44,3% das amostras de colonização e infecção, respectivamente. Nenhuma das 

amostras isoladas das dietas hospitalares e de manipuladores expressou gelatinase. Nas 

amostras pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium (n=109) 16,5%, 51,4% e 48,6% 

apresentaram produtos de amplificação referentes aos genes cylA, esp e fsr, respectivamente. 

A análise do polimorfismo genético revelou uma extensa diversidade dentre as amostras 

pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium, não acarretando um perfil eletroforético 

prevalente. Entretanto, foi observado um perfil único dentre as amostras de E. gallinarum 

resistentes a vancomicina (vanA). Este estudo mostrou que amostras de enterococos isoladas 

de diferentes fontes, não só de quadros infecciosos, podem representar um risco para a 

população, apontando para uma maior reflexão quanto ao papel desses microrganismos nas 

infecções humanas, particularmente no ambiente hospitalar. 

 

Palavras-chave: Enterococcus. Resistência à antimicrobianos. Multirresistencia. Biofilme. 



 

 

ABSTRACT 

 

 

RIBEIRO, Rachel Leite. Phenotypic and molecular characterization of strains of 

Enterococcus isolated in a university hospital in the city of Rio de Janeiro. 2008. 121f. 

Tese (Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008. 

 

Enterococci are widespread in the nature. In humans, as in the other animals, 

gastrointestinal tract, the oral cavity and the genitourinary tract. In recent decades, these 

microorganisms have emerged as one important of the most pathogen associated with 

nosocomial infections. They shows intrinsic resistance to several antimicrobial commonly 

used for treatment of the infections. Several potential virulence factors have been identified in 

enterococci, but none has been established as having a major contribution to virulence in 

humans, as well as some factors that has been linked to the virulence of enterococci. We 

analyzed 276 isolates obtained from colonization, infection, hospital diets and food handlers. 

The isolates were identified by conventional physiological tests for characterization at genus 

and species level. Antimicrobial susceptibilities were determined by the disk diffusion test 

method. CIM to vancomycin and teicoplanin were avayable by E-test. The biofilm production 

and the expression of gelatinase were also evaluated. The genes for resistance to gentamicin, 

vancomycin, streptomycin resistance genes as code as determinants virulence cylA, esp and 

fsr were investigated by PCR. The genetic polymorphism was determined by PFGE. E. 

faecalis was prevalent species recovered from colonization and infection (42.2% and 81.9%, 

respectively). E. casseliflavus (58.9%) was frequent species among the hospital diets samples. 

On the other hand, E. faecium (46.7%) was prevalent in food handlers. Among the 

colonization isolates the highest rates of resistance were observed to erythromycin (76.3%) 

and ciprofloxacin (53.9%). Although, >70% of infection isolates were resistant to 

erythromycin, tetracycline and ciprofloxacin. High level resistance to gentamicin (HLR-GE) 

and streptomycin (HLR-ST) were detected in 24.6% and 20.4% of the samples, respectively, 

and these isolates harboured the genes aac(6’)-Ie-aph(2’’)-Ia and aph(2”)-Ic. Most strains of 

colonization (52.6%) and infection (55.7%) were multidrug resistant. High level resistance to 

vancomycin were detected in 5.2% of isolates harbouring vanA gene. 70.2% of the isolates 

were biofilm producers, were greater frequency among of infection. The expression of 

gelatinase was detected in 28.9% and 44.3% of colonization and infection isolates, 

respectively. None of the isolates recovered from the hospital diets and food handlers 

expressed gelatinase. In E. faecalis and E. faecium strains (n = 109) 16.5%, 51.4% and 48.6% 

showed amplification products related cylA, esp and fsr genes, respectively. The analysis of 

genetic polymorphism showed a wide diversity among the isolates belonging to the E. 

faecalis and E. faecium species. None prevalent profile was observed. The E. gallinarum 

vanc1/vanA isolates showed identical PFGE profiles. This study showed that enterococci 

strains isolated from diferents sources, also represents a potential risk for population, 

particularly those in hospital environment. 

 

Keywords: Enterococcus. Resistance to antimicrobials. Multidrug resistance. Biofilm. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

O gênero Enterococcus foi primeiramente descrito em 1984 por Schleifer & 

Kilper-Bälz, e é composto de cocos Gram-positivos, dispostos isolados, aos pares ou em 

cadeias curtas, anaeróbios facultativos e que não possuem enzimas citocromo oxidase. 

Apesar de sua temperatura ótima de crescimento ser 35ºC, a maioria das amostras é 

capaz de crescer na faixa entre 10ºC e 45ºC, além de tolerar temperaturas elevadas por 

longos períodos de tempo (60ºC/ 30 min). Esses microrganismos também são capazes 

de crescer em meios ácidos ou alcalinos e hipotônicos ou hipertônicos (crescem em 

meios contendo 6,5% de cloreto de sódio) (Murray, 1990). 

Outras características específicas do gênero Enterococcus são: a capacidade de 

hidrolisar esculina na presença de 40% de sais biliares, e a produção das enzimas 

pirrolidonilarilamidase e leucina aminopeptidase responsáveis pela hidrólise dos 

substratos L-pirrolidonil -naftilamida (teste do PYR) e L-leucina -naftilamida (teste 

do LAP), respectivamente. 

Os enterococos são homofermentativos, não produzem gás e o ácido lático é o 

produto final da fermentação da glicose. A maioria das amostras apresenta um antígeno 

associado à parede celular, que é identificado como antígeno do grupo D de Lancefield, 

sendo que sua detecção depende da eficácia do procedimento de extração e da qualidade 

do anti-soro utilizado (Facklam, Sahm & Teixeira, 1999). 

Para facilitar a caracterização das espécies de Enterococcus, Teixeira e Facklam, 

em 2003, propuseram um esquema simplificado constituído de duas etapas. A primeira 

separa os enterococos em grupos fisiologicamente distintos, baseada em provas 

bioquímicas, tais como a produção de ácidos a partir dos açúcares manitol, sorbose e 

sorbitol e a descarboxilação do aminoácido arginina. Por fim, as espécies são 

identificadas por testes adicionais, que incluem a fermentação de outros açúcares como 

arabinose, rafinose, sacarose e metil--D-glicopiranosídeo (MGP), utilização do 

piruvato de sódio, capacidade de crescer em meio contendo 0,04% de telurito, produção 

de pigmento e mobilidade. 

Atualmente, o gênero Enterococcus é composto por 36 espécies, discriminadas 

com base na quimiotaxonomia e em estudos filogenéticos, a saber: E. aquimarinus, E. 

asini, E. avium, E. caccae, E. camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E. 

cecorum, E. columbae, E. devriesei, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. 
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gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hawaiiensis, E. hermanniensis, E. hirae, 

E. italicus, E. malodoratus, E. moraviensis, E. mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. 

pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. saccharolyticus, E. sanguinicola, E. silesiacus, 

E. sulfureus, E. termitis e E. villorum (Carvalho et al., 2006; Svec et al., 2006; Teixeira 

et al., 2007; Sukontasing et al., 2007). Porém, já foi declarado que o arranjo filogenético 

do gênero Enterococcus ainda não está bem elucidado e é provável que reclassificações, 

ainda sejam necessárias (Svec et al., 2006; Teixeira et al., 2007). Até o momento, sabe-

se que cinco espécies inicialmente nomeadas como pertencentes ao gênero 

Enterococcus já foram realocadas: E. seriolicida transferida para Lactococcus garviae 

(Teixeira et al., 1996); E. porcinus para E. villorum (De Graef et al., 2003); E. solitarius 

para Tetragenococcus solitarius (Ennahar & Cai, 2005); E. flavescens para E. 

casseliflavus; e E. saccharominimus para E. italicus (Naser et al., 2006). 

A caracterização fisiológica das espécies de enterococos é complexa e 

eventualmente são isoladas amostras apresentando diversas atipias. Adicionalmente, a 

identificação precisa de algumas espécies é ainda mais dificultada por exibirem, de 

forma característica, um comportamento fisiológico “incomum” ao gênero. Por 

exemplo, amostras de E. haemoperoxidus podem ser positivas no teste da catalase (Svec 

et al., 2001); e E. cecorum, E. columbae, E. pallens, E. saccharolyticus e algumas 

amostras de E. cannisteni, E. devriesei e E. moraviensis não hidrolizam o L-pirrolidonil 

-naftilamida, sendo negativas no teste do PYR (Teixeira et al., 2007). Para todos esses 

casos, é recomendada a utilização de técnicas moleculares que auxiliem na confirmação 

da caracterização dessas amostras (Teixeira et al., 1995; Jurkovic et al., 2006). Dentre 

as mais referendadas encontra-se o emprego da análise dos perfis eletroforéticos de 

proteínas totais em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE), que é uma ferramenta bastante confiável e de simples execução na 

caracterização das espécies do gênero (Merquior et al. 1994). A metodologia de 

amplificação em cadeia da polimerase (PCR, Polymerase chain reaction) também tem 

sido utilizada na identificação de diferentes “seqüências-alvo”, que sejam espécie e/ou 

gênero-específicas, particularmente nos genes 16S rRNA, que codifica o RNA 

ribossomal 16S (Monstein et al., 1998; Patel et al., 1998; Fortina et al., 2007) e tuf, 

responsável pela expressão do fator de elongação EF-Tu, envolvido na formação da 

cadeia peptídica durante a síntese protéica (Ke et al., 1999). 

Os Enterococcus estão amplamente distribuídos no ambiente, em habitats 

variados. De modo geral, nos mamíferos, o habitat natural dos enterococos é o trato 
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gastrintestinal (aproximadamente 10
5
-10

7
 unidades formadoras de colônia por grama de 

fezes – UFC/g). Nos seres humanos, também, fazem parte da microbiota do trato 

geniturinário e da cavidade oral, sendo encontrados colonizando 100% dos indivíduos 

adultos sadios (Kaiser, 2003; McBride et al., 2007). 

Apesar de não ser observada uma relação estrita entre uma determinada espécie 

de enterococos e um hospedeiro específico, já foram relatadas diferenças na 

predominância em algumas situações. Por exemplo, E. faecalis e E. faecium são as mais 

freqüentes nos casos de infecção e colonização em seres humanos. Por outro lado, E. 

columbae, E, asini e E. villorum são as espécies de enterococos prevalentes em aves 

(pombos), asininos e suínos, respectivamente (Teixeira et al., 2007). 

A colonização de animais e seres humanos por diferentes espécies de 

enterococos está ainda sujeita a variações associadas a fatores variados, tais como dieta, 

idade, localização geográfica e efeitos sazonais. Em estudos comparativos foi 

demonstrado que a espécie E. faecium foi prevalente nas fezes de indivíduos residentes 

em países onde a dieta vegetariana é predominante (como por exemplo, Índia e Japão). 

Por outro lado, E. faecalis foi sempre encontrada em proporções bem mais elevadas do 

que as demais espécies, em avaliações epidemiológicas em países como Inglaterra, 

Escócia e Estados Unidos, onde são comuns outros tipos de dietas (Chenowett et al., 

1990; Kayser, 2003). 

Resistência aos Antimicrobianos 

Uma característica marcante desses microrganismos é a resistência intrínseca a 

vários antimicrobianos empregados habitualmente no tratamento de infecções causadas 

por bactérias Gram positivas. O termo resistência intrínseca é utilizado para designar 

fenótipos que representam propriedades inerentes a determinadas espécies ou gêneros 

bacterianos. Este tipo de resistência é codificado por genes cromossômicos e, em 

enterococos, inclui a resistência as sulfanamidas, aos beta-lactâmicos, a clindamicina e a 

concentrações baixas de aminoglicosídeos e vancomicina (Morrisson et al., 1997; Klare 

et al., 2003). Adicionalmente, amostras de enterococos têm adquirido com freqüência 

genes de resistência a múltiplos agentes antimicrobianos tais como, cloranfenicol, 

eritromicina, fluoroquinolonas, tetraciclina e a concentrações elevadas de beta-

lactâmicos, aminoglicosídeos e glicopeptídeos. Mecanismos de resistência adquirida são 

decorrentes de mutações ou aquisição de moléculas de DNA extra-cromossômicas, 

como plasmídeos e transposons (Murray, 1990; Suntharam et al., 2002; Franz et al., 

2003). 
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Em enterococos, a resistência a níveis elevados de beta-lactâmicos está 

associada a dois mecanismos principais: a hiperprodução de proteínas que ligam 

penicilina (PBP, Penicillin Binding Protein) com afinidade reduzida para beta-

lactâmicos ou a produção de beta-lactamase. A ação bactericida de agentes beta-

lactâmicos depende da capacidade de inibir estágios finais da síntese do peptideoglicano 

por inativação das PBPs, que apresentam atividades de transpeptidases, 

carboxipeptidases e transglicosilases, in vivo. Dentre as diferentes classes de PBPs, 

pode-se afirmar que as PBPs 1, 2 e 3 possuem alta afinidade para a penicilina, enquanto 

as PBPs 4 e 6 apresentam baixa afinidade. E, ainda, a PBP 5 é a que possui menor 

afinidade por este antimicrobiano. Amostras exibindo resistência a níveis elevados de 

penicilina (Concentração Inibitória Mínima – CIM, de até 512g/mL) têm sido 

identificadas com maior freqüência, particularmente na espécie E. faecium. Os 

mecanismos de resistência envolvidos correspondem a hiperprodução da PBP5 e/ou 

mutações em genes (por exemplo, pbp5), levando à diminuição, ainda mais 

significativa, de sua afinidade (Rybkine et al., 1998; Jureen et al., 2003). 

O primeiro relato de enterococos produtores de beta-lactamase foi em Houston, 

Texas, EUA, por Mederski-Samoraj & Murray, em 1983. Desde então, a freqüência de 

isolamento destas amostras é extremamente rara, tendo sido relatadas em apenas poucos 

episódios (Lopardo et al., 1990; Rhinehart et al., 1990; Murray et al., 1991). Conforme 

descrito por Murray (1998), o gene responsável pela produção da penicilinase em 

enterococos tem elevado grau de homologia com o gene que codifica a penicilinase A 

em estafilococos, porém aparentemente esta característica não se perpetuou entre as 

espécies do gênero. 

O mecanismo de resistência intrínseca aos aminoglicosídeos, característico de 

enterococos, resulta em valores de CIM que podem variar de 16g/mL a 64g/mL. Esse 

fenótipo é decorrente de um defeito na energização oxidativa da membrana 

citoplasmática, resultando em uma redução do transporte ativo da droga para o interior 

da célula bacteriana (Leclercq, 1997). Quando este é o único mecanismo expresso, para 

este grupo de antimicrobianos, a associação de um aminoglicosídeo com um agente que 

atue interferindo na formação da parede celular, resulta em efeito sinérgico bactericida, 

comumente empregado como regime terapêutico nas enterococcias graves (Murray, 

1990). 

Já, a resistência adquirida a níveis elevados de aminoglicosídeos (HLAR, do 

inglês High-Level Aminoglycoside Resistance) é decorrente de dois mecanismos 
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diferentes: alteração no sítio alvo nos ribossomos e inativação por enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos (EMAs). O primeiro é conseqüência de mutações 

cromossômicas, enquanto o segundo é mediado pela aquisição de genes localizados em 

plasmídeos transferíveis e transposons (Murray, 1998). 

O fenótipo HLAR para estreptomicina (HLR-ST) pode ser decorrente da 

alteração de proteínas-alvo presentes no ribossomo ou também pode ocorrer devido à 

produção de EMAs. Neste último, a enzima ANT(6)-I, codificada pelo gene ant(6)-Ia, é 

a mais comumente detectada em enterococos, determinando valores elevados de 

concentração inibitória mínima (CIM>2.000 g/mL). 

A demonstração de que algumas amostras de enterococos eram resistentes a 

níveis elevados de estreptomicina levou ao aumento no uso de gentamicina, que  

associada a uma penicilina, passou a ser a escolha para o tratamento das infecções 

enterocócicas graves (por exemplo, endocardites). Subseqüentemente, decorrente da 

maior pressão seletiva, emergiram amostras de enterococos resistentes a níveis elevados 

de gentamicina (HLR-GE, CIM>500g/ml). Quando a resistência a níveis elevados de 

gentamicina e estreptomicina ocorre na mesma amostra de enterococos perde-se o 

regime terapêutico bactericida confiável e conseqüentemente não há mais terapia ideal 

para endocardite enterocócica (Murray, 1998). 

O fenótipo HLR-GE resulta, predominantemente, da expressão dos genes 

aac(6’)-Ie-aph(2’’)-Ia, aph(2’’)Ib, aph(2’’)Ic e aph(2’’)Id. A enzima AAC(6’)-APH(2”) 

é mais freqüentemente encontrada em enterococos e apresenta atividade bifuncional de 

acetiltransferase e de fosfotransferase. A expressão dessa enzima, codificada pelo gene 

correspondente, aac(6´)-Ie-aph(2'')-Ia encontrado em plasmídeos conjugativos, confere 

resistência a todos os aminoglicosídeos comercialmente disponíveis, exceto 

estreptomicina (Donabedian et al., 2003; Lester et al., 2004; Qu et al., 2005). 

As outras EMAs que têm sido associadas a amostras de Enterococcus são menos 

freqüentes. A enzima APH(2'')-Ic, codificada pelo gene aph(2”)-Ic foi responsabilizada 

pela ocorrência de resistência a níveis elevados de gentamicina (CIM=256g/mL) em 

amostras de E. faecalis e de E. gallinarum, nos estudos desenvolvidos por Bantar et al. 

(1993) e Chow e colaboradores (1997), respectivamente. Enquanto que, Tsai et al. 

(1998) atribuíram a presença desta característica de resistência à detecção em amostras 

de E. casseliflavus da enzima APH(2'')-Id e Kao et al. (2000) descreveram em E. 

faecium a ocorrência de APH(2'')-Ib. 
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A partir dos primeiros relatos de amostras apresentando HLAR, a freqüência de 

infecções causadas por enterococos com esta característica tem aumentado 

significativamente (Watanakunakorn, 1992; Handwerger et al., 1993; Antalek et al., 

1995; Vandamme et al., 1996; Merquior et al., 1997; Ma et al., 1998; Barisic & Punda-

Polic, 2000; Lopes et al., 2006). 

No Brasil, um estudo de freqüência de fenótipos de HLAR em amostras isoladas 

de infecções em pacientes provenientes de duas instituições hospitalares na cidade do 

Rio de Janeiro, revelou índices de 30,5% e 42,6% de amostras exibindo HLR-GE e 

HLR-ES, respectivamente (Netz, 1998). Estudo similar, realizado com amostras de 

enterococos obtidas de colonização intestinal de pacientes hospitalizados, revelou 

índices de 67,5% e 24% das amostras apresentando HLAR para os mesmos 

antimicrobianos (Cappelli, 1999). Outros relatos no Brasil apontaram percentuais 

similares (Stern et al., 1994; Carvalho, 1998; Mendonça, 1998; Albuquerque, 2000; 

Paula, 2000; Teixeira et al., 2001; Mondino et al., 2003). 

Os antimicrobianos da classe dos macrolídeos (particularmente eritromicina) 

constituem uma terapia alternativa para o tratamento de enterococcias, tanto em 

humanos quanto animais (Butaye et al., 2001). Entretanto, três diferentes mecanismos 

de resistência já foram descritos em bactérias Gram positivas. São eles: alteração na 

fração 23S dos ribossomos, mecanismos de efluxo ativo da droga, codificado pelos 

genes mef, msr e mre, além de inativação enzimática por metilases, cujos genes 

correspondem a ermA, ermB e ermC. Os genes mef e msrC já foram descritos em 

enterococos (Clancy et al., 1997; Luna et al., 1999; Jensen et al., 1999). Entretanto, 

Portillo e colaboradores (2000) revelaram a prevalência absoluta do gene ermB em 

amostras  resistentes a níveis elevados de eritromicina (CIM128g/mL). 

Em estudos nos quais perfis de resistência aos antimicrobianos foram avaliados, 

é destacada a freqüência elevada de enterococos resistentes à tetraciclina, tanto entre 

amostras de origem clínica quanto de alimentos. Os mecanismos de resistência à 

tetraciclina, em enterococos, estão associados à presença dos genes tet, que codificam a 

expressão de proteínas que protegem o alvo ribossomal, codificadas pelos genes tetM, 

tetO e tetS, e bombas de efluxo dependentes de energia, codificadas pelos genes tetK e 

tetL (Aarestrup et al., 2000; Butaye et al., 2001; Chopra et al., 2001; Leener et al., 

2005; Cauwerts et al., 2007). 

Mecanismos de resistência adquirida, também, já foram descritos para outros 

antimicrobianos, tais como: cloranfenicol através da expressão da enzima cloranfenicol 
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acetiltransferase (reconhecida pela sigla CAT) ou por efluxo ativo da droga; 

fluoroquinolonas, especialmente norfloxacina, por alteração da subunidade A da enzima 

DNA girase ou, também, por efluxo da droga (Nakanishi et al., 1991; Lynch et al., 

1997). 

Somando-se ao destacado “arsenal de resistência” presente em enterococos, 

pode-se observar, no final da década de 80, a emergência de amostras resistentes a 

níveis elevados de glicopeptídeos, particularmente vancomicina. A vancomicina é um 

agente alternativo no tratamento de enterococcias e, na maioria das vezes, é a droga de 

escolha quando a terapia sinérgica com beta-lactâmicos e aminoglicosídeos falha. No 

entanto, desde 1986, mecanismos de resistência adquirida à vancomicina em amostras 

de enterococos vêm sendo descritos com maior freqüência, em diferentes países, 

inclusive no Brasil (Chavers et al., 2003; Amyes et al., 2007). 

Amostras de Enterococcus resistentes à vancomicina (VRE, Vancomycin-

Resistant Enterococci) têm emergido como uma das mais importantes causas de 

infecções hospitalares, principalmente entre pacientes imunodeprimidos. Além disso, 

amostras de enterococos combinando mecanismos de resistência a este antimicrobiano e 

HLAR, praticamente, excluem todas as alternativas terapêuticas disponíveis (CDC, 

1999; Kawalek et al., 2001; Rice, 2001; Novais et al., 2002; Simonsen et al., 2003; 

Amyes et al., 2007).  

Amostras VRE apresentam elevada capacidade de disseminação, sendo 

rapidamente transmitidas de paciente para paciente, configurando situações de surto 

e/ou endemicidade, em várias instituições de todo o mundo. Atualmente, essas amostras 

são endêmicas em diversos hospitais norte-americanos e a prevalência vem se mantendo 

crescente em vários países europeus (HICPAC, 2003; Novais et al., 2004). Acredita-se 

que a aquisição de VRE, nos EUA, ocorra principalmente no ambiente hospitalar, onde 

a pressão seletiva do uso terapêutico e profilático de antimicrobianos levaria a 

emergência de amostras resistentes (Mascini & Boten, 2005; Tenover & McDonald, 

2005). Por outro lado, na Europa, casos de infecções hospitalares por VREs são 

esporádicos e essas amostras foram isoladas a partir de animais, o que sugere outras 

possíveis fontes de disseminação desses microrganismos, nesse continente. A adição do 

glicopeptídeo avoparcina nas rações animais, como promotor de crescimento, parece ter 

favorecido a emergência dessas amostras em algumas regiões da Europa (Del Campo et 

al., 2003; Goossens, 2005; Johnsen et al., 2005). No Brasil, dados quanto à 

caracterização e disseminação dessas amostras, nos estados do Paraná, São Paulo, Rio 
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de Janeiro, Rio Grande do Sul, Pernambuco e Minas Gerais, foram relatados (Dalla 

Costa et al., 1998; Zanella et al., 1999, 2003; Albuquerque et al., 2000; d´Azevedo et 

al., 2001, Vilela et al., 2006; Ribas et al., 2007). 

Os antimicrobianos da classe dos glicopeptídeos interagem com resíduos C-

terminais de D-Alanil-D-Alanina, precursores do peptideoglicano, bloqueando a síntese 

da parede celular por inibição das reações de transglicosilação e transpeptidação (Arthur 

& Courvalin, 1993). Nas amostras de enterococos sensíveis a vancomicina, o dipeptídeo 

D-Alanil-D-Alanina, formado pela enzima D-Ala-D-Ala ligase, é unido a um 

tripeptídeo para formar um precursor pentapeptídico do peptideoglicano, fundamental à 

síntese da parede celular bacteriana. O terminal D-Ala-D-Ala é o sítio alvo da 

vancomicina, que, uma vez ligada, impede a utilização do precursor pentapeptídico na 

síntese da parede celular. 

