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RESUMO

Incidéncia e Caracterizagdo de Amostras de Enterococcus e Staphylococcus saprophyticus

em Infeccao Urinaria Comunitaria

Luisa Barbosa Gomes da Silva dos Santos
Orientadoras: Angela Christina Dias de Castro e Beatriz Meurer Moreira

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Instituto de Microbiologia
Professor Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte
dos requisitos necessarios a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias (Microbiologia).

As infec¢des do trato urinario (ITUs) estdo entre as infecgdes mais comumente
descritas em pacientes ambulatoriais, apresentando uma alta incidéncia global. O principal
agente etiologico das ITUs & Escherichia coli. Dentre as bactérias Gram-positivas,
Staphylococcus saprophyticus e Enterococcus sp. destacam-se como os principais agentes
de ITU. Os objetivos deste estudo foram avaliar a incidéncia e o perfil de susceptibilidade
aos agentes antimicrobianos de amostras de S. saprophyticus e Enterococcus causadores de
infeccdo urindria na comunidade, bem como estudar a diversidade genética entre as
amostras. Foram coletados 311 espécimes de urina de pacientes com suspeita de ITU de
origem comunitéria atendidos em servigos de pronto atendimento de dois hospitais do Rio
de Janeiro. Dentre estes pacientes, 163, apresentaram urinocultura positiva. Foram
selecionadas até cinco colonias de cada amostra destas espécies para a realizagdo da
identificacdo confirmatéria através de testes fenotipicos, totalizando 178 coldnias de S.
saprophyticus ¢ 81 de Enterococcus. Entretanto, através da realizacdo de testes
confirmatorios, 43 amostras (isoladas de 10 espécimes) ndo foram confirmadas como S.
saprophyticus. A avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada através do
método de difusdo em disco, e foi observado que 96,3% das amostras de S. saprophyticus
apresentaram resisténcia a oxacilina, porém, apenas 74% apresentaram resisténcia a
cefoxitina. Dentre as amostras de Enterococcus, 70% apresentaram resisténcia a pelo
menos uma das quinolonas. Os testes de dilui¢do em agar para oxacilina confirmaram os
resultados dos testes de disco difusdao. As técnicas de RAPD-PCR e PFGE possibilitaram a
observacao de grande diversidade genotipica entre as amostras de Enterococcus, entretanto,
duas, dentre as 18 amostras, apresentaram um perfil de bandas idéntico. Dentre as 27
amostras de S. saprophyticus estudadas, o PFGE permitiu a observagdo de trés amostras
com perfil de fragmentacdo idéntico. Os dados deste estudo confirmaram que S.
saprophyticus ¢ o segundo agente etioldgico mais freqiiente de ITU comunitaria. Deve-se
restringir o uso de ciprofloxacina para o tratamento empirico de ITUs comunitarias
causadas por Enterococcus. Mais de um clone pode estar envolvido em uma ITU
comunitaria.

Palavras-chave: infec¢do urindria, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus, resisténcia
aos antimicrobianos, diversidade genética.



ABSTRACT

Incidence and Characterization of Enterococcus and Staphylococcus saprophyticus Strains

in Urinary Tract Infection

Luisa Barbosa Gomes da Silva dos Santos

Orientadoras: Angela Christina Dias de Castro e Beatriz Meurer Moreira

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Instituto de Microbiologia
Professor Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte
dos requisitos necessarios a obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias (Microbiologia).

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common infections described in
outpatients, which presents a high global incidence. The main UTI etiologic agent is
Escherichia coli. Staphylococcus saprophyticus and Enterococcus sp. are among the most
common gram-positive UTI agents. The aims of the present study were to determine the
incidence and the antimicrobial susceptibility profile of S. saprophyticus and Enterococcus
isolates causing community-acquired UTI and to study the genetic diversity among these
bacteria. A total of 311 urine specimens were collected from outpatients with community-
acquired UTI from two hospitals in Rio de Janeiro. A hundred sixty three of them presented
positive urine culture. Up to five colonies were selected from each isolate to test in separate
for the confirmatory identification through phenotypic tests, adding up to 178 colonies of
suspect S. saprophyticus and 81 colonies of Enterococcus sp. Confirmatory tests indicated
that 43 colonies (isolated from 10 isolates) were not S. saprophyticus. The evaluation of
susceptibility to antimicrobials was carried out by disc diffusion. About 96,3% of the S.
saprophyticus strains presented resistance to oxacillin and 74% to cefoxitin. The majority
(70%) of Enterococcus strains, presented resistance to at least one of the quinolones. The
agar dilution test confirmed the oxacillin disc diffusion results. The RAPD-PCR and PFGE
tests revealed a high genotypic diversity among the Enterococcus strains, but two of the 18
strains presented identical band profiles. PFGE revealed that three of the 27 S.
saprophyticus strains had also identical band profiles. These results confirmed S.
saprophyticus like the second most frequent etiologic agent of communitary UTI. Its
necessary to restrict the use of ciprofloxacin to empiric treatment of communitary UTIs
caused by Enterococcus. More than one clone can be involved in a communitary UTI.

Key-words: urinary infection, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus, antimicrobial
resistance, genetic diversity.
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INTRODUCAO

1. Infeccoes no Trato Urinario

As infeccdes no trato urinario (ITUs) estdo entre as infecgdes mais comumente
descritas em pacientes ambulatoriais e também em pacientes com infec¢des agudas ou
cronicas em hospitais, apresentando uma incidéncia global estimada em 250 milhdes de
casos por ano (Foxman et al 2000; Ronald et al, 2001; Farrel et al, 2003).

Por defini¢do, a ITU consiste na invasao microbiana de qualquer tecido do trato
urindrio, desde a uretra até os rins. As infecgdes da prostata e epididimo também sdo,
freqlientemente, incluidas nesta defini¢do. As ITUs podem acometer somente o trato
urindrio inferior (uretra e bexiga) ou, simultaneamente, o trato urindrio inferior e superior
(rins) (Marangoni, Soares & Moreira, 2001; Lopes & Tavares, 2005).

Para fins terapéuticos, as ITUs podem ser classificadas como complicadas ou ndo-
complicadas, com base na presenga ou auséncia de anormalidades no trato urindrio. As
complicadas consistem em infeccdes em pacientes que apresentam anormalidades
estruturais no trato urindrio, como calculos e obstru¢cdes ou estejam fazendo uso de
cateteres. As infecgdes em pacientes que ndo apresentam tais alteragdes sdo consideradas
nao-complicadas (Barza, 2002).

Na maioria das vezes, a bactéria atinge a bexiga, ureteres e rins por via ascendente,
a partir da regido perineal. Apds a penetragdo da bactéria no trato urinario, podera ocorrer
infeccdo ou ndo, dependendo de fatores do microrganismo, tais como, a capacidade de
aderir e invadir as células uroepiteliais e o tamanho do indculo, assim como de mecanismos

de defesa do hospedeiro, como as propriedades antibacterianas da urina e da mucosa do



trato urinario, do efeito mecanico da mic¢do, da integridade anatomica e funcional das vias
urindrias e da presenca de cateter vesical (Marangoni, Soares & Moreira, 2001).

As ITUs representadas por bacteriurias assintomadticas sdo caracterizadas pela
auséncia de sinais e sintomas urindrios ou sistémicos ¢ ndo precisam ser tratadas, na
maioria dos casos (Marangoni, Soares & Moreira, 2001; Barza, 2002). O tratamento ¢
indicado apenas para gestantes, criancas em idade pré-escolar e para pacientes com
anormalidade estrutural no trato urinario ou que serao submetidos a instrumentagao do trato
urindrio. Nas infec¢des sintomaticas do trato urindrio inferior (ITUIs), representadas por
cistites agudas e sindromes uretrais, o principal sintoma ¢ a distria, mas outros sintomas
podem ocorrer, tais como a urgéncia para urinar, o aumento da freqiiéncia, mic¢do de
pequenos volumes, incontinéncia, € dor suprapubica ou pélvica. Nas mulheres, as [TUIs,
freqiientemente, evoluem para pielonefrite e, no homem, podem provocar prostatite,
epididimite e infec¢des seminais ou nos testiculos. As infecgdes sintomaticas do trato
urinario superior sdo representadas por pielonefrites, cujas manifestagdes clinicas classicas
sdo: febre, calafrios, dor abdominal ou lombar, mal-estar, mialgia e cefaléia. Alguns casos
de pielonefrite aguda podem evoluir para formagao de abscessos renais e sepse (Marangoni,
Soares & Moreira, 2001; Barza, 2002).

As ITUs acometem, principalmente, mulheres, fato atribuido a menor distancia
percorrida pelo microrganismo invasor entre a uretra e a bexiga no sexo feminino, em
relacdo ao sexo masculino. Além de apresentarem maior comprimento da uretra, os homens
estdo menos sujeitos as ITUs por apresentarem substincias antimicrobianas no liquido
prostatico (Barza, 2002; Lopes & Tavares, 2005).

Dentre os principais fatores predisponentes para ITUs em mulheres adultas,

destacam-se: o uso de diafragma como método contraceptivo, uso de espermicida, doengas



que dificultam o esvaziamento normal da bexiga, obstru¢do e instrumenta¢do das vias
urindrias, gravidez e condi¢des higi€nico-sanitarias precarias. Os fatores predisponentes
para ITUs em homens adultos sdo, principalmente, a instrumentagdo das vias urinarias e a
hiperplasia prostatica (Schaeffer et al, 2001).

A recorréncia das ITUs ¢ comum em mulheres jovens, sadias, que normalmente
apresentam trato urinario sem alteragdes fisiologicas e anatomicas. Os episodios de
recorréncia se devem, na maioria dos casos, a reinfeccdes, mas ocasionalmente podem
ocorrer devido a um foco persistente de infecgdo (recidiva). Clinicamente, a recorréncia ¢é
considerada reinfeccdo se for causada por uma cepa diferente daquela que causou o
primeiro episddio de ITU e se ocorrer mais de duas semanas apds o tratamento do mesmo,
e ¢ considerada recidiva se for causada pela mesma cepa do microrganismo que causou a
ITU original e se ocorrer em até duas semanas apos o tratamento (Hooton, 2001). Tem sido
descrito que o principal fator de risco para ITU recorrente em mulheres na fase pré-
menopausa ¢ a relagdo sexual, além de outros fatores, como o uso de espermicida e o fato
do primeiro episddio de ITU ter ocorrido antes dos 15 anos de idade (Scholes et al, 2000).
Em mulheres na fase pos-menopausa, também ¢ fator de risco a reducdo dos niveis de
estrogeno, hormdnio importante para preservar a funcdo urindria intacta, através do
estimulo a proliferacdo de lactobacilos no epitélio vaginal, reducdo do pH e prevencao da
colonizagdo por patdogenos (Raz, 2001).

A etiologia microbiana das ITUs pode variar de acordo com o sexo, a idade, o uso
prévio de antibiodticos e aquisi¢do dentro ou fora de hospital, porém, Escherichia coli tem
sido relatada como principal patégeno causador de ITU, seguido por Staphylococcus
saprophyticus, Klebsiella spp., Proteus spp, Enterobacter spp. e Enterococcus spp. Cerca

de 80 % das ITUs comunitarias sdo causadas por E. coli, porém, este percentual diminui



quando as infecgdes sdo hospitalares, dependendo das condig¢des clinicas dos pacientes
internados, do uso de antibioticos e da presenga de ITU recorrente. Nestes casos aumenta a
ocorréncia de infecgdes por outras bactérias entéricas, como Klebsiella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. € Enterococcus faecalis (Marangoni, Soares & Moreira,
2001; Ronald, 2002).

O desenvolvimento de resisténcia contra agentes antimicrobianos entre patdégenos
bacterianos representa uma preocupacao em todo o mundo. A prevaléncia da resisténcia
antimicrobiana das amostras de pacientes que apresentam ITU adquirida na comunidade
tem aumentado, o que tem sido atribuido ao fato de que, na maioria dos casos, a terapia
antimicrobiana ¢ iniciada empiricamente, antes que o resultado da cultura de urina ou do
teste de suscetibilidade estejam disponiveis (Farrel et al, 2003).

Em todo o mundo tém sido realizados estudos de avaliacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos em amostras de pacientes com ITU adquirida na comunidade. Por
exemplo, em um estudo realizado na Suécia que consiste em um levantamento da
susceptibilidade aos antimicrobianos de patdgenos isolados de mulheres com ITU nao-
complicada, provenientes de 16 paises da Europa e do Canad4, foi observado que, dentre as
3278 amostras com resultado de urinocultura positiva, os patogenos mais isolados foram E.
coli (77,0%), P. mirabilis (6,3%), Klebsiella spp. (3,1%), outras enterobactérias (3,9%), S.
saprophyticus (3,6%) e outros patogenos (6,1%). Foram feitas comparacdes entre as taxas
de resisténcia encontradas para cada antimicrobiano em cada pais e concluiu-se que seria
necessario reconsiderar o uso de alguns antimicrobianos como tratamento empirico para
alguns paises, uma vez que foram encontradas altas taxas de resisténcia (Kahlmeter, 2003).

