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“Ndo dé ouvidos -as intrigas e calinias; s6 a
arvore que produz frutos € que se vé apedrejada,
para deixa-los cair”.

A &rvore estéril ninguém da importancia.

A caltinia, muitas vezes, é uma honra para quem
arecebe.

Néo pare seu servigo por causa da calunia.

Se para de fazer o que estava fazendo, da razéo
ao caluniador.

Siga a frente, e todos acabardo calando-se e no

fim ainda baterdo palmas ao seu trabalho.“

(Minutos de Sabedornia, n. © 144).
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I - INTRODUGAO

As infeccoes hospitalares estdo entre os maiores problemas de
satide publica em todo o mundo. Além da sua importéncia humana, social
e econdmica, estdo relacionadas enire as principais causas de
morbidade, mortalidade e custos elevados (French, 1989; Brasil, 1992;
Bennett, Brachman, 1992; Brachman, 1993). As taxas de pacientes com
estas infeccdes oscilam entre 50 e 10,0% nos paises desenvolvidos
(Moro et al., 1986; Ayliffe, 1986; Wenzel, 1993). No Brasil, existem
poucos dados que incluem taxas de incidéncia de 5,0% em alguns
hospitais particulares na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (Prade
of al., 1995) ¢ prevaléncia de 13,0% em 103 hospitais tercidrios pablicos

ou particulares localizados em capitais (Starling ef a., 1995). A taxa total



de mortalidade associada as infeccbes hospitalares foi de 4,0% nos
Estados Unidos, sendo que, em 25,0% destas (19.000 mortes) foi
diretamente atribuida a estas infecgbes; Elas -estdo entre as dez
principais causas de 6bito no pais (Haley et al., 1985). Embora haja muita
discussdo em relagéo as avaliagbes referentes-aos custos das-infecgées,
as estimativas nos Estados Unidos s&o da ordem de US$ 4.5 bilhdes/ano
(Haley, 1980).

Os principais agentes de -infecgbes hospitalares tém mudado
periodicamente em fungéo da pratica medica, incluindo, sobretudo o uso
de antibiéticos. Nesta ultima década, o intervalo entre estas mudancas
diminuiu e 0o namero de diferentes microrganismos causadores destas
infeccdes aumentou. A partir dos anos quarenta, com o advento da
penicilina, o Staphylococcus aureus substituiu Streptococcus pyogenes e
Streptococcus pneumoniae como o-patégeno hospitalar mais importante.
Ja nos anos setenta os bacilos Gram-negativos aerobicos ultrapassaram
os Staphylococcus aureus. No final dos anos setenta e inicio dos anos
oitenta, os microrganismos Gram-positivos tornaram-se as bactérias mais
frequentes, incluindo aqueles que, ftradicionalmente, até -entdo,

considerados como ndo virulentos, tais como: Staphylococcus coagulase

negativa e Enterococcus, ao lado dos Staphylococcus aureus resistentes

4 meticilina (Herwaldt, Wenzel, 1995).



Os Enterococos -estdo, entre os frés principais patégenos
hospitalares, associados, principalmente, a etiologia de infeccdes
urinarias (16,0%) e bacteremias (8,0%) (Pearce et al., 1998; Netz, 1998;
Couto et al., 1999). Embora, sejam considerados de baixa viruléncia, esta
participagdo deve-se-a fatores pré disponentes,-presentes-em-pacientes
hospitalizados. Entre estas infecgdes, as bacteremias, incluindo aquelas
associadas a endocardites, apresentam-se como as mais graves.
(Moellering, 1990; Banerjee et al., 1991).

A multiresisténcia aos antimicrobianos apresenta-se como uma das
caracteristicas mais expressivas destes patogenos (Jacoby, 1996; Gold,
Moellering, 1996). Os genes responsaveis pela resisténcia estio
localizados em cromossomos, plasmidios ou transposons e podem ser
transferidos horizontalmente e verticalmente entre os microrganismos,
sobretudo por meio do fendmeno de conjugacdo (Tanimoto et al., 1993;
Simjee, Gill, 1997).

Entre os fatores que tem sido associados ao aparecimento de
microrganismos resistentes e multiresistentes incluem: o uso de
antimicrobianos, uso de promotor de crescimento em races animais e
deficiéncias nas praticas de controle de infeccdo (Aymes, Gemmell,
1997).

A aquisicdo e a disseminacdo de resisténcia bacteriana aos

antibioticos mais frequentemente utilizados é um problema rotineiro.




(Wood, 1996). Nos paises em desenvolvimento, a - utilizacédo de
antibidticos €, tradicionalmente, muito frequente e pouco judiciosa
(Nettleman, 1993; Panutti, Grinbaum, 1995). Em hospitais terciarios
brasileiros, cerca de cinquenta por cento dos pacientes fazem uso
empirico destes farmacos (Prade ef al., 1995; Couto, 1999) em condigbes
rotineiramente empirica € em parte como resultado da falta de um
suporte laboratorial adequado (Panutti, Grinbaum, 1995). Adicionalmente
em funcéo da caréncia de recursos financeiros e humanos, programas de
controle e prevencéo de infecgao hospitalar inexistem em mais de oitenta

por cento dos hospitais do pais, segundo o Ministério da Salde (Ayliffe,

1986).
Os patégenos hospitalares multiresistentes, mais importantes

incluem, entre as bacterias Gram-negativas, as Enterobacteriaceae

produtores de f-lactamase de espectro estendido e as néo

fermentadoras, com destaque para Pseudomonas aeruginosa e

Acynetobacter baumannii e Staphylococcus  aureus, Stafilococos
coagulase negativa e Enterococcus entre os Gram-positivos (Gold,
Moellering, 1996).

Embora, as infecgbes enterococicas estejam entre as poucas as
quais esta preconizado a -associacdo de antimicrobianos (penicilinas e

aminoglicosideos), a resisténcia a niveis altos dos mesmos vem

acarretando dificuldade no seu tratamento (Swartz, 1994; Marcus et al.,




1997). Esse tipo de resisténcia, além de exigir a substituicdo de um
destes -antimicrobianos por um glicopeptidio, tem implicacbes
epidemioldgicas, pois pode ser transferido de um microrganismo para
outro (Murray, 1990; Newmann et al, 1991; Gray, Pedler, 1992) A
resisténcia aos aminoglicosideos pode ser classificada como de baixo e
nivel alto, sendo que, a resisténcia de nivel baixo esta associada a um
transporte inadequado através da parede enquanto na de nivel alto,
enzimas codificadas a nivel de genes cromossomiais inativam esses
antibicticos. (Simjee, Gill, 1997). O mecanismo de resisténcia as
penicilinas e outros B-lactdmicos envolvem alteracées em uma ou mais
PBPs (“penicilin-binding proteins”), que séo importantes na sintese da
parede celular bacteriana e que se ligam aos antibiéticos B - lactamicos.
(Gray , Pedler, 1992; Gordts ef al., 1995; Wood, 1996). Outro importante
mecanismo € a producdo de B - lactamases, enzimas ‘capazes de
hidrolizar os B - lactamicos. Estas alteragbes provocam uma menor
afinidade as penicilinas e antibiéticos relacionados (Wood, 1996).

As Taxas de resisténcia aos B-lactdmicos sio inferiores a 10% nos
hospitais dos Estados Unidos e Reino Unido (Sapico ef a/._, 1989; Gray,
Pedler, 1992). Os dados publicados por Ribas e Gontijo-Filho (1999) bem
como os-de Netz (1998) também apontam que essa resisténcia ainda nio
é comum no Brasil. Em relagdo aos aminoglicosidios a resisténcia tem

sido detectada mais freqlientemente (Patterson, Zervos, 1990) sendo

e



evidenciada iniciaimente na Franca para gentamicina (Horodniceanu et
al., 1979) e a seguir em varios paises do hemisfério norte em freqiiéncias
variando de 4,5% a 15,0% (Murray, 1990; Newmann, Sahm, Thomsberry,
1991: Gray; Pedler, 1992; Woodford ef al., 1995; Simjee, Gill, 1997). No
Brasil. os dados disponiveis séo de Cereda et al.. (1997), demonstrando
que 264% e 24 8% das amostras foram resistentes a gentamicina e
estreptomicina respectivamente € de Ribas e Gontijo-Filho (1999) que
evidenciaram freqiiéncias de resisténcia de 20,0% para gentamicina e
15,5% para estreptomicina.

Os glicopeptideos inibem a sintese de peptideoglicano na parede
bacteriana, combinando com a porgao D-alanil-D-alanina do precursor na
parede, prevenindo as reacoes de transglicosilagdo e transpeptidacdo
(Simjee, Gill, 1997). A presenga -de Enterococos com graus variaveis de
resisténcia aos glicopeptideos foi, primeiramente, documentada em 1988,
seguindp o seu isolamento na Europa e nos Estados Unidos. Atualmente,

a resisténcia a vancomicina em Enterococos pode ser dividida em quatro

fenotipos principais: VanA, VanB, VanC e VanD, baseado na resisténcia

para vancomicina (VA) e teicoplanina (TE) e se 0 mecanismo ¢ induzido

ou constitutivo (Gray, Pedler, 1992: Boyce, 1995; Gold , Moellering, 1996;

Bates, 1997; Netz, 1098).