A resistência aos glicopeptídeos, em enterococos, deve-se à síntese de 

precursores de peptideoglicano modificados, que apresentam uma afinidade reduzida 

pela vancomicina e teicoplanina, estando associada a diversos fenótipos intrínsecos ou 

adquiridos. Os diversos fenótipos de resistência descritos entre os enterococos são 

denominados de VanA, VanB, VanC, VanD, VanE e VanG. Os fenótipos VanA, VanB 

e VanD sintetizam o UDP-muramil-pentapeptídeo[D-Lactato] como principal precursor 

do peptideoglicano. Já os fenótipos VanC e VanE sintetizam o UDP-muramil-

pentapetídeo[D-Serina] (Ambúr et al., 2002). Entretanto, os de maior impacto são: 

VanA, relacionado a resistência induzida a níveis elevados de vancomicina e 

teicoplanina; e VanB relacionado a resistência induzida a níveis variados de 

vancomicina e manutenção da susceptibilidade a teicoplanina (Ambúr et al., 2002; 

Courvalin, 2006). 

VanA é induzido pela exposição do microrganismo a vancomicina, que resulta 

na expressão de diversas proteínas que, em conjunto, conferem resistência a níveis 

elevados do antimicrobiano (CIM  64g/mL). Este fenótipo é codificado por um 

conjunto de sete genes, denominado conjunto vanA, presente no transposon Tn1546, ou 

em elementos relacionados, localizados geralmente em um plasmídeo de alta freqüência 

de transferência. Quando há exposição do microrganismo à vancomicina, ocorre a 

indução de diversas proteínas que em conjunto conferem resistência ao antimicrobiano 

(Robredo et al., 2000). 

A proteína VanA é uma ligase, que tem sua síntese induzida na presença de 

vancomicina e dá origem a uma D-Alanil-D-X, onde X geralmente é o lactato. A 
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formação do D-Lactato leva à expressão de VanH, uma desidrogenase codificada pelo 

gene vanH. O peptídeo desidrogenado modificado, D-Ala-D-Lac, é unido ao 

tripeptídeo, resultando num precursor pentapetídico alterado. A vancomicina não se liga 

ao terminal D-Ala-D-Lac; logo, este pentapeptídeo modificado pode ser utilizado nas 

etapas seguintes da síntese da parede celular. A presença concomitante do precursor 

pentapetídico normal é contornada pela expressão de VanX, uma dipeptidase codificada 

pelo gene vanX, que cliva D-Ala-D-Ala, impedindo a sua ligação ao tripeptídeo. Além 

desta, o gene vanY codifica para a síntese de uma carboxipeptidase (VanY), que cliva a 

D-Alanina e o D-Lactato dos terminais D-Ala-D-Ala e D-Ala-D-Lac, respectivamente, 

resultando em precursores tetrapeptídicos, aos quais a vancomicina também não tem 

afinidade. Outros genes envolvidos no fenótipo VanA são o vanR e o vanS, que 

codificam proteínas relacionadas a detecção da presença de vancomicina extracelular e 

a sinalização intracelular, resultando na  transcrição de vanAHX. Por fim, o gene vanZ, 

também presente no conjunto vanA, codifica a proteína VanZ, cujo papel ainda não é 

conhecido (Novais et al., 2004). 

O fenótipo VanB expressa resistência induzida e transferível a vancomicina, 

porém as amostras permanecem sensíveis à teicoplanina. A maioria das proteínas, 

codificadas pelo conjunto gênico vanA, possui homólogos codificados pelo vanB, com 

exceção de VanZ. O conjunto vanB apresenta um gene adicional, o vanW, cuja função 

ainda é desconhecida (Murray, 1998). O conjunto gênico vanB pode estar localizado nos 

transposons Tn1547, Tn1549 ou Tn5382 (Quintiliani & Courvalin, 1996; Carias et al., 

1998; Garnier et al., 2000). O transposon Tn5382 também carreia genes de resistência a 

ampicilina e a tetraciclina e foi responsabilizado pela disseminação do conjunto gênico 

vanB entre amostras de E. faecium relacionadas a surtos descritos em vários estados 

norte-americanos (Hanrahan et al., 2000). O gene vanB apresenta regiões variáveis e já 

foi classificado em três subtipos denominados vanB1, vanB2 e vanB3 (Dahl et al., 

1999). 

O fenótipo VanC confere resistência intrínseca a níveis baixos de vancomicina e 

é característico das espécies de enterococos móveis (E. gallinarum, E. casseliflavus e E. 

casseliflavus-E. flavescens). As enzimas VanC1, VanC2 e VanC2-VanC3 ligase, 

específicas dessas espécies, participam da síntese do pentapeptídeo da parede celular, 

pela adição do terminal D-Alanil-D-Serina, que apresenta uma menor afinidade pela 

vancomicina, do que D-Ala-D-Ala. O fenótipo de resistência a níveis baixos de 

vancomicina é decorrente da síntese híbrida da parede celular, pela utilização de ambos 
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os precursores. A CIM para vancomicina em E. gallinarum e E. casseliflavus pode 

variar entre 2-32g/mL e 2-8g/mL, respectivamente, e os microrganismos 

permanecem sensíveis a teicoplanina (Toye et al., 1997). 

Reynolds et al. (1994) demonstraram que o mecanismo de resistência 

relacionado ao genótipo vanC-1, característico de E. gallinarum, envolve uma via 

alterada da síntese do peptideoglicano e hidrólise dos precursores normais da via 

sensível a vancomicina. O marcador VanC de E. gallinarum consiste de cinco genes: 

vanC-1, vanXY(C), vanT, vanR(C) e vanS(C). Destes, apenas três genes são necessários 

para expressar resistência: vanC-1 que codifica uma ligase que sintetiza o dipeptídeo D-

Ala-D-Ser para adição ao UDP-muramil-tripeptídeo; vanXY(C) que codifica uma D,D-

dipeptidase-carboxipeptidase que hidrolisa D-Ala-D-Ala (atividade D,D-dipeptidase), 

removendo o resíduo D-Ala terminal do UDP-muramil-L-Ala-D-isoGlu-L-Lys-D-Ala-

D-Ala; e vanT que codifica uma serina racemase ligada à membrana, disponibilizando 

D-serina para biossíntese. Os genes vanS(C)-vanR(C) são componentes do sistema 

regulatório (Arias et al., 2000; Panesso et al., 2005). 

Dutta & Reynolds (2002) verificaram que o marcador vanC-2 da amostra de 

referência E. casseliflavus ATCC 25788, também, consiste de cinco genes, 

denominados vanC-2, vanXY(C-2), vanT(C-2), vanR(C-2) e vanS(C-2), e apresenta 

organização semelhante a do marcador de E. gallinarum. Através de análise 

comparativa, os autores evidenciaram que as proteínas codificadas por ambos os 

marcadores apresentaram um considerável grau de similaridade. A D,D-dipeptidase-

carboxipeptidase codificada pelo gene vanXY(C-2) exibiu 81% de identidade na 

seqüência de aminoácidos com a enzima codificada pelo gene vanXY(C). Os produtos 

dos genes vanR(C-2) e vanS(C-2) mostraram identidade com os produtos dos genes 

vanR(C) e vanS(C) e compartilharam resíduos conservados importantes, como para a 

função de regulador da resposta e de histidina quinase, respectivamente. Já, as serina 

racemases [vanT(C-2) e vanT] apresentaram 65% de identidade entre suas seqüências de 

aminoácidos. Um fato importante observado por esses autores foi a necessidade de um 

longo período de indução para que a amostra E. casseliflavus ATCC 25788 expressasse 

a resistência à vancomicina, sugerindo que a disponibilidade de D-Ser teria um papel 

relevante nesse processo. 

Em amostras de enterococos móveis, o fenótipo de VanC pode coexistir com 

outros conjuntos gênicos envolvidos na expressão de resistência à vancomicina como 

vanA e vanB. Resistência a níveis elevados de glicopeptídeos mediada pelo gene vanA 
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já foi descrita em amostras de E. gallinarum e E. casseliflavus. A presença de vanB em 

amostras de enterococos móveis, mais especificamente em amostras de E. gallinarum, 

foi relatada em três casos distintos, até o momento (Schooneveldt et al., 2000; Togneri 

et al., 2003; Neves, 2005). 

Perichon e colaboradores (1997) descreveram o fenótipo VanD em uma amostra 

de E. faecium isolada nos Estados Unidos. Esta amostra apresentou resistência 

constitutiva à vancomicina (CIM=64g/mL) e a baixas concentrações de teicoplanina 

(CIM=4g/mL). Utilizando a técnica de PCR, esses autores demonstraram que o gene 

vanD apresenta uma homologia de 69% com vanA e vanB e de 43% com vanC. O gene 

vanD codifica uma D-Ala-D-Lac ligase, semelhante às codificadas por vanA e vanB, 

entretanto, neste caso, não é transferível. 

O fenótipo VanE, descrito por Fines et al. (1999) em uma amostra de E. faecalis, 

aparentemente não é transferível e caracteriza-se pela expressão de resistência induzida 

a níveis baixos de vancomicina (CIM=16g/mL) e susceptibilidade a teicoplanina 

(CIM=0,5g/mL). 

O fenótipo VanG, descrito em uma amostra de E. faecalis isolada na Austrália, é 

caracterizado por resistência à baixas concentrações de vancomicina (CIM de 12g/mL 

a 16g/mL) e susceptibilidade à teicoplanina (McKessar et al., 2000). 

Patel et al. (1998) relataram que Paenibacillus popilliae, um biopesticida 

utilizado na agricultura há mais de 50 anos nos EUA, é portador de um fenótipo de 

resistência à vancomicina, designado VanF. O elevado grau de homologia das 

seqüências gênicas de vanA e de vanF sugeriu ser este último a origem da resistência à 

vancomicina em Enterococcus. 

Muito embora a aquisição e transmissão nosocomial de amostras VRE sejam 

freqüentemente enfatizadas, a disseminação dessas amostras no ambiente comunitário já 

foi observada e, neste caso, os animais e os alimentos foram considerados como 

importantes reservatórios. Particularmente, amostras da espécie E. faecium (VRE) já 

foram isoladas a partir de carne de bovinos, suínos e aves destinadas ao consumo 

humano. Porém, a correlação entre a presença de amostras VRE em alimentos e em 

infecções hospitalares ainda não foi claramente documentada. Entretanto, dados 

epidemiológicos sugerem a participação da cadeia alimentar como uma importante rota 

de disseminação de amostras de enterococos multirresistentes (Gambarotto et al., 2001; 

Mannu et al., 2003; Aarestrup et al., 2004). 
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Nos últimos 10 anos, diversos antimicrobianos foram desenvolvidos e lançados 

como alternativas terapêuticas para o tratamento de amostras de enterococos 

multirresistentes, porém os resultados inicialmente promissores mais uma vez deparam-

se com a emergência de amostras resistentes (Miyazaki et al., 2002; Burleson et al., 

2004; Novais et al., 2004). Estudos realizados por Gonzales et al. (2001) demonstraram 

a emergência da resistência à linezolida, um antimicrobiano considerado promissor no 

tratamento das enterococcias refratárias a terapêutica usual, particularmente aquelas 

causadas por amostras de E. faecium resistentes à vancomicina. A associação 

quinupristina-dalfopristina, quando foi disponibilizada para uso já apresentava 

limitações, pois não é eficaz para espécie E. faecalis, que apresenta resistência 

intrínseca a estes antimicrobianos. Entretanto, pode ser utilizada no tratamento das 

infecções causadas por amostras da espécie E. faecium (Soltani et al., 2000). A 

daptomicina, um antimicrobiano lipopeptídico cíclico, derivado dos produtos da 

fermentação de Streptomyces roseosporus, tem sido utilizado no tratamento das 

infecções causadas por bactérias Gram-positivas. O uso de daptomicina, aprovado em 

2003 pelo FDA (Food and Drugs Administration, EUA) e em 2006 pela EMA 

(European Medicines Agency, Comunidade Européia), tem se mostrado muito eficaz no 

tratamento de infecções causadas por VRE, e ainda não foram identificados relatos de 

resistência (Gobernado, 2007, Sader et al. 2007). 

Patogenicidade e Fatores de Virulência 

Há duas décadas atrás, os enterococos eram considerados microrganismos de 

reduzido impacto clínico. Porém, atualmente são reconhecidos como um dos principais 

microrganismos envolvidos em infecções endógenas e exógenas, de origem comunitária 

ou hospitalar, principalmente em pacientes imunossuprimidos (Teixeira e Facklam, 

2003). No ambiente hospitalar, fatores como hospitalização prolongada, uso maciço de 

antibioticoterapia de amplo espectro, condições clínicas subjacentes dos pacientes, 

dentre outros, contribuem para a seleção, manutenção e disseminação de amostras 

multirresistentes de enterococos (Goldmann & Huskins, 1997; Hughes & Tenover, 

1997; Dennesen et al., 1998). 

Nos últimos anos, os enterococos têm sido apontados entre os três principais 

agentes de infecções hospitalares, representando cerca de 10% a 12% dessas infecções 

(HICPAC, 2003; Zarrilli et al., 2005; Qu et al., 2006). Dentre as espécies do gênero, E. 

faecalis é responsabilizado por 80% a 90% das enterococcias, seguida de E. faecium, 

com freqüência entre 5%-10%. Outras espécies, tais como E. casseliflavus, E. durans, 
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E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii e E. raffinosus, quando em freqüência destacada 

estão geralmente envolvidas em situações de surtos específicos (Chirurgi et al., 1992; 

Nauchuertz et al., 1993; Jett et al., 1994; Patterson et al., 1995). 

A maioria das amostras relacionadas a infecções de origem nosocomial 

apresenta multirresistência e tem elevada capacidade de transmissão (Handwerger et al., 

1993; Jureen et al., 2003; Leavis et al., 2003). Amostras multirresistentes também já 

foram isoladas do ambiente hospitalar, de instrumental médico como termômetros, 

estetoscópios e tensiômetros, assim como das mãos de profissionais de saúde (Noskin et 

al., 1995; Bonilla et al., 1997; Leclercq, 1997). 

A pressão seletiva provocada pelo uso de antimicrobianos, aos quais os 

enterococos são naturalmente resistentes, resulta na supressão dos demais representantes 

da microbiota normal e no aumento quantitativo da colonização intestinal por esses 

microrganismos; o que favorece a disseminação e o aparecimento de surtos epidêmicos 

(Kayser, 2003; Amyes, 2007). 

Os enterococos podem causar uma variedade de infecções monomicrobianas e 

polimicrobianas, principalmente em pacientes em estado clínico grave. Estes quadros 

infecciosos incluem, predominantemente: infecções do trato urinário, bacteremias, 

endocardites, intra-abdominais, do trato biliar e de feridas, incluindo úlceras de 

decúbido e úlceras de pé diabético (Murray, 1990). 

Estudos indicam que a origem dos enterococos que causam as infecções do trato 

urinário (ITUs) é, predominantemente, a microbiota gastrintestinal do próprio paciente 

(Hall et al., 1992b) e as manifestações clínicas podem variar de bacteriúria 

assintomática até pielonefrite enterocócica. Embora as ITUs, causadas por enterococos, 

apresentem baixo índice de morbidade e mortalidade, estas infecções aumentam o 

tempo e os custos de hospitalização (Chenoweth & Schaberg, 1990). Em mulheres 

jovens sadias, os enterococos causam menos de 5% das ITUs (Murray, 1990). No 

entanto, em indivíduos que foram submetidos a cateterismo vesical, que possuem 

patologia urológica de base ou que receberam antibioticoterapia, a freqüência de ITUs 

aumenta drasticamente (Morrison & Wenzel, 1986). Lemoine e Hunter (1987) notaram 

um aumento de 11% para 20% no número de isolamentos de enterococos a partir da 

urina de pacientes cateterizados, durante 6 anos de estudo. Dados do sistema NNIS 

(National Nosocomial Infections Surveillance), pertencente ao CDC (Centers for 

Disease Control and Prevention - Atlanta, GA, EUA), classificaram os enterococos 

como a terceira causa de ITUs nosocomiais. O levantamento da distribuição dos 
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principais patógenos isolados de ITUs, de janeiro de 1992 a maio de 1999, revelou que 

os enterococos foram responsáveis por 13,8% destas infecções, ficando atrás apenas de 

E. coli (17,5%) e Candida albicans (15,8%) (CDC, 1999). 

A incidência de bacteremias causadas por enterococos parece estar aumentando. 

A bacteremia enterocócica pode ter origem em outros sítios de infecção ou colonização. 

Naquelas sem a presença de endocardite, o trato urinário é a fonte mais comum e outros 

sítios de origem também importantes são o trato hepatobiliar e as infecções intra-

abdominais. Amostras de enterococos já foram apontadas como a principal causa de 

bacteremia secundária em pacientes com infecções pós-operatórias. Infecções 

enterocócicas de tecidos moles representam outra fonte de bacteremia e, finalmente, 

muitas delas não apresentam sítio de origem óbvio e possivelmente estão relacionadas 

aos acessos intravasculares. (Shlaes, Levy & Wolinsky, 1981; Whiteside, Moore & 

Ratzan, 1983; Maki & Agger, 1988; Chenoweth & Schaberg, 1990; Graninger & 

Ragette, 1992; Jarvis & Martone, 1992).  

As bacteremias enterocócicas monomicrobianas não costumam apresentar 

gravidade extrema, estando raramente associadas à coagulação intravascular 

disseminada ou choque. Quando são polimicrobianas correspondem a 25%-46% dos 

casos; são mais graves, o desenvolvimento de choque, trombocitopenia ou coagulação 

intravascular disseminada é mais freqüente e a taxa de mortalidade mais elevada (Maki 

& Agger, 1988). 

As bacteremias enterocócicas adquiridas no hospital respondem por 78% do 

total dos casos (Chenoweth & Schaberg, 1990). Dados do sistema NNIS revelaram que 

os enterococos foram os causadores de 13,5% das bacteremias entre 1992 e 1999, sendo 

o segundo microrganismo mais freqüentemente isolado, ficando atrás apenas dos 

estafilococos coagulase negativa, que neste período foram responsáveis por 37,3% das 

septicemias (CDC, 1999). A bacteremia enterocócica ocorre predominantemente em 

pacientes com períodos prolongados de hospitalização e outras condições associadas, 

tais como doenças malignas, cateterismo vesical, acessos intravasculares, cirurgias 

recentes, grandes queimaduras e terapia prévia com antimicrobianos de amplo espectro 

(Shlaes, Levy & Wolinsky, 1981; Graninger & Ragette, 1992). Em crianças, os 

principais fatores predisponentes são os cateteres venosos centrais ou lesões 

gastrintestinais (Bonadio, 1993).  

A incidência de bacteremia neonatal causada por enterococos também é 

preocupante, particularmente se associada a amostras multirresistentes (Dobson & 
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Baker, 1990). Luginbuhl et al. (1987) relataram que neonatos que desenvolveram sepse 

enterocócica freqüentemente apresentavam baixo peso e eram prematuros 

(aproximadamente 27 semanas). Os autores atribuíram como importantes fatores de 

risco a cateterização venosa central não-umbilical e ressecção intestinal. Dobson & 

Baker (1990) descreveram que os sintomas iniciais de sepse enterocócica em neonatos 

são: desconforto respiratório, anorexia, letargia, icterícia, irritabilidade, febre e 

diminuição do tônus muscular.  Leucocitose pode estar ou não presente e a principal 

complicação da bacteremia enterocócica em neonatos é a meningite.  

Os enterococos são a terceira principal causa de endocardites, respondendo por 

5% a 20% destas infecções (Megran, 1992). Embora as endocardites, causadas por 

enterococos, aconteçam predominantemente na comunidade, estas também acometem 

pacientes hospitalizados (Maki & Agger, 1988). Nas endocardites, a fonte de aquisição 

dos microrganismos não é conhecida, mas, em alguns casos, acredita-se que as 

infecções do trato genitourinário possam ter sido o foco primário. Em estudo 

epidemiológico com 38 pacientes hospitalizados, Mandell et al. (1970) observaram que 

50% dos homens com endocardite enterocócica tinham história prévia de ITUs ou 

haviam sido submetidos a procedimentos médicos invasivos envolvendo o trato 

genitourinário; e 43% das mulheres tinham história de parto ou procedimento 

ginecológico nos 3 meses precedentes. 

Pacientes com patologia valvular cardíaca de base possuem maior risco de 

desenvolver endocardites por enterococos. No entanto, 42% dos pacientes no estudo de 

Mandell (1970), que apresentaram endocardite, não possuíam doença cardíaca de base. 

Além disso, o uso de drogas intravenosas parece também ser um fator predisponente 

para aquisição dessas infecções (Hall et al., 1976). Amostras de enterococos 

hospitalares e resistentes a antimicrobianos vêm reduzindo as opções terapêuticas nos 

quadros de endocardites (Chenoweth & Schaberg, 1996). 

Como os enterococos são isolados freqüentemente em culturas mistas na maioria 

das infecções abdominais, o seu papel na patogênese dessas infecções é controverso. 

Adicionalmente, estudos demonstraram que a antibioticoterapia empírica foi eficaz no 

tratamento de infecções intra-abdominais polimicrobianas, mesmo quando os 

enterococos estavam presentes (Murray, 1990; Nichols & Muzik, 1992). Porém, outros 

autores, já relataram a presença de enterococos como único microrganismo isolado em 

infecções intra-abdominais, inclusive em peritonites (Pascual et al., 1990).  
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Como nas infecções intra-abdominais, os enterococos raramente são isolados em 

cultura pura de infecções de pele e de tecidos moles. Estes microrganismos são também 

encontrados em infecções polimicrobianas de feridas cirúrgicas, úlceras diabéticas de 

membros inferiores, úlceras de decúbito e queimaduras. Entretanto, o seu real papel 

patogênico nessas infecções também tem sido questionado. Por outro lado, em alguns 

estudos, as infecções de pele e de tecidos moles têm sido identificadas como fontes de 

bacteremias (Shlaes et al., 1981; Whiteside et al., 1983; Graninger & Ragette, 1992). 

Além disso, pode-se destacar as queimaduras infectadas como significantes fontes para 

a aquisição de bacteremias enterocócicas (Shlaes et al., 1981; Maki & Agger, 1988). 

Os enterococos raramente causam infecções do sistema nervoso central, a não 

ser em neonatos, como anteriormente descrito. O principal fator de risco para o 

desenvolvimento de meningites enterocócicas é manipulação neurológica prévia 

(Koorevaar et al., 1992). Porém, já foram relatados casos de meningite em pacientes 

imunocomprometidos (Patton et al., 1991). O desenvolvimento de meningite está 

associado a defeitos anatômicos no sistema nervoso central ou a procedimentos 

neurológicos prévios. A presença de derivações ventrículo-peritoneais também parece 

favorecer à aquisição de meningite por enterococos (Chenoweth & Schaberg, 1990). 

Outras infecções incomuns, causadas por enterococos, incluem as endoftalmites 

endógenas e as otites médias (Dudley & Sercarz, 1990; Uchio et al., 1992). Os 

enterococos também são raramente implicados em infecções do trato respiratório (Jarvis 

& Martone, 1992).  Embora o sistema NNIS (1990) tenha relatado isolamento de 

enterococos em aproximadamente 2% das culturas de secreções respiratórias, estes 

microrganismos geralmente são considerados colonizadores e não patogênicos nesses 

sítios. Por outro lado, há relatos de pneumonia enterocócica em pacientes em uso de 

cefalosporinas de amplo espectro (Berk et al., 1983; Bonten et al., 1993).  

Apesar da grande variedade e infecções com as quais os enterococos estão 

envolvidos, os fatores que determinam a patogenicidade destes microrganismos não 

estão ainda totalmente elucidados (Amyes, 2007; Willems & Boten, 2007). 

Genes responsáveis pela expressão de atributos de virulência podem estar 

presentes no cromossomo ou em elementos extra-cromossômicos, como plasmídeos e 

transposons. Em diferentes gêneros bacterianos a virulência é multi-fatorial e regulada 

de forma coordenada por genes presentes em regiões específicas do cromossomo, as 

ilhas de patogenicidade. Essas regiões estão associadas às linhagens virulentas, já que 

não são observadas, ou quando presentes encontram-se alteradas em amostras cuja 
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virulência é menos expressiva (Pillar & Gilmore, 2004; Tendolkar et al., 2004). Shankar 

e colaboradores (2002) descreveram pela primeira vez a presença de uma ilha de 

patogenicidade em amostras de E. faecalis. Posteriormente, Leavis e colaboradores 

(2004) relataram a presença desses elementos genéticos em amostras da espécie E. 

faecium, que também apresentavam níveis elevados de resistência à ampicilina e à 

vancomicina e estavam associadas a surtos hospitalares. 