No Brasil, existem poucos trabalhos publicados sobre ocorréncia e prevaléncia de

resisténcia aos antimicrobianos em pacientes com ITU. Gales e colaboradores, em 2000,



realizaram um estudo de vigilancia da resisténcia de patogenos isolados de pacientes
hospitalizados com ITU a 22 agentes antimicrobianos, durante trés anos, em seis paises da
América Latina. Em 2001, Sader e colaboradores publicaram um resumo dos resultados
obtidos neste programa de vigilancia antimicrobiana em amostras de ITU hospitalar no
Brasil. Apenas um estudo recente foi encontrado sobre ITU comunitaria no Brasil. Este foi
realizado com uma populacdo de Salvador, para a qual foi descrita a resisténcia aos
antimicrobianos em amostras de E. coli isoladas de pacientes com ITU adquirida na
comunidade. A prevaléncia da resisténcia encontrada entre as amostras foi de 51% para
ampicilina, 43% para trimetoprim-sulfametoxazol, 41% para tetraciclina, 22% ao
cloranfenicol e 12% para ciprofloxacina (Moreira et al, 2000).

Mais estudos sobre a freqiiéncia de patdgenos e o monitoramento das taxas de
resisténcia aos antimicrobianos sdo necessarios para orientar o tratamento de ITUs

comunitarias no Brasil.

2. Staphylococcus sp.

O género Staphylococcus ¢ constituido por, pelo menos, 35 espécies e 17
subespécies. Os membros deste género sdo cocos Gram-positivos, arranjados em grupos
que lembram “cachos de uva”, também podendo ser encontrados isolados ou aos pares, sao
iméveis, nao-formadores de esporos, anaerdbios facultativos (com excegdes) e
normalmente produtores de catalase. Algumas espécies sdo produtoras de coagulase, o que
divide os estafilococos em dois grupos: os coagulase-positivos e os coagulase-negativos
(Bannerman, 2003).

Os estafilococos coagulase-negativos fazem parte da microbiota da pele e da

mucosa urogenital e, por isso, até a década de 60, seu isolamento era considerado



contaminagdo (Ishihara et al, 2001). Em 1962, Pereira descreveu o isolamento de
estafilococos coagulase-negativos resistentes a novobiocina de pacientes com bacteriuria.
Mitchell, em 1968, isolou estes estafilococos coagulase-negativos resistentes a novobiocina
de mulheres com ITU sintomadtica e os identificou como Micrococcus subgrupo 3. Estes
microrganismos foram subseqiientemente reclassificados e renomeados como

Staphylococcus saprophyticus em 1974 (Buchanan & Gibson, 1974).

2.1. Staphylococcus saprophyticus

S. saprophyticus sdo microrganismos catalase-positivos, coagulase negativos que
apresentam didmetro compreendido entre 0,5 a lpum, sdo anaerdbios facultativos,
produtores de urease e resistentes a novobiocina (Murray et al, 2004).

Varios testes podem ser realizados para a identificagdo de S. saprophyticus,
diferenciando esta espécie dos outros estafilococos coagulase-negativos. De Paulis e
colaboradores, em 2003, propuseram um esquema simplificado para a identificagdo das
espécies de estafilococos coagulase-negativos clinicamente significantes (Tabela 1). Foi
realizada uma comparagdo entre o esquema proposto € o método de referéncia de Kloos &
Schleifer (1975) na identificagdo de 201 estafilococos coagulase-negativos. O esquema
simplificado mostrou 6tima correlagdo com o método de referéncia, demonstrando ser util
na identificacdo das espécies de estafilococos coagulase-negativos.

O trato gastrointestinal ¢ o maior reservatorio de S. saprophyticus, o qual pode ser
facilmente introduzido na vagina e meato uretral e, entdo, colonizar o trato urogenital
através da sua aderéncia as células epiteliais, mediada por hemaglutininas (Aas)

(Gatermann, 1986). As Aas sdo proteinas de superficie, multifuncionais, capazes de



aglutinar hemacias de carneiro, que propiciam a colonizacdo de S.saprophyticus devido a
sua propriedade de adesina, favorecendo sua ligagdo a fibronectina das células uroepiteliais
e por terem propriedades de autolisinas, que permitem a liberacdo de componentes de
parede celular imunologicamente ativos e de toxinas (Hell, Meyer & Gatermann, 1998). A
proteina de superficie Ssp, recentemente identificada como uma lipase, estd presente em
cerca de 98% das amostras clinicas de S. saprophyticus e parece estar envolvida na
aderéncia bacteriana as células uroepiteliais, porém, os estudos realizados até o momento
foram inconclusivos (Gatermann et al, 1992; Sakinc et al, 2005). Além disso, foi descrita
recentemente a proteina Sdrl, ancorada a parede celular, que tem propriedade de ligagdo ao
colageno e propriedades adesivas (Von Eiff, Peters & Heilmann, 2002; Sakinc, Kleine &
Gatermann, 2006). A producdo de urease também consiste em um importante fator de
viruléncia de S. saprophyticus, uma vez que promove a hidrolise da uréia presente na urina,
o que leva a liberacdo de amonia e CO, aumentando o pH da urina, podendo levar a
formagao de célculos na bexiga e nos rins (Fowler, 1985; Ronald, 2002). Kuroda e
colaboradores, em 2005, fizeram o sequenciamento do genoma completo de S.
saprophyticus (amostra padrado ATCC 15305) e uma analise comparativa com o genoma de
outras duas espécies, Staphylococcus aureus (N315) e Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228). Os autores observaram que S. saprophyticus ndo possui nenhum dos fatores de
viruléncia encontrados em S. aureus, tais como coagulase, exoenzimas, enterotoxinas e
proteinas de ligacdo a matriz extracelular, porém apresenta um grande niimero de sistemas
de transporte capazes de permitir sua adaptagdo no ambiente da urina, onde as
concentragdes i0nicas sdo muito variaveis. Além disso, foi demonstrada a presenca das
hemaglutininas nas amostras de S. saprophyticus através de ensaios de aderéncia e

hemaglutinagao.



S. saprophyticus ¢ o segundo agente causador mais freqiiente de ITUs ndo
complicadas em mulheres. As complicagdes mais graves incluem a pielonefrite aguda,
septicemia, nefrolitiase e endocardite. A maioria das infec¢des por este microrganismo
ocorre em mulheres jovens, sexualmente ativas, entretanto, podem ocasionar, ndo somente
ITUs em homens de todas as idades, como também, uretrites, epididimites, prostatites e
nefrolitiase (Raz, Colodner & Kunin, 2005).

As amostras de S. saprophyticus sdo, geralmente, sensiveis a maioria dos
antimicrobianos ativos contra os cocos Gram-positivos (Stratton et al/, 1990; Karlowsky et
al, 2001).

Poucos estudos de avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos foram
realizados para amostras de S. saprophyticus. Dentre os ja realizados, a maioria ¢ do final
da década de 70 e inicio da década de 80. Como exemplo, um estudo realizado na Suécia
demonstrou que as 172 amostras de S. saprophyticus isoladas de mulheres com ITU
adquirida na comunidade foram sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados,
apresentando apenas 2% das amostras resistentes a sulfonamida (Wallmark, Arremark &
Telander, 1978). Em outro estudo realizado no Canada, foi avaliada a susceptibilidade aos
antimicrobianos em 115 amostras de S. saprophyticus isoladas de mulheres com sintoma de
ITU. As 115 amostras foram sensiveis a ampicilina, cefalexina e trimetoprim-
sulfametoxazol e resistentes ao acido nalidixico e a novobiocina. A maioria das amostras
foi resistente a nitrofurantoina e 13% foram resistentes a eritromicina (Marrie & Kwan,
1982). No mesmo ano, também no Canada, foi realizado um outro estudo de avaliacao da
susceptibilidade de 34 amostras de S. saprophyticus a 15 antimicrobianos, comumente
utilizados. Todas as amostras foram sensiveis ao trimetoprim, cefalotina, clindamicina,

rifampicina e gentamicina e foram resistentes ao 4cido nalidixico; uma amostra foi



resistente a penicilina, cinco amostras apresentaram resisténcia a eritromicina, duas foram
resistentes ao sulfametoxazol e duas foram resistentes a tetraciclina (Nicolle & Harding,
1982).

Os estudos mais recentes de avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos em
amostras de S. saprophyticus incluem varios outros patdgenos isolados de amostras de
urina de pacientes com ITU ou sdo estudos sobre amostras de estafilococos coagulase-
negativos, isoladas de diferentes espécimes clinicos. Como exemplo, a suscetibilidade
antimicrobiana foi avaliada em um estudo com amostras bacterianas isoladas de ITU de
mulheres atendidas no servico de pronto atendimento de 202 diferentes hospitais nos
Estados Unidos e verificou-se que 524 (9,1%) dentre as 5739 amostras isoladas foram
identificadas como S. saprophyticus. Aproximadamente 3% dentre estas amostras
apresentou resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol, 1% de resisténcia a cefalotina e
0,4% de resisténcia a ciprofloxacina (Karlowsky et a/, 2001). J& em um outro estudo, mais
recente, realizado em Gaza, foi observado que dentre 480 amostras isoladas de pacientes
com ITU, apenas 18 (3,8%) foram identificadas como S. saprophyticus. Dentre as 18
amostras, 100% foram resistentes ao acido nalidixico, 75% apresentaram resisténcia a
amoxicilina, 50% a gentamicina e amicacina e 25% a ciprofloxacina e nitrofurantoina (EIl
Astal, 2005).

Desde a introducdo da meticilina e de outros antibioticos B-lactamicos resistentes a
penicilinase na pratica médica, em 1961, tém sido identificadas amostras de Staphylococcus
sp. resistentes a meticilina. Os primeiros casos de resisténcia ocorreram em amostras de S.

aureus em hospitais da Europa e, desde entdo, foram identificados em todo o mundo



amostras de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativos resistentes a meticilina
(Chambers, 1997).

Os antibidticos B-lactamicos atuam inibindo a atividade das proteinas de ligagdo a
penicilina (PBPs), enzimas (transpeptidases) que catalisam as reagdes de ligagdo cruzada
durante a sintese da parede celular bacteriana, ou seja, sua ligacdo as PBPs impede a sintese
da parede celular (Hackbarth & Chambers, 1989). O mecanismo de resisténcia a meticilina
em S. saprophyticus, assim como nas outras espécies de Staphylococcus, ocorre através da
producdo de uma PBP 2’ ou PBP 2a, que possui baixa afinidade de ligagdo aos antibidticos
B-lactdmicos, possibilitando a sintese da parede celular, mesmo na presenca de
concentragdes inibitorias do antimicrobiano (Stratton et al, 1990; Katayama,lto &
Hiramatsu, 2000). Estas PBPs 2’ sdo codificadas pelo gene mecA, que esta localizado em
um elemento genético movel, denominado SCCmec (Staphylococcal Cassette
Chromosome). O SCCmec se integra no cromossomo bacteriano através da atuagdo de
recombinases, codificadas por dois genes presentes no cassete (ccr4 e ccrB). Além destes
genes, o SCCmec apresenta os genes mecl € mecRI, que regulam a transcri¢do do mecA
(Hiramatsu, 1995; Chambers, 1997; Ito, Katayama & Hiramatsu, 1999).

Estudos realizados a fim de verificar a correlagdo entre a detec¢@o da resisténcia de
amostras de S. saprophyticus a oxacilina através de testes de suscetibilidade por diferentes
métodos (disco-difusdo, triagem e diluicdo em agar) e a presenca do gene mecA, detectada
através de PCR, demonstraram que em muitas amostras consideradas como resistentes
através dos testes de disco difusdo e diluicdo em agar, ndo foi detectada a presenca do gene

mecA. Somente o teste de triagem em agar Mueller-Hinton contendo 6 pg/mL de oxacilina



demonstrou ter uma boa correlagdo com a presenga ou auséncia do mecA4 (York et al, 1996;
Hussain et al, 2000; Ramotar, Woods & Toye, 2001; Ferreira et al, 2003).

Recentemente, o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) modificou a
recomendacao de realizagdo de teste de disco-difusdo utilizando discos de 1 pg de oxacilina
para detectar a resisténcia a oxacilina mediada por mecA para os estafilococos coagulase-
negativos, passando a recomendar o teste de disco-difusdo com discos de 30 ug de
cefoxitina (CLSI, 2005). Segundo o CLSI (2005), os critérios interpretativos para a
oxacilina estariam superestimando a resisténcia para alguns estafilococos coagulase-
negativos, como os S. saprophyticus, € o teste de susceptibilidade a oxacilina utilizando
disco de cefoxitina possui especificidade maior e sensibilidade equivalente ao teste
realizado com disco de oxacilina. Em um estudo realizado no Japao, 101 amostras de S.
saprophyticus foram avaliadas quanto a susceptibilidade a oxacilina (1 pg) e cefoxitina (30
ug) através da técnica de disco-difusdo e da diluicdo em é4gar e submetidas a hibridizagao
(dot-blot) e a PCR para a deteccdo de amostras mecA positivas. Dentre as 101 amostras, 8
foram mecA positivas e 93 mecA negativas, sendo que todas as amostras, inclusive as 93
mecA negativas, foram resistentes a oxacilina segundo os critérios de interpretacdo do
CLSI, tanto no teste de disco difusdo (didmetro < 16 mm) quanto no teste de dilui¢do em
agar (CMI > 0,5 pg/mL). Ja no teste de disco-difusdao com a cefoxitina, apenas 4 amostras
mecA negativas foram falso-positivas na deteccdo da resisténcia a oxacilina. Concluiu-se,
entdo, que o uso da cefoxitina ¢ uma altenativa adequada para a deteccdo de resisténcia
mediada por mecA (Higashide et al, 2006).

