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“Não dê ouvidos às intrigas e calúnias; só a 

árvore que produz frutos é que se vê apedrejada, 

para deixá-los cair”.
À árvore estéril ninguém dá importância.

A calúnia, muitas vezes, é uma honra para quem 

a recebe.

Não pare seu serviço por causa da calúnia.

Se pára de fazer o que estava fazendo, dá razão 

ao caluniador.

Siga à frente, e todos acabarão calando-se e no 

fim ainda baterão palmas ao seu trabalho."

(Minutos de Sabedoria, n. 0 144).
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I - INTRODUÇÃO

As infecções hospitalares estão entre os maiores problemas de 

saúde pública em todo o mundo. Além da sua importância humana, social 

e econômica, estão relacionadas entre as principais causas de 

morbidade, mortalidade e custos elevados (French, 1989; Brasil 1992- 

Bennett, Brachman, 1992; Brachman, 1993). As taxas de pacientes com 

estas infecções oscilam entre 5,0 e 10,0% nos países desenvolvidos 

(Moro et al., 1986; Ayliffe, 1986; Wenzel, 1993). No Brasil, existem 

poucos dados que incluem taxas de incidência de 5,0% em alguns 

hospitais particulares na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais (Prade 

et al., 1995) e prevalência de 13,0% em 103 hospitais terciários públicos 

ou particulares localizados em capitais (Starling et al., 1995). A taxa total 
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de mortalidade associada às infecções hospitalares foi de 4,0% nos 

Estados Unidos, sendo que, em 25,0% destas (19.000 mortes) foi 

diretamente atribuída a estas infecções; Elas estão entre as dez 

principais causas de óbito no país (Haley et al., 1985). Embora haja muita 

discussão em relação as avaliações referentes aos custos das infecções, 

as estimativas nos Estados Unidos são da ordem de US$ 4,5 bilhões/ano 

(Haley, ^980).

Os principais agentes de infecções hospitalares têm mudado 

periodicamente em fonção da prática médica, incluindo, sobretudo o uso 

de antibióticos. Nesta última década, o intervalo entre estas mudanças 

diminuiu e o número de diferentes microrganismos causadores destas 

infecções aumentou. A partir dos anos quarenta, com o advento da 

penicilina, o Staphylococcus aureus substituiu Streptococcus pyogenes e 

Streptococcus pneumoniae como o patógeno hospitalar mais importante. 

Já nos anos setenta os bacilos Gram-negativos aeróbicos ultrapassaram 

os Staphylococcus aureus. No finai dos anos setenta e início dos anos 

oitenta, os microrganismos Gram-positivos tomaram-se as bactérias mais 

frequentes, incluindo aqueles que, tradídonalmente, até então, 

considerados como não virulentos, tais como: Staphylococcus coagulase 

negativa e Enterococcus, ao lado dos Staphylococcus aureus resistentes 

à meticilina (Herwaldt, Wenzel, 1995).
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Os Enterococos -estão, entre os três principais patógenos 

hospitalares, associados, principalmente, a etiologia de infecções 

urinárias (16,0%) e bacteremias (8,0%) (Pearce et al., 1998; Netz, 1998; 

Couto et al., 1999). Embora, sejam considerados de baixa virulência, esta 

participação deve-se a fatores pré disponentes, presentes em pacientes 

hospitalizados. Entre estas infecções, as bacteremias, incluindo aquelas 

associadas a endocardites, apresentam-se como as mais graves. 

(Moellering, 1990; Banerjee eta/., 1991).

A multiresistência aos antimicrobianos apresenta-se como uma das 

características mais expressivas destes patógenos (Jacoby, 1996; Gol d, 

Moellering, 1996). Os genes responsáveis pela resistência estão 

localizados em cromossomos, plasmídios ou transposons e podem ser 

transferidos horizontalmente e verticalmente entre os microrganismos, 

sobretudo por meio do fenômeno de conjugação (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 rações animais e 

deficiências nas práticas de controle de infecção (Aymes, Gemmell, 

1997).

A aquisição e a disseminação de resistência bacteriana aos 

antibióticos mais frequentemente utilizados é um problema rotineiro.
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(Wood, 1996). Nos países em desenvolvimento, a utilização de 

antibióticos é, tradicionalmente, muito frequente e pouco judiciosa 

(Nettleman, 1993; Panutti, Grinbaum, 1995). Em hospitais terciários 

brasileiros, cerca de cinquenta por cento dos pacientes fazem uso 

empírico destes fármacos (Prade et a/., 1995; Couto, 1999) em condições 

rotineiramente empiríca e em parte como resultado da falta de um 

suporte laboratorial adequado (Panutti, Grinbaum, 1995). Adicionalmente 

em função da carência de recursos financeiros e humanos, programas de 

controle e prevenção de infecção hospitalar inexistem em mais de oitenta 

por cento dos hospitais do país, segundo o Ministério da Saúde (Ayliffe, 

1986).

Os patógenos hospitalares multiresistentes, mais importantes 

incluem, entre as bactérias Gram-negativas, as Enterobacteriaceae 

produtores de p-lactamase de espectro estendido e as não 

fermentadoras, com destaque para Pseudomonas aeruginosa e 

Acynetobacter baumannfí e Staphylococcus aureus, Stafí/ococos 

coagulase negativa e Enterococcus entre os Gram-positivos (Gold, 

Moellering, 1996).

Embora, as infecções enterocódcas estejam entre as poucas as 

quais está preconizado a associação de antimicrobianos (penicilinas e 

aminoglicosídeos), a resistência a níveis altos dos mesmos vem 

acarretando dificuldade no seu tratamento (Swartz, 1994; Marcus et a!



5

1997). Esse tipo de resistência, além de exigir a substituição de um 

destes antímicrobianos por um glicopeptídio, tem implicações 

epidemiológicas, pois pode ser transferido de um microrganismo para 

outro (Murray, 1990; Newmann et a!., 1991; Gray, Pedler, 1992) A 

resistênçia aos aminoglicosídeos pode ser classificada como de baixo e 

nível alto, sendo que, a resistência de nível baixo está associada a um 

transporte inadequado através da parede enquanto na de nível alto, 

enzimas codificadas a nível de genes cromossomiais inativam esses 

antibióticos. (Simjee, Gill, 1997). O mecanismo de resistência às 

penicilinas e outros p-lactâmicos envolvem alterações em uma ou mais 

PBPs (“penicilín-binding proteins”), que são importantes na síntese da 

parede celular bacteriana e que se ligam aos antibióticos p - lactâmicos. 

(Gray , Pedler, 1992; Gordts et al., 1995; Wood, 1996). Outro importante 

mecanismo é a produção de p - lactamases, enzimas capazes de 

hidrolizar os p - lactâmicos. Estas alterações provocam uma menor 

afinidade às penicilinas e antibióticos relacionados (Wood, 1996).

As Taxas de resistência aos p-lactâmicos são inferiores a 10% nos 

hospitais dos Estados Unidos e Reino Unido (Sapico et al.., 1989; Gray, 

Pedler, 1992). Os dados publicados por Ribas e Gontijo-Filho (1999) bem 

como os de Netz (1998) também apontam que essa resistência ainda não 

é comum no Brasil. Em relação aos aminoglicosídios a resistência tem 

sido detectada mais freqüentemente (Patterson, Zervos, 1990) sendo 
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evidenciada inicialmente na França para gentamicina (Horodniceanu et 

al., 1979) e a seguir em vários países do hemisfério norte em frequências 

variando de 4,5% a 15,0% (Murray, 1990; Newmann, Sahm, Thomsberry, 

1991; Gray; Pedler, 1992; Woodford et al., 1995; Simjee, Gill, 1997). No 

Brasil, os dados disponíveis são de Cereda et al.. (1997), demonstrando 

que 26,4% e 24,6% das amostras foram resistentes à gentamicina e 

estreptomicina respectivamente e de Ribas e Gontijo-Filho (1999) que 

evidenciaram freqüências de resistência de 20,0% para gentamicina e 

15,5% para estreptomicina.

Os glicopeptídeos inibem a síntese de peptideoglicano na parede 

bacteriana, combinando com a porção D-alanil-D-alanina do precursor na 

parede, prevenindo as reações de transglicosilação e transpeptídação 

(Simjee, Gill, 1997). A presença de Enterococos com graus variáveis de 

resistência aos glicopeptídeos foi, primeiramente, documentada em 1988, 

seguindp o seu isolamento na Europa e nos Estados Unidos. Atualmente, 

a resistência à vancomicina em Enterococos pode ser dividida em quatro 

fenótipos principais: VanA, VanB, VanC e VanD, baseado na resistência 

para vancomicina (VA) e teicoplanina (TE) e se o mecanismo é induzido 

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

Bates, 1997; Netz, 1998).