Entretanto, alguns poucos fatores têm sido relacionados à virulência de 

enterococos, destacando-se uma citolisina, uma metaloprotease (gelatinase), um sistema 

Quorum Sensing (fsr) envolvido na regulação de gelatinase e/ou de uma serina-protease 

e uma proteína de superfície, dita Esp (Tendolkar et al., 2004). 

Amostras de enterococos, principalmente a espécie E. faecalis, podem expressar 

uma exotoxina citolítica termolábil, que age em membranas celulares (Gilmore, 2002). 

A citolisina apresenta também atividade de bacteriocina, sendo tóxica para diversas 

outras espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A atividade citotóxica é 

observada contra diferentes células eucarióticas, incluindo macrófagos e neutrófilos 

polimorfonucleares. Esta proteína tem ação sobre eritrócitos humanos, de cavalos e de 

coelhos. Entretanto, não age em hemácias de carneiro. Em meios de cultura acrescidos 

de sangue, a sua expressão é reconhecida por promover um halo claro ao redor das 

colônias bacterianas (beta-hemólise), que é resultante da lise total dos eritrócitos (Coque 

et al., 1995). 

O papel da expressão desta citolisina na virulência de amostras de E. faecalis é 

controverso. Vários autores têm associado o isolamento de amostras beta-hemolíticas 

com uma maior severidade do quadro infeccioso, enquanto outros encontraram 

percentuais semelhantes de amostras hemolíticas isoladas tanto de infecção, quanto de 

colonização, que seriam supostamente menos virulentas (Coque et al., 1995; Dupont et 

al., 1998; Gentry-Weeks et al., 1999). 

Facklam et al. (1972) relataram que 11% das amostras de E. faecalis isoladas de 

endocardite foram hemolíticas. Ike, Hashimoto & Clewell (1984) inocularam, na 

cavidade peritonial de camundongos, amostras de enterococos beta-hemolíticas e não 

hemolíticas (mutantes produzidos experimentalmente) e relataram um aumento 

significativo na severidade da infecção causada pelas amostras produtoras de 

hemolisina. Em outro estudo, os mesmos autores relataram que 60% das amostras de E. 

faecalis isoladas de quadros infecciosos eram portadoras de atividade hemolítica, 
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enquanto apenas 17% daquelas obtidas das fezes de indivíduos sadios apresentaram esta 

característica (Ike, Hashimoto & Clewell, 1987). 

Huycke e colaboradores (1991) observaram uma taxa cinco vezes maior no 

número de óbitos relacionados a infecções causadas por amostras produtoras de beta-

hemolisina, quando comparadas àquelas decorrentes de amostras não hemolíticas. Uma 

outra associação entre infecção e produção de hemolisina foi relatada por Libertin e 

colaboradores (1992) que detectou a expressão de beta-hemolisina em 40% das 

amostras isoladas de sangue, 25% de urina e 23% de feridas. Os mesmos autores 

relataram que nenhuma amostra de colonização expressou esta característica. 

Por outro lado, Coque et al. (1995) sugeriram que a expressão de hemolisina não 

é um fenótipo essencial na patogênese de enterococos. Os autores não encontraram uma 

diferença significativa na freqüência de amostras isoladas de quadros de endocardite e 

bacteremia em relação às obtidas de colonização em indivíduos sadios, quanto a 

expressão desta característica (16%, 32% e 20%, respectivamente). Já, em modelos 

animais, infecções experimentais por amostras de E. faecalis beta-hemolíticas 

resultaram em quadros de endoftalmite mais severos, acarretando inclusive a destruição 

da retina. Estes achados não foram observados em animais inoculados com amostras 

mutantes não hemolíticas (Callegan et al., 2002). No mesmo estudo, os autores 

ressaltaram que a terapia antimicrobiana foi ineficaz no tratamento das infecções 

causadas pelas amostras produtoras de beta-hemolisina.  

Na espécie E. faecalis a expressão da atividade hemolítica-citolítica requer a 

presença de cinco genes: cylLL, cylLs, cylM, cylB e cylA. A expressão de todos estes 

genes é necessária para produzir uma citolisina ativa. A molécula funcional possui dois 

domínios, uma região operacional CylLL, que é termoestável, e uma segunda região 

ativadora CylLS, que é termolábil. Estas subunidades são codificadas pelos respectivos 

genes cylLL e cylLS e são modificadas pelo produto de um terceiro determinante, cylM 

(Gilmore et al., 1994; Franz et al., 1999; Haas et al., 2002). 

Os peptídeos modificados CylLL’ e CylLS’ são exportados por uma proteína 

transmembrânica, que é codificada por um quarto gene, o cylB. A proteína CylB 

pertence à família HlyB, que congrega proteínas comuns em microrganismos Gram-

positivos. No ambiente extracelular as duas subunidades, CylLL’ e CylLS’, são clivadas 

por uma serina protease que é codificada por um quinto gene, o cylA. Como resultado, 

uma citolisina totalmente funcional, composta por dois peptídeos CylLL’’ e CylLS’’, 

poderá atuar no meio (Fath & Kolter, 1993; Gilmore et al., 1994; Haas et al., 2002). 
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Outros três genes também estão envolvidos no processo de expressão da 

hemolisina-citolisina de enterococos: cylI, cylR1 e cylR2. A proteína CylI confere 

proteção à atividade bactericida na célula produtora. Enquanto que, os genes cylR1 e 

cylR2 são os reguladores negativos da expressão. A proteína CylR1, localizada na 

membrana celular, liga-se a CylLS’’ permitindo que CylR2 reprima a transcrição do 

promotor específico (pL). Os genes cylLL, cylLS, cylB, cylA e cylI são colineares 

(Coburn et al., 1999 Haas et al., 2002). 

A citolisina-bacteriocina de E. faecalis contém resíduos de lantionina e β-

metilantionina, sugerindo que pertença a classe I desse grupo de proteínas. A expressão 

é decorrente da presença de plasmídeos, principalmente pAD1, que é do tipo 

conjugativo em resposta a feromônios. O plasmídeo pAD1 possui cerca de 59,6 Kb, em 

algumas situações pode encontrar-se integrado ao cromossomo, é conjugativo a uma 

freqüência de 10
-3

 a 10
-1

 (em 20 a 30 minutos) e a sua presença também está relacionada 

a resistência à ação da luz ultravioleta. Possui uma região contígua de, 

aproximadamente, 17,5 Kb e uma região de cerca de 45 Kb contendo outros 

determinantes de virulência, que estão envolvidos na aderência do microrganismo às 

células hospedeiras (Clewell, 2007). 

Alguns estudos têm demonstrado que amostras de E. faecalis apresentam 

estruturas e/ou substâncias envolvidas na aderência in vitro a uma variedade de 

linhagens de células humanas, tais como as do trato urinário e intestinal e as cardíacas e 

ligações específicas com proteínas da matriz extracelular (Zareba et al., 1997; Sussmuth 

et al., 2000; Duprè et al., 2003).  

A substância de agregação é um dos fatores mais estudados, dentre os que 

possivelmente estão envolvidos na aderência de enterococos às células do hospedeiro. 

Esta proteína é uma adesina filamentar, cuja expressão é induzida por feromônio. 

Encontra-se inserida na parede celular e, caracteristicamente, se apresenta em forma de 

tufos distribuídos irregularmente na superfície da célula bacteriana. A distribuição dessa 

estrutura na célula é dependente da indução e do tempo de exposição aos denominados 

feromônios sexuais (Hirt et al., 2002). A substância de agregação é primariamente 

responsável pelo contato bactéria-bactéria, promovendo a formação de agregados 

celulares, que precedem a transferência genética de plasmídeos em eventos de 

conjugação (Isenmann et al., 2000). Dentre os plasmídeos responsáveis pela expressão 

de substâncias de agregação, o pAD1, que carreia o gene asa1, é o mais estudado. 

Seqüências específicas presentes na proteína ASA1 reconhecem receptores do tipo 
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integrinas em células eucariotas. Também já foi observado que essa proteína 

enterocócica interage com fibrina, fibronectina, vitronectina, colágeno do tipo I e 

trombospondina (Wirth, 2000; Rozdzinski et al., 2001; Hirt et al., 2002).  

Uma outra proteína de superfície de enterococos, denominada Esp (Enterococcal 

surface protein), apresenta características bioquímicas e funcionais similares as de 

outras adesinas bacterianas (Shankar et al, 1999). A proteína Esp é encontrada 

preferencialmente em amostras de E. faecalis isoladas de quadros infecciosos, 

principalmente na adesão às células epiteliais do trato urinário (Gilmore et al., 2002; 

Duprè et al., 2003). Toledo-Arana e colaboradores (2001) demonstraram uma estreita 

relação entre a presença do gene esp e a formação de biofilmes em superfícies abióticas 

por amostras de E. faecalis. Resultados semelhantes foram descritos por Tendolkar et 

al. (2004), que atestaram a relação entre a produção de Esp e a formação de biofilmes 

por amostras de E. faecalis, especialmente na presença de concentrações elevadas de 

glicose.  

A persistência de enterococos no ambiente hospitalar, particularmente amostras 

VRE pertencentes à espécie E. faecium, tem sido associada à expressão de Esp 

(Tendolkar et al., 2004; Harrington et al., 2004; Ramadhan & Hegedus, 2005). Esta 

característica já foi apontada como importante marcador de grupos clonais mais 

adaptados a uma determinada instituição, ou até mesmo região geográfica, 

potencialmente aptos a emergir em situações epidêmicas (Leavis et al., 2003; Coque et 

al., 2005; Klare et al., 2005). 

Além de ASA1 e de Esp, outras proteínas de superfície celular são alvos de 

estudos, quanto a sua participação na aderência de enterococos. A denominada EfaA 

(Enterococcus faecalis antigen) apresenta homologia com proteínas de superfície 

presentes em microrganismos do gênero Streptococcus e sua expressão é induzida na 

presença de soro humano. As proteínas Ace, presente em E. faecalis (Lowe et al.,1995), 

e Acm, característica de E. faecium (Nallapareddy et al., 2003), pertencem a subfamília 

de adesinas bacterianas designadas MSCRAMM (do inglês, Microbial surface 

components recognizing adhesive matrix molecules), que especificamente interagem 

com integrantes de matriz celular, tais como colágeno, fibronectina e laminina (Duprè et 

al., 2003). 

Um exoproduto também apontado como potencial fator de virulência em 

enterococos é a gelatinase. Esta proteína é uma zinco-metalopeptidase extracelular, que 

possui homologia com outras proteinases, particularmente com a elastase de 
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Pseudomonas aeruginosa. Funcionalmente, a gelatinase de enterococos hidrolisa 

insulina, fibrinogênio, colágeno, gelatina, caseína, hemoglobina, glucagon, 

neurotensinas e outros peptídeos bioativos, sugerindo que participe do processo 

inflamatório no hospedeiro (Kanemitsu et al., 2001; Archimbaud et al., 2002; 

Nakayama et al., 2002; Roberts et al., 2004). 

Sabe-se que, muitos processos regulatórios, referentes a importantes fatores 

relacionados à expressão de virulência em bactérias, ocorrem em resposta à sinalização 

célula-célula. E, atualmente, admite-se que a expressão de gelatinase seja regulada pelo 

fenômeno de Quorum Sensing. Nesse processo, quando o acúmulo de moléculas 

sinalizadoras, como os pequenos peptídeos chamados de feromônios, alcança uma 

concentração detectável, um sensor na célula bacteriana é ativado e a expressão de 

certos genes é desreprimida (Lazazzera, 2001; Nakayama et al., 2001).  

Em E. faecalis, o lócus fsr regula positivamente a expressão de gelatinase e de 

serina protease, codificadas pelos genes gelE e sprE, respectivamente. A produção 

inicial e posterior excreção destas proteínas parecem ser realizadas na fase logarítmica 

tardia do crescimento bacteriano e atingem sua produção máxima no início da fase 

estacionária. Neste caso, o fenômeno de Quorum Sensing é mediado por um feromônio, 

que bioquimicamente apresenta-se como um peptídio cíclico de 11 resíduos, 

denominado GBAP (Gelatinase Biosynthesis Activating Pheromone). Uma proteína na 

membrana citoplasmática, a FsrB, é responsável por transportar GBAP para o meio 

extracelular. O aumento da concentração de GBAP fora da célula (cerca de 1000 

moléculas por célula) resulta no sinal para o início da expressão de gelatinase. Análises 

realizadas a partir de experimentos utilizando Northern blot demonstraram que o GBAP 

induz a transcrição de dois operons: (i) fsrB-fsrC, que codifica as proteínas FsrB e uma 

histidina-quinase FsrC; (ii) gelE-sprE, responsável pela expressão da gelatinase (GelE) 

e da serina protease (SprE), que é sugerida como o receptor para o GBAP (Nakayama et 

al., 2001; 2002; Qin et al., 2000; 2001). 

Sifri et al. (2002) investigaram o papel do lócus fsr na patogênese de amostras 

de E. faecalis em modelos experimentais, utilizando camundongos e, também, o 

nematódeo Caenorhabditis elegans. Os autores constataram que mutantes defectivos 

dos genes fsrA, fsrB e fsrC apresentaram uma significativa atenuação de seu potencial 

de virulência, quando comparados com a amostra controle, não sendo capazes de causar 

morte em ambos os modelos avaliados. O mesmo foi observado com mutantes 

apresentando deleções nos genes gelE e sprE. Diante dos resultados obtidos, os autores 
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sugeriram que a gelatinase constitui um importante atributo na patogênese de E. faecalis 

mesmo em modelos experimentais com distância filogenética considerável. 

A maioria dos relatos sobre os fatores provavelmente envolvidos na virulência 

de enterococos está baseada na análise de amostras provenientes de material clínico 

humano e de ensaios utilizando modelos animais. Porém, Eaton e Gasson, em 2001, 

demonstraram que amostras isoladas de alimentos, incluindo as que são eventualmente 

utilizadas em tecnologia de produção, podem ser portadoras de determinantes de 

virulência, mesmo que em freqüência menos expressiva do que as amostras de origem 

clínica. 

Sabendo-se que os Enterococcus, merecem reconhecida atenção, diante do seu 

significado patológico e epidemiológico no ambiente hospitalar, principalmente por 

estarem freqüentemente envolvidos em eventos ímpares de aquisição e de transferência 

de genes de resistência aos antimicrobianos e de virulência, o monitoramento contínuo 

desses microrganismos é fundamental ao desenvolvimento de estratégias efetivas de 

controle da transmissão e disseminação de amostras multirresistentes. 

OBJETIVOS 

Considera-se, portanto, que os microrganismos do gênero Enterococcus 

apresentam destacada participação no cenário da infecções humanas e que a diversidade 

ilustrada pelos vários determinantes genéticos, relacionados à expressão dessas 

características, corrobora a necessidade do rastreamento dessas amostras e das 

potenciais fontes de disseminação. Sendo assim, foram objetivos deste estudo: 

• Caracterizar amostras de enterococos obtidas de diversas origens 

relacionadas ao ambiente hospitalar, a saber: colonização e infecção em pacientes 

hospitalizados, profissionais de saúde, dietas hospitalares e manipuladores de alimentos 

atuantes no preparo dessas dietas; 

• Determinar os perfis fenotípicos e genotípicos relacionados a 

susceptibilidade aos antimicrobianos e investigar as taxas de resistência das amostras 

bacterianas obtidas das diferentes origens avaliadas; 

• Avaliar a expressão fenotípica e a presença de determinantes genéticos 

relacionados a virulência desses microrganismos; 

• Comparar as freqüências das características fenotípicas e genotípicas 

avaliadas em relação à origem das amostras, bem como avaliar comparativamente tais 

características dentre as amostras de origem humana (infecção X colonização); 
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• Avaliar o polimorfismo genético de amostras selecionadas, visando a 

investigação de aspectos relativos à transmissão e manutenção das amostras 

multirresistentes no ambiente hospitalar. 

 

 

1. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

1.1. Desenho do estudo e amostras bacterianas 

 

 

Este estudo teve por característica uma investigação da veiculação de amostras 

de Enterococcus multirresistentes no ambiente hospitalar. A unidade institucional 

avaliada foi o Hospital Universitário Pedro Ernesto, da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (HUPE-UERJ). O HUPE/UERJ é um hospital terciário com 600 leitos e 16 

salas cirúrgicas, onde são realizadas internações e cirurgias em mais de 60 

especialidades médicas. 

 

 

1.2. Estudo prospectivo 

 

 

Foi realizado um estudo de caráter prospectivo, durante um período de três 

meses consecutivos (uma coleta mensal), de novembro de 2000 a janeiro de 2001. Foi 

avaliada a presença de amostras de Enterococcus em colonização intestinal de um total 

de 122 pacientes, que se encontravam hospitalizados em Unidades hospitalares 

selecionadas, de acordo com possíveis diferenças relacionadas ao grau de exposição a 

fatores determinantes da aquisição de microrganismos resistentes, a saber: 

- CTI Geral, Centro de Terapia Intensiva (08 leitos), grau máximo pela 

utilização de antimicrobianos de amplo espectro, maior gravidade dos quadros clínicos 

dos pacientes, uso freqüente de procedimentos invasivos e riscos decorrentes da 

administração de alimentação parenteral; 

- Enfermarias de Clínica Médica (feminina e masculina, 10 leitos cada), grau 

intermediário de utilização de antimicrobianos, tempo de internação prolongado em 
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decorrência de patologias graves, alta prevalência de quadros infecciosos incluindo 

patologias infecciosas de origem comunitária; 

- Enfermaria de Clínica Cirúrgica (feminina e masculina, 10 leitos cada), menor 

grau de risco, utilização de antimicrobianos com menor freqüência, de menor espectro e 

por tempo menor, maior proporção de internações com indicações de cirurgias eletivas. 

Durante o mesmo período foram realizadas coletas de swab de pele de 

profissionais de saúde (n=98), de dietas servidas aos pacientes (n=66, sendo 49 orais, 14 

enterais e 3 parenterais) e de swab da pele de manipuladores destes alimentos (n=88). 

Os profissionais de saúde eram atuantes nas clínicas citadas anteriormente e as dietas 

hospitalares coletadas eram da mesma categoria e tipo a ser servida aos pacientes 

hospitalizados nas mesmas Unidades hospitalares avaliadas. 

 

 

1.2.1. Coleta e isolamento das amostras obtidas de colonização: 

 

 

As amostras oriundas de colonização (intestinal de pacientes e pele de 

profissionais de saúde e de manipuladores de alimentos) foram coletadas com auxílio de 

swabs estéreis individuais em embalagens comerciais e, sem meio de transporte, que 

foram encaminhados imediatamente para o processamento no laboratório. Amostras 

representativas de colonização intestinal foram oriundas da coleta de swabs retais e as 

de pele foram obtidas pela fricção de swabs, previamente umedecidos em solução salina 

fisiológica estéril (NaCl 0,85%), no primeiro e no segundo quirodáctilo e na região 

palmar da mão dominante. 

O processamento do material seguiu as recomendações de Ieven e colaboradores 

(1999). Após a coleta do material, os swabs foram eluídos em 2mL de salina fisiológica 

estéril e alíquotas de 0,5mL foram adicionadas a tubos contendo 4,5mL de caldo 

Enterococcosel (Enterococcosel Broth, Becton Dickinson Diagnostic Systems, Franklin 

Lakes, NJ, EUA), adicionados ou não de 6g/mL de vancomicina, que foram incubados 

por 24h-48h a 361°C. A partir de cada tubo que apresentou escurecimento do meio, foi 

retirada uma alçada que foi semeada em ágar Enterococcosel (Enterococcosel Agar, 

Becton Dickinson Diag). Após incubação por 18-24h a 361°C foram selecionadas até 

cinco colônias sugestivas de Enterococcus (que apresentaram escurecimento do meio), 

que foram subcultivadas em placas contendo meio ágar BHI (Brain Heart Infusion 
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Agar, Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) acrescido de 5% de sangue desfibrinado 

de carneiro (ágar sangue). Cada uma das colônias foi considerada como uma amostra e 

recebeu uma numeração específica. 

 

 

1.2.2. Coleta e isolamento das amostras obtidas de alimentos: 

 

 

As dietas hospitalares foram coletadas nas embalagens originais, transportadas 

ao laboratório em caixas de isopor, sob refrigeração, e em seguida processadas. 

Conforme o estabelecido pelo Serviço de Nutrição do HUPE/UERJ, as dietas orais e 

enterais são normalmente servidas em embalagens descartáveis e as parenterais 

administradas em frascos próprios fornecidos pelo Serviço de Farmácia, onde são 

preparadas.  

Para o processamento das dietas líquidas ou sólidas, 25mL ou 25g, 

respectivamente, foram homogeneizados em 225mL de água peptonada (peptona 0,1% - 

Difco Labs.; NaCl 0,85%), com auxílio de mixer. Todo o processamento foi realizado 

assepticamente em câmara de fluxo laminar. Alíquotas de 1mL foram semeadas em 9 

mL de Caldo Enterococcosel e incubadas por 18-24h a 36ºC±1ºC. Após o período de 

incubação, as demais etapas de processamento e isolamento das amostras foram 

equivalentes ao já descrito no item 1.1.1. 

 

 

1.3. Estudo retrospectivo:  

 

 

Foram também utilizadas neste estudo 61 amostras oriundas de diversos 

processos infecciosos em pacientes hospitalizados em diferentes setores hospitalares, 

durante o período de junho de 2000 a junho de 2001. Os espécimes clínicos foram 

coletados conforme rotina própria para investigação microbiológica e o isolamento 

primário foi realizado pela equipe técnica do Laboratório de Bacteriologia Clínica 

(LABAC) do HUPE/UERJ. Os dados dos pacientes foram obtidos mediante revisão de 

prontuários, disponibilizados no arquivo médico hospitalar e dos relatórios emitidos 

pelo LABAC. 
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1.3.1. Recuperação e manutenção das amostras bacterianas: 

 

 

As amostras bacterianas utilizadas neste estudo estavam mantidas em solução de 

leite desnatado a 10% acrescido de glicerol a 10% e a -20ºC, compondo a Coleção de 

Culturas do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (DMIP/UERJ), 

sob a coordenação da Profa. Vânia Lúcia Carreira Merquior, de onde foram recuperadas 

para realização de testes fisiológicos convencionais, para caracterização e/ou 

confirmação do gênero e espécies, e demais análises contidas neste estudo. 

 

 

1.4. Aspectos éticos 

 

 

A obtenção das amostras avaliadas neste estudo não incluiu coleta adicional de 

exames, além dos previstos como rotina assistencial da unidade hospitalar envolvida. O 

sigilo dos dados obtidos foi mantido, sendo divulgado apenas o conjunto dos resultados, 

resguardando-se a individualidade dos pacientes. As avaliações e procedimentos que 

constam deste estudo foram submetidos à análise, sendo aprovados pelo Comitê de 

Ética do HUPE/UERJ. 

 

 

1.5. Caracterização fisiológica das amostras bacterianas 

 

 

A caracterização fisiológica do gênero e das espécies de enterococos seguiu as 

recomendações de Facklam et al. (1999) e Teixeira e Facklam (2003) com a utilização 

dos seguintes testes: 

(i) para caracterização do gênero Enterococcus – além da determinação das 

características morfo-tintoriais em esfregaços corados pelo método de Gram, foram 

realizados os testes de produção da catalase; hidrólise da esculina em presença de bile; 

crescimento em presença de NaCl a 6,5%; hidrólise do L-pirrolidonil--naftilamida; e 

hidrólise de L-leucina--naftilamida. 
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(ii) para caracterização das espécies de Enterococcus – produção de pigmento; 

motilidade; descarboxilação da arginina; utilização do piruvato de sódio; e produção de 

ácidos a partir da utilização dos açúcares L-arabinose, manitol, D-rafinose, sacarose, 

sorbitol, D-sorbose e metil--glicopiranosídeo (MGP). 

Todos os testes foram sempre realizados a partir de crescimento bacteriano 

recente (18h a 36ºC±1ºC). Para o controle dos testes, foram utilizadas as seguintes 

amostras de referência, gentilmente cedidas pela Profª Lucia Martins Teixeira, do 

Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (IMPPG/UFRJ): E. faecalis ATCC 29212, E. faecium SS1274, E. casseliflavus 

SS1224 e E. gallinarum SS1228, Leuconostoc pseudomesenteroides SS1238 (controle 

negativo dos testes do PYR e do LAP) e Staphylococcus aureus ATCC 29213 (controle 

positivo do teste da catalase). 

 

 

1.5.1. Produção de catalase:  

 

 

A observação da produção da catalase foi efetuada por metodologia 

convencional, em lâmina de vidro. Foi preparada uma suspensão espessa do 

microrganismo em uma gota de peróxido de hidrogênio a 3% (v/v). A ausência de 

formação de bolhas foi considerada indicativa de reação negativa característica de 

Enterococcus. 