As amostras que apresentam o fenétipo VanA possuem um nivel

alto de resisténcia, induzida & vancomicina (MiC= 64 a >1000 pg/mL) e




teicoplanina (MIC= 16 a 512 npg/ml), mediada por plasmidios e
transferivel a outras bactérias Gram-positivas (Courvalin, 1990). O gene
responsavel pelo nivel alto de resisténcia codifica uma proteina da
membrana citoplasmatica com um peso molecular de aproximadamente
39 kDa. Este nivel alto de resisténcia é encontrado, principalmente, em
Enterocpccus ~faecium, mas também pode ocorrer em Enferococcus
fecalis (Gray, Pedler, 1992; Lundstrom et al., 1995; Gold and Moellering,
1996). As amostras do fenotipo VanB ‘mostram resisténcia moderada
(MIC= 4 a 1024 pg/ml), induzida @ vancomicina, mas permanecem
suscetiveis (MIC= 0,5 ng/mL.) a teicoplanina. Devido ao fato de apenas a
vancomicina agir como indutor nessa classe de antimicrobianos, sendo
que essa resisténcia intermediaria também -é fransferivel e o gene ¢,

provavelmente, cromossomial.  Essa resisténcia foi relatada em

Enterococcus faecium e Enterococcus -faecalis (Gray, -Pedler, 1992;
Lundstrom ef al., 1995; Gold, Moellering, 1996). As amostras do fenotipo

VanC apresentam niveis baixos de resisténcia & vancomicina (MIC= 2 a

32 pg/mlL), mas sdo suscetiveis a -teicoplanina (MIC= 0,5 pg/mlL),

propriedade esta que € intrinseca ‘na maioria dos isolados de E.
gallinarum, E. casselifiavus e E. flavescens (Neumann et al., 1991; Gray ,
Pedler, 1992; Gray , Pedler, 1992; Woodford et al., 1995; Mouthon ef al.,
1996: van Hom et al., 1996; Devriese et al., 1996; Gold , Moellering,

1996; Bates, 1997). O fenotipo VanD, recentemente, descrito na espécie




E. faeciym (Perichon ef al, 1997) expressa resisténcia consfitutiva a
vancomicina (MIC>64 ng/mL) e em niveis baixos 3 teicoplanina (MIC>4
png/ml).

Os fendtipos VanA e VanB sdo, usualmente, associados com
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis (Bates, 1997). A presenca
de isolados de E. faecium do fenétipo VanA foi-detectada em espécimes
clinicos provenientes de humanos e de animais e de amostras de agua
coletadas em estacéo de tratamento-de esgoto-em regides da Alemanha
€ outros paises da Europa (Klare ef al. 1995-b; Bates, 1997). -Muitos
isolados de humanos e animais na Europa sdo £. faecium do ‘genotipo
vanA. A situagdo atual na América do -Norte &, ligeiramente, diferente,
pois embora o E. faecium VanA seja mais comum, o fendtipo VanB &
responsavel por um numero significante de surtos nosocomiais {Wiley,
1996).

Entre os fatores de risco que estdo associados com colonizagdo
efou infecgéo por Enterococcus Resistente 4 Vancomicina (VRE) incluem:
infeccéo hospitalar, presenca em UTI, hospitaliza¢io prolongada, doencga
de base grave, insuficiéncia renal, procedimentos invasivos, terapéutica
prévia com antimicrobianos, especialmente vancomicina e cefalosporinas
de segunda e terceira geracd@o, descontaminacdo seletiva do trato

digestivo, proximidade de casos conhecidos de infeccdes por VRE

(Arthur et al., 1994; Jacoby, 1996).



Os Enterococcus podem-ser encontrados no solo, 4gua, -passaros,
insetos e animais (Devriese LA ef al., 1992a; Dewvriese LA ef al., 1992b),
fazendo parte da flora normal do frato intestinal de aves, animais e
humanos (Bates, 1997). Nos humanos fazem parte da flora normal das
mucosas do intestino e vagina.-(Murray BE, 1990;-Facklam, Sahm, 1995).

Relatos de VRE comegaram a aparecer em meados -dos anos 80
na Europa e agora sdo um problema importante nos hospitais dos
Estados Unidos (Weber, Rutala 1997). O “Hospital Infection Control
Practice Advisory Commmittee” (HICPAC) do “Center for Disease Control
and Prevention” (CDC) elaborou normas sobre a prevencéo de sua
transmissao nosocomial (CDC, 1995). A presenca de VRE foi descrita
nas fezes de pacientes hospitalizados, bem como de individuos na
comunidade, - sintomaticos (com diarréia), -ou assintomaticos (Bates,
1997). As taxas de portadores destes microrganismos variam com a
localidade e com as caracteristicas do hospital (Woodford ef a/., 1995).

Nos Fstados Unidos, as taxas de colonizagéo oscilam entre 8,0% -
17,0% em pacientes graves mantidos em UTls. (Weber, Rutala 1997.).
Em um inquérito realizado por Bontem et al. (1996), 4,0% de individuos
assintomaticos carreavam VRE no intestino quando da admisséo
hospitalar, sendo que ndo utilizaram antibiéticos no periodo de dois
meses. Nos hospitais da Europa, o problema parece menos importante,

mas Jordens et al. (1994) encontraram uma frequéncia de 15,0% de
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portadores, quando de um surto por VRE.-Gordts et al. (1995) e Endtz et
al. (1996) relataram uma menor proporgéo de pacientes colonizados por
VRE (3,6% e 1,5%, respectivamente), sendo que o primeiro estudo foi
realizado na Bélgica em condi¢des endémicas e o segundo na Holanda

em condicbes de alto risco.

Estudos realizados no Reino Unido (Jordens ef al., 1994),
Alemanha (Klare ef al., 1995-a) e Bélgica (Van der Auwera ef al., 1996)
apontam taxas de 2,0%, 12,0% e 28,0%, respectivamente, de pacientes
comunitarios assintomaticos colonizados com VRE no trato intestinal. Por
outro lado as Infeccbes adquiridas na comunidade por VRE sio
extremamente raras (Bates, 1997).

A presenca de Enterococcus faecium resistente a vancomicina foi
detectada também nas fezes de porcos, aves domésticas e animais de
estimacédo na Europa, onde o uso de um glicopeptidio (avoparcina) em
ragcbes animais esta bem disseminada-em alguns paises, ao contrario do
que é observado nos Estados Unidos (Bates, 1997). Bates ef al. (1994)
observaram uma correlacéo significativa-entre-o uso deste glicopeptideo
e a presenca de VRE em fezes e carcacas de frango. Em estudo
realizade na Dinamarca, observou-se que cinco de oito fazendas que
usavam este antibiotico apresentaram VRE nos frangos, ao contrario do
observado em seis fazendas onde ele néo foi uilizado como promotor de

crescimento. Na mesma investigacdo, os autores encontraram relagédo
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entre o uso deste glicopeptidio € a presenca de VRE em suinos (Bates,
1997). Devriese ef al. (1996) verificaram que além de frangos e porcos,
8,0% de cavalos e cées eram positivos para VRE, ao contrario de
animais silvestres mantidos em jardins zoolégicos. H4 ainda relatos da
sua presenca nas fezes de caes e gatos na Holanda (van Belkum, 1996)
e nos Estados Unidos (Dunne, 1996), onde esses autores sugerem que
este microrganismo-em animais de estimacéo pode ter sido adquirido por
meio de ingestao de ragbes contendo came proveniente de animais que
utilizaram avoparcina.

Nb Brasil, os antibidticos mais comumente utilizados como
promotores de crescimento sao: olaquindox, colistina, neomicina,
iincomiéina, espiramicina,  flavomicina, avoparcina,  avilamicina,
bacitracipa, virginiamicina, nitrovin, eramicina, halquinol, tilosina,
eritromicina (Benicio,1996), sendo vedado o uso de tetraciclinas,

penicilinas, cloranfenicol e sulfonamidas (Motta, 1996) e mais

recentemente a vancomicina.

Outras fontes que vém merecendo atencdo especial € o esgoto
(Klare et al, 1993; Bates et al., 1994) e as superficies hospitalares
(Weber, Rutala 1997). A quantidade de VRE -detectada no -esgoto variou
entre 1,4 e 20 microrganismos/mL, o que representa mais precisamente
uma porcentagem de 0,1% na Alemanha (Klare et af, 1993) e 0,4% na

Espanha (Torres et al, 1994), de todos 0s Enterococcus encontrados.



12

Torres et al., (1994) encontraram VRE em esgoto que recebia efluente de
um hospital, do qual casos de infeccées por VRE ndo foram descritos.
Gordts et al., (1995) descreveram situacéo semelhante na-Bélgica. Bates,
(1997), com base nestes dados, admite que estes microrganismos ndo

sdo unicamente hospitalares, mas podendo ser encontrados na

comunidade e no ambiente.

A participacéo de superficies de enfermarias ou quartos ocupados
por pacientes com infecgbes por VRE s&o motivos de preocupacéo,
entretanto ndo ha evidéncias diretas destes itens na cadeia
epidemiolégica de infecgbes por VRE (Boyce et al., 1994). Embora, a

transmissdo deste microrganismo enfre pacientes ocoma, principalmente

pelas maos de profissionais de satide, ela também pode ocorrer por meio

do contato indireto com superficies inanimadas, tais -como fomites,

instrumentos médicos, superficies ambientais e veiculo comum (agua e

alimentos contaminados) (Weber,-Rutala 1997).

