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RESUMO 
 
 
Felipe Mactavisch da Cruz 
 
 
DESENVOLVIMENTO E APLICAÇÃO DE UMA TÉCNICA DE PCR 
MULTIPLEX PARA A IDENTIFICAÇÃO DE ENTEROCOCCUS RESISTENTES 
A VANCOMICINA 
 
Orientadora: Lúcia Martins Teixeira 
 
Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em Ciências 
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio 
de  Janeiro,  como  parte  dos  requisitos  necessários  para  a  obtenção  do  título  de  Mestre  em 
Ciências Biológicas. 
 
Enterococcus  constitui  um  gênero  peculiar  devido  à  sua  notável 
capacidade de adquirir novos mecanismos de resistência, destacando-se entre 
as bactérias de maior versatilidade no cenário atual de resistência bacteriana e 
entre  os  principais  agentes  oportunistas  de  infecções  hospitalares.  O 
surgimento de amostras de enterococos resistentes à vancomicina (VRE) tem 
criado  problemas  terapêuticos  significativos.  Além  disso,  a  detecção 
laboratorial de VRE pode  ser difícil, e a demora ou falta de precisão em 
detectar  essas  amostras  resulta  no  atraso  da  implementação  de  medidas  de 
controle  e  contribui  para  a  sua  disseminação.  Neste  sentido,  a  aplicação  de 
técnicas multiplex de amplificação de DNA, para a identificação simultânea das 
principais espécies e dos determinantes de resistência, reveste-se de especial 
importância, uma vez que representa método mais rápido que pode auxiliar no 
diagnóstico  e  servir  de  base  para  procedimentos  de  tratamento,  controle  e 
prevenção.  Neste trabalho  foi  avaliada  uma  técnica  de  PCR  multiplex  para  a 
identificação das espécies E. avium, E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. 
gallinarum  e  E.  raffinosus  e  dos  genes  relacionados  à  resistência  a 
vancomicina (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG) a partir de culturas. Os 
resultados  foram  comparados  com  aqueles  obtidos  por  métodos  fenotípicos 
convencionais. Para tal, foi inicialmente caracterizado um painel constituído por 
125  amostras  bacterianas,  incluindo  amostras  de  referência  e  de  origem 
clínica, seja  de casos  de  infecção ou de  colonização.  As  amostras foram 
submetidas  a  testes  fenotípicos  convencionais  para  a  caracterização  das 
espécies  e  determinação  de  susceptibilidade  a  diversos  antimicrobianos, 
incluindo os  glicopeptídeos  teicoplanina  e  vancomicina.  Por  meio  de  testes 
fisiológicos  as  amostras foram  classificadas  quanto  ao  gênero, sendo 118 
pertencentes  ao  gênero  Enterococcus,  2  Lactococcus,  2  Pediococcus,  1 
Leuconostoc e 2 não determinadas. Todas as amostras de Enterococcus 
foram identificadas ao nível de espécie, sendo 46 E. faecalis, 46 E. faecium, 10 
E. avium, 7 E. raffinosus, 5 E. gallinarum, 1 E. casseliflavus, 1 E. pseudoavium, 
1  E.  mundtii  e  1  E.  sanguinicola.  A  determinação  da  susceptibilidade  a 
antimicrobianos foi realizada através do método de  disco-difusão em agar, 
revelando  a  não  susceptibilidade  à  vancomicina  ou  à  teicoplanina  em  92 
(73,6%)  e 73  (58,4%) amostras, respectivamente.  Todas  as amostras não 
susceptíveis à teicoplanina apresentaram o mesmo comportamento em relação 




 
x
à  vancomicina,  enquanto  19  (15,2)  amostras  apresentaram  não 
susceptibilidade  apenas  à  vancomicina  Nos  experimentos  de  PCR  multiplex 
foram  incluídos,  em  uma  primeira  reação,  primers  referentes  às  espécies  E. 
faecium, E. faecalis e E. gallinarum e aos genes de resistência à vancomicina 
vanA,  vanB  e  vanC.  Em  uma  segunda  reação  foram  incluídos  primers 
referentes  às  espécies  E.  avium,  E.  casseliflavus  e  E.  raffinosus,  além  dos 
marcadores  de  resistência  vanD,  vanE  e  vanG.  Os  resultados  apontaram  a 
especificidade  da  técnica  proposta,  tanto  para  a  determinação  dos  genes  de 
resistência,  como  da  identificação  do  gênero  e  das  espécies,  indicando  que 
constitui um  importante instrumento para a detecção rápida e precisa  das 
principais espécies e variantes de VRE.  
 