 

 

1.5.2. Hidrólise da esculina em presença de bile: 

 

 

As amostras bacterianas foram semeadas em ágar Bile Esculina (Bile Esculin 

Agar, Difco Labs.) e incubadas a 36ºC±1ºC por 18-24h. A positividade do teste foi 

considerada pelo escurecimento do meio, em função da hidrólise da esculina em 

esculetina, na presença de 40% de bile. 

 

 

1.5.3. Crescimento em presença de NaCl a 6,5%: 
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Para este teste foi utilizado o caldo HIB (Heart Infusion Broth, Difco Labs.) 

ajustado para conter 6,5% de NaCl (Merck S.A., São Paulo, SP) e 0,5% de glicose 

(Sigma Co.). A fim de facilitar a leitura do teste, foi acrescentado 0,1% do indicador de 

pH (púrpura de bromocresol). Após a incubação a 36ºC±1ºC por 18-24h, o teste foi 

considerado positivo pela alteração da cor do indicador de pH e/ou simplesmente pela 

turvação do meio, que indica crescimento do microrganismo.  

 

 

1.5.4. Hidrólise de L-pirrolidonil--naftilamida (Teste do PYR) e de L-leucina--

naftilamida (Teste do LAP): 

 

 

Para execução destes testes, uma suspensão bacteriana espessa foi preparada em 

0,2 mL de caldo THB (Todd-Hewitt Broth, Difco Labs.), contendo 0,01% de PYR ou 

0,02% de LAP (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). Após um período de 4h de 

incubação a 36ºC±1ºC, foram adicionadas uma a duas gotas de solução reveladora 

contendo dimetilamino cinamaldeído (Sigma Co.) a 1% em HCl a 10% (v/v). A leitura 

dos testes foi feita imediatamente e em até 10 min, após agitação suave. A positividade 

em ambos os testes, observada pelo aparecimento de coloração rosa forte ou púrpura, é 

característica de Enterococcus. 

 

 

1.5.5. Produção de pigmento: 

 

 

A presença de pigmento amarelo foi observada diretamente em um crescimento 

bacteriano recente (18h a 36ºC±1ºC) obtido em meio ágar sangue. O pigmento pode ser 

evidenciado com maior facilidade pela retirada de algumas colônias com auxílio de um 

swab. 

 

 

1.5.6. Motilidade:  
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O teste foi realizado em meio de cultura semi-sólido (Motility Medium, Difco 

Labs). O inóculo foi introduzido com auxílio de agulha bacteriológica e o resultado foi 

observado após incubação a 30ºC±1ºC por 18-24h. As amostras que se apresentaram 

negativas (imóveis) foram re-incubadas por até sete dias. 

 

 

1.5.7. Descarboxilação da arginina: 

 

 

Foi utilizado o meio Decarboxylase Base Möeller (Difco Labs.) acrescido de 1% 

de L-arginina (Sigma Co.). Após a inoculação do meio, foi adicionada uma camada de 

cerca de 10 mm de óleo mineral estéril e os testes foram incubados a 36ºC±1ºC por até 

sete dias. O aparecimento de uma cor púrpura é indicativo de reação positiva, devido à 

alcalinização do meio através da descarboxilação da arginina. Por outro lado, o 

aparecimento de coloração amarela é indicativo de reação negativa pela acidificação do 

meio. 

 

 

1.5.8. Utilização do piruvato de sódio: 

 

 

O meio de cultura utilizado foi preparado pela adição de 1% de Triptona (Difco 

Labs), 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de K2HPO4 e 0,5% de NaCl (Merck S.A.), 

0,01% de azul de bromotimol e 1% de piruvato de sódio (Sigma Co.). Testes positivos 

são reconhecidos pelo aparecimento de uma coloração amarela, em até sete dias de 

incubação a 36ºC±1ºC. 

 

 

1.5.9. Utilização de carboidratos:  

 

 

A produção de ácidos a partir dos carboidratos foi observada em meio HIB 

acrescido de 1% do respectivo carboidrato (p/v) e de 0,1% do indicador de pH, púrpura 

de bromocresol. A leitura foi feita após 18-24h e até o sétimo dia de incubação a 
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36ºC±1ºC. Testes positivos são determinados pela mudança da cor do indicador de 

púrpura para amarelo, resultante da utilização do açúcar e acidificação do meio. 

Os resultados obtidos no conjunto de testes empregados foram confrontados com 

dados divulgados por Teixeira et al. (2007), segundo padrões de comportamento 

característicos das espécies, apresentados pelos autores (Tabela 1). 

 

 

1.6. Análise dos perfis de proteínas totais 

 

 

A análise dos perfis de proteínas totais por SDS-PAGE (eletroforese em gel de 

poliacrilamida acrescido de dodecil sulfato de sódio) foi empregada como uma 

ferramenta adicional na caracterização de amostras atípicas e/ou que apresentaram 

resultados pouco esperados nos testes fisiológicos convencionais. A metodologia 

empregada seguiu as recomendações de Merquior et al. (1994). 

 

 

1.6.1. Obtenção dos extratos protéicos: 

 

 

A partir de um cultivo recente (18h a 36ºC±1ºC) em ágar sangue, as células 

bacterianas foram ressuspensas em 0,5 mL de uma solução aquosa contendo 10mg/mL 

de lisozima (Sigma Co.). Esta suspensão foi incubada a 36ºC±1ºC por duas horas, em 

banho-maria, e posteriormente adicionada de igual volume de uma solução contendo 

0,5M Tris-HCl (pH 6,8), SDS 4% p/v, glicerol 20% v/v, 2-mercaptoetanol 10% v/v. A 

mistura foi submetida por 5 min em banho fervente, posteriormente centrifugada por 5 

min a 4.500 G, e o sobrenadante utilizado para a análise eletroforética de proteínas. 
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Tabela 1 – Características fenotípicas utilizadas para a identificação das espécies de 

Enterococcus e algumas espécies fisiologicamente relacionadas. 

Espécies 
Características Fenotípicas (a) 

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYR MGP 

Grupo I             

E. avium + + - + + - - - - + + V 

E. gilvus + + - - + + - - + + + - 

E. hawaiiensis + + - - + - - - - - + - 

E. malodoratus + + - - + + - - - + + V 

E. pallens + + - - + + + - + + - + 

E. pseudoavium + + - - + - - - - + + + 

E. raffinosus + + - + + + - - - + + V 

E. saccharolyticus + + - - + + - - - + - + 

             

Grupo II             

E. faecalis +(d) - +(d) - + - + - - +(d) + - 

E. faecium +(d) - + + V V - - - +(d) - - 

E. casseliflavus + - +(d) + V + +(d) +(d) + (d) + V + 

E. gallinarum + - +(d) + - + - +(d) - + - + 

E. haemoperoxidus +(c) - +(c) - - - - - - + - + 

E. mundtti + - + + V + - - + + - - 

E. sanguinicola + - + - - - +(e) - - + - - 

Lactococcus sp. + - + - - - - - - V - - 

             

Grupo III             

E. díspar - - + - - + - - - + + + 

E. durans - - + - - - - - - - - - 

E. hirae - - + - - + - - - + - - 

E. ratti - - + - - - - - - - - - 

E. villorum - - + - - - - - - - - - 

             

Grupo IV             

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

E. cacae - - - - - - - - - + + +(c) 

E. cecorum - - - - + + - - - + + - 

E. phoeniculicola - - - + - + - - - + - + 

E. sulfureus - - - - - + - - + + - + 

             

Grupo V             

E. canis + - - + - - - - - + + + 

E. columbae + - - + + + - - - + + - 

E. hermanniensis + - - - - - - - - - - - 

E. italicus + - - - V - - - - + + + 

E. moraviensis + - - + - - - - - + + + 

Vagococcus fluvialis + - - - + - - + - + - + 

(a) Abreviaturas e símbolos; MAN, Manitol; SOR, Sorbose; ARG, Arginina; ARA, Arabinos; SBL, Sorbitol; RAF, 

Rafinose; TEL, 0,04% de Telurito; MOT, Motilidade; PIG, Pigmento; SAC, Sacarose; PYR, Piruvato; MGP, Metil-α-

glicopiranosídeo; 

(+) 90% das amostras ou mais são positivas; (-) 90% das amostras ou mais são negativas; (V) Variáveis; 

(c) Resultados tardios (3 ou mais dias de incubação); 

(d) Exceções ocasionais (menos de 3% das amostras); 

(e) Reação em uma semana. 

Fonte: Teixeira et al., 2007. 
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1.6.2. SDS-PAGE:  

 

 

Volumes de 15L das preparações solúveis (extratos protéicos) foram aplicados 

em um gel de empilhamento (ou superior) composto de acrilamida 4% em 0,125M Tris-

HCl (pH 6,8) confeccionado sobre um gel de separação (ou inferior) composto de 10% 

de acrilamida em 0,375M Tris-HCl (pH 8,8). O tampão utilizado para a corrida 

eletroforética foi 25mM Tris-HCl – 0,192M glicina (pH 8,3) e a concentração final de 

SDS foi de 0,1%, tanto no gel como no tampão de corrida. A corrida eletroforética foi 

feita no sistema Mini Protean II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Califórnia, EUA) 

em uma corrente constante de 20mA. Padrões de pesos moleculares (20-250kD, 

Prestained Protein Molecular Weight Standards, BioRad) foram incluídos em cada uma 

das corridas. O gel foi corado com azul de Coomassie R-250 a 0,125% p/v em metanol: 

ácido acético: água (5:1:4 v/v) e descorados com a mesma solução solvente. Os perfis 

obtidos foram avaliados por inspeção visual. 

 

 

1.7. Determinação da susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

 

1.7.1. Testes de Difusão em Ágar: 

 

 

Três a cinco colônias de cada amostra bacteriana foram semeadas em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion – Difco Labs.) e incubadas a 36ºC±1ºC por 18-24h. Após o 

período de incubação, foi feita uma suspensão do crescimento bacteriano, em solução 

salina fisiológica estéril (NaCl 0,85%), para obter uma turbidez equivalente a 0,5 da 

escala de McFarland. Com auxílio de swabs, as suspensões bacterianas foram 

inoculadas em ágar Müeller-Hinton (MHA, Müeller-Hinton Agar, Difco Labs.), sobre 

as quais foram depositados discos impregnados com os antimicrobianos. Após o 

período de incubação de 16-18h, a 36ºC±1ºC, os halos de inibição do crescimento 

bacteriano foram medidos para a definição da categoria de susceptibilidade. Para 

determinação da susceptibilidade a vancomicina, o tempo de incubação foi de 24h. A 
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análise dos resultados seguiu as recomendações do Clinical and Laboratory Standard 

Institute (CLSI), 2007. 

Os antimicrobianos testados e suas respectivas concentrações nos discos foram: 

ampicilina-10g, ciprofloxacina-5g, cloranfenicol-30g, eritromicina-15g, 

tetraciclina-30g, vancomicina-30g e discos especiais contendo concentrações 

elevadas de gentamicina-120g e estreptomicina-300g. Os discos de antimicrobianos 

foram obtidos da Oxoid Ltd. (Cambridge, Reino Unido). A amostra de referência E. 

faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle nos testes. 

 

 

1.7.2. Antibiotipagem: 

 

 

A definição de antibiotipos foi realizada segundo Barros et al. (1999), 

utilizando-se os resultados obtidos no teste de difusão em ágar para os 8 

antimicrobianos testados. Os antimicrobianos foram reunidos em três grupos de três, e 

um grupo de dois, na seguinte ordem: ampicilina / ciprofloxacina / cloranfenicol; 

eritromicina / tetraciclina / vancomicina; e gentamicina / estreptomicina. Os resultados 

obtidos na categoria intermediária de susceptibilidade foram convencionalmente 

considerados como resistentes. Sendo assim, os bionúmeros representativos dos 

antibiotipos foram gerados segundo o arranjo obtido pelo emprego da seguinte 

representação (onde S, sensível; R, resistente ou categoria intermédiária): 

 

 

Combinação dos resultados: 

 

Representação: 

SSS 1 

SSR 2 

SRS 3 

SRR 4 

RRR 5 

RRS 6 

RSR 7 

RSS 8 

SS A 

SR B 

RS C 

RR D 
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1.7.3. Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) para vancomicina e 

teicoplanina: 

 

 

A partir de um inóculo padronizado (suspensão celular com turbidez equivalente 

a 0,5 da escala McFarland), confeccionado como descrito no item 5.1, foi realizada a 

semeadura nas placas de ágar Müeller-Hinton (Difco Labs.) com o auxílio de um swab 

estéril, a fim de obter um crescimento confluente e homogêneo. Fitas impregnadas com 

os antimicrobianos (E- test®, AB Biodisk, Culver City, CA, EUA) foram depositadas 

sobre o inóculo. O valor da CIM para cada antimicrobiano foi obtido pela leitura do 

valor correspondente a interseção entre a origem da elipse de inibição do crescimento 

bacteriano e a fita do E- test®. 

 

 

1.8. Detecção da expressão de fatores de virulência 

 

 

1.8.1. Formação de Biofilme: 

 

 

A metodologia utilizada foi baseada na descrita por Tendolkar et al. (2004). As 

amostras foram semeadas em TSB (Tripcase Soy Broth, Difco Labs.) ajustado para uma 

concentração final de 0,25%, 0,5%, 0,75% ou 1,0% de glicose (TSB-G) e incubadas a 

36ºC±1ºC por 16-18h. Após incubação, foram centrifugadas a 6.000g/10 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 5 mL do meio TSB. As 

suspensões celulares com turbidez padronizada foram diluídas a 1:40 em caldo TSB-G e 

200L foram adicionadas em poços de placas de microtitulação de poliestireno 

(Corning Incorporated, Corning, NY, EUA) que foram incubadas a 36ºC±1ºC por 16-

18h Após este período, as células planctônicas foram removidas e os poços foram 

lavados com tampão fosfato-salina (PBS, 0,85% NaCl; 0,2M NaH2PO4; 0,2M NaHPO4, 

pH7,2) estéril. As placas foram invertidas e deixadas por 1 h à temperatura ambiente 

para secar.  

A quantificação do biofilme foi feita adicionando-se em cada poço da 

microplaca 200L de uma solução aquosa de cristal violeta a 0,2%. Após 15 minutos de 
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incubação em temperatura ambiente, os poços foram lavados por 3 X com PBS estéril e 

adicionados de 200L de uma solução álcool-acetona (80:20). Os resultados foram 

quantificados pela leitura da absorbância dos testes em um leitor de microplacas (Model 

550 Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) a λ=595nm.  

Os testes foram sempre realizados em quadruplicata. A formação do biofilme foi 

categorizada segundo as recomendações de Seno et al. (2005), com algumas 

modificações em: forte DO595 ≥ 0,6; média 0,3 ≤ DO595 ≤ 0,599; ou fraca 0,1 ≤ DO595 ≤ 

0,299. Amostras que apresentaram valores menores do que 0,1 foram consideradas não 

produtoras de biofilme. 

 

 

1.8.2. Gelatinase: 

 

 

A metodologia utilizada para a detecção da produção de gelatinase seguiu as 

recomendações de Coque et al. (1995). As amostras bacterianas foram semeadas em 

spot no meio THB acrescido de 1,5% de ágar e 30 g/L de gelatina (Gelatin, Difco 

Labs.) e incubadas por um período de 24h a 36ºC±1ºC, seguido de uma incubação por 

5h, sob refrigeração (4ºC - 10C, em geladeira). O aparecimento de um halo turvo ao 

redor do crescimento, devido à hidrólise da gelatina, foi considerado positivo para o 

teste. 

 

 

1.9. Detecção de genes envolvidos na expressão de resistência aos antimicrobianos 

 

 

A investigação da presença de genes codificadores da expressão de resistência 

aos antimicrobianos foi realizada por PCR. A metodologia empregada seguiu as 

recomendações de Sutcliffe et al. (1996) e Swenson et al. (1995), com algumas 

modificações, para a presença dos genes responsáveis pela expressão de resistência à 

gentamicina [gene aac(6´)-I/aph(2´´)-Ie], estreptomicina [gene ant(6´)-Ia] e 

vancomicina (genes vanA, vanB, vanC1 e vanC2). As amostras HUPE-101 (portadora 

dos genes responsáveis pelo fenótipo HLR-GE e HLR-ST), E. faecalis A256 (vanA), E. 

faecalis V583 (vanB), E. gallinarum SS1228 (vanC-1) e E. casseliflavus SS1229 (vanC-
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2) foram utilizadas como controles positivos dos testes. A amostra E. faecalis ATCC 

29212 foi utilizada como controle negativo. Todos os reagentes utilizados foram obtidos 

da Invitrogen do Brasil (São Paulo, SP). 

 

 

1.9.1. Obtenção do DNA molde: 

 

 

As amostras bacterianas foram semeadas em ágar sangue e incubadas por 16-18h 

a 36ºC±1ºC. A partir do crescimento, três a cinco colônias bacterianas foram suspensas 

em 100L de água Milli-Q estéril. As suspensões celulares foram submetidas a banho 

fervente por 10 min, para lise das células e conseqüente liberação do DNA. Após 

centrifugação (4.500 G) por 15 seg, alíquotas de 2L (para detecção de genes van) ou 

5L (para detecção de genes codificadores do fenótipo HLAR) do sobrenadante foram 

adicionadas à mistura de reação de PCR. 

 

 

1.9.2. Detecção de genes codificadores de HLAR: 

 

 

A mistura de reação constou de 0,5 M de cada oligonucleotídeo iniciador, 0,25 

mM de dNTP mix (2,5 mM de cada), 1,5 U de Taq polimerase e 2 mM de cloreto de 

magnésio e água Milli-Q estéril para um volume final de 30l. Esta mistura foi 

submetida a um ciclo inicial de 93ºC por 3 min, seguido de 52ºC por 1 min, e de 35 

ciclos de 72ºC por 1 min, 93ºC por 1 min e 52ºC por 1 min, e um ciclo final de 72ºC por 

5 min em termociclador (Model PT100, Programable Thermal Controler, MJ Research 

Inc., MA, EUA). As seqüências dos iniciadores utilizados para a amplificação de cada 

um dos genes investigados estão indicadas na QUADRO 1. 

 

 

1.9.3. Detecção de genes codificadores de resistência à vancomicina:  
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A mistura da reação de PCR constou de 0,5M de cada iniciador, 0,2mM de 

dNTP mix (100mM de cada), 2,5U de Taq polimerase, 1,5mM de cloreto de magnésio e 

água Milli-Q para um volume final de 100L. Esta mistura foi submetida a 1 ciclo de 

95°C por 10 min, para lise bacteriana e desnaturação do DNA, 30 ciclos de 94°C por 30 

seg, 58°C por 30 seg e 72°C por 30 seg e 1 ciclo final de 72°C por 10 min, em 

termociclador PT100. As seqüências dos oligonucleoídeos iniciadores utilizados estão 

descritos na Quadro 1. 

 

 

1.9.4. Eletroforese: 

 

 

Os produtos de amplificação foram aplicados em gel de agarose a 1,2% em 

tampão TBE 0,5X (45mM Tris, 45mM ácido bórico, 1mM EDTA). Após eletroforese 

por 1h a 100V, os géis foram corados com brometo de etídio (0,5 g/mL) por 30 min, 

descorados duas vezes (30 min cada), visualizados em transiluminador de luz UV e os 

resultados foram registrados com auxílio de câmara digital (Sistema EDAS 120, 

Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EUA). As corridas eletroforéticas foram 

acompanhadas de um padrão de pares de base (100 bp  ou 1kb Ladder) utilizado para 

estimar o tamanho dos produtos de amplificação obtidos. 

 

 

1.10. Detecção de genes envolvidos na expressão de fatores de virulência 

 

 

A presença dos genes codificadores da expressão de hemolisina (cylA), Esp (esp) 

e FsrB (fsr) foi investigada por PCR. A metodologia empregada seguiu as 

recomendações de Eaton & Gasson (2001) e de Roberts et al. (2004). As amostras de E. 

faecalis OG1XpAM714 e ATCC 29212 foram utilizadas como controles dos testes. 

Todos os reagentes utilizados foram obtidos da Invitrogen do Brasil (São Paulo, SP). 

 

 

1.10.1. Obtenção do DNA molde:  
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O DNA das amostras bacterianas foi obtido segundo as recomendações de Beall 

et al. (1998). A partir de um crescimento recente (18-24h a 36ºC±1ºC), foi 

confeccionada uma suspensão bacteriana espessa em 300L de salina fisiológica estéril 

(NaCl a 0,85%). Após centrifugação a 3.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi 

desprezado e as células bacterianas foram suspensas em 50L de tampão TE (10mM 

Tris; 0,1M de EDTA, pH 7,6) adicionado de 9U de mutanolisina (Sigma Co.). Após 

incubação por 10 min em banho-maria a 36ºC±1ºC, seguida de mais 5 min em banho 

fervente, as suspensões foram centrifugadas (1.000 G por 5 min) e 5L do 

sobrenadante, contendo o DNA extraído, foram adicionados à mistura de reação. 

 

 

1.10.2. Detecção de genes de virulência: 

 

 

A mistura de reação constou de 0,5 M de cada oligonucleotídeo iniciador, 0,25 

mM de dNTP mix (2,5 mM de cada), 1,5 U de Taq polimerase, 2 mM de cloreto de 

magnésio e água Milli Q para um volume final de 50L. Esta mistura foi submetida a 

um ciclo inicial de 93ºC por 3 min, seguido de 52ºC por 1 min, e de 35 ciclos de 72ºC 

por 1 min, 93ºC por 1 min e 52ºC por 1 min, e um ciclo final de 72ºC por 5 min em 

termociclador PT100. As seqüências dos iniciadores utilizados para a amplificação de 

cada um dos genes investigados estão indicadas no QUADRO 2. 

 

 

1.10.3. Eletroforese: 

 

 

A detecção dos produtos de amplificação foi feita por eletroforese em gel de 

agarose a 1% em tampão TBE 0,5X. Após a corrida eletroforética, por 1h a 100V, os 

géis foram corados, descorados e visualizados conforme já descrito no item 7.4. 
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QUADRO 1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção dos genes 

responsáveis pela expressão de resistência a gentamicina, estreptomicina e vancomicina, 

por metodologia de PCR. 

 

GENE 

 

INICIADORES 

PRODUTO DE 

AMPLIFICAÇÃO 

(bp) 

aac(6’)Ie-aph(2’’)Ia 348: 5’ TGATGATTTTCCTTTGATGT 3’ 

1723: 3’ GTTAGAAATATTCAGGAAAA 5’ 
1.375 

ant(6’)Ia 
1268: 5’ ACTGGCTTAATCAATTTGGG 3’ 

1845: 3’ CGGAAAGGCGGTGGAGTGGC 5’ 
577 

vanA VanA1: 5’ GCTATTCGACTGTAGC 3’ 

VanA2: 5’ CGACGGCCATCATACGG 3’ 
1.030 

vanB VanB1:5’ CATCGCCGTCCCCGAATTTCAAA 3’ 

VanB2: 5’ GATGCGGAGAACCGTGGCT 3’ 
433 

vanC-1 VanC1-1:5’ GGTATCAAGGAAACCTC 3’ 

VanC1-2: 5’ CTTCCGCCATCATAGCT 3’ 
796 

vanC-2 VanC2-1: 5’CTCCTACGATTCTCTTG 3’ 

VanC2-2: 5’ CGAGCAAGACCTTTAAG 3’ 
484 
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QUADRO 2. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção dos genes 

responsáveis pela expressão de fatores de virulência, por metodologia de PCR. 

 

GENE 

 

INICIADORES 

PRODUTO DE 

AMPLIFICAÇÃO 

(bp) 

cylA TE17: 5’ TGGATGATAGTGATAGGAAGT 3’ 

TE18: 5’ TCTACAGTAAATCTTCGTCA 3’ 
517 

esp 
TE34: 5’ TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 3’ 

TE36: 5’ GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA 3’ 
933 

fsr fsrBF1:5’ GGGAGCTCTGGACAAAGTATTATCTAACCG 3’ 

fsrBR2: 5’ TTGGTACCCACACCATCACTGACTTTTGC 3’ 
541 

 

 

1.11. Análise dos perfis de fragmentação do dna cromossômico por eletroforese em 

campo pulsado (PFGE)  

 

 

O método de PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) por ser considerado como 

“padrão ouro” foi empregado na tipagem molecular das amostras de enterococos em 

estudo. O protocolo utilizado foi baseado na descrição de Teixeira et al. (1997). 