A diversidade genética entre amostras de estafilococos coagulase-negativos isoladas

de diferentes fontes de infec¢do tem sido avaliada através da técnica de eletroforese de



campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis - PFGE) (Snopkova et al, 1994; Lang et
al, 1999; Shittu et al, 2006).

Um exemplo da aplicagdo desta técnica pode ser demonstrado em um estudo no
Brasil. A técnica de PFGE foi utilizada para avaliar a diversidade genética entre amostras
de S.epidermidis resistentes & mupirocina. Entre as 21 amostras analisadas, foram
observados 6 diferentes perfis (A, B, C, D, E e F) e 80,9% destas amostras pertenciam a 1
dentre 2 perfis (A ou B), que mostraram, através de outros estudos, ser prevalentes em
hospitais da regido onde foi realizado o estudo (Ferreira et al, 2002).

Curiosamente, alguns estudos demontraram que a colonizagdo ¢ a infec¢do por
amostras de estafilococos coagulase-positivos e coagulase-negativos podem ser policlonais.
Nestes estudos, foi avaliada a clonalidade através da PFGE, ndo somente entre as diferentes
amostras, mas também entre diferentes colonias isoladas da placa de isolamento primario
de um determinado espécime clinico de um mesmo individuo e, foi demonstrada a co-
existéncia de multiplas cepas envolvidas na colonizagdo ou infec¢do de um individuo,
observada através da variagdo genotipica entre as diferentes colOnias isoladas de um
individuo. Alguns destes estudos fizeram correlagdo entre esta variagdo genotipica e a
variagdo fenotipica encontrada entre as diferentes colOnias nos testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos. (Rijnders et al, 2001; Sharma et al, 2001; Cespedes et al, 2005). Por
exemplo, em um estudo com 15 amostras de S. epidermidis isoladas de hemocultura de um
paciente com endocardite, foram examinadas trés colonias de cada placa de isolamento
primario. ApoOs testes para identificacdo bioquimica, foram realizados testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos e andlises da variagdo genotipica através das técnicas
macrorestricdo do DNA e da AFLP (Amplified Fragment-Lenght Polymorphism) para cada

colonia. Foi observada pouca variagdo nos resultados do teste de susceptibilidade, porém,



através das técnicas moleculares, foram encontrados 4 diferentes perfis de bandas,
representando 4 diferentes clones. A observagdo de similaridade > 90% sugere que estes
clones provavelmente se originaram a partir de uma amostra ancestral comum, causadora
de infec¢do. Concluiu-se, entdo, que podem ocorrer mudangas genéticas no decorrer de um
processo infeccioso, que podem eventualmente ocasionar variagdes fenotipicas entre as

amostras (Van Eldere et al, 2000).

3. Enterococcus sp.

Os enterococos foram, por muitos anos, pertencentes ao género Streptococcus e
eram classificados como estreptococos do grupo D por apresentarem o antigeno de parede
celular do grupo D, segundo o sistema de grupagem soroldgica de Lancefield (Lancefield,
1933). Os estreptococos do grupo D eram divididos em dois grupos: os enterococos (que
incluiam as espécies S. faecalis e S. faecium) e os nao-enterococos, representados pela
espécie S. bovis (Kaye, 1982). Em 1970, Kalina propds a transferéncia das espécies do
grupo enterococos para um novo género, Enterococcus, porém, a proposta ndo foi
amplamente aceita. Em 1984, baseando-se em experimentos de hibridizagio DNA-DNA e
DNA-RNA, Schleifer e Kilpper-Baltz demonstraram que as espécies S. faecalis e S.
faecium apresentavam graus de homologia muito baixos com a espécie S. bovis € com
outras espécies de estreptococos, sendo novamente proposta a transferéncia destas espécies
para o género Enterococcus. A partir de entdo, outras espécies foram transferidas para este
género. Atualmente, o género Enterococcus € constituido por 21 espécies (Teixeira &

Facklam, 2003).



Os enterococos sdo cocos Gram-positivos, normalmente arranjados aos pares ou
formando pequenas cadeias, catalase-negativos, nao-formadores de esporos, anaerobios
facultativos, podendo ser méveis ou imoveis. Sdo capazes de crescer na presenca de alta
concentragdo de NaCl (6,5%) e sdo capazes de hidrolisar a esculina na presenca de 40% de
sais biliares. Além de testes como a prova da catalase, da bile esculina e do crescimento em
6,5% de NaCl, os testes para a verificacdo da produgdo das enzimas pirrolidonil arilamidase
(PYRase) e leucina aminopeptidase (LAPase) também sdo uteis para a identificacdo do
género Enterococcus (Teixeira & Facklam, 2003).

As espécies de enterococos sdo separadas em 5 diferentes grupos fisioldgicos com
base na produ¢do de 4cido a partir da utilizacdo do manitol e sorbose e na hidrélise da
arginina. Para a diferenciag@o entre as espécies de cada grupo, € necessaria a realizacdo de
testes fenotipicos adicionais, tais como utilizagdo de outros acucares, utilizagao do piruvato,
motilidade e producdo de pigmentos, como mostrado na Tabela 2 (Teixeira e Facklam,
2003).

Os enterococos podem ser encontrados em diferentes ambientes, como, solo, agua,
alimentos, plantas e animais. Nos seres humanos, assim como nos outros animais, o trato
gastrointestinal ¢ o principal reservatorio dos enterococos, porém, estes microrganismos
também podem ser encontrados, no trato geniturindrio e cavidade oral (Morrisson,
Woodford & Cookson, 1997).

A distribuicdo das diferentes espécies de enterococos varia de acordo com o
hospedeiro, podendo ser influenciada pela idade, dieta e outros fatores relacionados a
mudangas nas condi¢des fisioldgicas, como a utilizagdo de antimicrobianos. A espécie E.
faecalis é a mais comumente isolada a partir de espécimes clinicos, sendo responsavel por

80 a 90% das infeccdes causadas pelos enterococos, seguida por outras espécies, tais como,



E. faecium, E. casseliflavus e E. raffinosus, variando sua incidéncia de acordo com a regido
geografica em que as amostras sdo isoladas (Murray, 1990; Teixeira & Facklam, 2003).

Os enterococos apresentam um potencial limitado para produzir doenga, devido aos
raros fatores de viruléncia expressos por estes microrganismos. Apesar disto, sdo capazes
de causar sérias doengas, através de uma combinagdo entre os fatores de sobrevivéncia que
apresentam e que aumentam seu potencial de agressdo (Murray et al, 2004). Dentre os
fatores reconhecidos, a produgao de citolisina ¢ um dos mais estudados. Esta toxina ¢ capaz
de lisar eritrécitos de seres humanos e de outros animais, além de apresentar atividade de
bacteriocina, inibindo o crescimento de bactérias Gram-positivas, o que facilita sua
colonizagdo. Um estudo recente demonstrou que a citolisina, produzida por amostras
citoliticas de E. faecalis contribui para a viruléncia em modelo de endoftalmite em coelhos
(Engelbert et al, 2004), confirmando os achados de estudos prévios (Chow et al, 1993;
Garsin et al, 2001). Outros fatores que podem ser encontrados em Enterococcus sp., tais
como substancias de agregacdo, cuja producdo ¢ estimulada pela liberacdo de feromonios
de uma célula receptora para uma doadora, o que facilita a troca de plasmideos entre
células; as adesinas glicidicas, que medeiam a ligacdo as células do hospedeiro e a
gelatinase, que hidrolisa gelatina, coldgeno e outros peptideos pequenos, também tém sido
associados ao potencial de agressdo destes microrganismos (Murray, 1998; Murray et al,
2004).

Dentre as principais infec¢des causadas por Enterococcus sp., destacam-se as [TUs,
bacteremias, infec¢des intra-abdominais e endocardites (Hancock & Gilmore, 2000). As
ITUs sdo as infeccdes mais comumente associadas a estes microrganismos, que estao
envolvidos em cerca de 10% de todas as ITUs, incluindo as hospitalares e as adquiridas na

comunidade (Felmingham et al, 1992).



Os enterococos apresentam uma caracteristica importante de resisténcia intrinseca a
varios antimicrobianos comumente utilizados, como as cefalosporinas, baixos niveis de
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, trimetoprim-sulfametoxazol, além de exibirem uma
grande capacidade de adquirir resisténcia por mutagdo ou por aquisicdo de material
genético através de plasmideos ou transposons (Clevel, 1990; Cetinkaya, Falk & Mayhall,
2000).

Grande parte das infecgdes causadas por Enterococcus sp. pode ser tratada com
penicilina ou ampicilina, com atividade bacteriostatica, porém, o tratamento de infec¢des
graves exige a utilizacdo de um esquema antimicrobiano bactericida, através da
combinagdo de um beta-lactdmico ou glicopeptideo com um aminoglicosideo. O aumento
observado na resisténcia a altos niveis de aminoglicosideos tem ocasionado a perda da
sinergia e atividade bactericida entre estes agentes antimicrobianos, além da resisténcia
adicional a antibidticos ndo-B-lactamicos, como ciprofloxacina, tetraciclina e cloranfenicol.
Isto tem se tornado um sério problema relacionado ao tratamento de infec¢des causadas por
esses microrganismos (Murray, 1999).

A resisténcia adquirida aos aminoglicosideos pode ocorrer por dois mecanismos:
alteragdo no alvo ribossomal, decorrente de mutagdes cromossdmicas, ou por inativagao
enzimatica realizada por enzimas modificadoras de aminoglicosideos, mediada por genes
localizados em plasmideos e transposons (Leclercq, 1997).

Dados alarmantes foram revelados em um estudo realizado no Brasil, no qual a
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos foi determinada em 601 amostras de
Enterococcus isoladas de diferentes fontes clinicas e amostras intestinais de pacientes

ambulatoriais e internados em dois hospitais. Foi observada uma alta taxa de resisténcia a



altos niveis de aminoglicosideos (high-level resistance to aminoglycosides — HLR-A). A
prevaléncia de HLR — A foi de 52,2% dentre as 253 amostras clinicas, e de 40,5% dentre as
348 amostras intestinais (Mondino ef al, 2003).

Os primeiros relatos de resisténcia a vancomicina em amostras de enterococos
ocorreram no final da década de 80, ap6s 35 anos da sua utilizagdo. A partir de entdo, foram
descritos varios relatos de amostras de enterococos resistentes a vancomicina em diferentes
paises (Sahm et al, 1989; Bingen et al, 1991; Boyce et al, 1994; Dunne & Wang, 1997;
Pegues et al, 1997; Bruinsna et al, 2002; Freitas et al, 2006).

Na Espanha, em 2004, Aznar e colaboradores fizeram o relato de um caso de
infec¢do no trato urindrio adquirida na comunidade causada por uma amostra de E. faecalis
resistente a vancomicina. A avaliacdo da susceptibilidade da amostra a vancomicina foi
realizada através das técnicas de disco-difusdo, E-teste e microdiluigdo em caldo,
confirmando a resisténcia da amostra a este antimicrobiano. Entretanto, ainda ha poucos
trabalhos publicados no mundo com relatos de infec¢des adquiridas na comunidade
causadas por enterococos resistentes a vancomicina.

Daza, Gutiérrez & Piérdola, em 2001, avaliaram a susceptibilidade de amostras
isoladas de pacientes com ITU adquirida na comunidade e dentre as 2798 urinoculturas
positivas, 185 (6,6%) foram identificadas como E. faecalis. Dentre as 185 amostras, 4%
apresentaram resisténcia a vancomicina e teicoplanina, 13% a penicilina e 24% a altos
niveis de estreptomicina.

Viérios estudos tém sido realizados, com a utilizagdo de diferentes metodologias, a
fim de avaliar a diversidade genética entre amostras de enterococos. Uma das técnicas que
tem sido realizada ¢ a “Random amplification of polymorphic DNA polymerase chain

reaction” (RAPD-PCR), que consiste no uso de um ou mais iniciadores pequenos (~10-



15pb) escolhidos arbitrariamente para amplificar o DNA genomico sob baixas condi¢des de
estringéncia. Esta técnica ¢ considerada uma boa ferramenta para a tipagem molecular
devido a sua simplicidade, sensibilidade e custo relativamente baixo (Welsh & McClelland,
1990). Issack, Power e French, em 1996, realizaram a tipagem de 122 amostras de E.
faecium causadoras de um surto, através da RAPD-PCR e como resultado, obtiveram nove
diferentes tipos através da utilizagdo de um tnico iniciador e, portanto, concluiram que a
RAPD-PCR foi 1til na investigagdo da epidemiologia das amostras. Outras técnicas, como
o “Multilocus Sequence Typing” (MLST) e o PFGE, também tém sido utilizadas em
muitos estudos recentes de tipagem de enterococos. Em um destes estudos foi realizada
uma comparagdo entre estas duas metodologias, quanto ao seu poder discriminatorio, com
22 amostras de E. faecalis. Foi observado que o MLST gerou tipos (“sequence types”)
comparaveis aos tipos encontrados através do PFGE e foi demonstrado que tanto uma
técnica quanto outra foram uteis na diferenciagdo dos E. faecalis (Nallapareddy et al,
2002).