Palavras-chave:  Enterococcus;  Resistência  a  Vancomicina;  PCR  Multiplex; 
VRE; Diagnóstico; Identificação; Resistência a Antimicrobianos. 
 
 
Rio de Janeiro 
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ABSTRACT 
 
 
Felipe Mactavisch da Cruz 
 
 
DEVELOPMENT AND APPLICATION OF A MULTIPLEX PCR TECHNIQUE 
FOR IDENTIFICATION OF VANCOMYCIN-RESISTANT ENTEROCOCCUS 
 
Advisor: Lúcia Martins Teixeira 
 
 
Abstract  of  the  Master  Dissertation  presented  to  the  Graduation  program  in  Science 
(Microbiology)  of the Instituto  de Microbiologia  Prof.  Paulo  de  Góes,  Univesidade Federal  do 
Rio  de  Janeiro, as  part  of  the  requirements  to  receive  the  Master’s  degree in  Biological 
Sciences. 
 
 
Members of the genus Enterococcus have a remarkable ability to acquire 
new mechanisms of resistance to antimicrobials, and are considered one of the 
most  versatile  bacteria  in  the  current  scenario  of  bacterial  resistance  and  a 
major  cause  of  hospital  acquired  infections.  The  emergence  of  vancomycin- 
resistant  Enterococcus (VRE)  has  created significant  therapeutic problems.  In 
addition, laboratory detection of VRE can be difficult. Delay or lack of accuracy 
in detecting  these  microorganisms  may  result  in delayed implementation of 
control measures and contributes to their spread. Therefore, the application of 
techniques  based  on  multiplex  DNA  amplification  for  the  simultaneous 
identification  of  major  species  and  determinants  of  resistance  is  of  particular 
importance, since they represent more rapid methods that can aid in the prompt 
and precise diagnosis and can base procedures for treatment, control and 
prevention. In the present work, a multiplex PCR technique was evaluated for 
the  identification  of  E.  avium,  E.  casseliflavus,  E.  faecalis,  E.  faecium,  E. 
gallinarum and E. raffinosus and for detection of vancomycin resistance genes 
(vanA,  vanB,  vanC,  vanD,  vanE  and  vanG)  from  cultures.  The  results  were 
compared with those obtained by conventional phenotypic methods. A panel of 
125 bacterial strains, including reference strains and clinical isolates recovered 
from  cases of  infection  or colonization,  was initially characterized. The strains 
were subjected to  conventional  phenotypic tests for the  characterization of 
species  and  determination  of susceptibility  to  various antibiotics, including  the 
glycopeptides  teicoplanin  and  vancomycin.  On  the  basis  of  the  results  of 
presumptive physiological tests, the strains were classified according to genus, 
with  118  belonging  to  the  genus  Enterococcus,  2  to  Lactococcus,  2  to 
Pediococcus,  1  to  genus  Leuconostoc,  and  2  were  not  determined.  All 
Enterococcus strains were identified to the species level; 46 E. faecalis, 46 E. 
faecium, 10 E. avium, 7 E. raffinosus, 5 E. gallinarum, 1 E. casseliflavus, 1 E. 
pseudoavium,  1  E.  mundtii  and  1  E.  sanguinicola.  Antimicrobial  susceptibility 
was evaluated  by the disk  diffusion  method,  revealing  non-susceptibility  to 
vancomycin or teicoplanin in 92 (73.0%) and 73 (57.9%) strains, respectively. 
Simultaneous  non-susceptibility  to  both  vancomycin  and  teicoplanin  was 
observed in 73 (57.9%) strains. For the sequencial multiplex PCR identification 
approach,  primers  related  to  the  species  E.  faecium,  E.  faecalis  and  E. 
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gallinarum  and  for  vancomycin  resistance  genes  vanA,  vanB  and  vanC  were 
included  in  a  first  reaction.  In  a  second  reaction,  primers  for  the  species  E. 
avium,  E.  casseliflavus  and  E.  raffinosus,  and  vancomycin  resistance  genes 
vanD, vanE and vanG were included. The results indicate the specificity of the 
reactions,  for  both  identification  at  genus  and  species  levels,  and  for  the 
determination of resistance genes, indicating that this multiplex PCR approach 
constitutes  an  important tool  for rapid  and accurate detection of  the main 
species and variants of VRE. 
 