 

 

1.11.1. Preparo das Amostras:  

 

 

Após cultivo das amostras, por 18/24h a 36±1ºC em ágar sangue, as células 

bacterianas foram suspensas em 500L de tampão PIV (1M NaCl, 10mM Tris, pH 7,6), 

para turbidez equivalente ao padrão 8 da escala de McFarland. À suspensão celular foi 

adicionado o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusão (NuSieve GTG 

Agarose; FMC Bioproducts, Rockland, ME, EUA) a 2%, confeccionada em tampão 

PIV, e a mistura vertida em moldes apropriados. Após solidificar, os blocos resultantes 

foram incubados em uma solução de lise, constituída do tampão EC (6mM Tris, pH 7,6; 
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1M NaCl; 100mM EDTA; 1% Sarcosyl) adicionado de 1 mg/mL de lisozima e 5U/mL 

de mutanolisina (Sigma Co.), por 18-24 h a 36±1ºC. Para a remoção das proteínas, esta 

solução foi então substituída pelo tampão ESP (0,5M EDTA, pH 9,5; 1% Sarcosyl; 

1mg/mL de proteinase K, Sigma Co.) e incubação por 18-24h a 50ºC. Após uma 

segunda incubação em ESP e nas mesmas condições descritas, os blocos foram 

submetidos a 4 etapas de lavagens (duas por 30 min e duas por 1h) em tampão TE. A 

partir desta etapa, os blocos foram equilibrados, por 2h, em 250 L do tampão 

específico para a endonuclease de restrição SmaI (New England Biolabs Inc., Ipswich, 

MA, EUA). Após a retirada do tampão, cada bloco foi incubado com 2U de SmaI por 

18-24 h a 25°C, em banho-maria.  

 

 

1.11.2. Eletroforese: 

 

 

Após o período de digestão com a enzima SmaI, os blocos, contendo o DNA 

fragmentado por ação enzimática, foram aquecidos, a 70°C, e aplicados em gel de 

agarose a 1% em 0,5X TBE. Os fragmentos de restrição foram separados em um 

sistema de eletroforese em campo pulsado (CHEF DRIII Variable Angle System, Bio-

Rad Labs.), por 22 h com pulsos de 5 a 35 segundos, ângulo 120º e a 6V/cm. Os géis 

foram corados em solução de brometo de etídio (0,5mg/mL), por 30 min, descorados em 

água por 2h, posteriormente observados em um transiluminador e fotografados sob luz 

UV. 

 

 

1.11.3. Avaliação dos resultados:  

 

 

A análise dos perfis eletroforéticos obtidos por PFGE das amostras foi feita por 

inspeção visual. A interpretação seguiu os critérios de Tenover et al. (1995), onde: (i) 

amostras apresentando perfis idênticos foram consideradas como pertencentes ao 

mesmo clone; (ii) amostras estreitamente relacionadas foram aquelas cujos perfis 

apresentaram diferenças de duas a quatro bandas; (iii) amostras não relacionadas 

mostraram diferenças superiores a quatro bandas. 
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2. RESULTADOS 

 

 

Foram analisadas amostras de Enterococcus obtidas de diferentes origens: 

colonização de pacientes hospitalizados, infecção (enterococcias) em pacientes 

hospitalizados, profissionais de saúde, dietas hospitalares servidas aos pacientes e 

manipuladores desses alimentos. As características deste estudo variaram de acordo 

com as possibilidades de obtenção dos materiais para análise. Porém, a investigação 

proposta teve como base uma avaliação sistêmica da resistência bacteriana a partir de 

diferentes fontes de isolamento, em um período determinado de tempo.  

O estudo da colonização por Enterococcus em pacientes hospitalizados foi, 

caracteristicamente, prospectivo e a coleta dos materiais clínicos foi realizada em 

pacientes hospitalizados em unidades selecionadas, que teoricamente representariam 

níveis diversos de pressão seletiva, quanto ao uso de antimicrobianos, conforme 

explicitado em Materiais e Métodos.  

Foram realizadas coletas mensais, durante três meses consecutivos, de novembro 

de 2000 a janeiro de 2001. Neste período, foram coletados swabs retais de todos os 

pacientes que no momento da coleta estavam hospitalizados nas enfermarias (masculina 

e feminina) das Unidades de Clínica Médica e de Clínica Cirúrgica e no CTI. Todos os 

pacientes ou, quando necessário, seus responsáveis foram esclarecidos quanto aos 

procedimentos aos quais seriam submetidos, para o devido consentimento da realização 

do estudo, de acordo com o estabelecido e aprovado pelo Comitê de Ética Médica do 

HUPE/UERJ.  

A partir dos dados clínico-demográficos coletados, foi possível observar que o 

número de pacientes do sexo feminino e masculino foi coincidentemente o mesmo (61 

para cada). A idade dos pacientes variou de 14 a 86 anos (média: 55,3 anos). 

Destacaram-se como condições clínicas subjacentes: neoplasias (21,3%) diabetes 

(15,6%), insuficiência renal crônica (6,6%), insuficiência respiratória associada a 

infecções do trato respiratório (4,1%) e síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA; 

3,4%). Do total de pacientes avaliados, 50,0% (61/122) estavam em uso de 

antimicrobianos no momento da coleta. Destes, 57,4% (35/61) estavam em uso de 

esquemas terapêuticos compostos por mais de um antimicrobiano, resultando em 125 

tratamentos (considerando-se cada antimicrobiano como um tratamento). Ceftriaxona 



58 

 

foi o antimicrobiano mais utilizado, correspondendo a 17,6% (22/125) dos tratamentos, 

seguido de metronidazol (8,0%; 10/125) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2 – Distribuição dos antimicrobianos utilizados pelos 122 pacientes avaliados 

neste estudo, em relação ao número de tratamentos e ao número de pacientes em 

tratamento durante o período de coleta do material clínico. 

 

ANTIMICROBIANOS 

% DO ANTIMICROBIANO POR: 

Nº DE TRATAMENTOS 
1 

(n=125) 

Nº DE PACIENTES EM 

TRATAMENTO 
2  

(n=59) 

Amicacina 4,0 8,5 

Ampicilina 7,2 15,3 

Aztreonam 1,6 3,4 

Cefazolina 1,6 3,4 

Cefepime 2,4 5,1 

Ceftazidima 1,6 3,4 

Ceftriaxona 17,6 37,3 

Ciprofloxacina 6,4 13,6 

Claritromicina 3,2 6,8 

Clindamicina 5,6 11,8 

Gentamicina 3,2 6,8 

Imipenem 4,8 10,2 

Isoniazida 3,2 6,8 

Metronidazol 8,0 16,9 

Mupirocina 0,8 1,7 

Norfloxacina 4,8 10,2 

Oxacilina 4,8 10,2 

Pirazinamida 3,2 6,8 

Rifampicina 3,2 6,8 

STX
3 

6,4 13,6 

Vancomicina 6,4 13,6 

1 Corresponde a freqüência de utilização de um determinado antimicrobiano, para o total de tratamentos (um 

tratamento corresponde ao uso de um antimicrobiano); 

 2 Corresponde a freqüência de utilização de um determinado antimicrobiano, para o total de pacientes em 

uso de antimicrobianos no momento da coleta do espécime clínico neste estudo;  
3 Sulfametoxazol-trimetoprim. 
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Foram recuperadas amostras de Enterococcus de 64 (52,5%; 64/122) espécimes 

clínicos dos pacientes estudados. Destes pacientes, 36 (56,3%; 36/64) estavam em uso 

de antimicrobianos no momento da coleta. Enquanto que, 25 (43,1%; 25/58) pacientes, 

dentre os que apresentaram cultura negativa para enterococos, fizeram uso de 

antimicrobianos. Os antimicrobianos mais freqüentemente utilizados entre os pacientes, 

cujos espécimes clínicos foram positivos para o isolamento de enterococos, também 

foram ceftriaxona (20,3%; 13/64) e metronidazol (12,5%; 8/64). O uso de ceftriaxona 

também foi prevalente entre os pacientes com cultura negativa para enterococos (10,3%; 

6/58). Entretanto, foram observadas diferenças quanto à freqüência do uso dos 

antimicrobianos nos pacientes que apresentaram cultura positiva e negativa. O maior 

percentual de tratamentos realizados com a maioria dos antimicrobianos foi relacionado 

aos pacientes apresentando cultura positiva. Para os pacientes apresentando culturas 

negativas, foi observado uma maior freqüência de tratamentos relacionados aos 

antimicrobianos imipenem e norfloxacina (Tabela 3). 

Foram avaliadas até cinco colônias sugestivas de enterococos de cada cultura 

positiva, resultando em 161 amostras bacterianas obtidas de colonização dos 64 

pacientes com cultura positiva. As colônias consideradas sugestivas apresentaram-se 

escuras e circundadas por um halo negro quando em meio Enterococcosel, decorrente 

da hidrólise da esculina, uma das principais características do gênero Enterococcus. 

Neste estudo, foram coletadas amostras de todos os profissionais de saúde, que 

atuavam nas mesmas unidades hospitalares e durante o mesmo período da avaliação da 

colonização de pacientes hospitalizados (uma coleta mensal de nov/2000 a jan/2001). 

Foram avaliados 98 profissionais (incluindo acadêmicos), dos quais 10 eram 

Enfermeiros, 8 Nutricionistas, 6 Fisioterapeutas, 5 Médicos, 41 Auxiliares de 

Enfermagem, 18 Residentes em Medicina, 5 Residentes em Enfermagem e 5 Internos 

em Medicina. Entretanto, não foram recuperadas amostras de Enterococcus a partir dos 

swabs obtidos das mãos desses profissionais. 

Foram coletadas também, durante o mesmo período, dietas hospitalares (n=66) 

servidas aos pacientes presentes nas mesmas Unidades Hospitalares avaliadas no estudo 

de colonização (CTI, enfermarias de Clínica Médica e Cirúrgica), bem como swabs das 

mãos de manipuladores (n=88) dessas dietas. Dentre as 66 dietas avaliadas, 49 eram 

orais, 14 enterais e três parenterais, e foram selecionadas de acordo com as necessidades 

dos pacientes hospitalizados no momento da coleta dos alimentos. Não foi detectada a 

presença de amostras de enterococos nas dietas enterais e parenterais, pela metodologia 
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aplicada. Entretanto, foram isoladas amostras de Enterococcus em 17 dietas orais 

(34,7%; 17/49) e a partir do material coletado de seis manipuladores (6,8%; 6/88). 

Dentre as 17 dietas hospitalares e os seis manipuladores, foram obtidas 39 e 15 amostras 

de Enterococcus, respectivamente. Ressalta-se que não foi objetivo do estudo 

quantificar as colônias suspeitas de Enterococcus nos alimentos avaliados. 

 

 

Tabela 3 – Distribuição dos antimicrobianos utilizados pelos pacientes que 

apresentaram cultura positiva e negativa para enterococos.  

 

ANTIMICROBIANOS/ 

TRATAMENTOS 

% DO ANTIMICROBIANO POR: 

PACIENTES COM 

CULTURA 

POSITIVA
 

PACIENTES COM 

CULTURA 

NEGATIVA 

Amicacina (n=5) 80,0 20,0 

Ampicilina (n=9) 77.8 22,2 

Aztreonam (n=2) 100,0 -
1 

Cefazolina (n=2) 100,0 - 

Cefepime (n=3) 66,7 33,3 

Ceftazidima (n=2) 100,0 - 

Ceftriaxona (n=22) 63,6 36,4 

Ciprofloxacina (n=8) 50,0 50,0 

Claritromicina (n=4) 75,0 25,0 

Clindamicina (n=7) 85,7 14,3 

Gentamicina (n=4) 75,0 25,0 

Imipenem (n=6) 33,3 66,7 

Isoniazida (n=4) 25,0 75,0 

Metronidazol (n=10) 90,0 10,0 

Mupirocina (n=1) - 100,0 

Norfloxacina (n=6) 33,3 66,7 

Oxacilina (n=6) 83,3 16,7 

Pirazinamida (n=4) 25,0 75,0 

Rifampicina (n=4) 25,0 75,0 

STX
2
 (n=8) 62,5 37,5 

Vancomicina (n=8) 62,5 37,5 

     1 Nenhum paciente;  

   2 Sulfametoxazol-trimetoprim. 
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Adicionalmente, foi conduzida uma avaliação retrospectiva a partir da inclusão 

neste estudo de 61 amostras de Enterococcus obtidas de quadros de infecção, isoladas 

de pacientes hospitalizados na mesma Instituição (HUPE/UERJ), durante o período de 

cerca de um ano (jun/2000 a jun/2001). Estas amostras foram inicialmente isoladas no 

Laboratório de Bacteriologia do referido hospital. Das 61 amostras avaliadas, a maioria 

(62,3%; 38/61) foi isolada de urina. O restante foi obtido de sangue (16,4%), ferida 

(8,2%), secreções do trato respiratório (4,9%), secreções intra-abdominais (4,9%) e 

cateteres (3,3%).  

As amostras foram obtidas de pacientes hospitalizados nas Unidades de Clínica 

Médica e na Nefrologia (22,9% cada). As demais amostras foram oriundas de 18,0% 

dos pacientes internados nas enfermarias de Clínica Cirúrgica, 11,4% no CTI, 9,8% na 

Unidade de Transplantes e 14,8% em Unidades referentes a outras especialidades 

médicas (tais como, Urologia, Adolescentes e Ginecologia – 2 amostras cada; e 

Pediatria, Doenças Infecciosas e Neurologia – 1 amostra cada).  

Sendo assim, foram analisadas 276 amostras bacterianas, que foram compatíveis 

nos testes fisiológicos, como pertencentes ao gênero Enterococcus. Todas se 

apresentaram como cocos Gram-positivos, catalase negativa, hidrolisaram a esculina na 

presença de 40% de bile, cresceram em meio contendo 6,5% de NaCl e hidrolisaram o 

PYR e o LAP. 

De um modo geral, dentre as 276 amostras bacterianas, a espécie mais freqüente 

foi E. faecalis (45,2%). Entretanto, a freqüência das espécies variou de acordo com a 

fonte de isolamento. Dentre as amostras obtidas de colonização (n=161), a 

predominância foi da espécie E. faecalis (42,2%; 68/161), seguida de E. gallinarum 

(21,7%; 35/161) e E. faecium (18,0%; 29/161). Dentre as amostras isoladas de infecção 

(n=61), a predominância absoluta foi da espécie E. faecalis (81,9%; 50/61). Já entre as 

amostras de dietas hospitalares, as espécies E. casseliflavus (58,9%; 23/39), e E. 

gallinarum (28,2%; 11/39) foram as que se destacaram em freqüência. Das 15 amostras 

isoladas de manipuladores, a predominância foi de E. faecium (46,7%; 7/15). A Tabela 

4 apresenta as espécies de enterococos identificadas e sua distribuição quanto à origem 

de isolamento. 

A maioria das amostras avaliadas apresentou perfis fisiológicos esperados de 

acordo com os padrões de classificação para as espécies de Enterococcus. As variações 

possíveis determinaram a identificação de biotipos distintos apresentados na Tabela 5. 

Destaca-se, por exemplo, que amostras de E. faecium sorbitol-negativo/rafinose-
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negativa, correspondendo ao biotipo fc-III, foi o único perfil desta espécie identificado a 

partir de amostras de dietas e de manipuladores. Amostras de E. casseliflavus sorbitol-

positivo foi o biotipo (cs-I) mais comum entre amostras isoladas de dietas hospitalares. 

O único resultado atípico pode ser observado em duas amostras de E. gallinarum que 

utilizaram o açúcar sorbitol, denominado de biotipo ga-II e incomum para a espécie 

(Tabela 5). 

A caracterização das espécies consideradas pouco comuns como, por exemplo, 

E. avium, E. durans e E. hirae, bem como as amostras atípicas de E. gallinarum, foi 

confirmada pela análise por SDS-PAGE dos perfis de proteínas totais, comparados aos 

de amostras de referência. A Figura 1 demonstra um gel representativo das análises 

realizadas por SDS-PAGE. 

 

 

Tabela 4 – Freqüência e distribuição das espécies de Enterococcus por origem de 

isolamento. 

 

ESPÉCIES 

% de Amostras Bacterianas (Nº/Total) 

Origem de Isolamento
1 

 

TOTAL 

(n=276) 

COL 

(n=161) 

INF 

(n=61) 

DHOSP 

(n=39) 

MANIP 

(n=15) 

E. faecalis 
42,2 

(68/161) 

81,9 

(50/61) 

5,1 

(2/39) 
-
2 

43,5 

(120/276) 

E. faecium 
18,0 

(29/161) 

4,4 

(7/61) 

7,7 

(3/39) 

46,7 

(7/15) 

16,7 

(46/276) 

E. gallinarum 
21,7 

(35/161) 

4,9 

(3/61) 

28,2 

(11/39) 
- 

17,8 

(49/276) 

E. casseliflavus 
12,4 

(20/161) 
- 

58,9 

(23/39) 

26,7 

(4/15) 

17,0 

(47/276) 

E. raffinosus 
1,2 

(2/161) 
- - 

20,0 

(3/15) 

1,8 

(5/276) 

E. hirae 
3,1 

(5/161) 
- - - 

1,8 

(5/276) 

E. avium 
1,2 

(2/161) 

1,6 

(1/61) 
- - 

1,1 

(3/276) 

E. durans - - - 
6,7 

(1/15) 

0,4 

(1/276) 

1Origem de Isolamento: COL, colonização; INF, infecção; DHOSP, dietas hospitalares;    MANIP, manipuladores. 

2 Nenhuma amostra 
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Tabela 5 – Variações fisiológicas das 276 amostras de Enterococcus identificadas neste estudo. 

ESPÉCIES 
PERFIS 

FISIOLÓGICOS 

TESTES FISIOLÓGICOS
1 

ORIGEM
2 

% de Amostras 

 

COL  INF DHOSP MANIP  

MAN 

 

SOR 

 

ARG 

 

ARA 

 

SOL 

 

RAF 

 

MOT 

 

PIG 

 

SAC 

 

MGP 

E. faecalis 
fa-I (n=113) + - + - + - - - + - 54,9 43,3 1,8 - 

fa-II (n=7) + - + - + - - - - - 85,7 14,3 - - 

E. faecium 

fc-I   (n=21) + - + + + + - - + - 80,9 19,1 - - 

fc-II  (n= 10) + - + + + - - - + - 80,0 20,0 - - 

fc-III (n= 15) + - + + - - - - + - 20,0 13,3 20,0 46,7 

E. casseliflavus 
cs-I  (n=25) + - + + + + + + + + 40,0 - 60,0 - 

cs-II (n=22) + - + + - + + + + + 45,5 - 36,4 18,1 

E. gallinarum 
ga-I  (n=47) + - + + - + + - + + 70,2 6,4 23,4 - 

ga-II  (n=2) + - + + + + + - + + 100 - - - 

E. raffinosus 
rf-I (n=2) + + - + + + - - + - 100 - - - 

rf-II (n=3) + + - + + + - - + + - - - 100 

E. hirae hi-I (n=5) - - + - - + - - + - 100 - - - 

E. avium av-I (n=3) + + - + + - - - + + 66,7 33,3 - - 

E. durans du-I (n=1) - - + - - - - - - - - - - 100 

1 fermentação dos açúcares: MAN, manitol; SOR, sorbose; ARA, arabinose; SOL, sorbitol; RAF, rafinose; SAC, sacarose; MGP, metil-α-D-glicopiranosídeo; ARG, decarboxilação da arginina; 

MOT, motilidade; PIG, pigmento; Origem: COL, colonização; INF, infecção; DHOSP, dietas hospitalares; MANIP, manipuladores; +, positivo; -, negativo. 
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Figura 1 – Perfis de proteínas totais representativos de amostras de Enterococcus, obtidos por 

eletroforese em gel de poliacrilamida adicionado de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). 

 

 

 

 

 

 

 

Linhas 1 e 7, padrões de peso molecular; 2, SS1278, amostra referência de E. raffinosus;  

3-4, amostras clínicas; 5. SS1227, amostra referência de E. hirae; 6. amostra clínica. 

 

 

2.1. Fenótipos e genótipos de resistência aos antimicrobianos 

 

 

Neste etapa do estudo, foram selecionadas 191 amostras de enterococos, sendo 76 

amostras de colonização, 61 de infecção, 39 de dietas hospitalares e 15 de manipuladores. Os 

resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos por difusão em ágar (disco 

difusão) revelaram que as taxas de resistência variaram de 9,4%, para ampicilina, a 76,4%, 

para eritromicina, seguida de ciprofloxacina (54,5%). Dentre as 191 amostras avaliadas, 

16,2% (31/191) foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados. 

Levando-se em consideração a distribuição das amostras por origem de isolamento, as 

taxas de resistência relativas às amostras provenientes de infecção foram as mais elevadas. 

Enquanto que, amostras provenientes da colonização de pele de manipuladores foram as que 

apresentaram as menores taxas de resistência. A maioria (>50%) das amostras provenientes 

de infecção foi resistente a ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina.  

Fenótipos de resistência a níveis elevados de aminoglicosídeos (gentamicina e 

estreptomicina) foram observados apenas entre amostras isoladas de colonização de pacientes 

1        2        3       4       5       6       7 
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hospitalizados e de infecção. A taxa relativa a HLR-GE foi ligeiramente superior entre 

amostras de colonização do que de infecção. Por outro lado, as taxas de HLR-ST foram 

semelhantes dentre amostras isoladas de ambas as origens. A taxa de resistência plena para 

vancomicina foi de 5,2% (10/191), desconsiderando-se as amostras que apresentaram 

característica intermediária e que foram restritas as espécies móveis E. gallinarum e E. 

casseliflavus.  

A Tabela 6 demonstra os resultados obtidos quanto ao percentual de amostras 

resistentes aos diversos antimicrobianos testados. 

 

 

Tabela 6 – Distribuição das taxas de resistência, determinadas por testes de difusão em ágar, 

de amostras de Enterococcus em relação à origem de isolamento. 

Antimicrobianos 

Origem de Isolamento
1 

% de amostras (nº/total) 

COL INF DHOSP MANIP TOTAL 

Ampicilina 
10,5 

(8/76) 

13,1 

(8/61) 
-
2 

13,3 

(2/15) 

9,4 

(18/191) 

Ciprofloxacina 
53,9 

(41/76) 

70,5 

(43/61) 

38,3 

(13/39) 

46,7 

(7/15) 

54,5 

(104/191) 

Cloranfenicol 
48,7 

(37/76) 

55,7 

(34/61) 
- - 

37,1 

(71/191) 

Eritromicina 
76,3 

(58/76) 

91,8 

(56/61) 

56,4 

(22/39) 

66,7 

(10/15) 

76,4 

(146/191) 

Tetraciclina 
51,3 

(39/76) 

70,5 

(43/61) 

23,0 

(9/39) 

13,3 

(2/15) 

48,7 

(93/191) 

Vancomicina
3 

10,5 

(8/76) 

1,6 

(2/61) 
 - 

5,2 

(10/191) 

Gentamicina
4 

38,2 

(29/76) 

29,5 

(18/61) 
- - 

24,6 

(47/191) 

Estreptomicina
5 

28,9 

(22/76) 

27,9 

(17/61) 
- - 

20,4 

(39/191) 

1 Origem das amostras: COL, colonização; INF, infecção; DHOSP, dietas hospitalares; MANIP, manipuladores; 
2 Nenhuma amostra;  
3 Foram consideradas apenas as amostras que apresentaram resistência plena (não foi incluída a categoria intermediária, 

característica intrínseca de E. gallinarum e de E. casseliflavus); 

Foram testados discos contendo concentrações elevadas de gentamicina e de estreptomicina para determinação dos fenótipos 

HLR-GE4 e HLR-ST5, de acordo com a metodologia descrita em Materiais e Métodos. 

 



66 

Dentre as espécies identificadas, foi observado que  50% das amostras pertencentes a 

E. faecalis e a E. faecium foram resistentes a quatro dos oito antimicrobianos testados. 

Destaca-se que para eritromicina 91,8% e 100% das amostras de E. faecalis e E. faecium, 

respectivamente, foram resistentes a este antimicrobiano. Taxas elevadas de resistência a 

eritromicina também foram observadas para as espécies E. gallinarum (45,9%; 17/37) e para 

E. casseliflavus (60,0%; 21/35). 

Adicionalmente, as taxas de resistência para ciprofloxacina também foram 

consideravelmente elevadas dentre a amostragem estudada, particularmente nas amostras 

pertencentes a E. faecalis (72,9%; 62/85) e E. faecium (83,3%; 20/24). Amostras de 

Enterococcus resistentes a vancomicina-VRE (considerando-se apenas a característica de 

resistência plena) foram observadas entre as espécies E. gallinarum (21,6%; 8/37) e E. 

faecium (8,3%; 2/24). 