Ha um risco potencial de transferéncia -de genes de resisténcia

presentes no VRE “n vivo’ para outros microrganismos como o

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), Staphylococcus

coagulase negativo e Corynebacterium jeikeuim para as quais a

vancomicina é frequentemente - unica opgao no tratamento (Noskin, et

al.., 1995; Evans _Kortas, 1996; Bates, 1997, Leclereq , Courvalin, 1997).

Noble e colaboradores (1992) demonstraram -que -a resisténcia (VanA)
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pode ser transferida “in vitro” de -Enterococcus faecalis para MRSA. Esta
possibilidade tomou o confrole de infecgées por VRE uma alta prioridade,
pois a falta de tratamento antimicrobiano para infeccdes por MRSA,
microrganismo mais virulento, resultaria em um problema muito grave
(Monteclavo et al.., 1995). Simjee e Gill (1997) demonstraram que a
transmissdo do gene VanA, responsavel pela resisténcia dos
Enterococcus a glicopeptideos, entre humanos e animais expostos a
avoparcina, podem ocorrer pela transferéncia direta entre amostras de

VRE, bem como a disseminagéo horizontal de genes de resisténcia entre

amostras.



Il - OBJETIVOS

> Avaliar a presenca de -Enterococcus, particularmente Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis, resistentes ou ngo aos

antimicrobianos em diferentes fontes (humanos, aves e ambiente):

> Avaliar as taxas de resisténcia a penicilina e aminoglicosideos

(estreptomicina e gentamicina);

> Definir os fendtipos de resisténcia aos glicopeptideos entre og

isolados de-Enterococcus.

14
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Il - MATERIAL E METODOS

3.1 - Materiais
3.1.1 - Humanos

3.1.1.1 - Hospitalizados

Foram utilizadas amostras de Enferococcus isoladas de
pacientes internados no-Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Ubertédndia, (hospital terciario, de ensino, e possui
400 leitps). Elas foram provenientes -de -pacientes infectados
(N=70)  efou colonizados (N=60) detectados por meio de
vigilancia ativa, realizadas no laboratorio e na farmacia do
hospital (pacientes em uso de vancomicina) respectivamente,

no periode de-abril a-setembro-de 1996.
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3.1.1.2 - Ndo hospitalizados

Foram coletadas espécimes clinicos de individuos:

» Sintomaticos (diarréia): atendidos no laboratério de andlises

dlinicas “BIOVIDA” (N=50)

» Assintomaticos: voluntarios higidos da comunidade (N=50)

3.1.2 - Aves

3.1.2.1 - Fezes

Foram utilizadas fezes de frango provenientes de duas granjas

a saber:

» Granja A (com boas condig6es sanitarias) (N = 10)

e Granja B (com mas condi¢Ges sanitarias) (N=10).

3.1.2.2 - Carcagas

Foram utilizadas carcacas de frangos provenientes de dois

abatedouros:

o Abatedouro A (com boas condi¢bes sanitarias) (N = 10)

o Abatedouro B (com mas condigdes sanitarias) (N = 10).



AV}
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3.1.3 - Ambiente

3.1.3.1 - Piso

Foram coletadas materiais de pisos em:

e Centros Cirargicos: nos oito hospitais da cidade de
Uberlandia, proximo a mesa de cirurgia (N = 86) ;

o Enfermarias: no Hospitel das Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, proximo aos leitos de pacientes

intemados, que estavam emuso de vancomicina (N=20)

3.1.3.2 - Esgoto

Foram coletados materiais de esgoto, incluindo:

«Hospitatar (Hospital de Clnicas da Universidade Federal de
Uberlandia) (N =5) ;

eMunicipal (Rio Uberabinha) (N = 5) ;

*Residencial (N-=-5).




3.1.3.3- Agua

As amostras-de-agua foram-provenientes de:
e Sistema de distribui¢do-do municipio (N=81) ;
e Consumo humano sem tratamento (N = 5) :

o Agua Mineral (N-= 4) ;

o Consumo-Animal-(N-=-10) .

18
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3.2 - Coleta
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3.2.1 - Humanos

3.2.1.1 - Hospitalizados

3.2.1.1.1 - Infectados

As amostras de -Enterococcus foram isoladas a -partir de
diferentes espécimes clinicos, pelarotina do laboratériodo
Hospital de Clinicas da UFU. Em seguida, foram
transporfadas para o ‘laboratério de microbiologia -do

Departamento de Patologia.

3.21.1.2 -~ Colonizados
Foram realizadas coletas de fezes, por meio de swab anal
em pacientes-em uso-de vancomicina monitorados-quanto

a presenca de Enterococcus resistente a vancomicina.

3.9.1.2 - Nao-hospitalizados

As fezes foram coletadas com swab anal e este infroduzido em
tubo de KAA “Kanamycin Aesculin-Azide”, contendo 20ug/mlL
de vancomicina, 16ug/mb de ceftazidima e 300 U/mi de

polimixina-(2 mk. por tubo)-(Bates ef af.,1994).
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3.2.2- Aves

3.2.2.1 -Fezes

As coletas foram feitas -com uma -espatula -estéril -e-o-material

transporfado-para o laboratério-em tubos estéreis.

3.2.2.2 - Carcacgas

O material foi-coletado com swab -a partir da regido-interna da
carcaca e fransportados para -o ‘laboratério -em tubo -estéril

contendo 2 mL de KAA + Antibidticos

3.2.3 - Ambiente

3.2.31 - Piso ;

Os materiais foram coletados com swabs estéreis e
introduzjdos em ‘tubos contendo KAA + Antibidticos sendo em

seguida transportadas para o laboratério de Microbiologia da

UFU.
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3.2.3.2 - Esgoto

Foram coletados volume de 10 mL de cada tipo de esgoto com

auxilio de um erlenmeyer estéril e transportados rapidamente

para o laboratério de Microbiologia da UFU.

3.2.3.3- Agua

Volumes de 300 mL de cada uma das amostras de agua foram

coletados em frascos previamente -esterelizados -contendo 0,3

mL de solugéo tiossulfato de s6dio 1,8%.
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3.3 - Cultivo Primario

3.3.1 - Humanos
3.3.1.1 - Hospitalizados

3.3.1.1.1 - Infectados

As amostras foramisoladas nos meios de rotina utilizados
no laboratério do HC-UFU e cultivadas em Agar Bile

Esculina-contendo 20 ug/ml de vancomicina -no{aboratério

de Microbiologia da UFU.
3.2.1.1.2 - Colonizados

Os espécimes foram cultivados em Agar Bile Esculina
contendo 20 pg/ml. de vancomicina.

/

3.3.1.2 - Ndo Hospitalizados

Os espécimes foram cultivados em meio KAA contendo
antibioticos incubados por 48 ‘horas ‘@ 35 °C e as culturas
esculino positivas (escuras) foram subcultivadas em placas de

agar bile esculina com 20ug/mL de vancomicina (BATES et al..,

1994) . pela técnica de esgotamento.




3.3.2 - Aves

3.3.2.1 - Fezes

3.3.2.1.1 - Sem-enrigquecimento prévio

As fezes foram suspensas (1,0%) em -agua destilada
estéril. Volumes de 0,1mL foram cultivados na superficie
de placas-de agar bile esculina com e sem vancomicina
(Zoug/nil). Sendo incubadas a 35°C por um periodo de 24

a 48 horas, -quando foi avaliado quantitativamente -o

nimero de-colénias (UFC/mL).
3.3.2.2.1 --Com enriquecimento prévio

As amostras de fezes foram suspensas (1,0%) em agua i
destilada estéril, inoculadas em tubos -contendo i
antibioticos, com auxilio de Swab estéril. Elas foram :
incubadas por 48 horas-a 35 °C e subcultivadas, quando
esculino positivas para placas de agar bile esculina com e

sem vaneomicina-(20ug/ml); pela técnica de esgotamento.




(
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3.3.2.2 - Carcagas

3.3.2.2.1 - Sem enriquecimento prévio

Foram semeadas na superficie de placas de Agar Bile
Esculina .com-e sem -vancomicina (20pg/mi). Essas foram
incubadas a 35°C por um periodo de 24 a 48 horas

quando foram avaliadas quantitativamente o numero de

colénias por mL (UFC/mL).
3.3.2.2.2 - Com enriquecimento prévio

Os tubos de KAA contendo anfibiéticos foram incubados
por 48 horas & 35 °C -e a suspensdo resultante quando

esculino positivas semeadas em placas de &gar bile

esculina com e sem ‘vancomicina (20ug/mi), pela técnica

de esgotamento.
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3.3.3 - Ambiente

3.3.3.1 - Piso

A suspensdo em TSB foi subcultivada em Agar Bile Esculina
contendo 20pg/mL de-vancomicina.

3.3.3.2 - Esgoto

Volumes de 0,1mL de diluicées decimais (1:10", 1:102, 1:10%),
foram cultivados em-placas contendo -agar bile esculina com e
sem 50ug/mL de vancomicina. Estas foram incubadas a 35°C
por um periodo de 24 a 48 horas, quando foram avaliados o

nGmero de coldnias por mL (UFC/mL - Unidades Formadoras

de Colbnia-por mililitro).