 
 
Key  words:  Enterococcus;  Vancomycin  Resistance;  Multiplex  PCR;  VRE; 
Diagnostic; Identification; Resistance to Antimicrobials. 
 
 
 
Rio de Janeiro 
 
February 2010 
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Introdução 
Aspectos gerais 
O gênero Enterococcus é constituído por cocos Gram-positivos, catalase 
negativos, não esporulados, na maioria  das vezes imóveis (E.  casseliflavus e 
E. gallinarum são as exceções) e que ocorrem isolados, arranjados aos pares 
ou  em  cadeias  curtas.  Estes  microrganismos  não  possuem  metabolismo 
respiratório,  sendo  considerados  anaeróbios  facultativos,  e  crescem, 
preferencialmente entre 35ºC e 37ºC, embora a maioria também possa crescer 
em  uma  faixa  de  temperatura  compreendida  entre  10ºC  e  45ºC  (FACKLAM, 
CARVALHO & TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA & FACKLAM, 2005). 
Os membros do gênero Enterococcus crescem em meio contendo 6,5% 
de  NaCl,  e  em  um  pH  de  até  9,6,  condições  que  são  inibitórias  para  vários 
microrganismos. Hidrolisam a esculina na presença de sais biliares, produzem 
leucina  aminopeptidase  e,  em  sua  maioria, produzem  pirrolidonil  arilamidase. 
Essas características fenotípicas são, geralmente, utilizadas para diferenciar os 
entererococos  dos  outros  cocos  Gram-positivos  catalase  negativos,  como  os 
Streptococcus.  Outros  testes  fenotípicos,  como  reações  de  fermentação, 
motilidade,  produção  de  pigmento,  hidrólise  de  arginina,  são  usados  para  a 
diferenciação das espécies do gênero Enterococcus (TEIXEIRA, CARVALHO & 
FACKLAM, 2007). 
As  espécies  de  enterococos  podem  ser  organizadas  em  cinco  grupos, 
com  base  na  produção  de  ácidos  a  partir  de  manitol  e  sorbose,  e  na 
capacidade  de hidrolisar a  arginina  (TEIXEIRA,  CARVALHO  &  FACKLAM, 
2007).  Uma  vez  agrupadas,  as  espécies  podem  ser  identificadas  através  de 
provas  adicionais,  que  incluem  a  fermentação  de  outros  açúcares  como 
arabinose,  rafinose,  sorbitol,  sacarose  e  metil-α-D-glicopiranosídeo  (MGP),  a 
utilização de piruvato, a motilidade e a produção de pigmento (TEIXEIRA, L. & 
FACKLAM, 2005). 
A maioria das amostras (mais de 90%) produz um antígeno associado à 
parede  celular  constituído  por  ácido  lipoteicóico,  denominado  antígeno  do 
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grupo D de Lancefield. Alguns membros deste gênero, como E. casseliflavus e 
E. mundtii, produzem um pigmento amarelo em meio agar sangue (TYRREL et 
al.,  2002;  TEIXEIRA  &  FACKLAM,  2005).  Geralmente,  as  amostras  de 
enterococos são não-hemolíticas ou alfa-hemolíticas nas culturas em meio de 
agar sangue (CHOW et al., 1993). 
Os  microrganismos pertencentes  ao  gênero  Enterococcus  podem ser 
encontrados em vários tipos de ambientes, tais como solo, alimentos e água, 
além  de  poderem  ser  comensais,  sendo  encontrados  naturalmente  no  trato 
gastrintestinal  e  biliar e,  em  menor  proporção,  na cavidade  oral  e no  trato 
geniturinário  de  vários  animais,  inclusive  do  homem  (DESAI  et  al.,  2001; 
TEIXEIRA & FACKLAM, 2005). 
São  conhecidos  por  terem um  potencial limitado  para  atuarem  como 
patógenos de indivíduos hígidos, embora possam causar infecções graves em 
pacientes  com  condições  predisponentes,  sobretudo  os  imunodeprimidos. 