As amostras que apresentam o fenótipo VanA possuem um nível 

alto de resistência, induzida à vancomicina (MIC= 64 a >1000 pg/mL) e 
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teicoplanina (MIC= 16 a 512 pg/mL), mediada por plasmídios e 

transferível a outras bactérias Gram-positivas (Courvalin, 1990). O gene 

responsável pelo nível alto de resistência codifica uma proteína da 

membrana citoplasmática com um peso molecular de aproximadamente 

39 kDa. Este nível alto de resistência é encontrado, principalmente, em 

Enterococcus faecium, mas também pode ocorrer em Enterococcus 

fecalis (Gray, Pedler, 1992; Lundstrom et al., 1995; Gold and Moellering, 

1996). As amostras do fenótipo VanB mostram resistência moderada 

(MIC= 4 a 1024 pg/mL), induzida à vancomicina, mas permanecem 

suscetíveis (MIC- 0,5 pg/mL) à teicoplanina. Devido ao fato de apenas a 

vancomicina agir como indutor nessa classe de antimicrobianos, sendo 

que essa resistência intermediária também é transferível e o gene é, 

provavelmente, cromossomial. Essa resistência foi relatada em 

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis (Gray, Pedler, 1992; 

Lundstrom et al., 1995; Gold, Moellering, 1996). As amostras do fenótipo 

VanC apresentam níveis baixos de resistência à vancomicina (MIC- 2 a 

32 pg/mL), mas são suscetíveis à teicoplanina (MIC- 0,5 pg/mL), 

propriedade esta que é intrínseca na maioria dos isolados de E. 

gallinarum, E. casseliflavus e E. flavescens (Neumann et al., 1991; Gray , 

Pedler, 1992; Gray , Pedler, 1992; Woodford et al., 1995; Mouthon et al., 

1996; van Hom et al., 1996; Devriese et al., 1996; Gold , Moellering, 

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



E. faecium (Perichon et al., 1997) expressa resistência constitutiva à 

vancomicina (M!C>64 jig/mL) e em níveis baixos à teicoplanina (MIC>4 

pg/mL).

Os fenótipos VanA e VanB são, usualmente, associados com 

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis (Bates, 1997). A presença 

de isolados de E. faecium do fenótipo VanA foi detectada em espécimes 

clínicos provenientes de humanos e de animais e de amostras de água 

coletadas em estação de tratamento de esgoto em regiões da Alemanha 

e outros países da Europa (Klare et al. 1995-b; Bates, 1997). Muitos 

isolados de humanos e animais na Europa são E. faecium do genótipo 

vanA. A situação atual na América do Norte é, ligeiramente, diferente, 

pois embora o E. faecium VanA seja mais comum, o fenótipo VanB é 

responsável por um número significante de surtos nosocomiais (Wiiey, 

1996).

Entre os fatores de risco que estão associados com colonização 

e/ou infecção por Enterococcus Resistente á Vancomicina (VRE) incluem: 

infecção hospitalar, presença em UTI, hospitalização prolongada, doença 

de base grave, insuficiência renal, procedimentos invasivos, terapêutica 

prévia com antimicrobianos, especialmente vancomicina e cefalosporinas 

de segunda e terceira geração, descontaminação seletiva do trato 

digestivo, proximidade de casos conhecidos de infecções por VRE 

(Arthurefa/., 1994; Jacoby, 1996).
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Os Enterococcus podem ser encontrados no solo, água, pássaros, 

insetos e animais (Devriese LA et al., 1992a; Devriese LA et al., 1992b), 

fazendo parte da flora normal do trato 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 começaram a aparecer em meados dos anos 80 

na Europa e agora são um problema importante nos hospitais dos 

Estados Unidos (Weber, Rutala 1997). O “Hospital Infection Control 

Practice Advisory Commmittee” (HICPAC) do “Centerfor Disease Control 

and Preventibn” (CDC) elaborou normas sobre a prevenção de sua 

transmissão nosocomial (CDC, 1995). A presença de VRE foi descrita 

nas fezes de pacientes hospitalizados, bem como de indivíduos na 

comunidade, sintomáticos (com diarréia), ou assintómaticos (Bates, 

1997). As taxas de portadores destes microrganismos variam com a 

localidade e com as características do hospital (Woodford et al., 1995).

Nos Estados Unidos, as taxas de colonização oscilam entre 8,0% - 

17,0% em pacientes graves mantidos em UTIs. (Weber, Rutala 1997.). 

Em um inquérito realizado por Bontem et al. (1996), 4,0% de indivíduos 

assintomáticos carreavam VRE no intestino quando da admissão 

hospitalar, sendo que não utilizaram antibióticos no período de dois 

meses. Nos hospitais da Europa, o problema parece menos importante, 

mas Jordens et al. (1994) encontraram uma frequência 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 proporção de pacientes colonizados por 

VRE (3,5% e 1,5%, respectivamente), sendo que o primeiro estudo foi 

realizado na Bélgica em condições endêmicas e o segundo na Holanda 

em condições de alto risco.

Estudos realizados no Reino Unido (Jordens et al., 1994) 

Alemanha (Klare et a!., 1995-a) e Bélgica (Van der Auwera et al., 1996) 

apontam taxas de 2,0%, 12,0% e 28,0%, respectivamente, de pacientes 

comunitários assintomáticos colonizados com VRE no trato intestinal. Por 

outro lado as Infecções adquiridas na comunidade por VRE são 

extremamente raras (Bates, 1997).

A presença de Enterococcus faecium resistente a vancomicina foi 

detectada também nas fezes de porcos, aves domésticas e animais de 

estimação na Europa, onde o uso de um glicopeptídio (avoparcina) em 

rações animais está bem disseminada em alguns países, ao contrário do 

que é observado nos Estados Unidos (Bates, 1997). Bates et al. (1994) 

observaram uma correlação significativa entre o uso deste glicopeptídeo 

e a presença de VRE em fezes e carcaças de frango. Em estudo 

realizado na Dinamarca, observou-se que cinco de oito fazendas que 

usavam este antibiótico apresentaram VRE nos frangos, ao contrário do 

observado em seis fazendas onde ele não foi utilizado como promotor de 

crescimento. Na mesma investigação, os autores encontraram relação
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entre o uso deste glicopeptídio e a presença de VRE em suínos (Bates, 

1997). Devriese et al. (1996) verificaram que além de frangos e porcos, 

8,0% de cavalos e cães eram positivos para VRE, ao contrário de 

animais silvestres mantidos em jardins zoológicos. Há ainda relatos da 

sua presença nas fezes de cães e gatos na Holanda (van Belkum, 1996) 

e nos Estados Unidos (Dunne, 1996), onde esses autores sugerem que 

este miçrorganismo em animais de estimação pode ter sido adquirido por 

meio de ingestão de rações contendo carne proveniente de animais que 

utilizara^ avopardna.

No Brasil, os antibióticos mais comumente utilizados como 

promotores de crescimento são: olaquindox, colistina, neomicina, 

lincomicina, espiramicina, flavomicina, avoparcina, avilamicina, 

bacitracipa, virginiamicina, nitrovin, eramicina, halquinol, tilosina, 

eritromicina (Benício,1996), sendo vedado o uso de tetraciclinas, 

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

recentemente a vancomicina.

Outras fontes que vêm merecendo atenção especial é o esgoto 

(Klare et al., 1993, Bates et al., 1994) e as superfícies 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 al., 1993) e 0,4% na 

Espanha (Torres et al., 1994), de todos os Enterococcus encontrados.
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Torres et a!., (1994) encontraram VRE em esgoto que recebia efluente de 

um hospital, do qual casos de infecções por VRE não foram descritos. 

Gordts et al., (1995) descreveram situação semelhante na Bélgica. Bates, 

(1997), com base nestes dados, admite que estes microrganismos não 

são unicamente hospitalares, mas podendo ser encontrados na 

comunidade e no ambiente.