3.3.3.3- Agua

A agua coletada foi filtrada em membrana de Millipore, utilizando-se a
bomba de vacuo, € equipamento para filtragdo. Em seguida, a membrana
de Millipore foi cultivada em placas de Agar Bile Esculina. As coldnias
esculino positivas foram-estocadas até o momento de sua caracterizacio
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3.4 - Conservagao das amostras

As amostras provenientes dos diferentes materiais foram cultivadas em
“Brain Heart Infusion” (-BHI) contendo 10% de glicerol e ap6s a obtencéo

do crescimento mantidas em freezer a-20 ° C.

3.5 - Caracterizacao do género-Enterococcus

As coldnias suspeitas (esculino -positivas) foram, inicialmente,
identificadas como bactérias Gram-positivas por meio da coloragéo de
Gram. Os seguintes testes foram utilizados para caracterizacdo do
género Enterocaccus: catalase, tolerdncia a 6,5% de NaCl em meio de

“Tripiticase Soy -Broth” (TSB) e hidrolise “a-Pyroglutamic Acid B-

Naphthylamide” (PYR)
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3.6 - identificagido de espécies de Enterococcus

A caracterizacéo a nivel de espécie foirealizada peta redugio do-telurito
de potassio (0,03%) em meio “Tripticase Soy Agar” (TSA),-fermentacéo
de carboidratos, utilizacdo de piruvato, deteccao de motilidade, producao
de pigmento e producéo de arginina-descarboxilase (Facklam & Collins,
1989).

A determinagdo da fermentagdo & partir de carboidratos foi efetuada
utilizando-se os seguintes agucares: o-arabinose, lactose, manitol, D-
rafinose ribose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose. O meio utilizado foi o

BHI acrescido de 1% do respectivo carboidrato e a leitura foi feita ap6s

24 horas em até 7 dias de incubacdo a 37° C.
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3.6 - Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

3.6.1 - Técnica de difusdo em gel

Os isolados foram submetidos 4 avaliacdo frente 0S seguintes
antimicrobianos: ampicilina, gentamicina, penicilina, teicoplanina e
vancomicina, seguindo-se a metodologia do “National Comittee for
Clinical L.aboratory Standards” (NCCLS, 1997-a).

A padronizagdo do inoculo foi feita pela escala 0.5 de McFarland,

que corresponde a uma concentracdo de 10° UFC/mL. Foram

utilizadas como controle amostras de Enferococcys faecalis

(“American Type Culture Colection” ATCC-29212), Enterococcys

faecium A((SS—1 274).
3.6.2 - Técnica de diluicdo em-gel

Os testes foram realizados em agar Muller Hinton e o-inéculo -fo; :
preparado como descrito no item anterior, e aplicado com aplicador !
de Steers na superficie do meio-de cultura contendo gentamicing e
estreptomicina nas concentracbes de 500 pg/mL e 2000 ng/ml,

respectivamente (Neuman, 1981). Como controle foram utilizados os o
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microrganismos -Enterococcus faecalis (CL-445), £E£nterococcus

faecium ’(C L-240).
1l
Il

3.6.3 - Teste de concentracdo inibitéria minima

Os testes foram realizados seguindo-se a-metodologia do “National

Comittee for Clinical Laboratory Standards’ (NCCLS, 1997-b), em

meio Muller Hinton, adicionando-se diferentes concentracdes de :

« Vancomicina:  (Tpg/mL, 2ug/mb, 4ug/mlL, 8ug/mi

16ug/mi, 32ug/ml, 64pg/mb,  128pg/ml,  256pg/ml

512ug/mL e 1024ug/mt) ; €,

« Teicoplanina: (0,125pg/mL, 0,5 ng/mL, 1pg/mL, 2pg/mbL

4pg/ml, 8ug/mL, 16ug/ml, 32ug/mL, 64pg/mi, 128ug/ml

256ug/mt. € 512ug/mL) (Murray, 1990).

m utilizados os microrganismos referidos no item

Como controle fora

“36.1” eplacassem 05 antimicrobianos.




3.7 - Determinagio dos fenotipos

Os isolados foram classificados nos fendtipos VanA, VanB e VanC

'segundo a tabela abaixo. (Gold, Mollering, 1996).

Caracteristica Fendtipos
VanA VanB VvanC
Vancomicina CMI (ng/mL) 642a>1000 421024 2432
16 a 512 <05 <0,5

Teicoplanina -CMi-(png/mL)

Espécies mais frequentes E. faecium  E. faecium E.-gallinarum

E faecalis E. faecalis  E. casseliflavus

Determinante génico Adquirido Adquirido Intrinseco
Transferéncia Sim Sim N3o
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1V - RESULTADOS

Neste estudo foram obtidos 71 isolados de Enterococcus

s de fontes humana (62), avia
s suscetiveis (93.0%) & vancomicina, sendo

ria (01) e ambiental (08), com

uma predominéncia daquela
7:0%) foram’ resistentes-a-este anfimicrobiano quando

do cultivo primario.
Os resultados referentes a pesquisa de VRE em padientes
hospitalizados ou nao e individuos sintomaticos -ou assintomaticos estéo
ados na tabelad 1. No grupo dos hospitalizados foi-detectado um

represent
os 70 pacientes com infecgbes hospitalares

dois (3.33%) em 60 pacientes pesquisados quanto a

enterococicas €
nismo. ‘Neste grupo de pacientes, bem

colonizagéo por .este microrga



como naquele de -pacientes ndo-hospitalizados ndo foi utiizado ‘meio de

Agar Bile Esculina sem vancomicina.

No grupo dos 100 individuos ndo hospitalizados a presenca de

VRE s6 foi documentada em 4% (n=2) dos individuos sintomaticos com

diamréia.

Tabela 01: Pesquisa de Enferococcus resistente ou hio a vancomicina

em humanos, quando do cultivo primario em meio-seletivo.

Pacientes n.° Enterocaccus
Pacientes” Suscetivel Resistento Total

ne % ne°

Hospitalizados Infectados 70 01 04 58
Colonizados 60 02 09 02

Néo Sintomaticos 50 02 09 02
Hospitalizados Assintomaticos 50 00 00 00
TOTAL 230 05 22 62

* Nao foi utilizado o meio Agar Bile Esculina sem vancomicina



Em relacdo aos materiais provenientes de aves, além do cultivo em

Agar Bile Esculina com e sem vancomicina, utilizou-se também o
obtido apenas o

enriquecimento prévio em KAA. -No -entanto foj
crescimento de uma amostra de Enferococcus suscetivel & vancomicina,

a partir de fezes de frango-(Tabela 2).

Tabela 02: Pesquisa de Enferococcus resistente ou ndo a vancomicinag

em frangos, quando do cultivo primario em meio seletivo,

Vatorias n.° Enterococcus
ateri .
d s Amostras Suscetivel Resistente
e ave
n.° % noe %
20 01 2.5 00 0.0
Fezes
Carcagas 20 00 0.0 00 0.0
TOTAL 40 01 2.5 00 0.0

e
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Os materiais provenientes de ambiente foram obtidos das
seguintes fontes: piso hospitalar de centros cirtrgicos e enfermarias:
esgoto hospitalar, residencial e municipal; agua de consumo. Os
resultados estdo na tabela 3 e mostram a presenca de oito isolados de
Enterococcus, todos suscetiveis a vancomicina. Cerca de dois tercos
(62,5%) foram provenientes de esgofo hospitalar, entretanto, nao foi
constatada a presenca deste microrganismo em 106 amostras coletadas
de piso hospitalar. Com relagéo a agua foram analisadas 86 amostras
tratadas com doro e 14 ndo cloradas, na quais foram obtidos trés

isolados, sendo dois provenientes de dgua de consumo animal tratada.

Tabela 03: Pesquisa de Enterococcus resistente ou ndo a vancomicina

em fontes ambientais, quando do cultivo primario em meio seletivo.

Materiais n.° Enterococcus
Amostras Suscetivel Resistente
n.° % n.c° %
Piso hospitalar 106 00 00,0 00 00,0
Esgoto 15 05 02,3 00 00,0
Agua * 100 03 01,4 00 00,0
“TOTAL 221 08 03,7 00 00,0

* Para analise das amostras de &gua foi utilizado apenas Agar Bile

Esculina sem vancomicina.
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Houve predominancia de Enterococcus faecalis (86,0%) entre os

isolados obtidos, seguindo-se de Enterococcus faecium (11,2%) e

Enterococcus raffinosus (02,8%). Estes resultados bem como as

respectivas fontes de onde os Enterococcus foram obtidos estdo na

tabela 4. A maioria de Enterococcus faecalis foi oriunda de pacientes

hospitalizados, sendo 93 5% de infectados e 1,6% de colonizados. Entre
os isolados de Enterococcus faecium, 50,0%, 25,0% e 25,0% foram de

hospitalar, individuos sintomaticos € pacientes hospitalizados,

esgoto
s isolados de Enterococcus raffinosus foi

respectivamente. A metade do
obtida de esgoto hospitalar € as restantes (50,0%) de agua de consumo

animal.

Tabela 04: Identificagdo dos isolados de Enterococcus obtidos de

amostras de humanos, aves € fontes ambientais.