Desta forma, o presente estudo foi desenhado para descrever aspectos fisioldgicos,
da susceptibilidade aos antimicrobianos e da diversidade genética entre amostras obtidas de

casos de ITU em pacientes da cidade do Rio de Janeiro.



OBJETIVOS

v Determinar a incidéncia de S. saprophyticus e Enterococcus causadores de ITU

adquiridas na comunidade em pacientes na cidade do Rio de Janeiro.



v Verificar a variabilidade fenotipica entre as amostras de S. saprophyticus e
Enterococcus e entre cinco colonias isoladas de cada uma das espécies isoladas de
cada espécime clinico.

v' Avaliar o perfil de susceptibilidade das amostras bacterianas aos agentes
antimicrobianos.

v" Determinar a concentragdo minima inibitoria (CMI) da oxacilina para as amostras
de S. saprophyticus.

v’ Verificar a diversidade genotipica entre as amostras de S. saprophyticus e entre as

amostras de Enterococcus.

MATERIAL E METODOS

1. Coleta do Espécime Clinico
Foram coletadas amostras de urina de 311 pacientes atendidos nos servicos de

pronto atendimento do Hospital Municipal Miguel Couto e Hospital Sdo Lucas com



suspeita de infec¢do do trato urinario de origem comunitéria, no periodo de margo a
novembro de 2005, como parte de uma linha de pesquisa dos Laboratorios de
Patogénese e Resisténcia em Cocos Gram-positivos e de Epidemiologia Molecular de
Infec¢des Bacterianas. O presente estudo se restringiu a analise das amostras de cocos

Gram-positivos obtidos nessa linha.

2. Processamento das Amostras

As amostras de urina foram semeadas com a utilizagdo de alga bacteriologica estéril
(10uL) em meio CLED (Merck) e incubadas a 37°C por 48h. Apds o periodo de incubagao
foi observada a morfologia das colonias e, a seguir, realizada a contagem de unidades

formadoras de colonias (UFCs). A cultura foi considerada positiva quando apresentou um

nimero maior que 103 UFC/mL de urina (Hooton, 2003). Uma colonia de cada cultura
positiva foi semeada em uma placa de TSA para a realizacdo da identificacdo presuntiva
das amostras (Figura 1). A partir das placas das amostras que foram identificadas
presuntivamente como S. saprophyticus e Enterococcus sp., foram selecionadas cinco
colonias, as quais foram semeadas, separadamente, em uma placa de 4gar sangue para a

posterior confirmacao da identificagao.

3. Identificacdo bacteriana
As amostras bacterianas, incluindo cada uma das cinco coldnias de cada amostra,

foram submetidas a coloragdo de Gram e os cocos Gram positivos foram submetidos a



prova da catalase. Os cocos Gram positivos catalase-positivos foram submetidos as provas
da coagulase livre, resisténcia a novobiocina, producdo de urease, hidrdlise do L-
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR), utilizagdo dos carboidratos manose e trealose e
descarboxilagdo da ornitina. J4 os cocos Gram positivos catalase-negativos foram
submetidos aos testes de hidrélise do PYR e da L-leucina-B-naftilamida (LAP),
crescimento em 6,5% de NaCl, hidrélise da esculina na presenga de bile, hidrdlise da
arginina, utilizacdo do piruvato de sodio, utilizagdo dos carboidratos arabinose, manitol,
metil-glicopiranosideo, sacarose, sorbitol, sorbose e rafinose, e aos testes de motilidade e
pigmentacao (Figura 2).

Apods a identificagdo, as amostras foram estocadas em tubos contendo leite
desnatado (Molico, Nestlé) a 10% (p/v) adicionado de glicerol a 10% (v/v), em freezer a —

20°C.

3.1 Staphylococcus saprophyticus
A identificacdo de S. saprophyticus foi realizada seguindo o esquema proposto por
De Paulis e colaboradores (2003) como mostrado na Tabela 1. A metodologia foi realizada

segundo Bannerman (2003).

3.1.1 Identificacao ao Nivel de Género
3.1.1.1 Prova da catalase

A producdo da enzima catalase foi verificada através da aplicacdo de uma gota de
perdxido de hidrogénio a 3% (v/v), a qual foi adicionada de uma coldnia bacteriana sobre

uma lamina de microscopia. A formacgdo de bolhas sobre a lamina indicou as amostras



produtoras da enzima. Foi utilizada como controle positivo a amostra S. aureus ATCC

25923 e, como controle negativo, a amostra de E. faecalis 29212 .

3.1.1.2 Prova da coagulase livre

Algumas coldnias isoladas foram repicadas para tubos contendo 0,5 mL de plasma
de coelho. Apo6s o periodo de incubagdo de 4 horas a 35°C a leitura foi realizada. A
observacao da formacdo de um coagulo indicou a produgdo da enzima. Os tubos que nao
apresentaram formagdo de coagulo no periodo de 4 horas foram incubados por mais 20
horas e, apos este periodo, os tubos que nio apresentaram formacdo do coagulo foram
considerados negativos. Como controle positivo foi utilizada a amostra S. aureus ATCC

25923 e como controle negativo a amostra S. epidermidis ATCC 12228.

3.1.2 Identificag¢do ao Nivel de Espécie

3.1.2.1 Resisténcia a novobiocina

As amostras bacterianas foram suspensas em salina (0,85% p/v) e, com a utilizagdo
de um “swab” estéril, foram inoculadas em uma placa de agar Miieller-Hinton em trés
direcdes diferentes, a fim de se obter um crescimento bacteriano confluente. A seguir, um
disco de novobiocina (5ug) foi colocado na placa. Apdés um periodo de incubagido de 24
horas a 35°C a leitura foi realizada através da medida do halo de inibi¢ao do crescimento
bacteriano. As amostras que apresentaram halo de inibicdo < 16mm foram consideradas

resistentes a novobiocina. Como controle positivo foi utilizada a amostra de S.



saprophyticus ATCC 15305 e, como controle negativo a amostra de S. aureus ATCC
29213.
3.1.2.2 Produgao de urease

As amostras foram suspensas em salina (0,85% p/v) e, em seguida, foram
inoculadas duas gotas da suspensao em 3 mL de caldo uréia. Apo6s o periodo de incubacao
de 48 horas a 35°C a leitura foi realizada. A observagdo de uma mudanga na coloragdo do
meio, de amarelo para rosa, indicou a presenga da enzima. Como controle positivo foi
utilizada a amostra de S. saprophyticus ATCC 15305 e como controle negativo a amostra

de S. aureus ATCC 29213.

3.1.2.3 Hidrolise do PYR

As amostras foram suspensas em 0,2 mL de caldo Tood-Hewitt Broth (THB, Difco
Laboratories-USA) contendo 0,01% de L-pirroglutamil-B-naftilamina e, a seguir, incubadas
por 4 horas a 35°C. Apos a adigdo da solugdo reveladora contendo
dimetilaminocinamaldeido a 1% (p/v) em HCl a 10% (v/v), o aparecimento da coloracio
rosa ou purpura no meio em até 10 minutos foi indicativo de reagdo positiva. Como
controle positivo foi utilizada a amostra de Staphylococcus simulans ATCC 27851 e como

controle negativo a amostra de S. saprophyticus ATCC 15305.

3.1.2.4 Utilizagao de carboidratos
As amostras foram inoculadas em caldo vermelho de fenol (Isofar) (pH 7.4)
contendo 1% de cada um dos agucares manose e trealose. O periodo de incubacgao foi de 72

horas a 35°C e as leituras realizadas com 24, 48 e 72 horas. A mudanca na coloracao do



meio de vermelho para amarelo indicou producao de acido pela utilizagdo do agucar. Para a
utilizagdo da manose, foi utilizada como controle positivo a amostra de S. aureus ATCC
29213 e como controle negativo a amostra de S. saprophyticus ATCC 15305 e para a
utilizagdo da trealose foi utilizada como controle positivo a amostra de S. saprophyticus

ATCC 15305 e como controle negativo uma amostra de cole¢do de Morganella morganni.

3.1.2.5 Descarboxilac¢ao da ornitina

A atividade da enzima ornitina descarboxilase foi verificada em meio
Descarboxylase Base Moeller (Difco) acrescido de 1% (p/v) de L-ornitina. Em seguida, o
meio foi ajustado para pH 6,0 com a utilizagdo de hidroxido de sodio 1N, antes da
esterilizagdo. Apos o preparo de suspensdo densa da amostra, foram inoculadas duas gotas
da suspensdo no meio e, a seguir, foram adicionadas ao tubo algumas gotas de 6leo mineral
estéril e, entdo, a amostra foi incubada durante 7 dias a 37°C. O aparecimento de coloracao
purpura no meio, apos o periodo de incubagdo, indicou reagdo positiva demonstrando a
alcalinizacdo do meio devido a descarboxilagdo da ornitina com formagdo de produtos
basicos. O aparecimento de cor amarela indicou rea¢cdo negativa devido a acidificagdo do
meio pelo consumo de glicose. Como controle positivo foi utilizada uma amostra de
colecdo de Morganella morganni e como controle negativo, uma amostra de S

saprophyticus ATCC 15305.

3.2 Enterococcus sp.
A identificacdo de enterococos foi realizada, tanto ao nivel de género quanto ao

nivel de espécie, segundo Facklam & Collins (1989) e Teixeira & Facklam (2003).



3.2.1 Identificacao ao Nivel de Género

Para as provas de identificagdo ao nivel de género foi utilizada como controle
positivo a amostra E. faecalis ATCC 29212 e como controle negativo a amostra de S.
aureus ATCC 29213.
3.2.1.1 Prova da catalase

Idem ao item 3.1.1.1.

3.2.1.2 Hidrdlise da esculina na presenga de bile
Apds semear as amostras em Agar Bile Esculina (Difco) inclinado em tubo, as
mesmas foram incubadas por 18-24 horas a 37°C. O escurecimento do meio indicou a

hidrolise da esculina em esculetina na presenca de alta concentracao de bile (40%).

3.2.1.3 Crescimento em 6,5% de cloreto de sddio

A capacidade de tolerancia a altas concentracdes de sal foi verificada pelo
crescimento bacteriano em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid-England) acrescido de
6,5% (p/v) de cloreto de sodio e o indicador de pH purpura de bromocresol a 1,6% (p/v).
Foi aplicada no meio uma gota de uma suspensdo pouco densa da amostra, sendo realizada
uma incubagdo por um periodo de 7 dias. A turvagdo do meio acompanhada ou ndo da

mudanca na colora¢do do meio de purpura para amarelo indicou reagdo positiva.

3.2.1.4 Hidrdlise do PYR e do LAP
Foi preparada uma suspensdo densa das amostras em salina (0,85% p/v) e, a seguir,
foram adicionadas duas gotas da suspensdo no caldo THB contendo 0,01% de PYR ou

0,02% de LAP. A leitura foi realizada ap6s 4 horas de incubacdo a 37°C com a adicdo de



uma gota de solugdo reveladora constituida por dimetilaminocinamaldeido a 1% (p/v) em
HCl a 10% (v/v). O aparecimento de uma coloragdo purpura ou rosa em até 10 minutos

indicou resultado positivo.

3.2.2 Identificagdo ao Nivel de Espécie
Para a identificacdo ao nivel de espécie foram utilizadas como controles as amostras
de E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 6569 e duas amostras de cole¢dao de E.

gallinarum e Raoultella planticola

3.2.1.4 Hidrdlise da arginina

Foi realizada uma suspensdo densa das amostras e em seguida foram inoculadas
duas gotas da suspensdo em meio Descarboxylase Base Mdeller (Difco) acrescido de 1% de
L-arginina. Foram adicionadas ao tubo algumas gotas de 6leo mineral estéril e, a seguir, as
amostras foram incubadas durante 7 dias a 37°C. O aparecimento de coloragdo purpura no
meio, apds o periodo de incubagdo, indicou reagdo positiva demonstrando a alcalinizacao
do meio devido a hidrélise da arginina e liberagdo dos grupos NH,. O aparecimento de cor

amarela indicou reacdo negativa devido a acidificagdo do meio pelo consumo de glicose.

3.2.1.5 Utilizagdo do piruvato de sodio

A utilizacdo do piruvato de sédio foi verificada através da inoculagcdo de uma gota
de suspensdo densa das amostras em meio constituido por triptona (Difco) a 1% (p/v),
extrato de levedura (Difco) a 0,5% (p/v), K;HPO4 (Isofar) a 0,5% (p/v), NaCl a 0,5% e azul

de bromotimol (Vetec) a 0,01% e distribuido (2,5mL) em tubos 13 x 100mm.. Apos o



periodo de incubagdo de 7 dias a 37°C, a observagao de uma mudancga na coloragdo do meio
para amarela indicou reacao positiva.
3.2.1.6 Utilizacao de carboidratos

A utilizagdo de carboidratos foi verificada pela inoculagdo de duas gotas de uma
suspensao densa das amostras em meio constituido por caldo Heart Infusion Broth (HIB),
um dos agucares a 1% e o indicador de pH purpura de bromocresol em solugao alcodlica a
1,6%. As leituras foram realizadas diariamente, por um periodo de 7 dias de incubacdo a

37°C. A mudanga na coloragdo do meio para amarela indicou reacao positiva.