A Tabela 7 demonstra a distribuição dos percentuais de resistência para os 

antimicrobianos testados, em relação as diferentes espécies de enterococos identificadas neste 

estudo. 

A maioria das amostras de colonização e de infecção (52,6% e 55,7%, 

respectivamente) apresentou características de resistência a múltiplos antimicrobianos 

(multirresistência). Neste estudo, amostras bacterianas que apresentaram resistência a mais de 

três classes de antimicrobianos foram convencionalmente consideradas como multirresistentes 

(Tabela 8). Adicionalmente, foi observado que uma amostra isolada de urina (infecção) 

apresentou resistência a todas as classes de antimicrobianos testadas. 

Ressalta-se que, dentre as amostras selecionadas e obtidas de manipuladores, nenhuma 

apresentou característica de multirresistência. De forma semelhante, foi observado que apenas 

uma amostra (2,6%), dentre as 39 isoladas de dietas hospitalares, foi multirresistente (Tabela 

8). 

A avaliação das amostras bacterianas por antibiotipagem revelou uma extensa 

diversidade, não sendo observados antibiotipos prevalentes para nenhuma das espécies 

identificadas. Foram determinados 27, 8, 8 e 7 antibiotipos para E. faecalis, E. faecium, E. 

casseliflavus e E. gallinarum, respectivamente. 

 

 

 



67 

Tabela 7 – Distribuição das taxas de resistência, determinadas por testes de difusão em ágar, 

em relação às espécies de Enterococcus. 

Espécies 

Antimicrobianos
1 

% de amostras resistentes (nº/total) 

AMP CIP CLO ERI TET VAN
2
 GE ST 

E. faecalis 

(n=85) 

4,7 

(4/85) 

72,9 

(62/85) 

60,0 

(51/85) 

91,8 

(78/85) 

82,4 

(70/85) 

-
3 

34,1 

(29/85) 

35,3 

(30/85) 

E. faecium 

(n=24) 

50,0 

(12/24) 

83,3 

(20/24) 

50,0 

(12/24) 

100,0 

(24/24) 

20,8 

(5/24) 

8,3 

(2/24) 

45,8 

(11/24) 

25,0 

(6/24) 

E. gallinarum 

(n=37) 
- 

21,6 

(8/37) 

10,8 

(4/37) 

45,9 

(17/37) 

5,4 

(2/37) 

21,6 

(8/37) 

21,6 

(8/37) 

2,7 

(1/37) 

E. casseliflavus 

(n=35) 
- 

31,4 

(11/35) 
- 

60,0 

(21/35) 

28,6 

(10/35) 

 - 5,7 

(2/35) 

E. raffinosus 

(n=3) 

66,7 

(2/3) 

33,3 

(1/3) 
- 

33,3 

(1/3) 

66,7 

(2/3) 

- - - 

E. hirae     (n=3) - 
66,7 

(2/3) 

100,0 

(3/3) 

100,0 

(3/3) 

100,0 

(3/3) 

- - - 

E. durans
 

- - - 
100,0 

(1/1) 
- - - - 

E. avium
 

- - 
100,0 

(1/1) 

100,0 

(1/1) 

100,0 

(1/1) 
- - - 

1 Antimicrobianos: AMP, ampicilina; CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol; ERI, eritromicina; TET, tetraciclina; VAN, 

vancomicina; GE, níveis elevados de resistência a gentamicina; ST, níveis elevados de resistência a estreptomicina. 
2 Foram consideradas apenas as amostras que apresentaram resistência plena (não foi incluída a categoria intermediária, 

característica intrínseca de E. gallinarum e de E. casseliflavus). 
3 Nenhuma amostra. 
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Tabela 8 – Taxas de resistência em relação ao número de classes de antimicrobianos testados. 

Nº de classes 

Origem de Isolamento 

% de amostras (nº/total) 

COL INF DHOSP MANIP TOTAL 

Nenhuma 
15,8 

(12/76) 

3,3 

(2/61) 

38,5 

(15/39) 

13,3 

(2/15) 

16,2 

(31/191) 

1 
1,2 

(4/76) 

6,6 

(4/61) 

17,9 

(7/39) 

33,3 

(5/15) 

10,5 

(20/191) 

2 
13,2 

(10/76) 

11,5 

(7/61) 

33,3 

(13/39) 

53,4 

(8/15) 

19,9 

(38/191) 

3 
13,2 

(10/76) 

22,9 

(14/61) 

7,7 

(3/39) 
- 

14,1 

(27/191) 

4 
25,0 

(19/76) 

16,4 

(10/61) 

2,6 

(1/39) 
- 

15,7 

(30/191) 

5 
25 

(19/76) 

27,9 

(17/61) 
- - 

18,9 

(36/191) 

6 
2,6 

(2/76) 

9,8 

(6/61) 
- - 

4,2 

(8/191) 

7 -
1 

1,6 

(1/61) 
- - 

0,5 

(1/191) 

1Origem: COL, colonização; INF, infecção; DHOSP, dietas hospitalares; MANIP, manipuladores. 
2 Nenhuma amostra 

Área acinzentada: multirresistentes. 

 

 

Considerando-se a distribuição das amostras multirresistentes pelos setores 

hospitalares, foi observado que os maiores percentuais de amostras albergando esta 

característica estão relacionados ao CTI (75,0%), seguido das Clínicas Cirúrgicas (54,3%) e 

Médica (51,5%) (Tabela 9). Da mesma forma, comparando-se os índices de multirresistência 

nas amostras de colonização e de infecção, foi observado que, para ambas as origens de 

isolamento, as taxas mais elevadas corresponderam as amostras isoladas de pacientes 

hospitalizados no CTI (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Distribuição das amostras de Enterococcus apresentando características de 

resistência a múltiplos antimicrobianos (multirresistência
1
) em relação ás Unidades 

Hospitalares de origem. 

 

Unidades Hospitalares
2
 

Origem de Isolamento 

% de amostras (nº/total) 

Colonização Infecção 

CTI
 

71,4 

(15/21) 

85,7 

(6/7) 

Clínica Médica 
41,9 

(13/31) 

71,4 

(10/14) 

Clínica Cirúrgica 
50,0 

(12/24) 

63,6 

(7/11) 

Nefrologia NA 
50,0 

(7/14) 

Transplante NA 
33,3 

(2/6) 

Outras Especialidades NA 
22,2 

(2/9) 

1 Definida como fenótipo de resistência a mais do que três classes de anitmicrobianos. 
2 CTI: Centro de Tratamento Intensivo; Clinica Médica e Clinica Cirúrgica: 

Enfermarias masculinas e femininas de ambas unidades; Outras especialidades: uma 

amostra obtida de paciente hospitalizado na Unidade de Urologia e uma amostra da 

Unidade de atendimento a adolescentes. 

NA, Não Aplicável. 

 

 

Amostras apresentando níveis elevados de resistência aos aminoglicosídeos, fenótipos 

HLR-GE e HLR-ST, foram identificadas a partir de colonização e de infecção. A distribuição 

destas amostras pelas unidades hospitalares de origem, também revelou que os maiores 

percentuais então relacionados aquelas isoladas de pacientes do CTI. A Tabela 10 sumariza os 

resultados encontrados. 
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Tabela 10 – Distribuição das amostras de Enterococcus apresentando fenótipos de resistência 

a níveis elevados dos aminoglicosídeos gentamicina (HLR-GE), estreptomicina (HLR-ST) ou 

ambos. 

Origem de Isolamento/ 

Unidades Hospitalares
1 

Antimicrobianos 

% de amostras (nº/total) 

HLR-GE HLR-ST 
HLR-GE + 

HLR-ST 
TOTAL 

COLONIZAÇÃO:     

CTI 
38,1 

(8/21) 

38,1 

(8/21) 

9,5 

(2/21) 

85,7 

(18/21) 

Clínica Médica 
25,8 

(8/31) 

9,7 

(3/31) 

9,7 

(3/31) 

45,1 

(14/31) 

Clínica Cirúrgica 
20,8 

(5/24) 

12,5 

(3/24) 

12,5 

(3/24) 

45,8 

(11/24) 

     

INFECÇÃO:     

CTI 
57,1 

(4/7) 
-

2 
- 

57,1 

(4/7) 

Clínica Médica 
21,4 

(3/14) 

21,4 

(3/14) 

28,6 

(4/14) 

71,4 

(10/14) 

Nefrologia 
21,4 

(3/14) 

21,4 

(3/14) 
- 

42,9 

(6/14) 

Clínica Cirúrgica 
27,3 

(3/11) 

36,4 

(4/11) 
- 

63,6 

(7/11) 

Transplante - 
33,3 

(2/6) 
- 

33,3 

(2/6) 

Outras Especialidades 
11,1 

(1/9) 

11,1 

(1/9) 
- 

22,2 

(2/9) 

1CTI: Centro de Tratamento Intensivo; Clinica Médica e Clinica Cirúrgica: Enfermarias masculinas e femininas de 

ambas unidades; Outras especialidades: ;  
2Nenhuma amostra. 

 

 

Todas as amostras que apresentaram fenótipo HLR-GE e HLR-ST eram portadoras 

dos genes aac(6’)Ie-aph(2’’)Ia e ant(6’)Ia), respectivamente. As Figuras 2A e 2B 

correspondem a géis representativos de produtos de amplificação, obtidos por metodologia de 

PCR, relativos aos genes aac(6’)Ie-aph(2’’)Ia e ant(6’)Ia, respectivamente. 
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Figura 2 – Géis representativos da detecção por técnica de PCR dos produtos de amplificação 

dos genes aac(6’)Ie-aph(2’’)Ia (A) e ant(6’)Ia (B), responsáveis pelos fenótipos HLR-GE e 

HLR-ST, respectivamente, em amostras de Enterococcus. 

     (A)           (B) 

 

 

 

 

 

 

(A) Detecção de aac(6’)Ie-aph(2’’)Ia: Linhas 1. Kb Ladder; 2. Controle negativo; 3. Controle positivo (HUPE-101); 

4, 6-7. Amostras positivas para o teste; 5. Amostra negativa para o teste. 

 

(B) Detecção de ant(6’)Ia: Linhas 1. Kb Ladder; 2. Controle negativo; 3. Controle positivo (HUPE-101); 4. Amostra 

positiva para o teste. 

HLR-GE, resistência a níveis elevados de gentamicina; HLR-ST, resistência a níveis elevados de estreptomicina. 

 

 

As 10 amostras (8 E. gallinarum e duas E. faecium) que apresentaram resistência 

plena a vancomicina foram também resistentes, por metodologia de disco difusão, à 

teicoplanina (dados não mostrados).  A determinação da CIM para ambos os glicopeptídeos, 

foi realizada por teste-E. Os resultados indicaram valores de CIM > 256g/mL para 

vancomicina e de 64g/mL a 96g/mL para teicoplanina. 

Todas as amostras que apresentaram resistência a níveis elevados de vancomicina e 

teicoplanina apresentaram produtos de amplificação, por metodologia de PCR, compatíveis 

com o gene vanA. Sendo assim, as 8 amostras da espécie E. gallinarum albergavam de forma 

concomitante os genes vanC1 (espécie-específico e responsável pela resistência constitutiva e 

em níveis baixos à vancomicina) e o gene vanA (transferível e responsável pela resistência em 

níveis elevados à vancomicina e teicoplanina). Os géis representativos da detecção de genes 

de resistência a vancomicina (vanA e vanC1) estão apresentados nas Figuras 3A e 3B. 

 

  

1     2      3      4     5     6      7 1         2          3         4       
7 

2.036 
 

1636 
 

 

1.018 

bp bp 

2.036 
 

1636 
 
 

1.018 
 
 

 
506 / 517 

1.375 bp 

 577 bp 
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Figura 3 – Géis representativos da detecção por técnica de PCR dos produtos de amplificação 

dos genes vanC1 (A) e vanA (B). 

 

 

 

 

 

 

(A) Detecção de vanC1: Linhas 1. Kb Ladder; 2. Controle positivo (E. gallinarum SS1228); 3. Controle negativo; 4 a 11. 

Amostras positivas para o teste. 

 

(B) Detecção de vanA: Linhas 1. Kb Ladder; 2. Controle positivo (E. faecalis A256); 3. Controle negativo; 4 a 10. 

Amostras positivas para o teste. 

 

 

2.2. Detecção de fenótipos e genótipos de virulência 

 

 

A formação de biofilme foi investigada nas mesmas 191 amostras selecionadas para as 

análises de perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos. A presença de biofilme foi 

determinada após cultivo do microrganismo em meio TSB. Avaliações iniciais incluíram 

diferentes concentrações de glicose (0,25%, 0,5%, 0,75% e 1,0%), para determinação das 

melhores condições para a realização dos testes. Os melhores resultados (obtenção de valores 

mais elevados nas leituras espectrofotométricas) foram provenientes do cultivo do 

microrganismo em meio TSB acrescido de 0,75% de glicose, sendo esta concentração 

escolhida para a confecção dos demais testes. 

A quantificação da formação de biofilme foi realizada pela avaliação 

espectrofotométrica a λ=595nm. Os resultados foram decorrentes da variação na impregnação 

do cristal violeta, dependente da quantidade de biofilme formado nas paredes dos poços das 

placas de microtitulação. Os valores de leitura são proporcionais à intensidade de cor obtida 

na solução descorante, pela retirada do corante impregnado no biofilme.  

796pb  

   1    2    3   4    5    6    7    8    9  10  11 

1.030pb  

   1   2   3   4    5   6    7   8    9  10   

2.072 

600 

bp 

2.072 

600 

bp 
(A)      (B) 
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Conforme descrito em Materiais e Métodos, a formação do biofilme foi categorizada 

em: forte, quando DO595 ≥ 0,6; média 0,3 ≤ DO595 ≤ 0,599; ou fraca 0,1 ≤ DO595 ≤ 0,299. 

Amostras que apresentaram valores menores do que 0,1 foram consideradas não produtoras de 

biofilme. A Figura 4 demonstra uma placa de microtitulação representativa dos resultados 

obtidos. 

Dentre as 191 amostras avaliadas, 134 (70,2%) foram produtoras de biofilme, sendo 

que destas 39,6% (53/134), 17,9% (24/134) e 42,5% (57/134) corresponderam a categorias 

forte, média e fraca, respectivamente. Em relação à origem, pode-se observar que o maior 

percentual de amostras produtoras de biofilme correspondeu àquelas provenientes de infecção 

(83,6%; 51/61). Enquanto que, a menor freqüência de amostras produtoras de biofilme foi 

detectada dentre as oriundas de dietas hospitalares (33,3%; 13/39) (Tabela 11).  

 

 

Figura 4. Imagem representativa da detecção da formação de biofilme, em placas de 

microtitulação, por amostras de Enterococcus. 

 

 

 

 

 

 

 

Maiores intensidades de cor (seta) determinam valores de leitura espectrofotométrica 

elevados, indicando formações de biofilme mais expressivas.  
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Tabela 11 – Distribuição das 191 amostras de Enterococcus de acordo com a origem de 

isolamento e a categoria de produção de biofilme (forte, médio ou fraco). 

Origem
1
 

Produção de Biofilme 

% de amostras (nº/total) 
Não Produtoras 

% de amostras 

(nº/total) 

 

Categorias
2
 

 
Total

3
 

Forte Médio Fraco 

Colonização (n=76) 
36,8 

(28/76) 

7,9 

(6/76) 

32,9 

(25/76) 

77,6 

(59/76) 

22,3 

(17/76) 

      

Infecção (n=61) 
26,2 

(16/61) 

26,2 

(16/61) 

31,5 

(19/61) 

83,6 

(51/61) 

16,4 

(10/61) 

      

Dietas Hospitalares (n=39) 
2,6 

(1/39) 

5,1 

(2/39) 

25,6 

(10/39) 

33,3 

(13/39) 

66,7 

(26/39) 

      

Manipuladores (n=15) 
53,3 

(8/15) 
-

4
 

20,0 

(3/15) 

73,3 

(11/15) 

26,7 

(4/15) 

      
1 Origem de isolamento de acordo com o descrito em Materiais e Métodos; 2 Categorias de produção de biofilme 

determinadas de acordo com padrões estabelecidos, conforme descrito em Materiais e Métodos; 3 Total de amostras 

produtoras; 4 Nenhuma amostra. 

 

 

Tabela 12 – Distribuição das 191 amostras de Enterococcus em relação as espécies 

identificadas e respectiva  freqüência para cada categoria de produção de biofilme.  

Espécies 

Produção de Biofilme 

 
Não Produtoras % de 

amostras (nº/total) 

Categorias  

% de amostras (nº/total) 

Forte Médio Fraco Total 

E. faecalis 
48,2 

(41/85) 

22,4 

(19/85) 

20,0 

(17/85) 

90,6 

(77/85) 

9,4 

(8/85) 

      

E. faecium 
29,2 

(7/24) 

20,8 

(5/24) 

33,3 

(8/24) 

83,3 

(20/24) 

16,7 

(4/24) 

      

E. gallinarum 
2,7 

(1/37) 
-
1
 

48,7 

(18/37) 

51,4 

(19/37) 

48,6 

(18/37) 

      

E. casseliflavus 
2,9 

(1/35) 
- 

28,6 

(10/35) 

31,4 

(11/35) 

68,6 

(24/35) 

      

E. raffinosus 
40,0 

(2/5) 
- 

20,0 

(1/5) 

60,0 

(3/5) 

40,0 

(2/5) 

      

E. hirae - - 
100,0 

(3/3) 

100,0 

(3/3) 
- 

      

E. durans 

100,0 

(1/1) 

 

- - 

100,0 

(1/1) - 

1 Nenhuma amostra na categoria. 
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A expressão de gelatinase foi avaliada nas 191 amostras de enterococos. Os resultados 

positivos foram detectados pela observação do aparecimento de um halo turvo ao redor do 

crescimento bacteriano, resultante da hidrólise da gelatina presente no meio de cultura. Foi 

observado que apenas amostras pertencentes às espécies E. faecalis e E. faecium, obtidas de 

colonização ou de infecção, expressaram gelatinase. O total de amostras produtoras foi de 

25,7% (49/191). Dentre as amostras de colonização e de infecção, 28,9% (22/76) e 44,3% 

(27/41) expressaram gelatinase, respectivamente. Portanto, nenhuma das amostras obtidas de 

dietas hospitalares e de manipuladores dessas dietas foi positiva nos testes de detecção da 

expressão de gelatinase. Em relação às espécies estudadas, os resultados obtidos apontam uma 

maior associação desse fator às amostras pertencentes à espécie E. faecalis (55,3%; 47/85), já 

que foi encontrada em apenas 8,3% das amostras de E. faecium, e em nenhuma outra espécie 

avaliada. Ressalta-se que, apesar do total de amostras produtoras de gelatinase obtidas de 

infecção ter sido maior do que aquelas obtidas de colonização (44,3% e 28,9%, 

respectivamente), se considerarmos apenas as amostras de E. faecalis, o percentual de 

amostras positivas provenientes de colonização foi ligeiramente superior (63,4% em 

colonização versus 52,0% em infecção). Os resultados obtidos estão demonstrados na Tabela 

13. 

 

 

Tabela 13 – Expressão de gelatinase em amostras de Enterococcus em relação as espécies e 

origem de isolamento. 

Espécies 

 

Expressão de Gelatinase / Origem das amostras 

% de amostras (nº/total) 

 

TOTAL 

% de amostras 

(nº/total) 

 

COLONIZAÇÃO 

 

INFECÇÃO 
   

      

E. faecalis 
63,6 

(21/33) 

52,0 

(26/50) 
  

55,3 

(47/85) 

      

E. faecium 
14,3 

(1/7) 

14,3 

(1/7) 
  

8,3 

(2/24) 

      

Total 
28,9 

(22/76) 

44,3 

(27/61) 
  

25,7 

(49/191) 

 



76 

A metodologia de PCR foi utilizada para investigar em todas as amostras de E. 

faecalis (n=85) e de E. faecium (n=24) a presença dos genes cylA, esp e fsr, que são apontados 

como responsáveis pela expressão de fatores de virulência nesses microrganismos. A presença 

desses genes foi determinada pela observação de produtos de amplificação de 517pb, 933pb e 

541pb, para cylA, esp e fsr, respectivamente. A Figura 5 demonstra um gel representativo da 

determinação por PCR da presença do gene esp e cylA.  

 

 

Figura 5 – Gel representativo da detecção, por metodologia de PCR, de produtos de 

amplificação referentes aos genes esp (933 pb) e cylA (517 pb) em amostras de Enterococcus. 

 

 

 

 

 

Linha 1. Kb Ladder; Linhas 2 a 6, Detecção de esp: 2. E. faecalis OG1XpAM714 (controle positivo); 3. Controle negativo; 

4 a 6 Amostras positivas para o teste. 

Linhas 7 a 10, Detecção de cylA: 7. E. faecalis OG1XpAM714 (controle positivo);  8 e 9  Amostras positivas para o teste; 

10. Controle negativo. 

 

 

Do total de amostras estudadas (n=109), 16,5%, 51,4% e 48,6% apresentaram 

produtos de amplificação referentes aos genes cylA, esp e fsr, respectivamente. Dentre as 

amostras de E. faecalis obtidas de colonização e de infecção, a maioria apresentou produtos 

de amplificação para esp (54,5% e 56,0%, respectivamente) e fsr (72,7% e 52,0%, 

respectivamente). Em relação à freqüência do gene cyl, os percentuais foram menos 

expressivos, independentes da origem das amostras (colonização ou infecção). Já para a 

espécie E. faecium, os percentuais mais elevados foram referentes a presença de esp. A Tabela 

14 sumariza os resultados obtidos. 

1    2   3    4    5    6         7    8    9  10 

pb 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
600    

933 pb 
 

517 pb 
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Tabela 14 – Freqüência de amostras das espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus 

faecium portadoras de genes codificadores de atributos de virulência, avaliados por 

metodologia de PCR, em relação à origem de isolamento
1
. 

  

G
en

es
 

Espécies / Origem de Isolamento 

% de amostras (nº/total) 

 

E. faecalis 

 

E. faecium 

Colonização Infecção Dietas 

Hospitalares 
TOTAL Colonização Infecção Dietas 

Hospitalares 
TOTAL 

         

cyl 
24,2 

(8/33) 

14,0 

(7/50) 

100,0 

(2/2) 

20,0 

(17/85) 
-
2
 

14,3 

(1/7) 
- 

4,2 

(1/24) 

         

esp 
54,5 

(18/33) 

56,0 

(28/50) 
- 

54,1 

(46/85) 

71,4 

(5/7) 

71,7 

(5/7) 
- 

41,7 

(10/24) 

         

fsr 
72,7 

(24/33) 

52,0 

(26/50) 
- 

58,8 

(50/85) 

28,6 

(2/7) 

14,3 

(1/7) 
- 

12,5 

(3/24) 

         

1 As amostras obtidas de Manipuladores não apresentaram produtos de amplificação referentes aos genes avaliados; 2 

Nenhuma amostra 

 

 

Associando-se os marcadores fenotípicos (expressão de gelatinase e produção de 

biofilme) e genotípicos (presença de esp, cyl e fsr) avaliados nas amostras de E. faecalis e E. 

faecium, pode-se observar que apenas duas (1,8%; 2/109) não apresentaram nenhum destes 

fatores. Ambas pertenciam a espécie E. faecalis e foram isoladas de infecção, sendo uma 

isolada de sangue de paciente com insuficiência renal crônica e em hemodiálise e a outra de 

infecção urinária em gestante. A distribuição do número de marcadores de acordo com a 

origem de isolamento das amostras de E. faecalis e E. faecium está indicada na Tabela 15. 

Analisando-se o arranjo obtido com os diferentes fenótipos e genótipos avaliados 

pode-se observar uma extensa variabilidade de perfis de virulência distribuídos pela 

amostragem de E. faecalis e E. faecium. Entretanto, a presença concomitante do esp e 

capacidade de produção de biofilme foi o perfil prevalente para ambas as espécies, tanto em 

amostras provenientes de colonização quanto de infecção. 
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Tabela 15 – Distribuição das amostras de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium em 

relação ao número de marcadores fenotípicos e genotípicos de virulência. 