A participação de superfícies de enfermarias ou quartos ocupados 

por pacientes com infecções por VRE são motivos de preocupação, 

entretanto não há evidências diretas destes itens na cadeia 

epidemiológica de infecções por VRE (Boyce et al., 1994). Embora, a 

transmissão deste microrganismo entre pacientes oconra, principalmente, 

pelas mãos de profissionais de saúde, ela também pode ocorrer por meio 

do contato indireto com superfícies inanimadas, tais como fomites, 

instrumentos médicos, superfícies ambientais e veículo comum (água e 

alimentos contaminados) (Weber, Rutala 1997).

Há um risco potencial de transferência de genes de resistência 

presentes no VRE ‘in vivo para outros microrganismos como o

Staphylococcus aureus resistentes à metidlina (MRSA), Staphylococcus 

coagulase negativo e Corynebacteríum jeikeuim para as quais a 

vancomicina é frequentemente a única opção no tratamento (Noskin, et 

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

Noble e colaboradores (1992) demonstraram que a resistência (VanA) 



pode ser transferida “in vitro" de Enterococcus faecalis para MRSA. Esta 

possibilidade tomou o controle de infecções por VRE uma alta prioridade, 

pois a falta de tratamento antimicrobiano para infecções por MRSA, 

microrganismo mais virulento, resultaria em um problema muito grave 

(Monteclavo et al.., 1995). Simjee e Gill (1997) demonstraram que a 

transmissão do gene VanA, responsável pela resistência dos 

Enterococcus a glicopeptídeos, entre humanos e animais expostos a 

avopardna, podem ocorrer pela transferência direta entre amostras de 

VRE, bem como a disseminação horizontal de genes de resistência entre 

amostras.



II - OBJETIVOS

> Avaliar a presença de Enterococcus, particularmente Enterococcus 

faecium e Enterococcus faecalis, resistentes ou não aos 

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

> Avaliar as taxas de resistência à penicilina e aminoglicosídeos 

(estreptomicina e gentamidna);

> Definir os fenótipos de resistência aos glicopeptídeos entre os 

isolados de-Enterococcus.
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III - MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - Majteriais

3.1.1 - Humanos

3.1.1.1 - Hospitalizados

Foram utilizadas amostras de Enterococcus isoladas de 

padentes internados no Hospital das Clínicas da Universidade 

Federal de Uberlândia, (hospital terciário, de ensino, e possui 

400 leitps). Elas foram provenientes de pacientes infectados 

(N=70) e/ou colonizados (N=60) detectados por meio de 

vigilânda ativa, realizadas no laboratório e na íarmáda do 

hospital (padentes em uso de vancomidna) respectivamente, 

no período de abril a setembro de 1996.



3.1.1.2 -JJão hospitalizados

Foram coletadas espécimes clínicos de indivíduos:

• Sintomáticos (diarréia): atendidos no laboratório de análises 

clínicas “BIOVIDA” (N=50)

• Assintomáticos: voluntários hígidos 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 condições sanitárias) (N - 10)

• Granja B (com más condições sanitárias) (N=10).

3.1.2.2 r Carcaças

Foram utilizadas carcaças de frangos provenientes de dois

abatedopros:

• Abatedouro A (com boas condições sanitárias) (N = 10)

• Abatedouro B (com más condições sanitárias) (N = 10).
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3.1.3 - Ambiente

3.1.3.1 - Piso

Foram coletadas materiais de pisos em:

• Centros Cirúrgicos: nos oito hospitais da cidade de

Uberlândia, próximo a mesa de cirurgia (N = 86);

• Enfermarias: no Hospital das Clínicas da Universidade 

Federal de Uberlândia, próximo aos leitos de pacientes 

intemadps, que estavam em uso de vancomicina (N=20)

3.1.3.2 - Esgoto

Foram coletados materiais de esgoto, incluindo:

•Hospitalar (Hospital de Clínicas da Universidade Federal de

Uberlândia) (N =5);

•Municipal (Rio Uberabinha) (N = 5);

•Residencial



3.1.3.3- Água

As amostras de águaforam provenientes de:

• Sistema de distribuição do município (N- 81);

• Consumo humano sem tratamento (N = 5);

® Água Mineral (N ~ 4);

• Consumo Ar»rnal(N = 10).
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3.2 - Cojeta

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 clínicos, pela rotina do laboratório do 

Hospital de Clinicas da UFU. Em seguida, foram 

transportadas para o laboratório de microbiotogia do 

Departamento de Patologia.

3.2.1.1.^ - Colonizados

Foram realizadas coletas de fezes, por meio de swab anal 

em pacientes em uso de vancomicina monitorados quanto 

a presença de Enterococcus resistente a vancomicina.

3.2.1.2 - Não hospitalizados

As fezes foram coletadas com swab anal e este introduzido em 

tubo de KAA "Kanamycin Aesculin Azide”, contendo 20|Ltg/mL 

de vancomicina, 16pg/mL de ceftazidima e 300 U/ml de 

polimixina (2 ml por tubo) (Bates et a/ ,1994).
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3.2.2 - Aves

3.2.2.1 - Fezes

As coletas foram feitas com uma espátula estéril e o material 

transportado para o laboratório em tubos estéreis.

3.2.2.2 - Carcaças

O material foi coletado com swab a partir da região interna da 

carcaça e transportados para o laboratório em tubo estéril 

contendo 2 mL de KAA + Antibióticos

3.2.3 - Ambiente

3.2.3.1 - Piso

Os materiais foram coletados com swabs estéreis e 

introduzidos em tubos contendo KAA + Antibióticos sendo em 

seguida transportadas para o laboratório 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 

auxílio de um erienmeyer estéril e transportados rapidamente 

para o laboratório de Microbiologia da UFU.

3.2.3.3- Água

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

coletados em frascos previamente esterelizados contendo 0 3 

mL de solução tiossulfato de sódio 1,8%.



3.3 - Cu|tivo Primário

3.3.1 - Humanos

3.3.1.1 - Hospitalizados

3.3.1.1.1 - infectados

As amostras Toram isoladas nos meios de rotina utilizados 

no laboratório do HC-UFU e cultivadas em Ágar Bile 

Esculina contendo 20 jig/mL de vancomicina no laboratório 

de Microbiologia da UFU.

3.2.1.1.2 - Colonizados

Os espécimes foram cultivados em Ágar Bile Esculina 

contando 20 -pg/mL de vancomicina.
I

3.3.1.2 - Não Hospitalizados

Os espécimes foram cultivados em meio KAA contendo 

antibióticos incubados por 48 horas à 35 °C e as culturas 

esculino positivas (escuras) foram subcultivadas em placas de 

ágar bile esculina com 20pg/mL de vancomicina (BATES et al..,

1994) pela técnica de esgotamento.
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3.3.2 - Aves

3.3.2.1 - Fezes

3.3.2.1J - Sem enriquecimento prévio

As fezes foram suspensas (1,0%) em água destilada 

estéril. Volumes de 0,1 mL foram cultivados na superfície 

de placas de ágar bile esculina com e sem vancomicina 

(20pg/ml). Sendo incubadas a 35°C por um período de 24 

a 48 horas, quando foi avaliado quantitativamente o 

número de colônias (UFC/mL).

3.3.2.2.1 - Com enriquecimento prévio

As amostras de fezes foram suspensas (1,0%) em água 

destilada estéril, inoculadas em tubos contendo 

antibióticos, com auxílio de Swab estéril. Elas foram 

incubadas por 48 horas à 35 °C e subcultivadas, quando 

esculino positivas para placas de ágar bile esculina com e 

sem vaneomícina (20pg/ml), pela técnica de esgotamento
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3.3.2.2 - Carcaças

3.3.2.2.1 - Sem enriquecimento prévio

Foram semeadas na superfície de placas de Ágar Bile 

Esculina com e sem vancomicina (20pg/ml). Essas foram 

incubadas a 35°C por um período de 24 a 48 horas 

quando foram avaliadas quantitativamente o número de 

colônias por mL (UFC/mL).

3.3.2.2.2 - Com enriquecimento prévio

Os tubos de KAA contendo antibióticos foram incubados 

por 48 horas à 35 °C e a suspensão resultante quando 

esculino positivas semeadas em placas de ágar bile 

esculina com e sem vancomicina (20pg/ml), pela técnica 

de esgotamento.
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3.3.3 - Ambiente

3.3.3.1 - Piso

A suspensão em TSB foi subcultivada em Ágar Bife Esculina 

contendo 20 jtg/mL de vancomicina.

3.S.3.2 - Esgoto

Volumes de 0,1 mL de diluições decimais (1:10\ 1:1O2, 1:103), 

foram cultivados em placas contendo ágar bife esculina com e

sem 50ug/mL de vancomicina. Estas foram incubadas a 35°C

por um período de 24 a 48 horas, quando foram avaliados o

número de colônias por mL (UFC/mL - Unidades Formadoras

de Colônia por mililitro).