3.2.1.7 Teste de motilidade

Para o teste de motilidade foi utilizado o meio semi-solido “Motility Medium”
(Difco) distribuido (3 mL) em tubos 13 x 100. O indculo das amostras foi realizado através
de uma picada no meio com a utilizagdo de uma agulha de niquel-cromo. As amostras
foram incubadas a 30°C e a leitura foi realizada diariamente durante 7 dias . A observagao
de crescimento bacteriano ao redor da picada indicou que a bactéria era movel, enquanto a

observacao de crescimento localizado no local da picada indicou que a bactéria era imdvel.

3.2.1.8 Produgdo de pigmento

A producdo de pigmento foi verificada pela inoculagdo das amostras em uma placa
de dgar sangue e incubada por 18-24 horas a 37°C. Apds este periodo foi raspada uma parte
do crescimento com a utilizagdo de um “swab” de algoddo. A observa¢do de uma coloracao

amarelada indicou que houve produgdo de pigmento.

4. Teste de Suscetibilidade aos Agentes Antimicrobianos



A avaliacdo da suscetibilidade das amostras foi realizada através do método de
difusdo de disco, segundo as recomendagdes do CLSI (2005).

A partir do crescimento das amostras obtido durante 18-24 horas de incubagdo a
35°C, em meio Trypticase Soy Agar (TSA, Difco) (amostras de S. saprophyticus) e em
TSA adicionado de 5% de sangue de carneiro (amostras de Enterococcus sp.), foram
preparadas suspensdes das mesmas em solug¢do salina estéril (0,85% p/v) com turvagdo
correspondente ao grau 0,5 na escala Mc Farland. A seguir, as amostras foram semeadas
com a utiliza¢do de um “swab” de algodao estéril em uma placa (150 mm) de agar Miieller-
Hinton (Difco) em trés direcdes diferentes, a fim de se obter um crescimento confluente e,
entdo, os discos dos antimicrobianos a serem testados foram aplicados na placa, com uma
distancia aproximada de 24 mm entre eles, com a utilizagdo de uma pinga. As placas foram
incubadas por um periodo de 16-18 horas a 35°C.

Para as amostras de S. saprophyticus foram testados os seguintes antimicrobianos:
ampicilina (10 pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), gatifloxacina (5 pg),
gentamicina (10 pg), levofloxacina (5 pg), linezolida (30 pg), nitrofurantoina (300 pg),
norfloxacina (10 pg), oxacilina (1 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 ng) e
vancomicina (30 pg). Para as amostras de Enterococcus sp. foram testados: ampicilina (10
ng), ciprofloxacina (5 pg), estreptomicina (300 pg), gatifloxacina (5 pg), gentamicina (120
ng), levofloxacina (5 pg), linezolida (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), norfloxacina (10
ng) e vancomicina (30 pg). Todos os discos foram obtidos da CECON (Petrépolis, RJ-
Brasil), exceto os de linezolida, obtidos da Oxoid.

Ap6s o periodo de incubacdo, foi realizada a leitura do teste através da medi¢ao do
halo de inibi¢do do crescimento bacteriano ao redor dos discos e a interpretacdo dos

resultados foi feita com base nos critérios do CLSI (2005).



Como controles foram utilizadas as cepas padrdo S. aureus ATCC 25923 ¢ E.

faecalis ATCC 29212 para estafilococos e para enterococos, respectivamente.

5. Determinacio da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de oxacilina para S.
saprophyticus.

A determinacdo da CMI foi realizada de acordo com as recomendagdes do CLSI
(2005). O in6culo foi preparado através da suspensdo de colonias isoladas em placa de agar
sangue, com crescimento de 18-24 horas, em salina (0,85%). A suspensdo foi ajustada para
obter uma turvacao correspondente ao grau 0,5 na escala Mc Farland e, a seguir, diluida
1:10 e inoculada em placas de dgar Miieller Hinton adicionado de NaCl (2% p/v), com a
utilizagdo de um replicador que inoculou aproximadamente 10 UFCs em cada “spot”.
Cada placa continha uma dilui¢do da solugdo de oxacilina, feita através de dilui¢des
seriadas duplas, de forma que as placas tiveram concentracdes de oxacilina variando entre
0,031 e 8 pg/mL. Como controle foi utilizada em cada teste a amostra S. aureus ATCC
29213 (sensivel a oxacilina). Os resultados foram interpretados segundo os critérios do

CLSI (2005).

6. Avaliacao da Diversidade Genética
A avaliagdo da diversidade genética entre as amostras de Enterococcus foi realizada
através da RAPD-PCR ¢ do PFGE e, entre as amostras de S. saprophyticus, somente

através do PFGE.

6.1 Enterococcus



6.1.2 RAPD-PCR

A extracdo do DNA bacteriano das diferentes colonias ¢ a RAPD-PCR foram
realizadas pela metodologia descrita por Pacheco e colaboradores (1997), com
modificagdes.

As amostras foram semeadas em meio agar sangue ¢ incubadas a 37°C por 24 horas.
A suspensdo de cada amostra foi realizada em 3 mL de tampao TE [ Tris HCI 10mM e
EDTA 1mM (pH 8,0)] e, a seguir, uma aliquota de cada suspensdo foi diluida a 1:10 em
agua destilada para a verificagdo da densidade optica (DO) no espectrofotometro a um
comprimento de onda de 600 nm. Para a DO de 0,16, um volume de 500 uL da suspensao
original foi centrifugada a 12.000 x g por 2 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 200
uL de tampao TE e, a seguir, foi submetido a fervura por 10 minutos. Apds a fervura, as
suspensdes foram centrifugadas e o sobrenadante separado e utilizado como fonte de DNA
nas reagdes de amplificagdo.

A reagdo de PCR consistiu de um volume final de 30 pL, constituido por 50 mmM
de cloreto de potasio, 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 3,0 mM de MgCl,, 250 uM de cada
nucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 30 pmol de iniciador, 3 uL de DNA
e 1,5 U de Tagq polimerase (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, Brazil). Foi utilizado o
iniciador 1254 (5 -CCGCAGCCAA- 3’). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador programado para as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial de 94°C por 1
minuto, 4 ciclos de 94°C por 5 minutos, 37°C por 5 minutos e 72°C por 5 minutos, 30 ciclos
de 94°C por 1 minuto, 37°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e extensao final de 72°C por

10 minutos.



Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,8%) em tampao TBE 0,5X (Tris 0,05mM, EDTA 1,25 mM, acido boérico 0,05M), a
100V por 3 horas. A seguir o gel foi corado com brometo de etidio e observado sob luz
ultarvioleta. Foi utilizado um marcador para tamanho de fragmento (100 Base-Pair Ladder,
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) para estimar o tamanho dos produtos da amplificagdo.

A andlise dos perfis obtidos foi realizada visualmente e através do programa Gel
Compar II (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Os célculos da matriz de similaridade dos
perfis encontrados foram realizados pelo coeficiente de Dice e o dendrograma, com
tolerancia de 1,0%, foi gerado pelo método de “Unweighted Pair Group Method Using

Arithmetic Averages” (UPGMA).

6.1.3 Anélise dos Perfis de Fragmentacdo do DNA genomico

A analise dos perfis de fragmentagdo do DNA gendmico foi realizada através do
PFGE, apo6s a andlise inicial da diversidade genética através da RAPD-PCR. O PFGE foi
realizado segundo a metodologia descrita por Teixeira et al (1997), com modificagdes. A
partir do crescimento das amostras em meio TSA por 18 horas a 37°C, foram realizadas
suspensdes em 0,5 mL de tampao PIV (NaCl 1 M e Tris HCl 10 mM [pH 7,6]), de modo a
obter uma turvacao equivalente a escala 5 de Mc Farland. Este volume foi adicionado a um
volume igual de agarose de baixa temperatura de fusdo a 2% (p/v) em PIV e distribuidos
em moldes para a formacao de blocos. Apds a solidificagdo, os blocos foram colocados em
2 mL de uma solugdo de lise [Tris HCI 6mM, NaCl 1M, EDTA 100mM, Brij 58 a 0,5%,
lauril sarcosinato de sodio a 0,5%, 1 mg/mL de lisozima e 5 U/mL de mutanolisina] por 18-

24 horas a 37°C, sob agitacdo suave. Em seguida, a solucdo de lise foi retirada e substituida



por 2mL de solugdo ESP (EDTA 0,5 M, lauril sarcosinato de sédio a 1% e proteinase K em
concentragdo final de 0,1 mg/mL). Esta solugdo foi incubada por 18-24 horas a 50°C. A
seguir, a solucdo ESP foi trocada por uma nova solugdo de mesma composicdo e foi
novamente incubada. Os blocos foram colocados em uma solu¢do ESP sem a proteinase K
e foram feitas lavagens dos blocos em tampao TE (Tris HCl 10 mM [pH 7,6] ¢ EDTA 0,1
mM) por cinco vezes (trés por 1 hora e duas por 2 horas) a 37°C, sob agitagdo suave.
Posteriormente, dois blocos de cada amostra foram colocados em uma solu¢do contendo
180 puL de agua milliQ estéril e 20 puL de tampao especifico para a enzima Smal e
incubadas por 1 hora a 25° C. Em seguida, a solugdo foi retirada e trocada por uma nova
solucdo contendo 179 pL de dgua milliQ, 20 uL de tampao e 1 pL da enzima Smal (20
U/uL) por 18-24 horas a 25°C. Apds este periodo, os blocos foram fundidos a 72°C e
aplicados no gel de agarose a 1,2% (p/v) em tampdo TBE 0,5X (Tris 0,05 mM, EDTA 1,25
mM e acido boérico 0,05 M).
A eletroforese de campo pulsado foi realizada em um equipamento CHEF
DR III (Bio Rad, Hercules, EUA) e os parametros utilizados na corrida foram: 6 V/cm a
temperatura de 13°C, com pulso inicial de 5 segundos, pulso final de 35 segundos, por 25
horas. Apds a eletroforese, o gel foi corado em uma solugdo de brometo de etidio por 20
minutos, descorado em agua destilada por 1 hora, visualizado sob luz ultravioleta e
fotografado para analise posterior. Um marcador para tamanho de fragmento foi utilizado
(50-1000 Kb Pulse-Marker, Sigma) para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA.
A andlise dos perfis obtidos foi realizada visualmente e através do programa Gel
Compar II (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Os célculos da matriz de similaridade dos

perfis encontrados foram realizados pelo coeficiente de Dice e o dendrograma, com



tolerancia de 1,0%, foi gerado pelo método de “Unweighted Pair Group Method Using

Arithmetic Averages” (UPGMA).

6.2. S. saprophyticus

6.2.1 Analise dos Perfis de Fragmentacao do DNA Gen6mico

A analise dos perfis de fragmentagdo do DNA gendmico, através do PFGE, foi
realizada segundo a metodologia descrita por Teixeira et al (1997), com modificagdes. A
partir do crescimento das amostras em meio TSA por 18 horas a 37°C, foram realizadas
suspensdes em 0,5 mL de tampdo PIV (NaCl 1 M e Tris HCI 10 mM [pH 7,6]). Uma
aliquota de cada suspensdo foi diluida a 1:10 em agua destilada para a verificagdo da
densidade oOptica (DO) no espectrofotometro a um comprimento de onda de 600 nm, de
modo a obter uma DO de 1,5. Este volume foi adicionado a um volume igual de agarose de
baixa temperatura de fusdo a 2% (p/v) em PIV e distribuidos em moldes para a formacgao de
blocos. Apds a solidificacdo, os blocos foram colocados em 2 mL de uma solugdo de lise
(Tris HCI 6mM [pH 7,6], NaCl 1M, EDTA 100mM [pH 7,5], Brij 58 a 0,5%, lauril
sarcosinato de sédio a 0,5%, 0,5 mg/mL de lisozima e 0,05 mg/mL de lisostafina) por 18-
24 horas a 37°C, sob agitacdo suave. Em seguida, a solucdo de lise foi retirada e substituida
por 2mL de solugdo ESP (EDTA 0,5 M, lauril sarcosinato de sédio a 1% e proteinase K em
concentragdo final de 0,1 mg/mL). Esta solugdo foi incubada por 18-24 horas a 50°C. A
seguir, a solucdo ESP foi trocada por uma nova solucdo de mesma composicdo e foi
novamente incubada 18-24 horas a 50°C. Os blocos foram colocados em uma solu¢ao ESP
sem a proteinase K e foram feitas lavagens dos blocos em tampao TE (Tris HCI 10 mM

[pH 7,6] ¢ EDTA 0,1 mM) por cinco vezes (trés por 1 hora e duas por 2 horas) a 37°C, sob



agitacdo suave. Posteriormente, dois blocos de cada amostra foram colocados em uma
solucdo contendo 180 pL de dgua milliQ estéril e 20 pL de tampao 10X especifico para a
enzima Smal e incubadas por 1 hora a 25° C. Em seguida, a solugdo foi retirada e trocada
por uma nova solu¢do contendo 179 uL de agua milliQ, 20 pL. de tampao 10X e 1 uL da
enzima Smal (20 U/uL) por 18-24 horas a 25°C. Apoés este periodo, os blocos foram
fundidos a 72°C e aplicados no gel de agarose a 1,3% (p/v) em tampao TBE 0,5X (Tris 0,05
M, EDTA 1,25 M ¢ 4cido bérico 0,05 M).