Estes microrganismos podem produzir bacteriocinas, o que lhes proporcionam 
vantagens  competitivas.  Além  disso,  essas  bactérias  são  naturalmente 
resistentes  aos  antibióticos  mais  comumente  utilizados,  e  também  podem 
adquirir genes de resistência  a  estes.  Assim, em  pacientes  submetidos a 
tratamento  com  antibióticos  de  amplo  espectro,  os  enterococos  podem  atuar 
como importantes agentes de infecção (DESAI et al., 2001; PARK et al., 2007; 
TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
Como  patógenos,  esses  microrganismos  podem  infectar  a  corrente 
sanguínea, o trato urinário, o endocárdio, o trato biliar, tecido periodontal, bem 
como feridas cirúrgicas ou decorrentes de queimaduras e outros traumas. De 
modo geral, E.  faecalis (80-90%) e E. faecium (5-10%) são as espécies mais 
comumente isoladas e clinicamente importantes, enquanto outras espécies (por 
exemplo:  E.  avium,  E.  casseliflavus, E.  durans,  E.  gallinarum  e  E.  raffinosus) 
são isoladas com menor frequência, correspondendo a menos de 5% das 
amostras de origem clínica (CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 2000; DESAI et 
al., 2001; PARK et al., 2007; TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). Nos 
últimos anos, o percentual de infecções enterocócicas causadas por E. faecium 
tem apresentado tendência ao aumento, sobretudo justificado pela ocorrência 
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de  surtos,  os  quais  parecem  ser  propiciados,  principalmente,  pelas 
peculiaridades  de  resistência  a  antimicrobianos  e  de  virulência  apresentadas 
por algumas amostras desta espécie (SEEDAT et al., 2006; BILLSTRÖM et al., 
2008). 
Histórico 
O  termo  “enterococo”  foi  utilizado  por  Sherman,  em  1938,  para 
denominar estreptococos que cresciam em temperaturas entre 10 ºC e 45 ºC, 
em  caldo  com  pH  ajustado  em  9,6,  em  meio  contendo  6,5%  de  NaCl  e 
sobreviviam por 30 minutos em uma temperatura de 60 ºC (apud TEIXEIRA & 
FACKLAM,  2005).  Mesmo  apresentando  tais  características,  os  enterococos 
foram, por muito tempo, considerados como uma categoria distinta, porém 
pertencente ao gênero Streptococcus. 
Com base em características fenotípicas, Kalina (1970) propôs a criação 
de um gênero para alocar os enterococos e sugeriu que as espécies S. faecalis 
e  S.  faecium  fossem  classificados  como  Enterococcus.  Entretanto,  essa 
proposta  não  teve  repercussões  imediatas,  e  esses  microrganismos 
continuaram a ser compreendidos como membros do gênero Streptococcus por 
mais algum tempo. Evidências genéticas, como hibridização DNA-DNA, de que 
S.  faecalis e S.  faecium eram suficientemente diferentes dos outros membros 
do gênero Streptococcus para merecerem a inclusão num gênero distinto foram 
apresentadas  por  Schdeifer  &  Kilpper-Balz,  em  1984, fazendo com que  o 
gênero Enterococcus fosse aceito. 
Desde  então,  a  taxonomia  destes  microrganismos  tem  passado  por 
significativas alterações, e uma variedade de novas espécies foram descritas e 
incorporadas  ao  gênero  Enterococcus  (FACKLAM,  CARVALHO  &  TEIXEIRA, 
2002; TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
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Papel em infecções hospitalares 
Os enterococos constituem um importante grupo de microrganismos que 