  
N

º 
d

e 

M
ar

ca
d

o
re

s 
Espécies / Origem de Isolamento 

% de amostras (nº/total) 

E. faecalis E. faecium 

COL INF DHOSP MANIP COL INF DHOSP MANIP 

         

Nenhum -
1
 

4,0 

(2/50) 

100,0 

(2/2) 
NA - - - - 

         

1 
3,0 

(1/33) 

18,0 

(9/50) 
- NA 

42,9 

(3/7) 

42,9 

(3/7) 

100,0 

(3/3) 

100,0 

(7/7) 

         

2 
15,2 

(5/33) 

24,0 

(12/50) 

100,0 

(2/2) 
NA 

42,9 

(3/7) 

42,9 

(3/7) 
- - 

         

3 
48,5 

(24/33) 

28,0 

(14/50) 
- NA - - - - 

         

4 
30,3 

(10/33) 

24,0 

(12/50) 
- NA 

14,2 

(1/7) 
- - - 

         

Todos 
3,0 

(1/33) 

2,0 

(1/50) 
- NA - 

14,3 

(1/7) 
- - 

         

1 Nenhuma amostra; Origem das amostras: COL, colonização; INF, infecção; DHOSP, dietas hospitalares; MANIP, 

manipuladores; NA, não se aplica. 

 

 

A Tabela 16 demonstra os percentuais relativos aos perfis prevalentes de virulência 

obtidos. As demais combinações entre os determinantes avaliados corresponderam a no 

máximo duas amostras. As três amostras de E. faecium obtidas de dietas hospitalares 

apresentaram apenas o fenótipo de produção de biofilme. Por outro lado, as duas amostras de 

E. faecalis, obtidas de dietas hospitalares, apresentaram o gene cyl concomitante à produção 

de biofilme, configurando um perfil que não foi observado dentre as amostras humanas 

(infecção e colonização). Todas as amostras de E. faecium obtidas de manipuladores de 

alimentos apresentaram apenas o fenótipo de produção de biofilme. 
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Tabela 16 – Distribuição das amostras de E. faecalis e E. faecium entre os perfis de virulência 

que foram prevalentes neste estudo. 

PERFIS DE 

VIRULÊNCIA
1 

 

Espécie / Origem
2
 / Número de Amostras 

E. faecium E. faecalis 

COL INF COL INF 

esp 2 1 -
3 

3 

BF 1 2 1 6 

esp +BF 2 3 4 10 

esp + fsr +BF -
 

- 5 1 

fsr+GEL+BF - - 7 9 

esp + fsr+GEL+BF 1 - 6 9 

fsr+cyl + GEL+BF - - 3 2 

esp +fsr+cyl + GEL+BF - 1 1 1 

1 BF, produção de biofilme; GEL, expressão de gelatinase. 
2 COL, colonização intestinal em pacientes hospitalizados; INF, infecção em pacientes hospitalizados. 
3 Nenhuma amostra. 

 

 

2.3. Análise dos perfis de fragmentação do dna cromossômico por eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) 

 

 

 Para a realização desta análise, foram selecionadas as seguintes amostras: 

 - 25 amostras de E. faecium (todas previamente avaliadas quanto aos diferentes perfis 

fenotípicos e genotípicos de virulência); 

 - 15 amostras da espécie E. faecalis (dentre as 85 anteriormente selecionadas para os 

testes de virulência), apresentando variados perfis genotípicos e fenotípicos de resistência aos 

antimicrobianos e de virulência, e isoladas das diferentes origens (colonização, infecção, 

dietas hospitalares e manipuladores); 

 - 8 amostras de E. gallinarum, provenientes de colonização intestinal (n=7) e de 

infecção (n=1) e que apresentaram resistência a níveis elevados de vancomicina. 

 A análise do polimorfismo genético das cepas de Enterococcus, foi realizada 

visualmente a partir dos padrões de bandas determinados por técnica de eletroforese em 

campo pulsado (PFGE), após digestão do DNA com a endonuclease de restrição SmaI. Em 

relação as 24 amostras da espécie E. faecium foram determinados 12 perfis distintos de 
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fragmentação do DNA cromossômico, que foram nomeados de A a L. A Figura 6 demonstra 

um gel representativo dos perfis de PFGE obtidos com as amostras de E. faecium. Não foi 

observado um perfil prevalente. Adicionalmente, as amostras de E. faecium VRE (resistentes 

a níveis elevados de vancomicina e teicoplanina) apresentaram perfis idênticos, porém não 

relacionados aos obtidos com as amostras sensíveis (Figura 6, linha 12). 

 Da mesma forma, não foi observado perfil de PFGE prevalente entre as amostras 

pertencentes à espécie E. faecalis selecionadas para esta análise. Para esta espécie, 

considerando-se as amostras selecionadas, foram observados 9 perfis distintos.  

 Por outro lado, as sete amostras de E. gallinarum que apresentaram resistência a níveis 

elevados de vancomicina, demonstraram perfis de PFGE idênticos. A Figura 7 apresenta o gel 

representativo dos perfis eletroforéticos obtidos para as amostras das espécies E. gallinarum. 

 

 

Figura 6 – Perfis de fragmentação do DNA cromossômico, obtidos após digestão com SmaI e 

separação por eletroforese em campo pulsado de amostras de E. faecium.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linhas: 1 e 15. Padrões de pares de base; 2-14. Perfis de PFGE. 

2. Perfil A; 3, Perfil B; 4. Perfil C;5 e 6. Perfil D;7. Perfil E; 8. Perfil F; 9. Perfil G; 10. Perfil H; 11. Perfil I; 12. 

Perfil J; 13. Perfil K; 14. Perfil L. 
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Figura 7 – Perfis de fragmentação do DNA cromossômico, obtidos após digestão com SmaI e 

separação por eletroforese em campo pulsado de amostras de E. gallinarum portadoras dos 

genes vanA e vanC-1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Linhas: 1. Padrões de pares de base; 2 a 8. Perfis de PFGE de amostras de E. gallinarum vanC-1/vanA obtidas de 

colonização;  9. Perfil de PFGE da amostra de E. gallinarum vanC-1/vanA obtida de infecção. 
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3. DISCUSSÃO 

 

 

Os microrganismos do gênero Enterococcus são reconhecidamente notórios patógenos 

hospitalares, principalmente devido a sua crescente importância como reservatórios de genes 

de resistência a diferentes classes de antimicrobianos, comumente usados na propedêutica 

médica. 

Os Enterococcus, especialmente as espécies E. faecalis e E. faecium, podem ser 

considerados como patógenos oportunistas. Infecções nosocomiais ocorrem usualmente em 

pacientes debilitados, com hospitalizações prolongadas, que apresentam uma doença de base 

ou que tenham recebido instrumentação médica. Entretanto, a incidência de infecções 

causadas por enterococos tem aumentado anualmente. Isto se deve principalmente as 

dificuldades no tratamento, pois a maioria é decorrente de amostras resistentes a múltiplos 

antimicrobianos e, portanto, refratária a antibioticoterapia de escolha. 

No ambiente hospitalar, o controle da disseminação e aquisição de enterococcias 

causadas por amostras multirresistentes requer monitoramento contínuo diante de diferentes 

complicadores, que incluem particularmente a multiplicidade de vias de transmissão como a 

própria microbiota endógena dos pacientes, a veiculação pessoa-pessoa e os fômites 

contaminados (Gordts et al., 1995). 

Diante disto, este estudo se propôs a caracterizar marcadores fenotípicos e genotípicos 

envolvidos no comportamento fisiológico, resistência a antimicrobianos e virulência de 

amostras de enterococos de origens diversas, porém relacionadas ao ambiente nosocomial, 

como infecção, colonização, dietas hospitalares e os manipuladores desses alimentos, visando 

avaliar de forma sistêmica, por um período determinado, tais microrganismos. 

As principais patologias de base encontradas nos pacientes em que foram isoladas as 

amostras de colonização intestinal foram as neoplasias (21,3%) e diabetes (15,6%). Em 

relação as amostras bacterianas obtidas de quadros de infecção, observou-se também uma 

freqüência elevada relacionada às nefropatias, refletida pelo índice de pacientes hospitalizados 

na unidade de Nefrologia. Tanto as neoplasias como as nefropatias se caracterizam como 

enfermidades crônicas com potencial imunodepressor. Apesar de não ter sido o enfoque em 

nosso estudo, podemos determinar uma paralelo com os fatores de risco á aquisição de 

enterococos no ambiente hospitalar. Tais fatores já foram citados por outros autores que 

atestam que para aquisição de enterococos, particularmente amostras com característica de 
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multirresistência aos antimicrobianos, a presença de patologias crônicas graves concomitantes 

são as principais condições predisponentes (Plessis et al., 1995; Perl, 1999). 

O uso de antimicrobianos, principalmente cefalosporinas (ceftriaxona), foi observado 

em um elevado percentual de pacientes que apresentaram colonização intestinal por 

enterococos multirresistentes. Estudos anteriores ressaltaram que a terapia prévia, utilizando 

antimicrobianos com atividade contra os enterococos, foi um fator de risco para 

infecção/colonização por amostras resistentes, promovendo a seleção dos microrganismos 

portadores de fenótipos de resistência, atuando na co-seleção dos marcadores gênicos de tais 

características. Jarvis et al. (1992), em estudo comparado de casos de bacteremia por 

enterococos portadores de HLR-GE, apontaram para associação deste fenótipo de resistência 

com o uso prévio de cefalosporinas e os carbapenemas, além das quinolonas e dos 

glicopeptídeos. Em um outro estudo, Weinbren, Johnson e Woodford (2000) descreveram o 

isolamento de amostras HLR-GE após profilaxia com ampicilina e gentamicina. Krupova et 

al., em 1998, registraram o surgimento de episódios de bacteremias por enterococos 

resistentes durante profilaxia por quinolonas. Em contrapartida, um estudo desenvolvido num 

hospital em Indianapolis, após a redução da utilização de antimicrobianos de amplo espectro, 

principalmente as cefalosporinas de 3ª geração, houve uma diminuição significativa na 

freqüência de isolamento de microrganismos resistentes, incluindo enterococos (Smith, 1999). 

Entre as origens de isolamento avaliadas, não foram obtidas amostras de enterococos 

das mãos de profissionais de saúde, nem das dietas enterais e parenterais. Devemos destacar 

que, consideramos que a investigação através da coleta de swabs das mãos, talvez não tenha 

sido o protocolo mais adequado, diante da possibilidade de contaminação eventual e em 

baixas concentrações. Esta hipótese baseia-se no fato de que em estudos anteriores, onde 

foram empregados métodos diferentes de coleta do material (imersão em meio de cultura) 

foram observadas taxas elevadas de colonização, sendo a colonização das mãos dos 

profissionais de saúde considerada como um importante veículo de transmissão de amostras 

multirresistentes (Bonten et al., 2001; Aiello et al., 2004). Por outro lado, a ausência de 

enterococos nas dietas enterais e parenterais atesta a qualidade microbiológica dos materiais 

avaliados, resultantes do cuidado durante o preparo. Ao contrário, Santos et al. (2004) 

demonstraram o isolamento de enterococos em 16,6% das dietas enterais avaliadas. Os 

autores reforçaram que, a presença destes microrganismos era um forte indicador de práticas 

inadequadas de manipulação. 

Nos estudos de colonização intestinal dos pacientes hospitalizados, as amostras foram 

isoladas após o cultivo no meio Enterococcosel. O emprego deste meio de cultura apresenta 
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atributos particulares que favorecem a recuperação de amostras de enterococos, por ser 

diferencial, contendo esculina, e seletivo, pela presença de bile e azida sódica, reduzindo o 

crescimento de bactérias Gram negativas e leveduras (Gray et al., 1992). A metodologia de 

isolamento, baseada em um estudo anterior (Ieven et al., 1999), mostrou-se satisfatória e 

pode, portanto, ser mais uma vez referendada para avaliações semelhantes, como também em 

laboratórios clínicos de rotina. 

Através de caracterização fisiológica convencional, foram identificadas 276 amostras 

de enterococos, obtidas das diferentes origens analisadas. A identificação dos enterococos ao 

nível de espécie é de grande utilidade como ferramenta epidemiológica na investigação de 

surtos hospitalares e para a escolha terapêutica correta, devido às diferentes características de 

resistência aos antimicrobianos apresentadas pelas espécies mais freqüentemente envolvidas 

em infecções humanas. O comportamento bioquímico da maioria das amostras de enterococos 

estudadas, não apresentou alteração que pudesse vir a dificultar a sua caracterização com o 

conjunto de testes empregados. A maior parte das variações bioquímicas observadas está 

prevista nas recomendações de Teixeira et al. (2007). A identificação das poucas amostras 

que apresentaram resultados atípicos foi confirmada pelo emprego da análise dos perfis 

eletroforéticos de proteínas totais por SDS-PAGE. Este método já foi utilizado por outros 

autores e se mostrou eficaz na caracterização das espécies do gênero (Merquior et al., 1994; 

Naser et al., 2005). No nosso estudo esta metodologia se mostrou, mais uma vez, como uma 

ferramenta fundamental para caracterização complementar das espécies de Enterococcus. 

A espécie predominante em nosso estudo foi a E. faecalis, corroborando os dados da 

literatura. Entretanto, considerando-se todas as origens avaliadas, a segunda espécie em 

freqüência foi E. gallinarum. Portanto, este dado não traduz uma variação em relação ao 

esperado na literatura que apresenta E. faecium, como a segunda espécie mais isolada dos 

quadros infecciosos, representando até 20% das amostras clínicas (Ogier & Serror, 2007). 

Cabe ressaltar que, as espécies de enterococos móveis, como E. gallinarum e E. casseliflavus, 

têm sido apontadas como prevalentes em investigações a partir de fontes contaminadas, não 

humanas. Adicionalmente, a inclusão de vancomicina aos meios de cultivo para isolamento 

primário, também favorece o crescimento de amostras dessas espécies, neste caso inclui-se os 

espécimes clínicos humanos.  

A prevalência da espécie E. casseliflavus nas amostras de dietas hospitalares orais 

diverge um pouco do que é apresentado na literatura, quanto ao isolamento de enterococos de 

alimentos. Quanto aos estudos que relataram o isolamento de enterococos a partir de produtos 

cárneos, E. faecalis se destacou como a prevalente em carcaças de porcos (Knudtson & 
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Hartman, 1993), frangos (Turtura & Lorenzelli, 1994) e carne bovina e suína (Klein et al., 

1998). Já Pavia et al. (2000), analisaram 100 amostras de carne comercializadas em Catanzaro 

(Itália) e observaram que 45% das amostras de alimentos eram positivas para enterococos, 

sendo que as espécies mais freqüentes foram E. faecium (35,6%) e E. faecalis (33,3%). Já 

McGowan et al. (2006) em um estudo analisando amostras de frutas e vegetais, encontraram 

como espécie prevalente E. casseliflavus (35,0%), assim como os dados do nosso estudo.  

Entretanto, ressalta-se que as dietas orais avaliadas refletem uma composição de alimentos, 

que incluía carne, cereais, verduras e legumes, possivelmente apresentando índices de 

contaminação por espécies diversas.  

Foram encontrados poucos estudos na literatura similares ao nosso no que diz respeito 

à análise das condições sanitárias das dietas hospitalares administradas por via oral (alimentos 

prontos). Monge et al. (1994) estudaram a qualidade sanitária de 100 amostras de salada e 100 

amostras de frutas sem casca distribuídas por Serviços de Alimentação hospitalares, 

encontrando 93% e 64% de contaminação fecal nas saladas e frutas analisadas, 

respectivamente. Adicionalmente, encontraram importantes índices de contaminação fecal nas 

mãos dos manipuladores de alimentos e nos utensílios. Rego, Pires & Medina (1999) 

coletaram 265 amostras de preparações prontas para o consumo, água, equipamentos, 

utensílios, ambientes e mãos de manipuladores, sendo 123 antes e 142 amostras após o 

treinamento dos manipuladores e nutricionistas. Antes do treinamento, 39% das amostras 

apresentavam condições sanitárias precárias ou insatisfatórias; após, este índice foi reduzido 

gradativamente até alcançar o valor de 8,5%. Esses dados mostraram a importante 

contribuição do treinamento para a melhoria da qualidade dos alimentos produzidos por uma 

Unidade de Alimentação e Nutrição. Hartwell & Edwards (2001), com o objetivo de comparar 

2 sistemas de distribuição diferentes, analisaram 27 amostras de alimentos servidos no 

desjejum, almoço e ceia aos pacientes, concluindo que em ambos sistemas os alimentos 

apresentaram qualidade microbiológica insatisfatória.  

A presença de enterococos em alimentos é preocupante por refletir baixa qualidade 

microbiológica, bem como falhas nos processos de cocção e/ou de manipulação. Tais 

evidências podem acarretar riscos aos pacientes diante de sua condição especial, que envolve 

freqüentemente graus de imunossupressão.  A possibilidade de aquisição de amostras 

albergando características de resistência aos antimicrobianos, a maioria delas supostamente 

veiculadas por genes extracromossômicos, pode ser considerada como uma situação de risco. 

Uma discussão importante é a sobrevivência destes microrganismos no trato gastrintestinal, 

sua implantação, multiplicação, trocas genéticas e potencial para causar doença. Entretanto, 
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Sorensen e colaboradores (2001) conduziram um estudo onde 18 voluntários ingeriram 

culturas de E. faecium resistentes a vancomicina e oriundas de alimentos de origem animal 

contaminados. Até 14 dias após a ingestão das amostras foi possível recuperá-las das fezes 

dos voluntários. Os autores ressaltaram que as amostras de enterococos sobreviveram à 

passagem pelo trato gastrintestinal, multiplicaram-se e puderam então ser recuperadas das 

fezes, e indicaram que os alimentos contaminados possam atuar como vias de transmissão de 

amostras resistentes. A veiculação de enterococos das mãos dos manipuladores para os 

alimentos e vice-versa não foi avaliada em nosso estudo. Entretanto, sabe-se que estes 

microrganismos são freqüentemente transmitidos via contato direto, sendo assim, os 

manipuladores de alimentos, dentro do ambiente hospitalar, podem também ser ativos na 

transmissão desses microrganismos.  

Nas últimas décadas tem sido verificado um aumento rápido no número de infecções 

graves causadas por enterococos resistentes a múltiplos antimicrobianos (Tendolkar, 

Baghdayan & Shankar, 2003). Atkinson, Abu-Al-Jaibat e LeBlanc (1997) num interessante 

estudo realizado com amostras de enterococos isoladas entre 1953 e 1954, verificaram 54% 

de resistência a tetraciclina, 2,7% a eritromicina, 0,9% ao cloranfenicol e 53% a níveis 

elevados de estreptomicina, não sendo detectado nenhuma amostra com resistência a 

ampicilina, gentamicina ou vancomicina. Menos de meio século após, os dados apresentados 

na literatura, assim como, os verificados em nosso estudo apontam para valores elevados nas 

taxas de resistência aos antimicrobianos entre amostras de enterococos. Adicionalmente, os 

enterococos são intrinsicamente resistentes a maioria dos antimicrobianos usados na 

terapêutica, e eles são conhecidos pela capacidade de adquirir e transferir marcadores de 

resistência por um processo mediado por genes presentes em plasmídeos e transposons, o que 

facilita essa disseminação (Murray, 1990). 

Em nosso estudo, os percentuais de resistência mais elevados detectados em nossas 

amostras corresponderam a eritromicina (76,4%), ciprofloxacina (54,5%) e tetraciclina 

(48,7%). De acordo com a origem de isolamento, as maiores taxas de resistência encontradas 

pertenceram às amostras provenientes de quadros de infecção. Quando analisamos por espécie 

estudada, observamos que, E. faecalis apresentou altas taxas de resistência para os 

antimicrobianos eritromicina (91,8%) e tetraciclina (82,4%) e, já para a espécie E. faecium, 

obtivemos taxas de resistência para todos os antimicrobianos testados, tendo 100% de 

resistência a eritromicina e 83,3% para ciprofloxacina.  

De acordo com Franz et al. (1999) a presença de resistência baseada na aquisição de 

plasmídeos e transposons é relevante para eritromicina, altas concentrações de 
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aminoglicosídeos, tetraciclinas, beta-lactâmicos e glicopeptídeos. Da mesma forma, a 

ocorrência concomitante de resistência à tetraciclina e gentamicina é comum em amostras de 

eneterococos. 

Resistência a eritromicina em enterococos é um marcador freqüentemente associado às 

cepas isoladas de amostras de carcaças animais, comercializadas pela indústria alimentícia 

(Martel et al., 2002). Eritromicina é um antimicrobiano que faz parte do grupo dos 

macrolídeos. Macrolídeos, lincosamina e estreptogramina forma uma família, comumente 

designada de MLS, e, apesar de quimicamente distintos, têm um modo de ação similar. Já 

foram descritos vários genes que conferem resistência cruzada à maioria dos antimicrobianos 

desta família (Roberts et al., 1999). Em enterococos, a resistência à eritromicina pode ser 

decorrente de um número variado de marcadores genotípicos. Entretanto, de acordo com a 

literatura, a maioria das amostras que expressaram resistência aos macrolídeos, dentre as de 

origem humana e animal, é decorrente da presença de genes erm (Roberts et al., 1999). 

Diferentes classes de genes erm têm sido descritas, mas em Streptococcus e em Enterococcus, 

ermB é o mais freqüentemente encontrado (Arpin et al., 1999; Jensen, Fridmodt-Moller & 

Aarestrup, 1999). Em nosso estudo não foi determinado, o marcador genotípico que estaria 

associado a resistência à eritromicina nas amostras estudadas que apresentaram, independente 

da origem, taxas de resistência bastante elevadas. 

Apesar do uso de tetraciclina no tratamento das infecções humanas estar diminuindo, 

dando lugar ao uso de minociclina e glicilcilina, as taxas de resistência a este antimicrobiano 

continuam elevadas. Em um estudo de Huys e colaboradores (2004), comparando enterococos 

de diversas origens frente à resistência a tetraciclina, os autores encontraram taxas elevadas de 

resistência em amostras obtidas de todas as fontes estudadas. Os autores ressaltaram que a 

resistência a este antimicrobiano não está restrita apenas a amostras humanas, mas também a 

amostras isoladas de ambiente e alimentos. Em nosso estudo, taxas elevadas de resistência à 

tetraciclina estiveram mais relacionadas as origens colonização e infecção em pacientes 

hospitalizados. Sendo esta última a que apresentou maior destaque. Comparando-se com 

dados da literatura, pode-se relatar que Portillo et al. (2000), em um extenso estudo sobre a 

distribuição de marcadores de resistência aos macrolídeos em enterococos, indicaram que o 

gene msrA foi o marcador genotípico prevalente em amostras de enterococos, particularmente 

em E. faecium. Porém, a pesquisa desses marcadores não fez parte dos objetivos de nosso 

estudo. 

Um dado marcante, em nosso estudo, foi a resistência à ciprofloxacina. Foram 

encontradas taxas de resistência elevadas para as amostras das diferentes origens. 
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Comparativamente, apresentamos dados do início da década de 90, em que Gordon et al. 

(1992) não encontraram taxas de resistência elevadas para esses antimicrobianos em amostras 

de enterococos. Nossos achados apontam para a mudança radical neste aspecto, e sugere que 

o emprego disseminado de fluorquinolonas, particularmente nos últimos 10 anos, tenha sido 

decisivo para a emergência de amostras resistentes. 

Dentre os agentes ativos contra parede celular, a ampicilina é, certamente, o beta-

lactâmico de escolha, uma vez que grande parte das cepas de enterococos é resistente à 

penicilina (Murray, 1998). A combinação de um agente ativo contra parede celular e um 

aminoglicosídeo é bactericida para os enterococos e ainda é considerado como um esquema 

imprescindível no tratamento de infecções graves, como endocardites e meningites (Levison, 

2000). Em nosso estudo, não encontramos taxas elevadas de resistência à ampicilina. 

Entretanto, essa avaliação foi realizada apenas por metodologia de difusão em ágar. 

Consideramos a possibilidade futura de avaliarmos tais amostras por metodologia de diluição, 

o que deverá trazer indicações mais fiéis quanto ao comportamento dessas amostras frente a 

este antimicrobiano. Porém, podemos indicar o encontro de uma variação considerável entre 

as taxas de resistência à ampicilina nas diferentes espécies de enterococos. Como esperado, o 

maior percentual de amostras foi relacionado a espécie E. faecium (50,0%) comparado a E. 

faecalis (4,7%). Este resultado é concordante com a literatura que aponta que amostras de E. 

faecalis, em geral, apresentam maior susceptibilidade à ampicilina do que E. faecium 

(Fontana et al., 1992; Teixeira et al., 2007). 

A presença de resistência a níveis elevados de aminoglicosídeos (HLR) foi 

determinada, neste estudo, por técnica de difusão em ágar. Sabe-se que, a resistência a 

concentrações elevadas de estreptomicina e de gentamicina é decorrente, na maioria das vezes 

da expressão de EMAs. Em nossos estudo, a resistência a níveis elevados de estreptomicina 

(HLR-ST) foi relacionada a presença do gene ant(6’)Ia detectada entre amostras obtidas de 

colonização e de infecção. Historicamente, o aumento da freqüência de isolamento de 

amostras apresentando resistência a níveis elevados de estreptomicina (CIM > 2.000g/mL) 

levou ao uso indiscriminado de gentamicina, em associação a um beta-lactâmico, para o 

tratamento das enterococcias graves associadas em sua maioria ao ambiente hospitalar. 