3.3.3.3-Água

A água coletada foi filtrada em membrana de Millipore, utilizando-se a

bomba de vácuo, e
equipamento para filtração. Em seguida, a membrana

de Millipore foi
cultivada em placas de Ágar Bile Esculina. As colônias

... „ estocadas até o momento de sua caracterização esculino positivas foram estocai y-



3.4 - Conservação das amostras

As amostras provenientes dos diferentes materiais foram cultivadas em 

“Brain Heart Infüsion” (BHI) contendo 10% de glicerol e após a obtenção 

do crescimento mantidas em fireezer a -20 ° C.

3.5 - Caracterização do gênero Enterococcus

As colônias suspeitas (esculino positivas) foram, inicialmente, 

identificadas como bactérias Gram-positivas por meio da coloração de 

Gram. Os seguintes testes foram utilizados para caracterização do 

gênero Enterococcus: catalase, tolerância à 6,5% de NaCI em meio de 

“Tripiticase Soy Broth” (TSB) e hidrólise “a-Pyroglutamic Acid p- 

NaphthyJamide” (PYR)



3.6 - Identificação de espécies de Enterococcus

A caracterização a nível de espécie foi realizada pela redução do telurito 

de potássio (0,03%) em meio “Tripticase Soy Agar” (TSA), fermentação 

de carboidratos, utilização de piruvato, detecção de motilidade, produção 

de pigmento e produção de arginina-descarboxilase (Facklam & Collins, 

1989).

A determinação da fermentação à partir de carboidratos foi efetuada 

utilizando-se os seguintes açucares: a-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 após 

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

3.6.1 - Técnica de difusão em gel

Os isolados foram submetidos à avaliação frente os seguintes 

antimicrobianos: ampicilina, gentamicina, penicilina, teicoplaninae 

vancomicina, seguindo-se a metodologia do “National Comittee for 

Clinicai Laboratory Standards" (NCCLS, 1997-a).

A padronização do inóculo foi feita pela escala 0,5 de McFariand, 

que corresponde a uma concentração de 106 UFC/mL. Foram

utilizadas como controle amostras de Enterococcus faecalis 

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

faecium (SS-1274).

3.6.2 - Tpcnica de diluição em gel

Os testes foram realizados em ágar Muller Hinton e o inóculo foi 

preparado como descrito no item anterior, e aplicado com aplicador 

de Steers na superfície do meio de cultura contendo gentamicina e 

estreptomidna nas concentrações de 500 pg/mL e 2000 pg/mL, 

respectivamente (Neuman, 1991). Como controle foram utilizados os
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microrganismos Enterococcus faecalis (CL-445), Enterococcus 

faecium (CL-240).

3.6.3 - Teste de concentração inibitória mínima

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

Comittee for Clinicai Laboratory Standards” (NCCLS, 1997-b), em 

meio Muller Hínton, adicionando-se diferentes concentrações de :

* Vancomicina: (1ug/mL, 2ug/mL, 4ug/mL, 8pg/mL,

16ug/mL, 32gg/mL, 64iig/mL, 128pg/mL, 256.ug/mL,

512gg/mL e 1024iig/jDL) ; e,

• Teicoplanina: (0,125pg/mL, 0,5 jig/mL, 1|ig/mL, 2pg/mL, 

4pg/mL, 8ug/mL, 16fig/mL, 32pg/mL, 64pg/mL, 128pg/mL, 

256iig/mLe512pg/mL) (Murray, 1990).

Como controle foram utilizados os microrganismos referidos no item 

“3 6.1” e placas sem os antimicrobianos.
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3.7 - Determinação dos fenótipos

Os isolados foram classificados nos fenótipos VanA, VanB e VanC, 

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

Característica Fenótipos

VanA VanB VanC

Vancomicina CMI (pg/mL) 64 a >1000 4 a 1024 2 a 32

Teicoplanina CMI (pg/mL) 16 a 512 <0,5 <0,5

Espécies mais frequentes E. faecium E. faedum E. gallinarum

E. faecatís E. faecalis E. casselifíavus

Determinante gênico Adquirido Adquirido Intrínseco

Transferência Sim Sim Não
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IV - resultados

Neste estudo foram obtidos 71 isolados de Enterococcus 

provenientesde fontes humana (62), aviária (01) e ambiental (08), com 

uma predominância daquelas suscetíveis (93.0%) à vancomicina, sendo 

que apenas cinco (7.0%) foram resistentes a este antimicrobiano quando 

do cultivo primário.

Os resultados
referentes a pesquisa de VRE em pacientes 

hospitalizados ou não e indivíduos sintomáticos ou assintomáticos estão 

representados na tabela 1. No grupo dos hospitalizados foi detectado um 

isolado (1.43%) entre os 70 pacientes com infecções hospitalares 

enterocódcas e dois (3.33%) em 60 pacientes pesquisados quanto a 

colonização por este microrganismo, Neste grupo de pacientes, bem 
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como naquele de pacientes não-hospitalizados não foi utilizado meio de 

Ágar Bile Esculina sem vancomícina.

No grupo dos 100 indivíduos não hospitalizados a presença de 

VRE só foi documentada em 4% (n=2) dos indivíduos sintomáticos com 

diarréia.

Tabela 01: Pesquisa de Enterococcus resistente ou não a vancomícina 

em humanos, quando do cultivo primário em meio seletivo.

Pacientes n.° Enterococcus

Pacientes Suscetível Resistente Total

n° % n.° % n.o %

Hospitalizados Infectados 70 57 24.8 01 0.4 58 25.2

Não

Colonizados

Sintomáticos

60

50

0.0 02 0.9 02 0.9

’ W) Õ2 U9 02 Õ?9

Hospitalizados Assintomáticos 50 0.0 00 0.0 00 0.0

TOTAL 230 57 24.8 05 2.2 62 27.0

* Não foi utilizado o meio Agar Bile Esculina sem vancomicina
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Em relação aos materiais provenientes de aves, além do cultivo em 

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

enriquecimento prévio em KAA. No entanto foi obtido apenas o 

crescimento de uma amostra de Enterococcus suscetível à vancomicina, 

a partir de fezes de frango (Tabela 2).

Tabela 02: Pesquisa de Enterococcus resistente ou não a vancomicina 

em frangos, quando do cultivo primário em meio seletivo.

Materiais

de aves

n.°

Amostras

Enterococcus

Suscetível Resistente

n.° % n.° %

Fezes 20 01 2.5 00 0.0

Carcaças 20 00 0.0 00 0.0

TOTAL 40 01 2.5 00 0.0

.«e

-Ss <

Ts /— 
■■S o
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Os materiais provenientes de ambiente foram obtidos das 

seguintes fontes: piso hospitalar de centros cirúrgicos e enfermarias; 

esgoto hospitalar, residencial e municipal; água de consumo. Os 

resultados estão na tabela 3 e mostram a presença de oito isolados de 

Enterococcus, todos suscetíveis à vancomicina. Cerca de dois terços 

(62,5%) foram provenientes de esgoto hospitalar, entretanto, não foi 

constatada a presença deste microrganismo em 106 amostras coletadas 

de piso hospitalar. Com relação à água foram analisadas 86 amostras 

tratadas com cloro e 14 não cloradas, na quais foram obtidos três 

isolados sendo dois provenientes de água de consumo animal tratada.

Tabela 03: Pesquisa de Enterococcus resistente ou não a vancomicina 

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

Enterococcus

Suscetível Resistente
Materiais n-

Amostras

n.° % n.° %

Piso hospitalar 106 00 00,0 00 00,0

Esgoto 15 05 02,3 00 00,0

Água * 100 03 01,4 00 00,0

TOTAL 221 08 03,7 00 00,0

* Para analise das amostras de água foi utilizado apenas^AÕ—ST" Esculina sem vancomicina. ®ar
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Houve predominância 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 estão 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 

esgoto hospitalar, indivíduos sintomáticos e pacientes hospitalizados, 

respectivamente. A metade dos isolados de Enterococcus raffinosus foi 

obtida de esgoto hospitalar e as restantes (50.0%) de água de consumo 

animal.

Tabela 04: Identificação
dos isolados de Enterococcus obtidos de

amostras de humanos, aves
e fontes ambientais.