tem  se  destacado  durante  as  últimas  décadas  por  causa  da  frequente 
resistência  a  múltiplos  antibióticos,  da  capacidade  de  transferir  genes  de 
resistência e por serem agentes etiológicos de doenças oportunistas adquiridas 
no ambiente hospitalar, tais como sepse, infecções urinárias, infecções da 
corrente sanguínea e infecções de feridas. Estes microrganismos passaram a 
ser reconhecidos como causas comuns de infecções adquiridas em ambientes 
hospitalares  em  meados  de  1970,  o  que  coincidiu,  e  é  provavelmente 
relacionado, com o aumento do uso de cefalosporinas de terceira geração, as 
quais  os  enterococos  são  naturalmente  resistentes  devido,  principalmente,  à 
baixa afinidade das  Penicillin Binding Proteins (PBPs) aos beta-lactâmicos, 
especialmente  a  PBP5  (MURRAY  et  al.,  1990;  GRAYSON    et  al.,  1991; 
CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 2000). As dificuldades enfrentadas na terapia 
de infecções enterocócicas já foram identificadas em meados de 1950, quando 
as  respostas  ao  uso  de  penicilina  para  o  tratamento  de  endocardites 
enterocócicas eram acentuadamente menores do que aquelas relacionadas às 
endocardites estreptocócicas.  Uma das principais razões dos enterococos se 
destacarem no ambiente hospitalar é justamente a sua resistência intrínseca a 
vários  agentes  antimicrobianos  comumente  usados  e,  sobretudo,  sua 
capacidade  de  adquirir  resistência  aos  antibióticos  disponíveis,  tanto  por 
mutação, quanto pela aquisição de materiais genéticos, através de plasmídios 
e tranpósons (CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 2000; MCBRIDE et al., 2007). 
Com  isso,  os  enterococos  estão  entre  as  causas  mais  frequentes  de 
infecções  hospitalares,  particularmente  em  unidades  de  tratamento  intensivo, 
uma  vez  que  podem  ser  selecionados  em  consequência  de  terapia  com 
cefalosporinas e outros antibióticos aos quais são intrinsecamente resistentes. 
Esses  microrganismos  são  transmitidos  de  um  paciente  para  outro 
primariamente por intermédio das  mãos do pessoal hospitalar  (que podem 
abrigar os enterococos no trato gastrintestinal e/ou simplesmente carreá-los de 
um paciente para outro), por instrumentos médicos ou superfícies inanimadas, 
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como camas e criados mudos de quartos de pacientes colonizados (ECKSTEIN 
et al., 2007; MCBRIDE et al., 2007). 
Outro  importante  aspecto  está  relacionado  à  capacidade  dos 
enterococos sobreviverem em ambientes secos por meses, propiciando a sua 
persistência  em  objetos,  tais  como  maçanetas,  gavetas,  macas  e  etc., 
dificultando  ainda  mais  a  erradicação  destes  microrganismos  em  ambientes 
hospitalares (WENDT et al., 1998; RAMADHAN & HEGEDUS, 2005). 
Em suma, existem três principais fontes de Enterococcus potencialmente 
associadas  a  infecções  no  ambiente  hospitalar:  (1) a  microbiota  do próprio 
paciente  (infecção endógena);  (2) microbiota  de outras pessoas  (transmissão 
horizontal);  (3)  objetos  contaminados  por  seres  humanos  colonizados  ou 
infectados (transmissão por fômites).  Há evidências recentes de que amostras 
geneticamente  relacionadas  sejam  mais  frequentemente  associadas  a  surtos 
de infecções hospitalares do que a microbiota do próprio paciente (HÄLLGREN 
et al., 2009;
 