A eletroforese de campo pulsado foi realizada em um equipamento CHEF DR III
(Bio Rad, Hercules, EUA) e os parametros utilizados na corrida foram: 200 V (6 V/cm) a
temperatura de 13°C, com pulso inicial de 5 segundos, pulso final de 35 segundos, por 25
horas. Apos a eletroforese, o gel foi corado em uma solucdo de brometo de etidio (0,5
png/mL) por 30 minutos, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado para andlise
posterior. Foi utilizado um marcador padrao para a observacao do tamanho dos fragmentos
de DNA obtidos (50-1000 Kb Pulse-Marker, Sigma).

A andlise dos perfis obtidos foi realizada visualmente e através do programa Gel
Compar II (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Os célculos da matriz de similaridade dos
perfis encontrados foram realizados pelo coeficiente de Dice e o dendrograma, com
tolerancia de 1,0%, foi gerado pelo método de “Unweighted Pair Group Method Using

Arithmetic Averages” (UPGMA).



RESULTADOS

1. Amostras Bacterianas

Foram coletadas 311 amostras de urina, sendo 276 provenientes de pacientes
atendidos no servigo de pronto atendimento do Hospital Municipal Miguel Couto e 35 do
Hospital Sao Lucas. Dentre o total de amostras, 163 apresentaram resultado de urinocultura
positiva e 148 apresentaram resultado de cultura negativa (Tabela 3).

A realizagdo dos testes de identificagdo presuntiva das 163 amostras bacterianas
isoladas a partir das culturas positivas permitiu a classificacdo de 101 amostras de E. coli,
37 amostras de S. saprophyticus, 17 amostras de Enterococcus € 8 amostras de outras
enterobactérias (Figura 3). Para a identificagdo presuntiva de S. saprophyticus e
Enterococcus sp., uma colonia isolada de cada amostra foi submetida a coloracdo de Gram
e a prova da catalase. Os cocos Gram-positivos catalase-positivos, foram submetidos aos
testes da coagulase, resisténcia a novobiocina e bacitracina € os cocos Gram-positivos
catalase-negativos foram submetidos ao teste da hidrolise do PYR e hidrélise da esculina na
presenca de sais biliares.

A partir de cada placa de CLED cuja amostra foi identificada presuntivamente como

S.saprophyticus ou como Enterococcus sp., foram selecionadas cinco colonias ou menos e



estas foram cultivadas em placas de agar sangue. As 37 amostras de S. saprophyticus foram
representadas por um total de 178 colonias e as 17 amostras de Enterococcus foram
representadas por 81 colonias. A Tabela 4 mostra o nimero de coldnias isoladas de cada

amostra identificada presuntivamente como S. saprophyticus e Enterococcus sp.

2. Identificacio Bacteriana

Apos a realizagdo do esquema de identificagdo bioquimica para as 37 amostras (178
colonias) identificadas presuntivamente como S. saprophyticus, observou-se que apenas 27
dentre estas (135 colonias) apresentaram o perfil bioquimico correspondente ao de S.
saprophyticus subsp. saprophyticus, que ¢ caracterizado por um resultado positivo nos
testes de resisténcia a novobiocina, produgao da enzima urease e produgao de acido a partir
da utilizagao dos carboidratos manose e trealose, € por um resultado negativo nos testes de
hidrélise do PYR e descarboxilagdo da ornitina. As outras 10 amostras (43 coldnias), todas
resistentes a novobiocina, apresentaram perfil diferente de S. saprophyticus nos outros
testes realizados, porém, no presente estudo, ndo foi realizada a identificacdo confirmatéria
para estas amostras. A Tabela 5 mostra os diferentes perfis fisioldogicos encontrados para
estas amostras ndo identificadas de estafilococos coagulase negativos. Todas as colonias de
cada amostra de Staphylococcus sp. avaliada apresentaram o mesmo perfil fisiologico.

A realizagdo dos testes bioquimicos e fenotipicos para as 17 amostras previamente
identificadas como Enterococcus sp. confirmou a identificagdo ao nivel de género para
todas as amostras, caracterizada pelo resultado positivo para os testes da hidrdlise da

esculina em presenca de bile, da hidrolise do PYR e do LAP e para o crescimento



bacteriano em alta concentracao (6,5%) de NaCl. A realizagdao dos testes de identificacao
ao nivel de espécie possibilitaram a identificagdo de 16 amostras (76 colonias) como E.
faecalis, dentre as quais, 15 apresentaram o perfil fisiologico caracteristico da espécie,
caracterizado por um resultado positivo para a utilizagdo dos carboidratos sacarose, sorbitol
¢ manitol e negativo para a utilizagdo de sorbose, MGP, arabinose e rafinose, um resultado
positivo para os testes de hidrolise da arginina e utilizagdo do piruvato, e negativo para os
testes da motilidade e da pigmentagdo e uma amostra (5 colonias) dentre as 16 apresentou
atipia no teste da hidrolise da arginina, apresentando um resultado negativo, porém, nos
outros testes apresentou o perfil caracteristico da espécie. Uma tnica amostra apresentou
variagdo nos testes entre as colonias, apresentando 4 colonias com perfil semelhante ao da
espécie E. casseliflavus, exceto pelo teste da motilidade, e uma coldnia de Enterococcus
ndo identificada ao nivel de espécie, caracterizando uma infec¢ao polimicrobiana. A Tabela
6 mostra os diferentes perfis fisioldgicos, tipicos e atipicos, encontrados para as amostras

de Enterococcus.

3. Avaliacao da susceptibilidade aos antimicrobianos
No teste de disco difusdo ndo foram observadas variagdes na susceptibilidade frente

aos antimicrobianos entre as diferentes colonias isoladas de um mesmo espécime clinico.

3.1 8. saprophyticus

Dentre as 27 amostras de S. saprophyticus, 26 (96,3%) apresentaram resisténcia a
pelo menos um dos antimicrobianos testados. Dentre estas, 6 (22,2%) foram resistentes a

apenas um antimicrobiano e 20 (74,1%) apresentaram resisténcia a dois ou mais



antimicrobianos. Os percentuais de resisténcia mais elevados foram observados em relacao
a oxacilina (96,3%) e a cefoxitina (74%) e uma menor porcentagem de amostras apresentou
resisténcia a ampicilina (22,2%), trimetoprim-sulfametoxazol (37%), gentamicina (3,7%),
norfloxacina (3,7%) e ciprofloxacina (3,7%) (Figura 4). Nenhuma amostra apresentou
resisténcia aos antimicrobanos levofloxacina, gatifloxacina, linezolida, vancomicina e
nitrofurantoina. Os principais perfis de resisténcia encontrados entre as amostras foram:
resisténcia concomitante a oxacilina e cefoxitina (74%), resisténcia concomitante a
oxacilina, cefoxitina e trimetoprim-sulfametoxazol (33,3%) e resisténcia concomitante a

ampicilina, oxacilina e cefoxitina (22,2%) (Figura 5).

3.2 Enterococcus sp.

Apenas uma entre as 17 amostras de FEnterococcus estudadas apresentou
sensibilidade a todos os antimicrobianos testados. A maioria das amostras apresentou
resisténcia as quinolonas ciprofloxacina (88,2%) e norfloxacina (52,9%), sendo que dentre
as resistentes a ciproploxacina, 64,7% apresentaram resisténcia intermediaria, e dentre as
resistentes a norfloxacina, 29,4% apresentaram resisténcia intermedidria. Um menor
percentual de resisténcia entre as amostras foi observado para as quinolonas gatifloxacina e
levofloxacina, com taxas de 5,9% e 17,6%, respectivamente (Figura 6).

Todas as amostras foram sensiveis aos antimicrobianos ampicilina, linezolida e
vancomicina e apenas uma amostra apresentou resisténcia intermedidria a nitrofurantoina.

Os percentuais de resisténcia aos altos niveis de aminoglicosideos foram de 29,4%

ara a estreptomicina e de 11,7% para a gentamicina. Todas as amostras resistentes a niveis
9



elevados de aminoglicosideos apresentaram resisténcia concomitante a pelo menos uma das

quinolonas gatifloxacina, ciprofloxacina, levofloxacina ou norfloxacina.

4. Determinacao da CMI da oxacilina para amostras de S. saprophyticus

A Figura 7 mostra os valores de concentragdes da oxacilina (em pg/mL) em fung¢do
do nimero de amostras. As amostras para as quais a CMI da oxacilina foi maior ou igual a
0,5 ng/mL foram consideradas resistentes e as que apresentaram CMI menores ou iguais a
0,25 pug/mL foram consideradas sensiveis. O teste de diluicdo da oxacilina em agar
confirmou os resultados do teste de disco-difusdo, sendo 26 dentre as 27 amostras
resistentes a oxacilina, ou seja, 26 amostras apresentaram valores de CMI maiores ou iguais

a 0,5 pg/mL.

5. RAPD-PCR para as amostras de Enterococcus

As 81 coldnias isoladas a partir de 17 espécimes clinicos foram submetidas ao
método de RAPD-PCR para verificar possiveis variacdes genotipicas entre as colonias de
cada amostra. Na figura 8 pode-se observar que dentre as 17 amostras, apenas 2
apresentaram variagdo genotipica entre as coldnias (amostras 13b e 95). Uma destas
amostras foi aquela que apresentou uma das coldnias com identificacdo fenotipica ao nivel
de espécie diferente das outras colonias e foi identificada como E. faecalis (colonia 13b-4)
enquanto as outras quatro coldnias apresentaram um perfil fisiologico semelhante ao de E.
casseliflavus (colonias 13b-1, 2, 3 e 5). J& a segunda amostra para qual foi observada
variagao no perfil de bandas entre as diferentes coldnias teve o perfil fenotipico igual para

as cinco coldnias, porém, uma das colonias (colonia 95-1) apresentou um perfil genotipico



diferente das outras quatro (colonias 95-2 a 5). Assim, através do RAPD-PCR realizado
para todas as colonias das 17 amostras de enterococos foi possivel identificar 19 diferentes
perfis genotipicos, sendo 18 de E. faecalis ¢ um do microrganismo com o perfil fisiologico
semelhante a E. casseliflavus. A seguir, foi realizado um RAPD-PCR para uma colonia de
cada amostra de E. faecalis, exceto a amostra que teve dois perfis de bandas diferentes
entre as cinco coldnias, que teve duas diferentes colonias submetidas ao RAPD-PCR.

As andlises visual e automatizada do gel de RAPD (tolerancia maxima de 1%) com
as 18 diferentes colonias permitiram a observagdo de 17 diferentes perfis de fragmentacao
distintos, ja que duas amostras apresentaram perfis de bandas indistinguiveis (67-1 e 260-
1). Os perfis apresentaram de 10 a 17 bandas consideradas. Desessete dentre as 18 amostras
apresentaram um percentual de similaridade entre si que variou de 75% a 100%. Somente
uma amostra (48-1) apresentou percentual de similaridade de 65% com as demais (Figura

9).

6. PFGE para as amostras de Enterococcus faecalis

A andlise visual e computadorizada dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico
dos Enterococcus, com tolerancia maxima de 1% e considerando 100% de similaridade,
permitiu a observagdo de 17 perfis de fragmentacdo distintos. Tais perfis levaram em
consideracdo a auséncia ou presenca de bandas formadas por fragmentos de DNA
genomico do mesmo tamanho. Os perfis apresentaram de 9 a 14 bandas. As duas amostras
que apresentaram perfis de bandas indistinguiveis através do RAPD-PCR (67-1 e 260-1),
também apresentaram perfis de bandas indistinguiveis segundo o perfil de fragmentacdo

obtido através do corte com a enzima Smal, através do PFGE . O percentual de similaridade



entre 17 amostras variou de 68% a 100% e apenas uma amostra (95-1) apresentou um

percentual de similaridade de 45% com as demais amostras (Figura 10).

7. PFGE para as amostras de S. saprophyticus

A anélise visual e computadorizada dos perfis de fragmentacdo do DNA gendmico
das 27 amostras de S. saprophyticus, com tolerdncia maxima de 1% e considerando 100%
de similaridade permitiu a observacao de 25 perfis de fragmentacao distintos. Dentre as 27
amostras, 3 apresentaram perfis de fragmentacdo indistinguiveis entre si (80-1, 104-1 e
133-1). Os perfis apresentaram de 9 a 12 bandas. O percentual de similaridade de 26 dentre
as 27 amostras variou de 69% a 100% e somente uma amostra apresentou percentual de

similaridade de 50% com as demais amostras (278-1) (Figura 11).



Tabela 1. Esquema de identificacio de estafilococos coagulase-negativos clinicamente

importantes. *

Espécies Novobiocina Urease Utilizagéo PYR Ornitina
(5mg) da manose descarboxilase

Mais frequentemente isoladas

Grupo S. epidermidis® S + + - d
Grupo S. haemolyticus ° S - - + -
Grupo S. saprophyticus® R + 5 5 5
S. lugdunensis S d + + +
Grupo S. warneri® S + - - -
S. schleiferi subsp. schleiferi S - + + -
Menos frequentemente isoladas

S. simulans S + d + -
S. capitis subsp. capitis S - + - -
S. cohnii subsp. cohnii R - d - -
Grupo S. cohnii’ R + + d -

@ +, resultado positivo; -, resultado negativo; d, resultado positivo ou negativo R, resistente, S, susceptivel .
® Quando a ornitina descarboxilase é negativa: trealose negativa e manitol negativo, é confirmado

S. epidermidis ; trealose positiva, manitol negativo, suspeita-se de S. caprae; trealose negativa, manitol
positivo, suspeita-se de S. capitis subsp. urealyticus.
¢ producéo de acetoina positiva, & confirmado S. haemolyticus; produgéo de acetoina negativa, lactose
negativa, suspeita-se de S. auricularis; produgéo de acetoina negativa, lactose positiva, suspeita-se de

S. casseolyticus.
“ Trealose positiva, é confirmado S. saprophyticus subsp. saprophyticus; trealose negativa, suspeita-se de
S. hominis subsp. novobiosepticus.
° B-glicosidase positiva, crescimento anaerdbico positivo, é confirmado S. warneri; p-glicosidase negativa,
crescimento anaeroébico negativo, suspeita-se de S. hominis subsp. hominis .
' Xilose positiva, suspeita-se de S. xylosus; xilose negativa, suspeita-se de S. cohnii subsp. urealyticum .