Origem .0 isolados E. faecium E. faecalis E. raffinosus
n.e % n.° % n.° % n.e %
Hospitalizadm 0o 028 58 818 00 000
N&o — hospitalizados® 02 o28 02 028 00 000 0O 000
Fezes de Frango o1 o014 00 000 01 014 00 000
Esgoto Hospitalar o5 070 04 056 00 000 01 014
Agua s o042 00 000 02 028 Ot o014
TOTAL 71 100,0 08 11,2 61 86,0 02 028
2 Pacientes Sintomaticos

T Pacientes Colonizados € Infectados
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Na tabela 5 estdo apresentadas as freqiiéncias de resisténcia dos
isolados de Enterococcus verificadas por meio da técnica de difuséo em
gel, onde os microrganismos que apresentaram resisténcia intermediaria
foram agrupados junto aos resistentes. As freqiiéncias de resisténcia
foram altas para gentamicina (64,79%) e vancomicina (45,07%),
contrastando com o glicopepitideo teicoplanina que apresentou uma alta
susceptibilidade (92,96%). Em relacao aos B-lactamicos, cerca de um

quarto dos isolados foram resistentes a penicilina e ampicilina.

Tabela 05: Espectro de suscetibilidade aos antimicrobianos das amostras

de Enterococcus pelo método de difusao em gel.

Antimicrobianos  n.° amosiras Suscetivel Resistente
Testadas n.’ % n.” o,
Ampicilina 71 52 73,24 19 26,76
Gentamicina 71 25 35,21 46 64,79
Penicilina 71 52 73,24 19 26,76
Vancomicina 71 39 54,93 32 45,07
Teicoplanina 71 66 92,96 05 07,04
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Os setenta e umisolados caracterizados-como £nterococcus foram

avaliados em relagdo a resisténcia de nivel alto a aminoglicosideos

(Tabela 6). No total as taxas de resisténcia foram de 12,67% e 16,90%

para estreptomicina e gentamicina, respectivamente. Os dois isolados de

Enterococcus raffinosus foram suscetiveis aos aminoglicosidios testados

enquanto um isolado (12,50%) e Enterococcus faecium apresentou-se

resistente a alta concentragio de gentamicina.

Tabela 06: Resisténcia de nivel alto a aminoglicosideos (estreptomicina e

gentamicina) de isolados de Enterococcus -em humanos, aves e fontes

ambientais
Espécies n.° Estreptomicina Gentamicina
amostras n.° % ne %
E. faecal/:s 61 09 14,75 11 18,03
E. faecium 08 -00 00,00 01 12,50
E. raffinosus 02 00 00,00 00 0.00
TOTAL 71 09 12,67 12 16,90
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As MICssy e MICsy sdo referidas na tabela 7 e correspondem a

valores compativeis com susceptibilidades & vancomicina (<8ug/mL) &

teicoplanina (< 2pg/mL).

Tabela 07: Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) para ‘vancomicina e

teicoplanina das amostras de Enferococcus provenientes de

humanos, aves e fontes ambientais.

MIC' (ug/ml)

Antimicrobianos
MICsg” MICoo
Vancomicina 0,5 4.0
Teicoplanina <0;5 2:0

"MIC. Concentracgo Inibitoria Minima
2 Valores que Inibiram 50,0%

3 Valores que inibiram 90,0%
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Como demonsirado na Tabela 8 foram encontrados isolados
resistentes aos glicopeptideos, entre aqueles provenientes de pacientes
hospitalizados, sendo detectados dois (1,5%) isolados correspondentes a
casos de infecgdo e colonizagdo respectivamente, onde o primeiro
caracterizado como do fenétipo VanB e o outro a uma amostra de
Enterococcus faecium que apresentou resisténcia a vancomicina
(8ug/mL). Foi detectado também um isolado de fezes de frango, 'sendo

caracterizado como fenétipo indeterminado, uma vez que apresentou

resisténcia apenas a vancomicina ( < 0,25pug/ml)

Tabela 08: Fenotipos de resisténcia dos isolados Enterococcus em

humangs, aves e fontes ambientais.

Origem Espécies MIC" (ng/mL) Fenétipo
VA? TE?
“Fezes de frango E. faecalis 00 <0.25 ND*
Pacientes colonizados E. faecium 08 08 ND?
Pacientes infectados  E. faecium 08 <0.5 VanB

-—TMIC, Concentragao Minima Inibitoria;
® VA, Vancomicina;
*1E, Telcoplanina;
*ND, Néo Definido;
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V - DISCUSSAO

Nio foi evidenciada a presenca de amostras de Enterococcus

resistentes a altas concentragdes (Van A) de vancomicina neste estudo
apesar de se tratar de uma pesquisa abrangente que incluiu humanos,
aves e fontes ambientais, além das condigcdes epidemiologicas
extremamente favoraveis a emergéncia destes microrganismos, tais

como: uso ndo controlado de vancomicina nos hospitais, predominancia

de uso empirico quando da prescricéo terapéutica, pouca tradicdo em

praticas de controle de infeccdo hospitalar e o possivel uso de

antimicrobianos do grupo dos glicopepitideos em racbes de aves.

Entretanto, deve-se ressaltar que seé tratou de uma investigagdo muito

limitada quanto ao numero de materiais avaliados.




4]

A aquisicio e disseminagdo de bactérias resistentes aos
antibiéticos que sdo mais comumente usados é um problema crescente
em hospitais, particularmente a partir dos anos oitenta (Wood, 1996).
Entre os patégenos hospitalares resistentes que apresentam uma

participacio expressiva na etiologia de infecgbes hospitalares destacam-

se: Staphylococcus aureus resistente a meficilina/oxacilina; bacilos

Gram-negativos produtores de B-lactamases do tipo |, cromossomiais e

aquelas de espectro estendido, plasmidiais; e Enterococcus resistente a

vancomicina. Os relatos de VRE em hospitais comegaram a aparecer em

meados dos anos oitenta na Europa e agora sdo um problema importante

em vérios~hospitaiS’dosAEStados Unidos. Dados publicados pelo “National
Nosocomial Infection Surveillence” (NNIS) do “Centers for Disease

Control” (CDC) mostraram um aumento de 20 vezes entre 0os anos de

1989 e 1993 (CDC, 1993) e de 35 (de 0
ncia deste microrganismo entre 0s isolados

3% para 10,4%) vezes entre

1989 e 1995 na incidé

hospitalares de Enferococcus --(Gaynes,-Edwards, NNIS, 1996). As taxas

da presenca (infecgéo/colonizagéo) de VRE nos Estados Unidos sé&o de
aproximadamente 8,0% em pacientes -de alto risco (Wells, Juni,
Cameron, et al. 1995) € 17.0% naqueles admitidos nas Unidades -de
Terapias Intensivas (Bates, 1997). O aumento de VRE nos Estados
Unidos foi associado com @ crescente prescricdo ‘de vancomicina nos

hospitais, em casos de -gastroenterite por Clostridium difficille e sobretudo
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nas infecgbes estafilococicas por MRSA (French, Cheng; Ling, Donnan
1990). -Devido a grande importancia -desse microrganismo como

patégenc hospitalar o “Hospital Infection Control Practices Advisory

Committee” (HICPAC) do CDGC publicou recentemente normas para

prevenir a sua transmisséo hospitalar (CDC,1995), sugerindo entre outras

medidas a realizagio de programas de 'vigilancia através do

levantamento rotineiro de taxas de prevaléncia de VRE em pacientes
criticos. (CDC,1994). Ao contrario, a prevaléncia de infeccées por VRE é

muito mais baixa nos paises da Europa com valores inferiores a 1,0%,

exceto no Reino Unido, Israel € Eslovénia, nos quais as taxas séo

superiores a 3,0% (Schowten, 1999). Ha relatos de frequéncias de 5,0%
no Reino -Unido (Jordens, Bates, Griffiths, 1994) e de 3,5% na Belgica

(Gordts, Van Landuyt, leven, Vandamme, Goossens, 1995). Isto é
atribuido. a0 uso menos frequente de glicopeptideos em pacientes

hospitalizados neste continente (Bates, 1997). Ao contrario do que se
observa no Canada e Estados’ Unidos (Bates, 1997) a maioria dos paises
da comunidade européia & mais permissiva no uso de avoparcina,
antibiético utilizado como promotor de crescimento acrescido a rages de
aves, sujnos e bovinos, estando associado com uma maior probabilidade
de colonizacao por VRE nesses animais (Miranda, Singh, Murray, 1991).
No entanto, em investigagao realizada por Leme, Ferreira, Pignatari,
(1998) em S&o Paulo, onde compararam frangos que usavam avoparcina
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em doses subterapeuticas € um grupo controle sem avoparcina, ndo -foi
encontrado nenhum Enferococcus resistente a vancomicina. Embora os
Enterococcus faecium (52,8%) predominassem -em relagdo ao grupo
controle (11.9%).

Os antibidticos avoparcina e virginiamicina tém em comum a
Capacidade de ndo serem absorvidos pelo trato digestivo e atuarem
contra é microfiora -das bactérias Gram-positivas, melhorando a
Conversdo alimentar e aumentando a -eficiéncia de utilizacdo da racdo
(Jong, Leboute, Ciocca, Penz Jr, 1998). No Brasil, é vedado o uso de
tetraciclinas, penicilinas, cloranfenicol e sulfonamidas como promotores
de crescimento e mais recentemente de avoparcina.