MALHOTRA-KUMAR et al., 2008). 
Devido  a  esses  fatores,  Enterococcus  já  é  a  segunda  causa  de 
bacterimias nos Estados Unidos, sendo estas geralmente graves e associadas 
a índices de mortalidade que variam entre 23% e 46% (GILMORE et al., 2002). 
No Brasil,  esses  índices parecem  ser  menores, chegando  próximo a 10%, 
dependendo da população estudada (COUTO et al., 2007; RIBAS et al., 2007). 
Uma das complicações mais significativas desses quadros são as endocardites 
infecciosas, as quais acometem entre 8 e 32% da população de pacientes com 
quadros de bacteriemia (ANDERSON et al., 2004). 
Enterococcus também é importante causa de infecções em outros sítios, 
tais como o trato urinário e feridas cirúrgicas, correspondendo  a 15% das 
infecções em ambos os sítios (MALANI et al., 2002). 
 
 




 
6
 

Virulência 
O potencial patogênico de enterococos é relacionado a uma combinação 
de  fatores,  embora  os  mecanismos  de  patogenicidade  e  virulência  ainda 
precisem  ser  elucidados  (TEIXEIRA  &  FACKLAM,  2005;  TEIXEIRA, 
CARVALHO  &  FACKLAM,  2007).  A  relativa  falta  de  informação  sobre  a 
virulência  pode ser, pelo  menos em  parte, atribuída à participação  destas 
bactérias como comensais da microbiota  do intestino  de  seres humanos  e 
animais, e serem desprovidas de potentes fatores de virulência, o que contribui 
para que não sejam facilmente identificados (HEBERT et al., 2007). 
Os  fatores  de  virulência  já  identificados  em  enterococos  incluem: 
hemolisina, substância de agregação, feromônio sexual, adesinas (como a 
proteína MSCRAMM), citolisina, hialuronidase, ácidos lipoteicóicos, proteína de 
superfície enterocócica (esp) e proteases extracelulares como a gelatinase e a 
serina protease (PARK et al., 2007; BILLSTRÖM et al., 2008). Une-se a estes 
potencias  fatores  de  virulência,  a  versatilidade  marcante  de  enterococos  em 
adquirir  e  disseminar  determinantes  de  resistência  a  antimicrobianos, 
considerada como um dos principais aspectos que contribuem para o seu 
destaque como patógeno oportunista (GILMORE et al., 2002). 
Assim sendo, uma atenção especial é dada aos fatores que contribuem 
ou  facilitam  a  aquisição  e  disseminação de  resistência  a  antimicrobianos  e  a 
persistência  de  enterococos  em  uma  ampla  variedade  de  ambientes,  muitas 
vezes hostis para outros microrganismos.  
Entre  tais  fatores,  está  a  substância  de  agregação,  sintetizada  por 
linhagens de E. faecalis. Esse produto é codificado por um plasmídio e medeia 
um eficiente contato entre a célula doadora e a célula receptora, facilitando a 
transmissão  de  plasmídios  entre  essas  células.  Trata-se  de  uma  proteína  do 
tipo pili e está inserida na membrana citoplasmática. Além de facilitar a adesão 
entre  as  próprias  bactérias,  foi  demonstrado  que  a  substância  de  agregação 
também  pode mediar adesão a uma  variedade de células eucarióticas, como 
células dos túbulos  renais, células  epiteliais  intestinais e  células  cardíacas, 
sendo essa aderência o primeiro passo para a invasão e infecção dos tecidos 
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do  hospedeiro.  Sua  síntese  é  induzida  por feromônios  e  pelo  soro  de  alguns 
animais,  inclusive  do  homem  (KREFT  et  al.,  1992;  CHOW  et  al.,  1993; 
KAYAOGLU & ORSTAVIK, 2004; HÄLLGREN et al., 2008). Os feromônios, por 
sua  vez,  são  peptídeos  também  produzidos  por  linhagens  de  E.  faecalis,  e, 
pelo fato  de induzirem a produção de substância de  agregação, aumentam a 
eficiência  da  transferência  de  plasmídios  conjugativos.  As  células 
potencialmente  receptoras  secretam  tais  peptídeos,  os  quais  sinalizam 
especificamente  para  células  potencialmente  doadoras  contendo  um 
determinado  plasmídio,  facilitando,  desta  maneira,  a  disseminação  desses 
elementos  genéticos.  Os  feromônios  também  atuam  como  agentes 
quimiotáticos para neutrófilos, estimulando a reação inflamatória (TEIXEIRA & 
FACKLAM, 2005). 
Os ácidos  lipoteicóicos, que constituem o antígeno do grupo D dos 