Conseqüentemente, foi observada a emergência de amostras resistentes a níveis elevados de 

gentamicina (CIM > 500g/mL), o que vem freqüentemente determinando assim falhas 

terapêuticas decorrentes do emprego dessa associação. (Murray, 1998). Em nosso estudo, 

observamos que a maioria (69,2%) das amostras obtidas dos quadros infecciosos que 

resultaram em óbitos eram portadoras de fenótipos HLR. 
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A resistência a níveis elevados de gentamicina (HLR-GE) pode ser codificada 

principalmente pelos seguintes genes: aac(6’)-Ie-aph(2’’)-Ia, aph(2’’)-Ib, aph(2”)-Ic e 

aph(2’’)-Id. O fenótipo mais comum é codificado pelo gene aac(6’)-Ie-aph(2”)-Ia e deve-se à 

expressão de uma proteína bifuncional, a AAC(6’)-I/APH(2”)-I, com atividades de 6’-

acetiltransferase e de 2”-fosfotransferase. A combinação destas duas atividades, além de 

eliminar o efeito sinérgico conhecido, promove resistência referente a CIM ≥ 500 g/mL 

(Tsai et al., 1998). A expressão desta enzima ainda confere resistência à amicacina, 

canamicina, tobramicina, netilmicina e sisomicina Em nosso estudo, todas as amostras 

apresentando o fenótipo HLR-GE eram portadoras do gene aac(6’)-Ie-aph(2’’)-Ia. 

Nenhuma das amostras obtidas de dietas hospitalares ou de manipuladores expressou 

tais características. Em relação as amostras de colonização e de infecção, os nossos dados 

estão de acordo com o que está descrito na literatura, que também vem apontando percentuais 

elevados de amostras de enterococos portadoras do fenótipo HLR. Estudos recentes, 

realizados em Portugal e na Polônia, destacaram percentuais de amostras clínicas resistentes a 

níveis elevados de aminoglicosídeos, particularmente gentamicina, de 15% e 54,6%, 

respectivamente (Piekarska et al., 2002; Lopes et al., 2003). No Brasil, Stern, Carvalho & 

Teixeira (1994) observaram a presença deste fenótipo de resistência em 33% das amostras de 

enterococos avaliadas. 

O surgimento de resistência à vancomicina em cepas de enterococos prejudica 

drasticamente a terapêutica das enterococcias. Por anos, a vancomicina vem sendo utilizada 

em pacientes alérgicos aos beta-lactâmicos ou infectados por cepas de enterococos resistentes. 

O aparecimento de cepas de VRE, muitas vezes, elimina qualquer esquema terapêutico eficaz, 

tornando estes microrganismos um dos principais problemas de resistência bacteriana a 

antimicrobianos na atualidade (Murray, 2000). Além disso, a possibilidade de transmissão dos 

genes responsáveis pela resistência à vancomicina para outros microrganismos com maior 

potencial de virulência, como para o Staphylococcus aureus, acentua a gravidade deste 

problema (Perl, 1999; Askarian et al., 2007). Muitos países, em todo mundo, já vêm 

convivendo com tal problemática desde a década de 80 (Murray, 1998). O surgimento de 

cepas de VRE neste estudo, aliado a outros relatos no Brasil (Dalla Costa et al., 1998; Sader, 

1998; Zanella et al., 1999) parece um fenômeno ameaçador que vem a desafiar 

microbiologistas, farmacologistas, clínicos e profissionais de saúde frente à necessidade de 

evitar que se instale um quadro endêmico de difícil controle 

Em nosso estudo, isolamos dez amostras de Enterococcus que se apresentaram 

resistentes ao antimicrobiano vancomicina. Oito destas amostras pertenciam à espécie E. 
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gallinarum e duas à espécie E. faecium. Nos enterococos móveis, além da resistência 

intrínseca, caracterizada pela presença do gene vanC-1, foi detectado a presença do gene 

vanA. Este genótipo é caracterizado como responsável pelo mecanismo transferível de 

resistência a níveis elevados de glicopeptídeos, incomum nas espécies de enterococos móveis. 

A resistência a níveis elevados de glicopeptídeos nessas amostras foi, primeiramente, 

evidenciada pela determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) por teste-E, que 

caracterizou o fenótipo VanA e, posteriormente confirmada por PCR, que detectou o genótipo 

correspondente (vanA).  

Cabe destacar que, o isolamento de amostras de E. gallinarum portadoras de vanA 

isoladas de colonização ocorreu ao acaso, e sugeriu tratar-se de uma situação peculiar da 

Instituição avaliada, durante o período de estudo. Entretanto, o isolamento de uma amostra 

proveniente de um quadro de bacteremia, passou a sugerir a possibilidade de uma transmissão 

dessas amostras na Instituição avaliada. A resistência intrínseca aos glicopeptídeos, aliada a 

habilidade que estes microrganismos possuem de adquirir outros determinantes de resistência 

aos antimicrobianos, favorece a permanência das amostras dessas espécies no ambiente 

hospitalar (Schooneveldt, Marriott & Nimmo, 2000). Entretanto, as normas de controle da 

disseminação de amostras portadoras do gene vanA ou vanB, indicadas pelo CDC (1999) não 

ressaltam a possibilidade da presença desses genes em outras espécies que não sejam E. 

faecalis ou E. faecium. Nossos achados chamam atenção para a ocorrência de outras espécies 

de enterococos que possam estar participando na manutenção e dispersão desses 

determinantes genéticos de resistência no ambiente hospitalar. Apesar dessas amostras não 

caracterizarem situações epidêmicas, certamente refletam a ampla veiculação desses genes, 

determinando a carência na implementação de práticas de contenção à disseminação.  

O primeiro caso descrito de isolamento de amostras VRE no Rio de Janeiro ocorreu 

também no HUPE/UERJ, em janeiro de 2000, por amostras de E. faecalis que albergavam os 

genes vanA, ermB e aac(6’)-aph(2’’), mas não apresentavam resistência a níveis elevados de 

estreptomicina (Albuquerque et al., 2000). Ou seja, portavam o mesmo conjunto gênico de 

resistência detectado nas amostras de E. gallinarum avaliadas em nosso estudo. Tais 

“coincidências” precisam de uma investigação molecular mais aprofundada que possa 

evidenciar a possibilidade de transmissão e co-transferência de todos esses determinantes de 

resistência entre as espécies de Enterococcus. Lu et al. (2000) reportaram a capacidade de 

transferência in vitro do gene vanA de uma amostra de E. gallinarum para outra de E. faecalis, 

por ensaios de conjugação. Essa demonstração, mesmo que experimental, ressaltou a 

importância do controle estringente do uso de vancomicina no ambiente hospitalar e da 
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necessidade da inclusão de amostras VRE, independente da espécie, nos protocolos de 

controle e de rastreamento dos pacientes colonizados. 

Tanto o setor de Clínica Médica, como o CTI, concentram vários fatores que 

favorecem à aquisição de cepas de microrganismos resistentes.  Esses fatores incluem a 

presença de pacientes gravemente adoecidos, com patologias imunossupressoras, fazendo uso 

de uma série de procedimentos invasivos.  Além disso, o uso corrente de antibioticoterapia de 

amplo espectro, proporcionando uma pressão seletiva considerável, contribui amplamente 

para o surgimento e manutenção de cepas portadoras de características de resistência. Nesses 

setores foram encontradas as maiores taxas de resistência observadas em nosso estudo. 

Os achados deste estudo apontam a alta freqüência e variedade de fenótipos e 

genótipos de resistência, presentes tanto em cepas isoladas de infecção, como de colonização. 

Especificamente com relação ao controle de infecção por VRE, diversas instituições onde este 

microrganismo é endêmico vêm relatando aumento na freqüência de isolamento, apesar de 

medidas de controle adotadas.  Baseado em estudos de epidemiologia molecular, Hayden 

(2000) chama a atenção para as redefinições quanto o fenômeno da disseminação intra-

hospitalar de cepas de VRE. O autor refere que caso este microrganismo não seja controlado 

logo que surge em dada instituição, casos esporádicos de surtos monoclonais são substituídos 

por uma endemicidade policlonal. Novos antimicrobianos têm sido desenvolvidos na tentativa 

de oferecer novas opções terapêuticas para o tratamento de cepas de enterococos 

multirresistentes, porém os resultados não são muito animadores. A rápida disseminação da 

resistência bacteriana enfatiza a importância de um esforço multidisciplinar, incluindo 

microbiologistas, infectologistas, epidemiologistas, farmacologistas, médicos e enfermeiros, 

para implementação de um programa baseado no controle de infecções e no uso racional dos 

antimicrobianos. Programa este que deve ser incorporado nas metas de qualidade de qualquer 

instituição de saúde, para que seja seguido com rigor. 

Possivelmente, o primeiro estudo sobre fatores de virulência em enterococos data de 

1934 (Todd, 1934). O autor observou atividade beta-hemolítica nos sobrenadantes das 

culturas desses microrganismos. Alguns anos mais tarde, Kobayashi (1940) apontou a 

substrato-especificidade da beta-hemolisina enterocócica e descreveu que hemácias de cavalo, 

humanas e de coelho eram susceptíveis a ação deste exoproduto, mas o mesmo não era 

observado para eritrócitos de carneiros. Posteriormente, este fato pôde ser explicado pela 

descoberta de que eritrócitos apresentando elevados índices de fosfatidilcolina eram mais 

susceptíveis a ação da dessa hemolisina, o que sugeriu ser este o seu ligante específico nessas 

células (Miyazaki et al, 1993). Granato & Jackson, em 1969, foram os primeiros a sugerir que 
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a atividade beta-hemolítica em enterococos era decorrente da expressão de múltiplos 

componentes que atuariam de forma conjunta. Os autores relataram que zonas de beta-

hemólise eram observadas no meio cultura apenas em regiões de interseção da semeadura de 

mutantes não hemolíticos, produzidos por exposição a nitroguanidina. Estes achados levaram 

aos autores a concluírem que a atividade hemolítica era dependente da ação complementar de 

produtos liberados por tais mutantes. Atualmente, sabe-se que esta atividade é decorrente da 

expressão de um conjunto de genes localizados em um único operon (designado como operon 

cyl). Este operon pode estar presente em plasmídios conjugativos ou transposons e, também, 

já foi encontrado associado a ilhas de patogenicidade localizadas no cromossomo de algumas 

amostras de E. faecalis (Shankar et al., 2002). Um outro fator de virulência, a gelatinase 

enterocócica, foi inicialmente identificada há mais de 40 anos (Bleiweis & Zimmerman, 

1964), sendo caracterizada como uma zinco-metaloproteinase. Esta proteinase é ativa contra 

diversos substratos, particularmente o colágeno, e é produzida na fase exponencial tardia, 

quando há uma densidade elevada de células no meio. Sendo assim, foi observado que sua 

expressão é regulada por Quorum sensing (Haas et al., 2002; Nakayama et al., 2002). 

Entretanto, os enterococos permanecem considerados como possuidores de 

características de virulência pouco expressivas. Até o momento, somente alguns exoprodutos 

vêm sendo considerados alvos de estudos, na tentativa de elucidar a patogênese das 

enterococcias graves. Considerando-se que ainda não foram totalmente esclarecidos quais 

fatores são realmente responsáveis pela patogenicidade de enterococos, a ausência fenotípica 

de alguns deles não implica necessariamente que se trata de uma amostra não patogênica. 

Mais recentemente, esses microrganismos têm sido associados com a formação de 

biofilmes, principalmente em dispositivos médicos invasivos, como cateteres e sondas. 

Entretanto, a compreensão do processo de formação de biofilmes por enterococos ainda não 

está completamente esclarecida (Donlan & Costerton, 2002; Sandoe et al., 2003; Seno et al., 

2005; Di Rosa et al. 2006). 

Em nosso estudo, todas as amostras foram avaliadas frente a capacidade de formação 

de biofilme. Do total de amostras estudadas, 70,2% apresentaram esta característica e dentre 

estas, 39,6% foram identificadas como produtoras na categoria “forte”, de acordo com os 

padrões utilizados e referidos em Materiais e Métodos. A maior freqüência de amostras 

produtoras foi relacionada a espécie E. faecalis. 

Em relação à expressão de gelatinase, 25,7% foram produtoras, e foi observado que 

apenas amostras pertencentes às espécies E. faecalis e E. faecium, tanto de colonização 

quando de infecção, expressaram esse fator de virulência. Amostras provenientes das dietas 
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hospitalares e dos manipuladores de alimentos não foram produtoras de gelatinase. Poeta e 

colaboradores (2006) relataram a atividade de gelatinase em amostras de E. faecalis isoladas 

de aves, porém nas outras espécies analisadas essa atividade representou 2,5%, demonstrando 

que esta atividade não é muito freqüente nas outras espécies do gênero. Freqüências de 

produção de gelatinase (em valores bem mais expressivos do que os encontrados em nosso 

estudo) foram divulgadas por Roberts et al. (2004), avaliando amostras de origem humana, e 

por Lopes e colaboradores (2006), estudando enterococos isolados de laticínios (67% e 90%, 

respectivamente). 

Neste estudo, avaliamos genotipicamente, quanto à presença dos fatores de virulência, 

somente amostras pertencentes às espécies E. faecalis e E. faecium. Estes dados estão em 

acordo com a literatura que considera que poucas são as amostras de enterococos, 

pertencentes as demais espécies, que sejam produtoras de fatores associados à virulência 

(Edwards, 2000). A presença de, pelo menos um fator de virulência foi detectada em 79,3% 

das amostras analisadas, sendo 16,5%, 51,4% e 48,6% para cylA, esp e fsr, respectivamente. 

Dentre a espécie E. faecalis, fsr foi o fator predominante com 58,8%, seguido de esp (54,1%) 

e cylA (20,0%). Já para a espécie E. faecium, a presença de esp foi encontrada em 41,7% das 

amostras investigadas. 

Willems et al. (2001) associaram a presença do gene esp com E. faecium resistentes à 

vancomicina isolados em surtos nosocomiais, porém, mais tarde, outros pesquisadores 

encontraram o gene em enterococos sensíveis à vancomicina (Eaton & Gasson, 2001; 

Woodford et al.; 2001; Leavis et al, 2004). Vankerckoven et al. (2004) detectaram a presença 

do gene esp em 92% de amostras clínicas de E. faecium resistentes à vancomicina e 73% de 

amostras fecais. Além do mais, a presença de esp descrita por Vankerckoven et al. (2004) foi 

maior em E. faecium resistentes à vancomicina do quem em amostras sensíveis a este 

antimicrobiano (77% e 53%, respectivamente). Dupré et al. (2003) descreveram a presença de 

esp em 60% de amostras clínicas de E. faecalis. Creti et al. (2004) determinaram a presença 

de esp em 48% de amostras hospitalares, 20% de comensais e 50% de meio ambiente. 

Recentemente, Harrington et al. (2004) descreveram que 40% de 137 amostras de E. faecalis 

isoladas somente de bacteriemia eram esp positivas em um hospital nos Estados Unidos. 

Adicionalmente, já foi relatado que, a produção de biofilme pode ser afetada por 

condições ambientais, atividade de gelatinase e presença do gene esp. Estudos apontaram para 

esta possível relação da presença de esp com uma forte formação de biofilme (Toledo-Arana 

et al., 2001). Estes autores observaram que 87 das 93 amostras de E. faecalis (93,5%) que 

possuíam o gene esp, foram capazes de produzir biofilme in vitro. A mesma associação não 
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foi observada para as 59 cepas que não possuíam este gene. Neste mesmo estudo, porém, duas 

amostras de E. faecalis tiveram uma forte produção de biofilme, entretanto não apresentavam 

o gene esp, sugerindo a existência de um mecanismo para desenvolvimento de biofilme esp-

dependente e um esp-independente. Estudos independentes realizados em outros grupos têm 

confirmado a presença de uma via esp-independente na formação de biofilme em E. faecalis 

(Kristich et al., 2004; Mohamed et al., 2004; Ramadhan & Hegedus, 2005; Di Rosa et 

al.2006). Em nosso estudo, observamos que os perfis de virulência mais freqüentemente 

encontrados em amostras de infecção corresponderam a presença concomitante do gene esp e 

a produção de biofilme. Entretanto, amostras apresentando apenas esp ou biofilme, também 

foram freqüentes, sugerindo tratar-se das vias de expressão descritas por outros autores. 

A presença do gene cylA, que está relacionada a expressão de uma atividade 

hemolítica, foi detectada em apenas uma amostra de E. faecium (4,2%) e em 20,0% das 

amostras de E. faecalis. Como para os outros fatores avaliados, os dados da literatura são 

freqüentemente discordantes. Mundy et al. (2000) observaram que este gene é 

reconhecidamente prevalente em amostras de E. faecium. Entretanto, Vankerckhoven e 

colaboradores (2004), estudando amostras de E. faecium isoladas de um hospital europeu não 

detectaram a presença deste gene em nenhuma das amostras analisadas. Camargo et al. (2006) 

não obtiveram amostras portadoras de cyl, quando analisaram a ocorrência de marcadores de 

virulência em 56 isolados de E. faecium resistentes ou não a vancomicina e obtidos de 

amostras fecais e de infecções em pacientes no Brasil. 

Em nosso estudo, não foi avaliado a presença do gene gelE, determinante da expressão 

de gelatinase. Porém investigamos a presença de fsrB, pertencente ao  operon fsr, que vem 

sendo descrito como regulador da expressão de gelatinase e de serina-protease em um 

complexo sistema de quorum sensing. Bourgogne e colaboradores (2006) relataram que a 

presença do gene fsr foi diretamente relacionada com a expressão da gelatinase em amostras 

clínicas de E. faecalis. Porém, em nosso estudo, em seis amostras de E. faecalis (duas de 

infecção e quatro de colonização), foi observada a expressão de gelatinase, porém não foi 

detectada a presença do gene fsr. Esses achados permanecem inconclusivos e estudos 

adicionais serão necessários para o esclarecimento de tal questão.  

Uma questão importante permanece por ser respondida e diz respeito a se enterococos 

originados de alimentos ou da comunidade possuem um potencial patogênico equivalente, ou 

se há diferença na patogenicidade existente entre as amostras isoladas de origens diversas. 

Teuber, Meile & Schwarz (1999), utilizando testes moleculares para definição de 

polimorfismos de amostras isoladas de produtos alimentares processados e de seus 
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determinantes de resistência e virulência, observaram uma extensa identidade genotípica com 

amostras clínicas e seus respectivos determinantes. Eaton & Gasson (2001) avaliaram a 

freqüência da expressão de fatores de virulência em amostras de E. faecalis isoladas de 

material clínico humano e de alimentos. Os autores observaram que as amostras isoladas de 

alimentos (leite, queijo e carne) expressaram vários desses fatores, comuns em enterococos, 

incluindo hemolisina e gelatinase. Entretanto, o percentual de amostras isoladas de alimentos, 

apresentando tais características, foi inferior ao encontrado para as obtidas de infecções 

humanas. 

Os resultados obtidos com a técnica de PFGE revelaram uma heterogeneidade 

genética das amostras avaliadas. Não foi possível fazer uma correlação quanto a dispersão 

dessas amostras entre as origens estudadas. Dentre as amostras da espécie E. faecium obtidas 

de colonização, foram observados padrões de fragmentação idênticos em amostras obtidas de 

pacientes diferentes hospitalizados em mais de uma unidade hospitalar (uma amostra obtida 

do CTI e 5 de enfermaria de Clínica Médica). Adicionalmente, estas amostras apresentaram 

também perfis de resistência e de virulência idênticos. Entretanto, não foi possível determinar 

um perfil prevalente. As amostras de E. faecium resistentes à vancomicina, apresentaram um 

perfil de fragmentação idêntico entre si, porém distinto das demais amostras da espécie. Em 

relação as amostras pertencentes a espécie E. faecalis também não encontramos um perfil de 

fragmentação prevalente, onde das 15 amostras analisadas, encontramos 9 perfis distintos. 

Entretanto, em relação às amostras de E. gallinarum resistentes à vancomicina foi observada a 

presença de um único perfil de PFGE. Estas amostras foram obtidas de sítios anatômicos 

diversos (sangue, colonização retal e colonização de pele) e de pacientes atendidos em setores 

hospitalares diferentes, sugerindo a ocorrência de transmissão horizontal. A importância de 

amostras de E. gallinarum-vanA no ambiente hospitalar reside tanto na redução das 

alternativas terapêuticas para as eventuais infecções causadas por estes microrganismos, 

quanto no potencial de disseminação destas características.  

Além disso, a detecção de enterococos intrinsecamente resistentes a baixos níveis de 

vancomicina que adquiriram genes adicionais de resistência aos glicopeptídeos suporta o 

argumento de que a identificação das espécies de enterococos e a determinação da 

susceptibilidade aos glicopeptídeos não predizem necessariamente o genótipo. A grande 

similaridade entre as amostras portadoras dos genes de resistência adquirida pesquisados, 

demonstrada pela técnica de PFGE, aponta para a disseminação de um clone multirresistente 

na Instituição analisada. Tal informação chama a atenção para que laboratórios clínicos de 

rotina estejam alertados quanto à possibilidade de enterococos móveis serem também 
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portadores de genes responsáveis principalmente por resistência a níveis elevados de 

glicopeptídeos e aminoglicosídeos. Diante disso, por considerar a emergência de amostras 

com essas características em nosso meio e a possibilidade dos enterococos móveis atuarem na 

manutenção e disseminação destes genes, principalmente vanA, sugerimos a inclusão desses 

microrganismos no monitoramento das infecções hospitalares. 

Devido à importância crescente do gênero Enterococcus, particularmente a espécie E. 

faecalis, como patógenos nosocomiais, associada ao aumento da prevalência de amostras 

albergando mecanismos emergentes de resistência aos antimicrobianos (por exemplo, HLR 

para aminoglicosídeos e glicopeptídeos), considera-se que a identificação de fatores de 

virulência que estejam relacionados ao aumento da gravidade das infecções são importantes 

objetos de estudo. Visto que, a melhor caracterização desses fatores, que se encontram 

distribuídos em freqüência considerável nas amostras de E. faecalis, como foi observado em 

nosso estudo, pode auxiliar para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas diante da 

problemática da resistência aos antimicrobianos, atualmente relacionada a esse gênero. Tais 

achados, aliados a habilidade natural dos enterococos em adquirir, acumular e transferir 

elementos extracromossômicos, inter-espécies e até mesmo para outros gêneros bacterianos, 

estudos adicionais são necessários para avaliar corretamente a evolução da patogenicidade em 

E. faecalis e conseqüentes riscos para a saúde humana.  

 

 

4. CONCLUSÃO 

 

 

A importância dos enterococos como causadores de infecções vem crescendo, 

principalmente pela emergência de “novos” mecanismos de resistência aos antimicrobianos, 

especialmente aos glicopeptídeos e os novos estudos referentes ao seu potencial de virulência. 

Em conclusão, este estudo mostrou que amostras de enterococos isoladas de diferentes fontes, 

não só de quadros infecciosos, podem representar um risco para a população, principalmente 

em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos, apontando para uma maior reflexão 

quanto ao papel desses microrganismos nas infecções humanas e no ambiente hospitalar. A 

elevada taxa de amostras multirresistentes garante a esses microrganismos uma atenção 

especial quanto ao seu monitoramento no ambiente hospitalar, pela possibilidade de 

transmissão desses genes inter e intra-espécies. 
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A grande diversidade de mecanismos de resistência e de perfis de virulência 

associados aos diferentes padrões encontrados com a técnica de PFGE sugere a ampla 

dispersão desses determinantes genéticos por amostras de origens clonais distintas, o que 

pode vir a ser um reflexo de processos contínuos de seleção, resultantes do extenso uso de 

antimicrobianos na Instituição avaliada. Esta hipótese pode também ser sustentada pela 

evidenciação da emergência de amostras de E. gallinarum resistentes a níveis elevados de 

glicopeptídeos e portadores do gene vanA.  

Como foi possível evidenciar, estes microrganismos podem portar, manter e 

disseminar amostras resistentes e/ou elementos genéticos codificadores de atributos de 

resistência e virulência. E como esta veiculação ainda não está bem elucidada, os resultados 

obtidos neste estudo apontam para a imprescindível necessidade de uma abordagem 

continuada do problema das infecções nosocomiais, como reflexo de avaliações permanentes 

associadas aos sistemas de vigilância hospitalar. 
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