Os antimicrobianos estdo entre as drogas mais prescritas nos
hospitais do pais, principalmente nos universitarios. Essa frequente

utilizacdo ocorre mesmo em relagdo aqueles de maior espectro de agéo

como as cefalosporinas de ‘terceira geracao, carpapenemas,

fluorquinolonas e -de maior toxicidade como os glicopepitideos (Pereira,
1998). Nos -paises em -desenvolvimento como o Brasil a utilizacdo de
antimicrobianos &€ da ordem de 40,0% a 50,0% entre os pacientes
intemadps (Marangoni, Vieira, 1987) sendo que, no -‘Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia, essa proporgdo ¢ de
aproximadamente -50,0%. (Rabelo, Gontijo Fitho, 1996; Couto, Lima,
Leles, Assuncgdo, Ribas, Gontijo-Filho, 1999). Aindicacgéo terapéutica de



antimicrobianos de-forma empirica, ou seja, sem microrganismo isolado €
comum no pais pela falta de laboratérios na maioria dos hospitais, assim
como pela formagdo inadequada de profissionais quanto a prescricdo
destes farmacos (Nettleman, 1993). Couto, et al. (1999) descreveram
que, no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, em

apenas um terco (35,5%) dos casos classificados -como infecgdo

hospitalar foram utilizados critérios ‘microbiolégicos.

O primeiro caso conhecido de Enterococcus faecium resistente 3

vancomicina no Brasil foi descrito no Hospital das Clinicas da

Universidade Federal do Parana-em 1998, tratando-se de uma crianca de
nove anos de idade, com © diagnodstico -de anemia -aplastica. Essa
paciente tinha uma historia de varias hospitalizacbes e tratamento
révio com cefalosporinas (Costa et al, 1998).

antimicrobiano p
Posteriormente, foi descrito um surto em Sdo Paulo compreendendo

pacientes infectados (10-por E. faecium € 53 E. faecalis) e colonizados

45 E. féecium e 47 E. faecalis) (Zanella et al., 1998). Nesta série entre os
62 isolados de Enterococcus -de ‘pacientes hospitalizados, apenas dois

(3%) foram provenientes de pacientes colonizados em uso de
vancomicina e corresponderam-a um-isolado de-Enterococcus faecium e

E. faecalis, respectivamente. Enfre os microrganismos provenientes de

humanos houve uma presenca marcante d
missivo de vancomicina no hospital, onde

e Enterococcus faecalis

(93,0%). Apesar do uso per
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predomina o uso empirico (Couto, Lima, Leles, Assuncéo, Ribas, Gontijo-
Filho, 1999), das trés amostras que ‘se comportaram como resistentes
quando do cultivo em-meio seletivo, apenas-duas (3,3%) obtidas a partir

de pacientes hospitalizados, comportaram-se como VRE.

Os Enterococos tornaram-se um-dos patégenos hospitalares mais
importanfes, conseqiiéncia sobretudo da sua resisténcia aos -diferentes
agentes antimicrobianos tradicionalmente utilizados na terapéutica
médica. (Murray, 1990; Gordts et al.., 1995; Jones et al.., 1996; Melhus,
Tjemberg, 1996; Weinstein ef al.., 1996). O ftratamento de infeccdes
graves per estes microrganismos, inclui -a utilizagdo simultdnea de pelo

menos dois dos seguintes antimicrobianos: penicilinas, aminoglicosideos

e glicopeptideos. (Murray, 1990; Gray, Pedler, 1992Newmann, Sahm,
Thornsberry, 1991; Swartz, 1994; Marcus, Peled, Yagupsky, 1997).
O aparecimento de Enterococcus resistentes as penicilinas ndo é

incomum. Do ponto de vista dlinico interessa -a resisténcia a itas

concentragoes de penicilinas (MIC>100ug/mL) por -anularem a

possibilidade do uso destes antibioticos. ‘Esse mecanismo de resisténcia

esta relacionado -a B-lactamases codificadas por ‘genes plasmidiais,

portanto  passiveis de uma transmissdo horizontal e resultando numa

disseminagdo mais rapida (Gray pPedier, 1992; Gordts ef al., 1995;

Wood, 1996). Adicionalmente, essas enzimas podem ser codificadas por

genes cromossomiais (Murray et al., 1991); ha ainda a possibilidade de
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resisténcia resultante de alteragbes nas proteinas que ligam penicilinas
(PBPs), principalmente PBP5 (Newmann, Sahm, Thomsberry, 1991) A
freqiéncia de isolados com niveis altos de resisténcia as penicilinas
continua baixa, inferior a 10,0% nos hospitais dos Estados Unidos e
Reino Unido (Sapico et al.., 1989; Gray, Pedler, 1992; -Ribas, Gontijo-
Filho, 1999). Os dados obtidos por Ribas et al. (1999) (1,6%) em
Uberlandia, bem como os de Netz (1998) no Rio de Janeiro também
apontam que esse tipo de resisténcia -ainda ndo € comum no Brasil.
Nesse estudo foi investigado apenas a resisténcia de nivel baixo, através
da técnica de difusdo em gel, verificando-se-a presenca de um quarto do
total de amostras de Enterococcus resistertes as penicilinas (penicilina
e/ou ampicilina).

A resisténcia de nivel alto para gentamicina foi evidenciada
iniciaimente na Franca (Horodniceanu et al, 1979) e a seguir em varios
paises do hemisfério norte, em freqiiéncias que variam de 4,5% a 15,0%
(Murray, 1990; Newmann, Sahm, Thomsbemy, 1991; Gray;-Pedler, 1992;
Woodford et al.., 1995; Mendonga et al.., 1997; Simjee; Gill, 1997). No
Brasil, os dados disponiveis s&o do Hospital Sdo Paulo da Universidade
Federal de S&do Paulo, mostrando que 26,4% e 24,8% das amostras
foram resistentes a -gentamicina e estreptomicina, respectivamente
(Cereda et al., 1997) e do Hospital Universitario da Universidade Federal

do Rio de Janeiro (55,0%) (Netz 1998). Os resultados obtidos por Ribas
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et al.. (1999) em Uberlandia evidenciaram freqtiéncias de resisténcia de

20,0% para gentamicina e 15,5% para estreptomicina. Entre os 21

isolados com essas caracteristicas, apenas um foi de Enterococcus

faecium, resistente a gentamicina. Em estudo realizado com aves em Sao

Paulo ficou constatado niveis altos de resisténcia aos aminoglicosideos,

gentamicina e estreptomicina, NoS jsolados de Enterococcus faecium, tais

amostras foram isoladas de aves que ndo usaram aminoglicosideos

previamente até onde se conhece (Leme, Ferreira, Pignatari, 1998). Na

mesma investigagdo, esse tipo de resisténcia foi constatado apenas nos

isolados de origem hospitalar, com valores de 14,75% para

estreptomicina e 18,03% para -gentamicina. Nesta investigacdo, as oito

amostras provenientes de outras fontes, incluindo Enterococcus faecium

(02) de pacientes ndo hospitalizados foram suscetiveis < aos

aminoglicosideos.

O mecanismo de agdo dos glicopeptideos envolve a inibicdo -da

sintese da parede celular em bacterias Gram-positivas (Leclereq,

Courvalin, 1997). Ha formacédo de complexos com o grupo terminal

peptidil-D-alanina presente lateralmente ao acido N-acetil-muramico,

componente do dissacarideo, precursor da molécula de peptidioglicana

(Joklik, 1992; Woodford, 1995). Essa interacdo bloqueia a sua
transferéncia para a parede celuiar em formacgo, interferindo com as
reacbes de transglicosilacdo € transpeptizacdo, necessarias para a
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polimerizacdo desta macromolécula. (Woodford et al.., 1995; Ledlereq,
Courvalin, 1997).

Entre as. espécies de bactérias Gram-positivas que apresentam
resisténcia intrinseca aos glicopeptideos, destacam-se: Lactobacillus spp,
Leuconostoc spp, Pediococcus spp e Erysipelotrix rhusiopathias (Murray,
Baron, Pfaller, Tenover, Yolken, 1999; Woodford, 1995). Embora sejam
microrganismos pouco associados a infeccdes humanas, a maioria €
encontrada na microbiota da boca e tato intestinal, estando
ocasionalmente associadas a resultados falsos positivos, como VRE,
fornecidos por laboratérios de Microbiologa (Woodford, 1995). A
utilizacdo de técnicas de DNA fingerprint em estudos de epidemiologia
molecular mostraram que nem todas as infecgdes por Enterococcus séo
endégenas como originalmente se acreditava. Entre os principais
reservatorios de VRE estdo incluidos: os pacientes infectados e os
colonizados no intestino (Wells, Juni, Cameron, et al. 1995). A
colonizagdo pode persistir por longos periodos {Hemning, et al., 1996;
Monteclavo, et al., 1995) e foi-descrita inclusive em individuos sadios néo
hospitalizados na Europa (Jordens, Bates, Griffiths, 1994; Klare, et al.,
1995-a) Taylor ef al. (1999) relataram taxas de pacientes hospitalizados e
nao-hospitalizados, incluindo manipuladores -de -alimentos, de 32,0% ¢
2,3%, respectivamente, em investigacdo realizada no Reino Unido. Os

nossos resultados evidenciaram a presenca de apenas dois pacientes
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com VRE entre os -hospitalizados (3,0%) bem -como entre os ndo
hospitalfzados (2,0%). Entretanto, outras fontes ambientais, tais como:
esgotos (Bates, Jordens, Griffiths, 1994; Klare, ef al. 1995-b) e sobretudo
superficies inanimadas -em -hospitais também tem merecido atencdo
como reservatorio/fonte -de infecgdo desse microrganismo (Dewriese, et
al.. 1996). As superficies mais frequentemente contaminadas so o piso,
cabeceira da cama e mesas. (Boyce, ef al.., 1997; Blythe, et al.., 1998)
As roupas dos pacientes, -0s travesseiros e o colchdo também podem
apresentar um risco na cadeia epidemioldgica. . (Boyce, et al.., 1997;
Blythe, et al., 1998) Nesse estudo, no Hospital das -Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, ndo foi detectado a presenca de
VRE em 106 amostras coletadas em pisos de-enfermarias, proximo ao
leito de 'pacientesem uso de vancomicina. E importante ressaltar que néo
foi comum (3,0%) a existéncia de pacientes hospitalizados e colonizados
por este microrganismo. Adicionalmente sua presenca néo foi detectada
no esgoto e agua coletadas em diferentes pontos da cidade, incluindo
aqueles materiais coletados no hospital.