enterococos,  também  podem atuar  como fatores  de  virulência,  através de 
mecanismos  diversos,  tais  como  induzindo  a  produção  do  fator  de  necrose 
tumoral (TNF), interferon e interleucina 8 (IL-8), o que leva à ativação da 
resposta imune (TSUTSUI et  al., 1991). Podem também propiciar a formação 
de  agregados  de  bactérias,  e  auxiliar  na  transferência  de  plasmídios 
(KAYAOGLU & ORSTAVIK, 2004). 
 Entre os fatores mais recentemente descritos, a proteína de superfície 
enterocócica ou “esp” (enterococcal surface protein) foi relacionada  com a 
capacidade  de  amostras  de  enterococos  formarem  biofilmes,  inclusive  em 
materiais  hospitalares  plásticos,  dificultando,  desta  maneira,  o  controle  de 
transmissão  destas  amostras  no  ambiente  hospitalar.  Contudo,  recentes 
estudos  apresentam  resultados  conflitantes  sobre  a  participação  da  “esp”  na 
formação  do  biofilme,  havendo  ainda  a  necessidade  de  estudos  mais 
detalhados (MOHAMED et al., 2004; HÄLLGREN et al., 2008; LEENDERTSE 
et al., 2009). 
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Susceptibilidade aos antimicrobianos 
A  resistência  às  ações  bacteriostáticas  ou  bactericidas  de  diversos 
agentes antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento de infecções 
por  bactérias  Gram-positivas  é  uma  notável  característica  da  maioria  das 
espécies de Enterococcus (CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 2000; FACKLAM, 
CARVALHO & TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
A  resistência  dos  enterococos  aos  antimicrobianos  pode  ser  intrínseca 
(inerente) ou adquirida. A resistência intrínseca é aquela presente em todas as 
amostras  de  uma  determinada  espécie,  consequentemente,  codificada  por 
genes localizados no cromossomo bacteriano. Já a resistência adquirida pode 
ser proveniente de mutações do DNA bacteriano ou da aquisição de um novo 
DNA encontrado em plasmídios ou transposons. 
A resistência intrínseca dos enterococos inclui os dois principais grupos 
de  agentes  antimicrobianos:  os  beta-lactâmicos  e  os  aminoglicosídeos.  A 
resistência intrínseca aos beta-lactâmicos é devida à baixa afinidade das PBPs 
enquanto  que  a  resistência  intrínseca  a  concentrações  terapêuticas  de 
aminoglicosídeos  se  deve  à  dificuldade  desses  antimicrobianos  de  entrar  na 
célula  bacteriana.  Por  causa  dessa  resistência  intrínseca,  a  antibioticoterapia 
recomendada  para  infecções  enterocócicas graves  consiste  na associação 
sinérgica  de  um  aminoglicosídeo  com  um  beta-lactâmico.  Este  sinergismo  é 
explicado pela facilitação da penetração do aminoglicosídeo devido ao efeito do 
beta-lactâmico  na  parede  celular.  Entretanto,  a  ocorrência  de  resistência 
adquirida  de  enterococos  a  níveis  elevados  de  beta-lactâmicos  ou 
aminoglicosídeos  passou a  ser detectada, em  percentuais  crescentes,  nas 
mais  variadas  regiões geográficas  (MURRAY,  1998; TEIXEIRA  &  FACKLAM, 
2005; CREMNITER et al., 2006). 
Após  o  surgimento  e  disseminação  das  amostras  apresentando 
resistência  adquirida  a  níveis  elevados  de  beta-lactâmicos  ou 
aminoglicosídeos, os glicopeptídeos (especialmente a vancomicina), passaram 
a ser apontados como os principais fármacos alternativos para o tratamento de 
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doenças enterocócicas (CLARK et al., 1993; CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 
2000; KAWALEK et al., 2001). 
Desde o final dos anos 1980, o surgimento de amostras resistentes aos 
glicopeptideos, representados pela vancomicina e pela teicoplanina, somou-se 
à complicada situação dos dilemas terapêuticos causados pela resistência de 
enterococos  (COURVALIN,  1990).  Amostras  de  enterococos  resistentes  à 
vancomicina (amplamente conhecidas pela sigla VRE, vancomycin-resistant 
enterococci) têm se disseminado em diferentes partes do mundo, constituindo 
um problema particularmente significativo por abolir a atividade do único regime 