Origem

Hospitalizados^

Não - hospitalizados2 

Fezes de Frango 

Esgoto Hospitalar 

Água

84,6

02,8

01,4

07,0

04,2

ÍÕÕÕ

"Ê faecium É. faecalis E. raffinosus
_ „ __ - _

”Õ2

02

00

04

00
08 11,2. 61 86,0 02 02,8

2 Pacientes Sintomáticos

58

00 

01 

00 

02

81,8

00,0

01,4

00,0

02,8

00

00

00 

01 

01

00,0

00,0

00,0

01,4

01,4

n.° isolados 

n?

60

02

01

05

03

total
1 Pacientes Colonizados e Infectados
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Na tabela 5 estão apresentadas as frequências de resistência dos 

isolados de Enterococcus verificadas por meio da técnica de difusão em 

gel, onde os microrganismos que apresentaram resistência intermediária 

foram agrupados junto aos resistentes. As frequências de resistência 

foram altas para gentamicina (64,79%) e vancomicina (45,07%), 

contrastando com o glicopepitideo teicoplanina que apresentou uma alta 

susceptibilidade (92,96%). Em relação aos p-lactâmicos, cerca de um 

quarto dos isolados foram resistentes à penicilina e ampicilina.

Tabela 05: Espectro de suscetibilidade aos antimicrobianos das amostras 

de Enterococcus pelo método de difusão em gel.

Antimicrobianos n.° amostras

Testadas

Suscetível Resistente

n.° % n.° %

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 um isolados caracterizados como Enterococcus foram 

avaliados em relação à resistência de nível alto a aminoglicosídeos 

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

para estreptomicina e gentamicina, respectivamente. Os dois isolados de 

Enterococcus raffínosus foram suscetíveis aos aminoglicosídios testados 

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

resistente à alta concentração de gentamicina.

Tabela 06: Resistência de nível alto à aminoglicosídeos (estreptomicina e 

gentamiçina) de isolados de Enterococcus em humanos, aves e fontes 

ambientais

Espécies n.° Estreptomicina Gentamicina

% %n.°amostras

E. faecalis 61 09

E. faecium 08 00

E. raffínosus 02 00

TOTAL 71 09

14,75 11

00,00 01

00,00 00

12,67 12

18,03

12,50

0,00

16,90
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As MICsso e MICsqo são referidas na tabela 7 e correspondem a 

valores compatíveis com susceptibilidades à vancomícina (<8gg/mL) e 

teicoplanina (< 2pg/mL).

Tabela 07: Concentração Inibitória Mínima (MIC) para vancomícina e 

teicoplanina das amostras de Enterococcus provenientes de 

humano^, aves e fontes ambientais.

MIC, Concentração Inibitória Mínima

Antimicrobianos MIC1 (pg/mL)

MICso MICqo2 3

Vancomícina 0,5 4,0

Teicoplanina <0,5 2,0

2 Valores que inibiram 50,0%

3 Valores que inibiram 90,0%
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Copio demonstrado na Tabela 8 foram encontrados isolados 

resistentes aos glicopeptídeos, entre aqueles provenientes de pacientes 

hospitalizados, sendo detectados dois (1,5%) isolados correspondentes a 

casos de infecção e colonização respectivamente, onde o primeiro 

caracterizado como do fenótipo VanB e o outro a uma amostra de 

Enterococcus faecium que apresentou resistência à vancomicina 

(8pg/mL). Foi detectado também um isolado de fezes de frango, sendo 

caracterizado como fenótipo indeterminado, uma vez que apresentou 

resistência apenas à vancomicina (á 0,25pg/mL)

Tabela 08: Fenótipos de resistência dos isolados Enterococcus em 

humanos, aves e fontes ambientais.

MIC, Concentração Mínima Inlbitória;

2

Origem Espécies MIC1 (pg/mL) Fenótipo

VA2 TE3

Fezes de frango E. faecalis 00 á0.25 ND4

Pacientas colonizados E. faecium 08 08 ND4

Pacientes infectados E. faecium 08 <0.5 VanB

VA, Vancomicina;

TE, Telcpplanina;

4ND, Não Definido;
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V-DISCUSSÃO

Não foi evidenciada a presença de amostras de Enterococcus 

resistentes a altas concentrações (Van A) de vancomicina neste estudo 

apesar de se tratar de uma pesquisa abrangente que incluiu humanos, 

aves e fontes ambientais, além das condições epidemiológicas 

extremamente favoráveis a emergência destes microrganismos, tais 

como: uso não controlado de vancomicina nos hospitais, predominância 

de uso empírico quando da prescrição terapêutica, pouca tradição em 

práticas de controle de infecção hospitalar e o possível uso de 

antimicrobianos do gropo dos glicopepitideos em rações de aves. 

Entretanto, deve-se ressaltar que se tratou de uma investigação muito 

limitada quanto ao número de materiais avaliados.
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A aquisição o disseminação de bactérias resistentes aos

antibióticos que são mais comumente usados é um problema crescente

em hospitais, particularmente a partir dos anos oitenta (Wood, 1996).

Entre os patógenos hospitalares resistentes que apresentam uma 

participação expressiva na etiologia de infecções hospitalares destacam- 

se: Staphylococcus aureus resistente a meticilina/oxacilina; bacilos 

Gram-negativos produtores de p-lactamases do tipo I, cromossomiais e 

aquelas de espectro estendido, plasmidiais; e Enterococcus resistente a 

vancomidna. Os relatos de VRE em hospitais começaram a aparecerem

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

em vários hospitais dos Estados Unidos. Dados publicados pelo “National 

Nosocomial Infection Surveillence” (NNIS) do “Centers for Disease

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

1989 e 1993 (CDC, 1993) e de 35 (de 0.3% para 10,4%) vezes entre 

1989 e 1995 na incidência deste microrganismo entre os isolados

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

da presença (infecção/colorização) de VRE nos Estados Unidos são de 

aproximadamente 8,0% em pacientes de alto risco (Wells, Juni, 

Cameron, ef al. 1995) e 17,0% naqueles admitidos nas Unidades de 

/Dot_e 4QQ7) O aumento de VRE nos Estados 
Terapias Intensivas (Bates, i««
.. . . a crescente prescrição de vancomicina nos
Unidos foi associado com a creswsn^ h
.. u „oetrnpnterite por Clostridium diffícille e sobretudohospitais, em casos de gastroenieme p
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nas infecções estafilocódcas por MRSA (French, Cheng, Ling, Donnan 

1990). Devido a grande importância desse microrganismo como 

patógeno hospitalar o “Hospital Infection Control Practices Advisory 

Committee” (HICPAC) do CDC publicou recentemente normas para 

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

medidas a realização de programas de vigilância através do 

levantamento rotineiro de taxas de prevalência de VRE em pacientes 

críticos. (CDC,1994). Ao contrário, a prevalência de infecções por VRE é 

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

exceto no Reino Unido, Israel e Eslovênia, nos quais as taxas são 

superiores a 3,0% (Schowten, 1999). Há relatos de frequências de 5,0% 

no Reino Unido (Jordens, Bates, Griffiths, 1994) e de 3,5% na Bélgica 

(Gordts, Van Landuyt. leven, VarKtamme. Goossens, 1995). Isto é 

atribuído ao uso menos frequente de glicopeptídeos em pacientes 

hospitalizados neste continente (Bates, 1997). Ao contrário do que se 

. * r-.Mdnc i inidos (Bates, 1997) a maioria dos países observa no Canadá e Estados umaos idchv ,

£ maiq nermissiva no uso de avoparcina, da comunidade europeia e mais pem»

, «mmntor de crescimento acrescido a rações deantibiótico utilizado como promotor

aves, suínos e bovinos, estando associado com uma maior probabilidade 

de colonização por VRE nesses animais (Miranda, Singh, Murray, 1991). 

-«a realizada por Leme, Ferreira, Pignatari,No entanto, em investigação reauzaoa p

._ «Amnararam frangos que usavam avoparcina (1998) em São Paulo, onde compararam ira y h 



43

em doses subterapeuticas e um grupo controle sem avoparcina, não foi 

encontrado nenhum Enterococcus resistente a vancomicina. Embora os 

Enterococcus faecium (52,8%) predominassem em relação ao grupo 

controle (11.9%).