A principal via de transmiss&o do microrganismo € através das
méaos contaminadas de profissionais de satde (Boyce, et al.., 1994) , mas
a disseminagéo por contato indireto através de equipamentos médicos tal
como estetoscopio, ndo pode ser esquecida (Weber, Rutala, 1997)

Enfermarias com pacientes infectados por VRE e com diarréia, sdo mais
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passiveis de contaminacao, (Boyce, 1995) sendo que 8,0% das culturas
de pisos permaneceram positivos para VRE, mesmo apés-as praticas de
desinfecgdo. (Weber, Rutala, 1997). O ambiente nas proximidades de
pacientes infectados pode se apresentar em algumas oportunidades
muito contaminado por esta bactéria (Boyce, et al.., 1994; Boyce, ef al..,
1995). Este microrganismo pode sobreviver em -superficies -ambientais
por longos periodos (Weber, Rutala, 1997) Noskin et al.. (1995)
demonstraram a viabilidade do VRE de 30 minutos a 24 horas, por outro
fado Bonilla ef al. (1996) demonstraram a sua permanéncia por mais de 3
dias nas superficies testadas. Em superficies secas, amostras de E.
faecium e E. faecalis permanecem viaveis por 7 e 5 dias
respectivamente. (Noskin, Stosorv, Cooper, Peterson, 1995)

Além das formas de transmissé&o referidas no paragrafo anterior, foi
levantada a possibilidade daquela envolvendo veiculo comum, com
destaque para came de frango resultante de aves que utilizavam
avoparcina como promotor de crescimento. (Klare, et al., 1995:b; Klare,
et al, 1993). Nessas condicbes, apesar do trabalho de Leme e
colaboradores (1998) negando a relagéo, o VRE pode aparecer nas fezes
de suinos, bovinos ou aves (Phillips, 1999), resultando na contaminagéo
da carcaca destes animais, € podem sobreviver ao processamento e
distribui¢do (Bates, Jordens, Griffiths, 1994; Chadwick, Woodford,

Kacczmarski, Gray, Barrel, Oppenheim, 1996), e atingir inclusive
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alimentos consumidos em hospitais (Delmee, Kersbergen, Janssens,
Tollenaere, Avessani, 1999). Berchieri (1999) sugere que a ingestao de
um inéculo de Enterococcus faecium resistente-a glicopeptideo de origem
animal pode resultar na colonizagdo transitéria de humanos. A
emergéncia de VRE em pacientes hospitalizados pode refletir a selegdo
destes microrganismos no ambiente pelo uso de glicopeptideos (Bates,
Jordens, Griffiths, 1994). Por outro lado nos Estados Unidos verifica-se
uma aparente auséncia de VRE na cadeia alimentar (Coque, Tomayoko,
Ricke, Okhyusen, Murray, 1996) contrariando esta hipotese (Bates,
1997). Como foi referido anteriormente, as taxas de infecgdo por VRE
estdo associadas com uso exagerado de vancomicina nos hospitais
americanos (Kirst, Thompson, Nicas, 1998; Phillips, 1999).

Nido ha nenhuma recomendacéo quanto a meios bacteriologicos,
seletivos ou ndo, para o isolamento de VRE (Nelson, 1999). O meio ideal
para ser utlizado na triagem de Enterococcus a partir ndo s6 de
espécimes clinicos, mas também de fontes ambientais, € aquele que
permita a detecgdo de um nuimero baixo destas bactérias e inibe o
crescimento de outros microrganismos, tais como Pediococcus e
Lactobacillus (Nelson, 1999). Varias formulacdes de meios sdo usados
em estudos epidemiolégicos com uma enorme variedade de agentes

seletivos empregados, incluindo particularmente grandes variagbes nas

concentragbes de vancomicina (Taylor, Oppenheim, Chadwick, Weston,
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Palepo, Woodford, Bellis, 1999). A concentracdo de wvancomicina
usualmente incorporada varia de 4-64pg/mL (Taylor, Oppenheim,
Chadwick, Weston, Palepo, Woodford, Bellis, 1999), sendo usualmente
mais baixa quando de meios-destinados a microbiologia clinica (NCCLS,
1993) e mais alta quando do cultivo de fontes ambientais mais
contaminadas (Klare, Heier, Claus, Witte, 1993; Tormres, Reguera,
Sanmartin, Pérez-Diaz, Baquero, 1994; Bates, Jordens, Griffiths, 1994). O
NCCLS recomenda a concentracao de 6ug/mL deste glicopeptideo para
as culturas de vigildncia de VRE em pacientes hospitalares (NCCLS,
1993). Além da adicdo rotineira desse glicopeptideo, alguns meios
seletivos ainda apresentam antibioticos com atividade contra bactérias
contaminantes Gram-negativas, tais como: polimixicina, estreptomicina,
aztreonam e ceftazidima. (Chadwick, Oppenheim, Fox, Woodford,
Morgenstern, Scarffe, 1996). Varios pesquisadores consideram ainda a
utilizaco adicional de meios de enriquecimento contendo vancomicina e
outros antibioticos, tanto a partir de espécimes clinicos de humanos e
animais quanto de fontes ambientais (Bates, Jordens, Griffiths, 1994:
Ford, Perry, Gould, Orr, 1996; Taylor, Oppenheim, Chadwick, Weston,
Palepo, Woodford, Bellis, 1999). Em estudo realizado por Taylor, et al.,
(1999) esse tipo de meio permitiu um acréscimo de 27,0% no numero de
pacientés colonizados com este microrganismo, quando da detecgdo de

VRE em fezes de pacientes hospitalizados ou ndo. Ford e colaboradores
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(1996) relataram uma quantidade de VRE bem menor (80,0%) quando
ndo se utilizou meio de enriquecimento na triagem de VRE.

Atualmente a resisténcia aos glicopepitideos em Enterococos €
classificada em quatro fenétipos: VanA, VanB, VanC e VanD, com bases
na resisténcia para vancomicina (VA) e teicoplanina (TE) € se o
mecanismo é induzido ou constitutivo (Gray, Pedler, 1992; Boyce, 1995;
Gold, Moellering, 1996; Bates, 1997; Netz, 1998). O fenétipo de
resisténcia a glicopeptideos mais comumente descrito na literatura é o
VanA, usualmente associado a espécie Enterococcus faecium (Edmond
et al., 1995; Moreno et al., 1995; Leclereq e Courvalin, 1997) mas que
inclui também isolados de Enterococcus faecalis e se caracteriza por uma
resisténcia induzida a niveis altos de vancomicina e teicoplanina,
resisténcia esta geralmente transferida por conjugaciio (Leclereq,
Courvalin, 1991). Os genes responsaveis pela expressdo destes
fendtipos sao carreados pelo tranposon Tn 1546, de 11 Kb, que codifica
nove polipeptideos associados a quatro grupos funcionais: transposigéo
(ORF1 e ORF2), regulagdo dos genes de resisténcia a vancomicina
(VanR e VanS), resisténcia aos glicopeptideos pela producdo de
depsipeptideos (VanH, VanA e VanX) e proteinas acessorias (VanY e
VanZ) que ndo sdo essenciais para a expressdo da resisténcia aos

glicopeptideos. (Leclereq, Courvalin, 1997; Quintiliani, Sahm, Courvalin,
1999)
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Ao contrario das ligases cromossomicas fisiolégicas que convertem
duas moléculas de D-Alanina em um dipeptideo D-Ala-D-Ala
subsequentemente incorporado no dissacarideo-pentapeptideo precursor
da parede celular, a ligase VanA sintetiza preferencialmente o
depsipeptideo D-Ala-D-Lac, resultando numa diminuicdo de mil vezes na
afinidade por vancomicina (Leclereq, Courvalin, 1997; Quintiliani, Sahm,
Courvalin, 1999)

O fenétipo Van B também inclui amostras de Enterococcus faecium
e Enterococcus faecalis, com resisténcia de nivel variavel & vancomicina
(MICs = 4 a >0,24ug/mL) e susceptibilidade a teicoplanina, sendo a
resisténcia transferida por conjugacdo. Estas amostras também contém
precursores de peptidioglicanas, com D-Lactato na cadeia peptidica, mas
em contraste com gene vanA o cluster do gene vanB esta localizado no
cromossomo bacteriano, como parte de elementos conjugativos com 90 a
250 kb. (Moellering, 1984) Os resultados deste trabalho, a exemplo de
Cereda et al. (1997) na UFSP forneceram apenas isolados de resisténcia
intermediaria a partir de pacientes com infecc@o enterococica de natureza
hospitalar, identificando-a com Enterococcus faecalis e classificados
como do fenétipo Van B. No Brasil, Zanela et al. (1998) relataram pefa
primeira vez um surto associado simultaneamente por Enterococcus

faecium e Enterococcus faecalis do fenotipo VanA, na Casa de Saude

Santa Marcelina, em S&o Paulo. Foram utilizadas técnicas de
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epidemiologia molecular (“‘DNA fingerprinting”) para a tipagem dos
isolados, bem como analise molecular dos genes de resisténcia, e os
resultados mostraram que 17 amostras de Enterococcus faecium e 07
Enterococcus faecalis apresentavam diversidade genética quando da
analise clonal mas evidenciavam o mesmo perfil quanto aos elementos
VanA de resisténcia @ vancomicina, idéntico ao encontrado no Tn1546,
caracterizando uma unica linhagem de transposon.