Extraida de De Paulis e colaboradores, 2003, com modificagdes.



Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas utilizadas para a identificacio das espécies de

Enterococcus e de outros microrganismos relacionados.

Espécies Caracteristica fenotipica
MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SAC PIR MGP
Grupo |
E. avium + + S + + - - - - + + Vv
E. gilvus + + - - + + - - + + + -
E. malodoratus + + - - - + - - - + - Vv
E. pallens + + - - + + - - + + - +
E. pseudoavium + + S > + - - - - + + +
E. raffinosus + + - + + + - - - + + Vv
E. saccharolyticus + + - - + + = - - + - +
Grupo |l
E. faecalis +4 - +d - + - + - . T )
Lactococcus sp. + - + - - - - . Vv _
E. faecium +9 - + + vV V - . B} 49 ) )
E. casseliflavus + - +4 4 Vv + 40 4d 0 4d g vV +
E. gallinarum + = +4 4 - + - H . + - +
E. mundtii + - + + \VJ + - - + + - .
Grupo lll
E. dispar - - + = > + - - - + + +
E. durans - - + - - - - - - - - -
E. hirae - - + = = + - - - + - -
E. porcinus - - + - - - - - - . . -
E. ratti = = + - - - - , - . . ;
Grupo IV
E. asini - - S = - - - - - + - .
E. cecorum - - - - + + - - - + + -
E. sulfureus - - S = = + - - + + _ +
Grupo V
E. columbae + - = + + + - - - + + .
Vagococcus sp. + - - - + - - + - + - +

Abreviagoes e simbolos: MAN, manitol; SOR, sorbose; ARG, arginina; SBL, sorbitol; RAF, rafinose;
TEL, telurito 0,04%; MOT, motilidade; PIG, pigmento; SAC, sacarose; PIR, piruvato; MGP,
metil-a-D-glicopiranosideo; +, 90% (ou +) das amostras séo positivas; -, 10% (ou -) das amostras sao
positivas; V, variavel (11 a 89% das amostras séo positivas); d, exce¢des ocasionais (< 3% das
amostras apresentam reagdes atipicas).

Extraida de Teixeira & Facklam, 2003, com modificagdes.



Tabela 3. Nimero de urinoculturas positivas e negativas provenientes de pacientes
atendidos no Hospital Municipal Miguel Couto (HMMC) e no Hospital Sao Lucas

(HSL) na cidade do Rio de Janeiro no periodo de mar¢o a novembro de 2005.

HMMC HSL Total

Cultura positiva 141 (51,1%) 22 (62,9%) 163 (52,4%)
Cultura negativa 135 (48,9%)  13(37,1%) 148 (47,6%)

Total 276 (100%)  35(100%) 311 (100%)




Tabela 4. Numero de colonias por amostras de Staphylococcus saprophyticus e

Enterococcus isoladas de I'TUs comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no periodo

de marc¢o a novembro de 2005.

Espécie N° de amostras N° de colbnias Total de colbnias isoladas
1 2 3 4 5
S. saprophyticus 37 01 01 35 178
Enterococcus 17 01 01 15 81

* Durante a contagem das UFCs, as culturas que apresentaram um niimero de UFC para
cada 10pL de urina menor que 10 (10> UFC/mL) foram consideradas positivas quando

eram proveniantes de mulheres gravidas.



Tabela 5. Perfis fenotipicos das amostras de S. saprophyticus e de outros estafilococos
coagulase-nagativos resistentes a novobiocina nio identificados em espécies, isolados
de ITUs comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no periodo de mar¢o a novembro

de 2005.

PERFIL FENOTIPICO
S. saprophyticus™® ECNSs resistentes a novobiocina

Teste 1 2 3 4
Urease + - - +
Manose - + + +
Trealose + + + +
Hidrdlise do PYR - - + +
Descarboxilagdo da ornitina - - - -
Novobiocina R R R R
Total de amostras 27 7 1 2
Total de colénias 135 28 5 10

R, resistente
* Todas as amostras identificadas como S. saprophyticus apresentaram o mesmo perfil.
ECNs, Estafilococos Coagulase Negativos



Tabela 6. Perfis fenotipicos das amostras de Enterococcus isoladas de ITUs

comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no periodo de marco a novembro de 2005.

PERFIL FENOTIPICO
E. faecalis Enterococus (ndo-faecalis)

Testes 1t 2 3" 4"
Manitol + + o +
Sorbose - - - -
Hidrdlise da arginina + - + +
Arabinose - - - +
Sorbitol + ¥ + -
Rafinose - - - +
Motilidade - - - -
Producdo de pigmento - - - +
Sacarose + + + +
Utilizag&o do piruvato + + + -
MGP = = + +
Total de amostras 15 1 1
Total de colbnias 71 5 1 4
t, perfil tipico
a, perfis atipicos

n, perfis de amostras ndo identificadas
* Perfil atipico na hidrdlise da arginina



Figura 1. Esquema de identificacio presuntiva realizado para uma colonia de cada

amostra de Cocos Gram-positivos.

Identificagiio Presuntiva
Gram (CG+) Gram (CG+)
Catalase (+) Catalase {-)
Coagulase () PYR (+)
Movobiocina (B) Hidrdlize da
Bacitracina (R esculina (*)

S, saprophyticus Erteracoccus sp.

(37 amostras) {17 amosiras)




Figura 2. Esquema de identificacio confirmatoria das 37 amostras identificadas
presuntivamente como S. saprophyticus e para as 17 amostras identificadas como
Enterococcus sp isoladas de ITUs comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no

periodo de marc¢o a novembro de 2005.

Identificacdo Confirmmatdna

3T amostras |Tatmostras
(178 coldrias) (81 ool drdas)
Crrarn (C0+)
Chrarn (0 Catalase (-)
Clatalaze (+) FYR (4
Coagulase (-) LAP(+H

Hidrélize da eaculina (+)

Movrobioe iva (R
Bacitracina (B Crescimento e 6, 5% de HaCl(+)
Produgdn de Tease (+) Utilizagio dos agicares:
Utilizag#o de manose (-) SACAI0E
Utilizagdn de trealoss (+) sothose
FVR (- LGP
Descaboxilagio da omitina () sothitol
arahitiogs
rafihose
rratitol
Hirdrilise da argining
Utilizagio do pinreato
Ivbtilidade
Pizmentagdo

CG+, cocos Gram-positivos
MGP, metil a-D- glicopiranosideo
R, resisténcia

+, reacdo positiva

-, reagdo negativa



Figura 3. Identificacio presuntiva das 163 amostras bacterianas isoladas de ITUs

comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no periodo de marco a novembro de 2005.

m Escherichia coli

17

m Staphylococcus saprophyticus

O Enterococcus sp.

37

101 o Outras enterobactérias



Figura 4. Resisténcia aos antimicrobianos entre as 27 amostras de S. saprophyticus isoladas de ITUs comunitarias na cidade do Rio de

Janeiro no periodo de marc¢o a novembro de 2005.

96,3
100+

74,0

Percentual de 60
amostras de S.
saprophyticus 50 37,0
resistentes 40-
22,2

3,7 3,7 3,7
= & 7
Amp Cef Cip Gen Nor Oxa TSX

Antimicrobianos

Amp, ampicilina; Cef, cefoxitina; Cip, ciprofloxacina; Gen, gentamicina; Nor, norfloxacina; Oxa, oxacilina; TSX, trimetoprim-
sulfametoxazol
* Todas as amostras foram sensiveis aos antimicrobanos levofloxacina, gatifloxacina, linezolida, vancomicina e nitrofurantoina.



Figura 5. Perfis de resisténcia predominantes entre as 27 amostras de S. saprophyticus isoladas de ITUs comunitarias na cidade do Rio

de Janeiro no periodo de marco a novembro de 2005.

100 74,0
90-

80-

70-
P tual d
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amostras de S. 33.3
. 50+ ’
saprophyticus

. 40-
resistentes 30

20
10

22,2

Oxa e Cef Oxa, Cef e TSX Oxa, Cef e Amp

Antimicrobianos

Amp, ampicilina; Cef, cefoxitina; Oxa, oxacilina; TSX, trimetoprim-sulfametoxazol



Figura 6. Resisténcia aos antimicrobianos entre as 17 amostras Enterococcus isoladas de ITUs comunitarias na cidade do Rio de Janeiro

no periodo de marc¢o a novembro de 2005.

100+, 88,2
90
80
70
Percentual de 60-
amostras de 50 |

Enterococcus
resistentes  40- 29,4

30 17,6
20- 11,7

10 > ' >
Cip Est Gat Gen Lev Nit Nor
(300) (120)

Antimicrobianos

52,9

Cip, ciprofloxacina; Est, estreptomicina (300 ng); Gat, gatifloxacina; Gen, gentamicina (120 pg)

Lev, levofloxacina; Nit, nitrofurantoina; Nor, norfloxacina

* Todas as amostras foram sensiveis aos antimicrobianos ampicilina, linezolida e vancomicina e apenas uma amostra apresentou
resisténcia intermediaria a nitrofurantoina.
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Rio de Janeiro no periodo de marco a novembro de 2005.
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Figura 8. Perfis de RAPD-PCR representativos de algumas das diferentes colonias de cada amostra de Enterococcus isoladas de ITUs

comunitarias na cidade do Rio de Janeiro no periodo de marco a novembro de 2005.

MT1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 MT MT 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 MT

1000 1000
600 600
400

MT- Marcador de tamanho de DNA (pb) MT- Marcador de tamanho de DNA (pb)
1- amostra E. faecalis 285-5 13- amostra E. faecalis 95-1
2- amostra Enterococcus sp. 13b-1 14- amostra E. faecalis 95-2
3- amostra Enterococcus sp. 13b-2 15- amostra E. faecalis 95-3
4- amostra Enterococcus sp. 13b-3 16- amostra E. faecalis 95-4
5- amostra E. faecalis 13b-4 17- amostra E. faecalis 95-5
6- amostra Enterococcus sp. 13b-5 18- amostra E. faecalis 98-1
7- amostra E. faecalis 21c-1 19- amostra E. faecalis 98-2
8- amostra E. faecalis 21c-2 20- amostra E. faecalis 98-3
9- amostra E. faecalis 21¢-3 21-amostra E. faecalis 98-4
10- amostra E. faecalis 21c-4 22-amostra E. faecalis 98-5
11-amostra E. faecalis 48-1 23-amostra E. faecalis 99-1

12- amostra E. faecalis 48-3 24- amostra E. faecalis 99-2



Figura 9. Dendrograma obtido apds a analise dos perfis de RAPD-PCR para as amostras Enterococcus sp. isoladas de ITUs na

cidade do Rio de janeiro, no periodo de marco a novembro de 2005.
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Figura 10. Dendrograma gerado apods analise computadorizada dos perfis de fragmentacio do DNA cromossomico de amostras

de Enterococcus faecalis ap6s digestao com a enzima de restricio Smal.
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Figura 11. Dendrograma gerado apo6s analise computadorizada dos perfis de fragmentacio do DNA cromossomico de amostras

de Staphylococcus saprophyticus apos digestao com a enzima de restricao Smal.
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DISCUSSAO

1. Ocorréncia de ITUs comunitirias causadas por S. saprophyticus e espécies de

Enterococcus

As infecg¢des no trato urinario estdo entre as infec¢des bacterianas mais comuns que
acometem os seres humanos, contribuindo com uma alta taxa de morbidade e gerando altos
custos associados a saude (Foxman et al, 2000).

No presente estudo, S. saprophyticus foi o segundo agente etioldgico mais isolado a
partir das ITUs comunitarias, depois de E. coli. A taxa de incidéncia foi de 16,5%, maior do
que a taxa encontrada em outros trabalhos. Por exemplo, em um estudo realizado nos
Estados Unidos, a incidéncia de S. saprophyticus foi de 7% em uma clinica de Doengas
Sexualmente Transmissiveis e 8% em um Servico de Saude Estudantil (Gupta et a/, 1999).
Em outro estudo realizado pela Alianca Colaborativa Norte-Americana de Infec¢do no
Trato Urinario (NAUTICA), com amostras isoladas dos Estados Unidos e do Canada, a
freqiiéncia de isolamento de S saprophyticus foi de apenas 1,2% dentre as 1990 amostras.
Ainda assim, varios outros estudos mostram que este microrganismo ¢ a segunda causa
mais freqiiente de infec¢des no trato urinario em mulheres jovens, com taxas de isolamento
entre 5 e 25% do total de amostras (Nicolle & Harding, 1982; Pead, Maskell & Morris,
1985; Schneider & Riley, 1996; Gupta, 2003; Raz, Colodner & Kunin, 2005).