Os antibióticos avoparcina e virginiamicina têm em comum a 

capacidade de não serem absorvidos pelo trato digestivo e atuarem 

contra a microflora das bactérias Gram-positivas, melhorando a 

conversão alimentar e aumentando a eficiência de utilização da ração 

(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 estão entre as drogas mais prescritas nos 

hospitais do pais, principalmente nos universitários. Essa frequente 

utilização ocorre mesmo em relação àqueles de maior espectro de ação 

como as cefalosporinas de terceira geração, carbapenemas, 

fluorquinolonas e de maior toxicidade como os glicopepitideos (Pereira, 

1998). Nos países em desenvolvimento como o Brasil a utilização de 

antimicrobianos é da ordem de 40,0% a 50,0% entre os pacientes 

intemadps (Marangoni, Vieira, 1987) sendo que, no Hospital de Clínicas 

da Universidade Federal de Uberlândia, essa proporção é de 

aproximadamente 50,0%. (Rabelo, Gontijo Filho, 1996; Couto, Lima, 

Leles, Assunção, Ribas, Gontijo-Filho, 1999). A indicação terapêutica de 
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antimicrobianos de forma empírica, ou seja, sem microrganismo isolado é 

comum ho país pela falta de laboratórios na maioria dos hospitais, assim 

como pela formação inadequada de profissionais quanto a prescrição 

destes fármacos (Nettleman, 1993). Couto, et al. (1999) descreveram 

que, no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia, em 

apenas um terço (35,5%) dos casos classificados como infecção 

hospitalar foram utilizados critérios microbiológicos.

O primeiro caso conhecido de Enterococcus feec/am resistente à 

vancomícina no Brasil foi descrito no Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal do Paraná em 1998, tratando-se de uma criança de 

nove anos de idade, com o diagnóstico de anemia aplastica. Essa 

paciente tinha uma história de várias hospitalizações e tratamento 

antimicrobiano prévio com cefalosporinas (Costa et a/, 1998). 

Posteriormente, foi descrito um surto em Sâo Paulo compreendendo 

pacientes infectados (10 por £ faecium e 53 E. faecalis) e coionizados 

(45 £ faecium e 47 E. faecaüs) (Zanella etal.. 1998). Nesta série entre os 

62 isolados de Entemcoccus de pacientes hospitalizados, apenas dois 

(3%) foram provenientes de pacientes colonizados em uso de 

vancomícina e corresponderam a um isolado de Enterococcus faecium e 

E. faecalis. respectivamente. Entre os microrganismos provenientes de 

. nr^nca marcante de Enterococcus faecalishumanos houve uma presença

nprmíssivo de vancomícina no hospital, onde (93,0%). Apesar do uso permissivo u
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predomina o uso empírico (Couto, Lima, Leles, Assunção, Ribas, Gontíjo- 

Filho, 1999), das três amostras que se comportaram como resistentes 

quando do cultivo em meio seletivo, apenas duas (3,3%) obtidas à partir 

de pacientes hospitalizados, comportaram-se como VRE.

Os Enterococos tomaram-se um dos patógenos hospitalares mais 

importantes, conseqüência sobretudo da sua resistência aos diferentes 

agentes anümicrobianos tradicionalmente utilizados na terapêutica 

médica. (Murray, 1990; Gordts ef al.., 1995, Jones et a!.., 1996, Melhus, 

Tjemberg, 1996; Weinstein et al... 1996). O tratamento de infecções 

graves por estes microrganismos, inclui a utilização simultânea de pelo 

menos dois dos seguintes antimicrobianos: penicilinas, aminoglicosídeos 

e glicopeptídeos. (Murray, 1990; Gray, Pedler, 1992Newmann, Sahm, 

Thomsberry, 1991; Swartz, 1994; Marcus, Peled, Yagupsky, 1997).

O aparecimento de Enterococcus resistentes às penicilinas não é 

incomum. Do ponto de vista clínico interessa a resistência a Itas 

concentrações de penicilinas (MIOlOOpg/mL) por anularem a 

possibilidade do uso destes antibióticos. Esse mecanismo de resistência 

está relacionado a p-lactãmases codificadas por genes plasmidiais, 

portanto passíveis de uma transmissão horizontal e resultando numa 

disseminação mais rápida (Cray , Pedler, 1992; Gordts ef al., 1995; 

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

genes cromossomiais (Murray etal., 1991); há ainda a possibilidade de 
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resistência resultante de alterações nas proteínas que ligam penicilinas 

(PBPs), principal mente PBP5 (Newmann, Sahm, Thomsberry, 1991) A 

frequência de isolados com níveis altos de resistência as penicilinas 

continua baixa, inferior a 10,0% nos hospitais dos Estados Unidos e 

Reino Upido (Sapico et a/.., 1989; Gray, Pedler, 1992; Ribas, Gontijo- 

Filho, 1999). Os dados obtidos por Ribas et al. (1999) (1,6%) em 

Uberlândia, bem como os de Netz (1998) no Rio de Janeiro também 

apontam que esse tipo de resistência ainda não é comum no Brasil. 

Nesse estudo foi investigado apenas a resistência de nível baixo, através 

da técnica de difusão em gel, verificando-se a presença de um quarto do 

total de amostras de Enterococcus resistentes as penicilinas (penicilina 

e/ou ampidlina).

A resistência de nível alto para gentamicina foi evidenciada 

inicialmente na França (Horodniceanu et al , 1979) e a seguir em vários 

países do hemisfério norte, em frequências que variam de 4,5% a 15,0% 

(Murray, 1990; Newmann, Sahm, Thomsberry, 199T, Gray; Pedler, 1992; 

Woodford et al.., 1995; Mendonça et al.., 1997; Simjee; Gill, 1997). No 

Brasil, os dados disponíveis são do Hospital São Paulo da Universidade 

Federal de São Paulo, mostrando que 26,4% e 24,8% das amostras 

foram resistentes à gentamicina e estreptomidna, respectivamente 

(Cereda et ai., 1997) e do Hospital Universitário da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro (55,0%) (Netz 1998). Os resultados obtidos por Ribas 
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et a/.. (1999) em Uberlândia evidenciaram frequências de resistência de 

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

isolados com essas características, apenas um foi de Enterococcus 

faedum, resistente à gentamicina. Em estudo realizado com aves em São 

Paulo ficou constatado níveis altos de resistência aos aminoglicosídeos, 

gentamicina e estreptomidna, nos isolados de Enterococcus faedum, tais 

amostras foram isoladas de aves que não usaram aminoglicosídeos 

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

mesma investigação, esse tipo de resistênda foi constatado apenas nos 

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

estreptomidna e 18,03% para gentamidna. Nesta investigação, as oito 

amostras provenientes de outras fontes, induindo Enterococcus faedum 

(02) de padentes não hospitalizados foram suscetíveis aos 

aminoglicosídeos.

O mecanismo de ação dos glicopeptídeos envolve a inibição da 

síntese da parede celular em bactérias Gram-positivas (Ledereq, 

Courvalin, 1997). Há formação de complexos com o grupo terminal 

peptidil-D-alanina presente lateralmente ao áddo N-acetil-murâmico, 

componente do dissacarideo, precursor da molécula de peptidioglicana 

(Joklik, 1992; Woodford, 1995). Essa interação bloqueia a sua 

transferênda para a parede celular em formação, interferindo com as 

reações de transglicosilação e iranspeptizaçâo, necessárias para a 
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polimerização desta macromolécula. (Woodford et al.., 1995; Ledereq, 

Courvalin, 1997).