O fendtipo Van C, esté associado as espécies de E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. flavescens que sdo intrinsicamente resistentes aos
glicopeptideos. Esta caracteristica € expressa constitutivamente apenas
a niveis baixos de vancomicina. (Moellering, 1984).

Em relagdo a resisténcia adquirida, os Enterococcus e outros
Gram-positivos tais como: Bacillus thuringiensis, Listeria monocytogenes,
Streptococcus spp e Staphylococcus aureus, ndo apresentam barreiras
em relacdo a expressdo de genes de resisténcia para os glicopeptideos.
(Quintiliani, Sahm, Courvalin, 1999). A resisténcia a niveis altos de
vancomicina foi transferida de Enferococcus faecalis para
Staphylococcus aureus por conjugagdo em condicdes laboratoriais
(Quintiliani, Sahm, Courvalin, 1999). Isolados dinicos de Sfaphylococcus,
incluindo Staphylococcus aureus com nivel intermediario de resisténcia a
vancomicina foram descritos no Japao (Hiramatsu, 1998). Estados

Unidos (Finland, Bach, Gamer, Gold, 1974). e Brasil. Embora o
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mecanismo preciso de resisténcia destes estafilococos, denominados
“Glicopeptide Intermediate  Staphylococcus aureus” (GISA) ou
“Vancomicyn intermediate Staphylococcus aureus” (VISA) ainda néo esta
elucidado, ele ndo estd relacionado com os genes que conferem
resisténcia a estes antibiéticos em Enterococcus. (Hiramatsu, 1998).
Além da participagdo importante como causa de infecgoes
esporadicas em pacientes hospitalizados, como foi referido
anteriormente, foram descritos surtos associados a um ou varios clones
de Enterococcus faecalis bem com de Enterococcus faecium resistentes
aos glicopeptideos. A ocorréncia destes “clusters” evidencia que certas
amostras, ndo s6 sdo capazes de disseminar entre os pacientes, mas
também tem potencialidade de transferir genes de resisténcia aos
glicopeptideos para outros microrganismos. (Woodford,1995). Os surtos
por Enterococcus faecium ou Enterococcus faecalis da classe VanA
foram descritos em Nova York, Londres e Filadelfia (Boyce ef al.., 1994).
Embora mais raros, surtos por Enterococcus faecium com fenétipo VanB
foram descritos nos EUA (Boyce ef al.., 1994; Monteclavo et al., 1995;
Edmond et al., 1995) e Inglaterra (Chadwick, Oppenheim, Fox, Woodford,
Morgenstern, Scarffe, 1996), ndo foram encontradas diferencas

epidemiologicas entre os dois fendtipos.
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VI - Conclusdes

Nao foram encontradas amostras de Enterococcus apresentando
resisténcia de niveis altos aos glicopepitideos entre aqueles provenientes

de pacientes com infecgio/colonizacdo por esse microrganismo, entre
voluntarios ndo hospitalizados, sintomaticos e assintomaticos, bem como

nas carcacas de aves em fontes ambientais incluindo agua, piso

hospitalar e esgoto.

As taxas de resisténcia a niveis altos de aminoglicosideos foram
de 1267% e 16,90% para estreptomicina e gentamicina,

respectivamente, e as de niveis baixos foram de 26,76% para as

penicilinas (penicilina e/ou ampicilina).
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Foram caracterizadas trés amostras de resisténcia intermediaria, E
sendo apenas uma caracterizada como do fendtipo VanB e as outras

duas caracterizadas como fenotipo indeterminado, uma vez que |

apresentaram resisténcia apenas a vancomicina. ;
I
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RESUMO

O objetivo desta investigacdo foi avaliar a presenga de
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) em espécimes dinicos de
pacientes hospitalizados e ndo hospitalizados (Hospital de Clinicas da
UFU), carcacas e fezes de frango, e em fontes ambientais (piso
hospitalar, agua e esgoto) na cidade de Uberlandia. Os materiais
provenientes de frangos e pacientes ndo hospitalizados foram cultivados
em meios de enriquecimento e seletivo para VRE e os demais em meio
seletivo contendo 20 ug/ml de vancomicina. As colonias suspeitas foram
caracterizadas quanto ao género Enterococcus mediante a coloragdo de
Gram e os testes de: catalase, tolerancia a 6,5% de NaCl em meio de
“Tripticase Soy Broth”’(TSB) e “a-Pyroglutamic Acid B-Naphthylamide”
(PYR). A identificagdo a nivel de espécie foi realizada pelos testes
tradiciohais, apesar da presenca marcante de Enterococcus faecalis
(96.6%) predominassem entre as culturas de espécimes clinicos, dos 60
isolados de pacientes hospitalizados, apenas dois foram de Enterococcus
faecium (3%) sendo uma com resisténcia intermediaria (08ug/ml)
proveniente de paciente colonizado em uso de vancomicina e outra de
paciente infectado. No total, um quarto das amostras de Enterococcus
apresentaram resisténcia de nivel baixo as penicilinas (penicilina e/ou

ampicilina). Foram identificados 21 isolados de Enterococcus com niveis
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altos de resisténcia a gentamicina e/ou estreptomicina, sendo apenas um
Enterococcus faecium que apresentou resisténcia a gentamicina.
Adicionalmente a presenga de VRE néo foi detectada no esgoto e agua
coletadas em diferentes pontos da cidade, incluindo os materiais
coletados no hospital. Entre os quatro isolados de humanos
caracterizados como VRE quando do cultivo primario, apenas um foi
caracterizada como do fenétipo Van B. Apesar de se tratar de uma
pesquisa abrangente e das condigoes epidemiologicas existentes serem
favoraveis a emergéncia destes microrganismos, nao foi evidenciada a
presenca de Enterococcus resistentes a altas concentracbes de
vancomicina. Entretanto, o achado de amostras com resisténcia

intermediaria em pacientes hospitalizados, onde a forca pressora seletiva

dos glicopeptideos é mais evidente, deve servir de alerta/sinal quanto a

presenca de VRE no futuro préximo.
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ABSTRACT
The objective of this investigation was to evaluate the presence of
resistant Enterococci to the vancomycin (VRE) in hospitalized patients'
clinical specimens and not hospitalized (Hospital of Clinics of UFU),
carcasses and chicken feces, and in environmental sources (hospital flor,
water and sewer) in the city of Uberlandia. The coming materials of
chickens and patients not hospitalized they were cultivated in enrichment
means and selective for VRE, and the others in half selective containing
20 vancomycin mg/mi. The suspicious colonies were characterized with
relationship to the gender Enterococci by the Gram coloration, and the
tests of: catalase, tolerance to the 6,5% of NaCl in middle of " Tripticase
Soy Broth"(TSB) and " to-Pyroglutamic Acid b-Naphthylamide " (PYR). the
identification at species level was accomplished by the traditional tests. In
spite of the outstanding presence of Enterococcus faecalis (96.6%) they
prevailed among the cultures of clinical specimens, of the isolated of
hospitalized patients 60, two were only of Enterococcus faecium (3%)
being one with intermediate resistance (08 pg/ml) originating from patient
colonized in vancomycin use and another of infected patient. In the total, a
fourth of the samples of Enterococci presented resistance of low level the
penicillins (penicillin e/fou ampicilin). they were identified 21 isolated of

Enterococci with high resistance levels the gentamicin e/ou estreptomicin,
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and just an Enterococcus faecium, presented resistance to the
gentamicin. The presence of VRE was not detected in the sewer and
water collected in different points of the city, including the materials
collected at the hospital. Among the isolated of humans four characterized
like VRE when of the primary cultivation, just one was characterized as of
the phenotype Van B. in spite of treating of an including research and of
the existent epidemic conditions they be favorable the emergency of these
microorganisms, the presence was not evidenced from resistant
Enterococci to discharges vancomycin concentrations. However, to
discovery of samples with intermediate resistance in hospitalized patientf,
where the force selective pressure of the glicopeptide is more evident, it

should serve as sign as the presence of VRE in the close future.
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