O trato gastrointestinal ¢ o maior reservatorio de S. saprophyticus. Um estudo
antigo demonstrou que a colonizagdo de S. saprophyticus no reto, vagina e uretra estavam

associados a ITU causada por este microrganismo (Latham, Running & Stamm, 1983).



Dentre as infecgdes causadas por enterococos, as ITUs sdo as infecgdes mais
freqiientes, sendo a maioria destas de aquisi¢do hospitalar. Entretanto, varios estudos tém
demonstrado a presenca de enterococos como agente etiologico em ITUs adquiridas na
comunidade. Um dentre esses trabalhos, realizado na Grécia, relatou uma taxa de
incidéncia de 5,1% de E. faecalis dentre o total das ITUs comunitarias (Bistori ef al, 2005).
Farrel e colaboradores, em um outro estudo realizado no Reino Unido em 2003,
observaram que dentre as 397 amostras isoladas de pacientes com menos de 65 anos de
idade, 3,8% foram identificadas como E. faecalis. Ja entre as 392 amostras de pacientes
com mais de 65 anos, a taxa de isolamento de E. faecalis foi de 5,9% nas ITUs adquiridas
na comunidade. Uma taxa similar foi encontrada na Palestina em 2005, em que 5,2% das
amostras causadoras das ITUs comunitarias foram representadas por E. faecalis (El Astal,
2005). A freqiiéncia de isolamento de enterococos encontrada no presente estudo foi de
10,4%, maior do que as taxas encontradas em outros estudos, sendo de 9,8% para E.
faecalis e de 0,6% para Enterococus com o perfil fisiologico semelhante a E. casseliflavus.
A ocorréncia de E. casseliflavus em ITUs é pouco comum, porém, um trabalho realizado na
fndia, em 2004, por Taneja e colaboradores, encontrou uma amostra (0,7%) de E.
casseliflavus entre 144 amostras isoladas de ITU hospitalar ¢ no presente estudo também
foi encontrada apenas uma amostra com o perfil fisiolégico semelhante a E. casseliflavus
(0,6%) mas que nao teve sua identificacdo confirmada (0,6%), contudo, isolada de ITU

comunitaria.



2. Identificacdo das amostras e diversidade de perfis bioquimicos

Apenas 27 (73,0%) dentre as 37 amostras de estafilococos coagulase negativos
resistentes a novobiocina encontradas neste estudo foram confirmadas como S.
saprophyticus, apds a realizacdo dos testes de identificacdo da espécie. Este resultado
demonstra que outras espécies de estafilococos resistentes a novobiocina, além de S.
saprophyticus, podem causar ITU e, como a maioria dos laboratdrios de analises clinicas
que ndo utilizam sistemas automatizados realiza apenas os testes fenotipicos de
identificagdo presuntiva (catalase, coagulase e resisténcia a novobiocina) para cocos Gram-
positivos causadores de ITU, talvez as taxas de ITUs causadas por S. saprophyticus sejam
menores que as taxas que tém sido relatadas em varios estudos, e outros estafilococos
coagulase-negativos tenham freqiiéncia maior.

O esquema de identificagdo realizado no presente estudo demonstrou ser eficaz na
classificacdo de S. saprophyticus, além de ser relativamente simples, de facil execucdo e de
baixo custo para sua realizagdo. Porém, para a identificacdo dos outros estafilococos
coagulase-negativos resistentes a novobiocina, € insuficiente. De acordo com o esquema,
estes Ultimos poderiam ser classificados como S. cohnii subsp. cohnii, S. cohnii subsp.
urealyticum ou S. xylosus, mas ainda assim, seria necessaria a realizagdo de outros testes
para a sua confirmagao.

Todas as 17 amostras previamente identificadas como Enterococcus sp. tiveram a
sua identificacdo confirmada ao nivel de género. As duas espécies isoladas neste trabalho,
E. faecalis e Enterococcus sp. com perfil semelhante a E. casseliflavus, pertencem ao
mesmo grupo fisioloégico (Grupo II). Uma dentre as 16 amostras identificadas como E.

faecalis apresentou atipia no teste da hidrolise da arginina, o que ja foi descrito em outros



trabalhos. Segundo Teixeira e Facklam (2003), amostras atipicas de qualquer uma das
espécies do Grupo Il (E. faecalis, E faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum e E. mundtii)
podem falhar na hidrolise da arginina e na producao de acido a partir da utilizagao do
manitol. Uma amostra de enterococos teve quatro colonias ndo definitivamente
classificadas e uma coldnia classificada como E. faecalis, isoladas a partir de uma mesma
placa de CLED e, portanto, de um mesmo espécime clinico. Esta colonia de E. faecalis
demonstrou atipia no teste de utilizagdo do MGP, apresentando um resultado positivo. As
colonias do Enterococcus nao-faecalis, portanto, se fossem classificadas como E.
casseliflavus seriam atipicas no teste da motilidade, o que ocorre em menos de 3% das
amostras desta espécie (Carvalho, Teixeira & Facklam, 1998).

A metodologia utilizada para a realizagdo dos testes propostos para a identificagdo
das espécies de enterococos ¢ trabalhosa e requer incubacdo de alguns testes por até uma
semana, sendo necessaria grande disponibilidade de tempo para sua realizagdo, dependendo
do niimero de amostras. Apesar disto, o esquema proposto demonstrou ser eficaz e

adequado para a identificagdo dos enterococos.

3. Avalia¢ao da susceptibilidade aos antimicrobianos

Os dados deste estudo demonstraram que apenas uma amostra (3,7%) de S.
saprophyticus foi sensivel a todos os antimicrobianos testados. Dentre as amostras
resistentes (96,3%), 74,1% apresentaram resisténcia a dois ou mais antimicrobianos e
22,2% foram resistentes a apenas um antimicrobiano. Assim como em outros trabalhos de
avaliagdo da susceptibilidade de amostras de S. saprophyticus aos antimicrobianos, neste

estudo, as taxas de resisténcia foram baixas para a maioria dos antimicrobianos testados,



com excecao da oxacilina, cefoxitina, trimetoprim-sulfametoxazol e ampicilina cujas taxas
foram de 96,3%, 74%, 37% e 22,2%, respectivamente. Para os antimicrobianos
gentamicina, norfloxacina e ciprofloxacina, apenas 3,7% das amostras apresentaram
resisténcia.

Gupta e colaboradores (1999), em um trabalho de prevaléncia da resisténcia
antimicrobiana entre uropatégenos isolados de mulheres jovens de duas diferentes
instituicdes de saude, encontraram entre 82 amostras de S saprophyticus, 13,4% de
resisténcia a ampicilina, 23,4% de resisténcia a tetraciclina, 1,5% de resisténcia ao
trimetoprim-sulfametoxazol ¢ 1% de resisténcia a cefalotina, porém, nenhuma amostra foi
resistente a nirofurantoina e a fluoroquinolona. Em um trabalho realizado com amostras de
ITU de paises da Europa e Canada, todas as 116 amostras de S. saprophyticus analisadas
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos mecilinam, acido nalidixico e fosfomicina,
para os quais tem sido relatada a resisténcia intrinseca de S. saprophyticus, 1,7% de
amostras resistentes a ampicilina, 4,3% a gentamicina ¢ 100% das amostras sensiveis ao
trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina e nitrofurantoina (Kahlmeter, 2003).

Os resultados obtidos através da realizacdo da técnica de dilui¢do em agar para a
determinagdo da concentragdo minima inibitéria da oxacilina para as amostras de S.
saprophyticus confirmou os resultados obtidos através da disco-difusdo, com 26 amostras
resistentes a oxacilina.

Uma amostra de enterococos foi sensivel a todos os antimicrobianos testados e, as
outras 16 amostras apresentaram resisténcia a pelo menos um dentre os seguintes
antimicrobianos: ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina, gatifloxacina, gentamicina e

estreptomicina de altos niveis e nitrofurantoina.



Para os aminoglicosideos foram encontradas 29,4% das amostras resistentes a altos
niveis de estreptomicina e 11,7% resistentes a altos niveis de gentamicina. Essas taxas
foram baixas, se comparadas com aquelas encontradas em outros estudos, como em um
estudo realizado na Espanha com 558 amostras de Enterococcus faecalis isolados de ITU
comunitaria, foram relatadas taxas de 58% de amostras resistentes a estreptomicina e 81%
resistentes a gentamicina (Causse et a/, 2006).

A resisténcia a ciprofloxacina, assim como as outras fluoroquinolonas tem
aumentado, desde a sua introdugdo como terapia empirica para o tratamento de ITUs. Tem
sido relatado em varios estudos o aumento da resisténcia de amostras de Enterococcus sp. a
ciprofloxacina, como demonstrado por El Astal (2005), em um estudo realizado com
amostras isoladas de ITUs, uma taxa de 9,1% de amostras de E. faecalis resistentes a este
antimicrobiano. No presente estudo, a taxa de resisténcia a ciprofloxacina foi de 88,2% para
as amostras de Enterococcus sp., sendo 82,3% para E. faecalis, similar a taxa encontrada
em um estudo realizado na China em que 61,5% das amostras de Enterococcus sp.
apresentou resisténcia a este antimicrobiano (Shao et al, 2003). Diante dessa resisténcia tao
elevada, deve-se restringir o uso de ciprofloxacina para o tratamento empirico de ITUs
comunitarias causadas por amostras de Enterococcus sp. na cidade do Rio de Janeiro.
Contudo, novos estudos de avaliacdo da susceptibilidade, ndo sé dos enterococos, como das
outras espécies principais causadoras de ITU aos antimicrobianos comumente utilizados no
tratamento destas infecgdes sdo necessarios, a fim de se ter um conhecimento mais amplo e
real sobre a resisténcia de tais amostras, ndo s6 no Rio de Janeiro, como em todo o Brasil,

para conduzir o tratamento das ITUs.



4. Avaliacao da diversidade genética através de RAPD-PCR e PFGE

Através das técnicas de RAPD-PCR e de PFGE foi possivel observar uma grande
diversidade genética entre as amostras de Enterococcus incluidas neste estudo. No RAPD-
PCR realizado para as 81 colonias de Enterococcus foi possivel observar que duas amostras
apresentaram variacdo genotipica entre as colonias. Uma delas apresentou duas espécies
diferentes de Enterococcus, E. faecalis ¢ Enterococcus com perfil semelhante a E.
casseliflavus, a partir de um mesmo espécime clinico € a outra amostra teve as cinco
coldnias com o mesmo perfil fenotipico, mas uma das coldnias apresentou perfil de bandas
diferente das outras. Esse resultado foi comparavel ao encontrado em um estudo de
avaliacdo da policlonalidade de bacteremias causadas por amostras de estafilococos
coagulase-negativos, em que nove colonias de cada amostra que teve hemocultura positiva
foram selecionadas e isoladas. Através da tipagem por PFGE foram encontradas algumas
variagdes nos perfis de bandas entre as coldnias e concluiu-se que, na maioria dos casos, as
variagdes representaram contaminagdo € em poucos casos ocorreu bacteremia policlonal
(Sharma et al, 2001).

Através do RAPD-PCR e PFGE realizados para as 18 colonias de E. faecalis que
apresentaram perfis de bandas diferentes no RAPD-PCR para as 81 coldnias, observou-se
que duas coldnias, isoladas de diferentes pacientes, apresentaram perfis de bandas
idénticos, demonstrando a ocorréncia de ITU comunitaria em dois pacientes causadas pelo
mesmo clone.

Similar ao observado para os Enterococcus, a analise do PFGE realizado para as 27
amostras de S. saprophyticus possibilitou a observacdo de trés amostras com perfis de

bandas idénticos, demonstrando serem o mesmo clone.



Nao ha dados no Brasil nem no mundo, sobre ocorréncia de ITUs comunitarias
causadas por um mesmo clone entre amostras de S. saprophyticus e de Enterococcus sp.,
portanto, € necessaria a realizacdo de mais estudos, com um ntimero maior de amostras a
fim de wverificar a clonalidade entre as ITUs comunitarias causadas por estes

microrganismos.



CONCLUSOES

v" Os dados deste estudo confirmaram que S. saprophyticus é o segundo agente
etiologico mais freqliente de ITU comunitaria e que os Enterococcus, apesar de

menos freqilientes, sdo importantes agentes etiolégicos de ITU comunitaria;

v' As altas taxas de resisténcia a ciprofloxacina entre as amostras de Enterococcus
encontradas neste estudo sugerem que deve-se restringir o uso deste antimicrobiano
para o tratamento empirico de infec¢des urinarias de origem comunitaria causadas

por estes microrganismos na cidade do Rio de Janeiro;

v’ As variagdes genotipicas encontradas entre as colonias isoladas de cada amostra de
Enterococcus sugerem que mais de um clone pode estar envolvido em uma ITU

comunitaria;

v" O RAPD-PCR e PFGE sido técnicas eficazes para a tipagem de amostras de

Enterococcus sp.;

v Foi encontrada uma grande diversidade de gendtipos, tanto entre as amostras de S.
saprophyticus quanto entre as amostras de E. faecalis. Entretanto, algumas
amostras, tanto uma espécie quanto de outra, isoladas de diferentes pacientes em
diferentes regides geograficas, apresentaram 100% de similaridade entre os
genotipos, demonstrando a possibilidade de existéncia de uma fonte comum para

amostras destas espécies que causam ITU na comunidade.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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