Entre as espécies de bactérias Gram-positivas que apresentam 

resistência intrínseca aos glicopeptídeos, 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 infecções humanas, a maioria é 

encontrada na microbiota da boca e trato intestinal, estando 

ocasionalmente associadas a resultados falsos positivos, como VRE, 

fornecidos por laboratórios de Microbiologia (Woodford, 1995). A 

utilização de técnicas de DNA fingerprint em estudos de epidemiologia 

molecular mostraram que nem todas as infecções por Enterococcus são 

endógenas como originalmente se acreditava. Entre os principais 

reservatórios de VRE estão incluídos: os pacientes infectados e os 

colonizados no intestino (Wells, Juni, Cameron, et al. 1995). A 

colonização pode persistir por longos períodos (Herming, et al., 1996; 

Montedavo, et al., 1995) e foi descrita inclusive em indivíduos sadios não 

hospitalizados na Europa (Jordens, Bates, Griffiths, 1994; Klare, et al., 

1995-a) Taylor et al. (1999) relataram taxas de pacientes hospitalizados e 

não-hospitalizados, incluindo manipuladores de alimentos, de 32,0% e 

2,3%, respectivamente, em investigação realizada no Reino Unido. Os 

nossos resultados evidenciaram a presença de apenas dois pacientes 
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com VRE entre os hospitalizados (3,0%) bem como entre os não 

hospitalizados (2,0%). Entretanto, outras fontes ambientais, tais como: 

esgotos (Bates, Jordens, Griffiths, 1994; Klare, efa/. 1995-b) e sobretudo 

superfícies inanimadas em hospitais também tem merecido atenção 

como reservatório/fonte de infecção desse microrganismo (Devriese, et 

al.. 1996). As superfícies mais frequentemente contaminadas são o piso, 

cabeceira da cama e mesas. (Boyce, et al.., 1997; Blythe, et al.., 1998) 

As roupas dos pacientes, os travesseiros e o colchão também podem 

apresentar um risco na cadeia epidemiológica. . (Boyce, et al.., 1997; 

Blythe, /et al.., 1998) Nesse estudo, no Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Uberlândia, não foi detectado a presença de 

VRE em 106 amostras coletadas em pisos de enfermarias, próximo ao 

leito de pacientes em uso de vancomicina. É importante ressaltar que não 

foi comum (3,0%) a existência de pacientes hospitalizados e colonizados 

por este microrganismo. Adicionalmente sua presença não foi detectada 

no esgoto e água coletadas em diferentes pontos da cidade, incluindo 

aqueles materiais coletados no hospital.

A principal via de transmissão do microrganismo é através das 

mãos contaminadas de profissionais de saúde (Boyce, etal.., 1994), mas 

a disseminação por contato indireto através de equipamentos médicos tal 

como estetoscópio, não pode ser esquecida (Weber, Rutala, 1997) 

Enfermarias com pacientes infectados por VRE e com diarréia, são mais 
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passíveis de contaminação, (Boyce, 1995) sendo que 8,0% das culturas 

de pisos permaneceram positivos para VRE, mesmo após bs práticas de 

desinfecção. (Weber, Rutala, 1997). O ambiente nas proximidades de 

pacientes infectados pode se apresentar em algumas oportunidades 

muito contaminado por esta bactéria (Boyce, et a!.., 1994; Boyce, et a!.., 

1995). Este microrganismo pode sobreviver em superfícies ambientais 

por longos períodos (Weber, Rutala, 1997) Noskin et al.. (1995) 

demonstraram a viabilidade do VRE de 30 minutos a 24 horas, por outro 

lado Bonilla et al. (1996) demonstraram a sua permanência por mais de 3 

dias nas superfícies testadas. Em superfícies secas, amostras de E. 

faecium e E. faecalis permanecem viáveis por 7 e 5 dias 

respectivamente. (Noskin, Stosorv, Cooper, Peterson, 1995)

Além das formas de transmissão referidas no parágrafo anterior, foi 

levantada a possibilidade daquela envolvendo veículo comum, com 

destaque para carne de frango resultante de aves que utilizavam 

avoparcina como promotor de crescimento. (Kl are, et al., 1995-b; Kl are, 

et al., 1993). Nessas condições, apesar do trabalho de Leme e 

colaboradores (1998) negando a relação, o VRE pode aparecer nas fezes 

de suínos, bovinos ou aves (Phillips, 1999), resultando na contaminação 

da carcaça destes animais, e podem sobreviver ao processamento e 

distribuição (Bates, Jordens, Griffiths, 1994; Chadwick, Woodford, 

Kacczmarski, Gray, Barrei, Oppenheim, 1996), e atingir inclusive 
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alimentos consumidos em hospitais (Delmee, Kersbergen, Janssens, 

Tollenaere, Avessani, 1999). Berchieri (1999) sugere que a ingestão de 

um inóculo de Enterococcus faecium resistente a glicopeptídeo de origem 

animal pode resultar na colonização transitória de humanos. A 

emergência de VRE em pacientes hospitalizados pode refletir a seleção 

destes microrganismos no ambiente pelo uso de glicopeptídeos (Bates, 

Jordens, Griffiths, 1994). Por outro lado nos Estados Unidos verifica-se 

uma aparente ausência de VRE na cadeia alimentar (Coque, Tomayoko, 

Ricke, Okhyusen, Murray, 1996) contrariando esta hipótese (Bates, 

1997). Como foi referido anteriormente, as taxas de infecção por VRE 

estão associadas com uso exagerado de vancomicina nos hospitais 

americanos (Kirst, Thompson, Nicas, 1998; Phillips, 1999).

Não há nenhuma recomendação quanto a meios bacteriológicos, 

seletivos ou não, para o isolamento de VRE (Nelson, 1999). O meio ideal 

para ser utilizado na triagem de Enterococcus a partir não só de 

espécimes clínicos, mas também de fontes ambientais, é aquele que 

permita a detecção de um número baixo destas bactérias e inibe o 

crescimento de outros microrganismos, tais como Pediococcus e 

Lactobacillus (Nelson, 1999). Várias formulações de meios são usados 

em estudos epidemiológicos com uma enorme variedade de agentes 

seletivos empregados, incluindo particularmente grandes variações nas 

concentrações de vancomicina (Taylor, Oppenheim, Chadwick, Weston,
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Palepo, Woodford, Bellis, 1999). A concentração de vancomidna 

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 clínica (NCCLS, 

1993) e mais alta quando do cultivo de fontes ambientais mais 

contaminadas (Klare, Heier, Claus, Witte, 1993; Torres, Reguera, 

Sanmartin, Pérez-Diaz, Baquero, 1994; Bates, Jordens, Griffiths, 1994). O 

NCCLS recomenda a concentração de 6pg/mL deste glicopeptídeo para 

as culturas de vigilância de VRE em pacientes hospitalares (NCCLS, 

1993). Além da adição rotineira desse glicopeptídeo, alguns meios 

seletivos ainda apresentam antibióticos com atividade contra bactérias 

contaminantes Gram-negativas, tais como: polimixicina, estreptomicina, 

aztreonam e ceftazidima. (Chadwick, Oppenheim, Fox, Woodford, 

Morgenstem, Scarffe, 1996). Vários pesquisadores consideram ainda a 

utilização adicional de meios de enriquecimento contendo vancomicina e 

outros antibióticos, tanto a partir de espécimes clínicos 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 

pacientes colonizados com este microrganismo, quando da detecção de 

VRE em fezes de pacientes hospitalizados ou não. Ford e colaboradores 
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(1996) relataram uma quantidade de VRE bem menor (80,0%) quando 

não se utilizou meio de enriquecimento na triagem de VRE.

Atualmente a resistência aos glicopepitídeos em Enterococos é 

classificada em quatro fenótipos: VanA, VanB, VanC e VanD, com bases 

na resistência para vancomícina (VA) e teicoplanina (TE) e se o 

mecanismo é induzido ou constitutivo (Gray, Pedler, 1992; Boyce, 1995; 

Gold, Moellering, 1996; Bates, 1997; Netz, 1998). O fenótipo de 

resistência a glicopeptídeos 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 

resistência induzida à níveis altos de vancomícina e teicoplanina, 

resistência esta geralments transferida por conjugação (Leclereq, 

Courvalin, 1991). Os genes responsáveis pela expressão destes 

fenótipos são carreados pelo tranposon Tn 1546, de 11 Kb, que codifica 

nove polipeptídeos associados a quatro grupos funcionais: transposição 

(ORF1 e ORF2), regulação dos genes de resistência à vancomícina 

(VanR e VanS), resistência aos glicopeptídeos pela produção de 

depsipeptideos (VanH, VanA e VanX) e proteínas acessórias (VanY e 

VanZ) que não são essenciais para a expressão da resistência aos 

glicopeptídeos. (Leclereq, Courvalin, 1997; Quintiliani, Sahm, Courvalin, 

1999)
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Ao contrário das ligases cromossomicas fisiológicas que convertem 

duas moléculas de D-Alanina em um dipeptideo D-Ala-D-Ala 

subsequentemente incorporado no dissacarídeo-pentapeptídeo precursor 

da parede celular, a ligase VanA sintetiza preferencialmente o 

depsipeptídeo D-Ala-D-Lac, resultando numa diminuição de mil vezes na 

afinidade por vancomidna (Leclereq, Courvalin, 1997; Quintiliani, Sahm, 

Courvalin, 1999)

O fenótipo Van B também indui amostras de Enterococcus faecium 

e Enterococcus faecalis, com resistência de nível variável à vancomidna 

(MICs = 4 a >0,24pg/mL) e susceptibilidade a teicoplanina, sendo a 

resistênda transferida por conjugação. Estas amostras também contém 

precursores de peptidioglicanas, com D-Lactato na cadeia peptídica, mas 

em contraste com gene vanA o duster do gene vanB está 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 resistênda 

intermediária a partir de padentes com infecção enterocódca de natureza 

hospitalar, identificando-a com Enterococcus faecalis e dassificados 

como do fenótipo Van B. No Brasil, Zanela et al. (1998) relataram pela 

primeira vez um surto assodado simultaneamente por Enterococcus 

faecium e Enterococcus faecalis do fenótipo VanA, na Casa de Saúde 

Santa Marcelina, em São Paulo. Foram utilizadas técnicas de 
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epidemiologia molecular (“DNA fíngerprinting”) para a tipagem dos 

isolados, bem como análise molecular dos genes de resistência, e os 

resultados mostraram que 17 amostras de Enterococcus faecium e 07 

Enterococcus faecalis apresentavam diversidade genética quando da 

análise clonal mas evidenciavam o mesmo perfil quanto aos elementos 

VanA de resistência à vancomicina, idêntico ao encontrado no Tn1546, 

caracterizando uma única linhagem de transposon.

O fenótipo Van C, está associado as espécies de E. gallinarum, E. 

casseliflavus, E. flavescens que são intrinsicamente resistentes aos 

glicopeptídeos. Esta característica é expressa constitutivamente apenas 

a níveis baixos de vancomicina. (Moellering, 1984).

Em relação a resistência adquirida, os Enterococcus e outros 

Gram-positivos tais como: Bacillus thuringienss, Listeria monocytogenes, 

Streptococcus spp e Staphylococcus aureus, não apresentam barreiras 

em relação a expressão de genes de resistência para os glicopeptídeos. 

(Quintiliani, Sahm, Courvalin, 1999). A resistência a níveis altos de 

vancomicina foi transferida de Enterococcus faecalis para 

Staphylococcus aureus por conjugação em condições laboratoriais 

(Quintiliani, Sahm, Courvalin, 1999). Isolados dínicos de Staphylococcus, 

incluindo Staphylococcus aureus com nível intermediário de resistência à 

vancomicina foram descritos no Japão (Hiramatsu, 1998). Estados 

Unidos (Finland, Bach, Gamer, Gold, 1974). e Brasil. Embora o
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mecanismo preciso de resistência destes estafilococos, denominados 

“Glicopeptide Intermediate Staphylococcus aureus” (GISA) ou 

“Vancomicyn Intermediate Staphylococcus aureus” (VISA) ainda não esta 

elucidado, ele não está relacionado com os genes que conferem 

resistência a estes antibióticos em Enterococcus. (Hiramatsu, 1998).

Além da participação importante como causa de infecções 

esporádicas em pacientes hospitalizados, como foi referido 

anteriormente, foram descritos surtos associados a um ou vários clones 

de Enterococcus faecalis bem com de Enterococcus faecium resistentes 

aos glicopeptídeos. A ocorrência destes “dusters” evidencia que certas 

amostras, não só são capazes de disseminar entre os pacientes, mas 

também tem potencialidade de transferir genes de resistência aos 

glicopeptídeos para outros microrganismos. (Woodford,1995). Os surtos 

por Enterococcus faecium ou Enterococcus faecalis da classe VanA 

foram descritos em Nova York, Londres e Filadélfia (Boyce et al.., 1994). 

Embora mais raros, surtos por Enterococcus faecium com fenótipo VanB 

foram descritos nos EUA (Boyce et al.., 1994; Monteclavo et al., 1995; 

Edmond etal., 1995) e Inglaterra (Chadwick, Oppenheim, Fox, Woodford, 

Morgenstem, Scarffe, 1996), não foram encontradas diferenças 

epidemiológicas entre os dois fenótipos.
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VI - Conclusões

Não foram encontradas amostras de Enterococcus apresentando 

resistência de níveis altos aos glicopepitideos entre aqueles provenientes 

de pacientes com infecção/colonização por esse microrganismo, entre 

voluntários não hospitalizados, sintomáticos e assintomáticos, bem como 

nas carcaças de aves em fontes ambientais incluindo água, piso 

hospitalar e esgoto.

As taxas de resistência a níveis altos de aminoglicosídeos foram 

de 12,67% e 16,90% para estreptomicina e gentamicina, 

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

penicilinas (penicilina e/ou ampicilina).
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Foram caracterizadas três amostras de resistência intermediária, 

sendo apenas uma caracterizada como do fenótipo VanB e as outras 

duas caracterizadas como fenótipo indeterminado, uma vez que 

apresentaram resistência apenas à vancomicina.



59

RESUMO

O objetivo desta investigação foi avaliar a presença de 

Enterococcus resistente à vancomícina (VRE) em espécimes clínicos de 

pacientes hospitalizados e não hospitalizados (Hospital de Clínicas da 

UFU), carcaças e fezes de frango, e em fontes ambientais (piso 

hospitalar, água e esgoto) na cidade de Uberlândia. Os materiais 

provenientes de frangos e pacientes não hospitalizados foram cultivados 

em meios de enriquecimento e seletivo para VRE e os demais em meio 

seletivo contendo 20 jig/ml de vancomícina. As colônias suspeitas foram 

caracterizadas quanto ao gênero Enterococcus mediante a coloração de 

Gram e os testes de: catalase, tolerância a 6,5% de NaCI em meio de 

“Tripticase Soy Broth”(TSB) e “a-Pyroglutamic Acid p-Naphthylamide" 

(PYR). A identificação a nível de espécie foi realizada pelos testes 

tradicionais, apesar da presença marcante de Enterococcus faecalis 

(96.6%) predominassem entre as culturas de espécimes clínicos, dos 60 

isolados de pacientes hospitalizados, apenas dois foram de Enterococcus 

faecium (3%) sendo uma com resistência intermediária (08pg/ml) 

proveniente de paciente colonizado em uso de vancomícina e outra de 

paciente infectado. No total, um quarto das amostras de Enterococcus 

apresentaram resistência de nível baixo as penicilinas (penicilina e/ou 

ampicilina). Foram identificados 21 isolados de Enterococcus com níveis 
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altos de resistência a gentamicina e/ou estreptomicina, sendo apenas um 

Enterococcus faecium que apresentou resistência à gentamicina. 

Adicional mente a presença de VRE não foi detectada no esgoto e água 

coletadas em diferentes pontos da cidade, incluindo os materiais 

coletados no hospital. Entre os quatro isolados de humanos 

caracterizados como VRE quando do cultivo primário, apenas um foi 

caracterizada como do fenótipo Van B. Apesar de se tratar de uma 

pesquisa abrangente e das condições epidemiológicas existentes serem 

favoráveis a emergência destes microrganismos, não foi evidenciada a 

presença de Enterococcus resistentes a altas concentrações de 

vancomicina. Entretanto, o achado de amostras com resistência 

intermediária em pacientes hospitalizados, onde a força pressora seletiva 

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

presença de VRE no futuro próximo.
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the presence of 

resistant Enterococd to the vancomycin (VRE) in hospitalized patients' 

clinicai specimens and not hospitalized (Hospital of Clinics of UFU), 

carcasses and chicken feces, and in environmental sources (hospital flor, 

water and sewer) in the dty of Uberlândia. The coming materiais of 

chickens and patients not hospitalized they were cultivated in enrichment 

means and selective for VRE, and the others in half selective containing 

20 vancomydn mg/ml. The suspidous colonies were characterized with 

relationship to the gender Enterococd by the Gram coloration, and the 

tests of: catalase, tolerance to the 6,5% of NaCI in middle of" Tripticase 

Soy Broth"(TSB) and " to-Pyroglutamic Acid b-Naphthylamide " (PYR). the 

Identification at spedes levei was accomplished by the traditional tests. In 

spite of the outstanding presence of Enterococcus faecalis (96.6%) they 

prevailed among the cultures of dinical spedmens, of the isolated of 

hospitalized patients 60, two were only of Enterococcus faedum (3%) 

being one with intermediate resistance (08 pg/ml) originating from patient 

colonized in vancomydn use and another of infected patient. In the total, a 

fourth of the samples of Enterococd presented resistance of low levei the 

penidllins (penidllin e/ou ampidlin). they were identified 21 isolated of 

Enterococd with high resistance leveis the gentamicin e/ou estreptomidn, 
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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 materiais 

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 vancomydn concentrations. However, to 

discovery of samples with intermediate resistance in hospitalized patients, 

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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