antimicrobiano  que  provê  ação  bactericida  contra  enterococos  portadores  de 
marcadores especiais de resistência até então conhecidos. 
A  emergência  da  resistência  a  glicopeptídeos  em enterococos  surgiu 
através  da  aquisição  do  transposon  Tn1546,  o  qual  carreia  genes  que 
codificam um precursor terminal D-alanina-D-lactato (D-ala-D-lac) ao invés de 
D-alanina-D-alanina (D-ala-D-ala). Esta substituição reduz em até 1000 vezes a 
afinidade  da  vancomicina  pelo  seu  alvo.  Porém,  este  tipo  de  resistência  não 
pode ser facilmente desenvolvido, já que essa mudança em sua estrutura 
implica também em uma menor afinidade pelas enzimas envolvidas em várias 
etapas da síntese da parede celular da própria bactéria, o que restringiu muito 
o  espectro  de  mutações  possíveis.  Além  disso,  há  necessidade  do 
envolvimento  de  múltiplos  genes  para  que  o  microrganismo  desenvolva 
resistência  à  vancomicina.  Essas  são  possíveis  explicações  para  que  a 
aquisição de resistência à vancomicina tenha ocorrido somente após mais de 
25 anos de uso desta droga (ARTHUR & COURVALIN, 1993; MURRAY, 1998; 
CREMNITER et al., 2006). 
A  disseminação  do  Tn1546  e  outros  elementos  relacionados  é 
atualmente  responsável  por  uma  alta  incidência  de  resistência  aos 
glicopeptídeos  nas  bactérias  pertencentes  ao  gênero  Enterococcus  (VRE)  e 
pela emergência de Staphylococcus aureus resistentes à vancomicina (VRSA, 
vancomycin resistant Staphylococcus aureus) (ARTHUR & COURVALIN, 1993; 
MURRAY, 1998; CREMNITER et al., 2006). 
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Sete diferentes genótipos de resistência à vancomicina foram detectados 
em Enterococcus, sendo denominados vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG e, 
mais recentemente, vanL. A expressão dos genótipos vanA, vanB e vanD gera 
UDP-muramil-pentapeptídeo  [D-lactato]  como  principal  precursor  do 
peptidoglicano, enquanto a expressão dos genótipos vanC, vanE, vanG e vanL 
geram  o  UDP-muramil-pentapetídeo  [D-serina]  (AMBÚR,  REYNOLDS  & 
ARIAS, 2002; TORRES et al., 2006; BOYD et al., 2008). 
Estes diferentes mecanismos refletem diferentes níveis de resistência: o 
fenótipo  VanA  se  caracteriza  por  uma  resistência  induzível  a  altos  níveis  de 
vancomicina  e  teicoplanina;  já  o  fenótipo  VanB  possui  uma  resistência 
(moderada para alta) induzível apenas para vancomicina; o fenótipo VanC 
apresenta  uma  baixa  resistência  à  vancomicina;  VanD  apresenta  uma 
resistência constitutiva à vancomicina e a baixas concentrações de teicoplanina 
enquanto  VanE,  VanG,  e  VanL  caracterizam-se  por  conferir  resistência 
induzida  a  baixas  concentrações  de  vancomicina  e  susceptibilidade  à 
teicoplanina.  Geralmente,  os  fenótipos  VanA  e  VanB  estão  associados  com 
linhagens  de  E.  faecalis  e  E.  faecium,  enquanto  o  fenótipo  VanC  está 
associado a linhagens de E. casseliflavus e E. gallinarum. Estudos demonstram 
que  as  resistências  a  níveis  elevados  parecem  ser  mais  prontamente 
transferíveis do que as resistências a níveis baixos e moderados (TEIXEIRA & 
FACKLAM,  2005;  TORRES  et  al.,  2006;  BOYD  et  al.,  2008;  PENDLE  et  al., 
2008). 
No  fenótipo  VanA,  os  genes  responsáveis pela  regulação  e  expressão 
da  resistência  à  vancomicina  (vanA,  vanH,  vanR,  vanS,  vanX,  vanY  e  vanZ) 
estão  localizados  no  transposon  Tn1546,  frequentemente  associado  a  um 
plasmídio.  A expressão desses genes resulta na  síntese de um  precursor  de 
peptidoglicano anormal  terminado  em D-ala-D-lac,  ao  invés de  D-ala-D-ala, 
diminuindo a afinidade pela vancomicina. A proteína VanA, que é uma ligase, é 
a  responsável  pela  produção  de  D-ala-D-lac  ao  invés de  D-ala-D-ala.  Já  a 
proteína  VanH  é  uma  D-hidróxido  ácido  desidrogenase,  responsável  pela 
síntese  do  D-lactato.  Para  que  as  bactérias  sejam  plenamente  resistentes  à 
vancomicina,  é  necessário  que não haja a presença de precursores  D-ala-D-
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ala, já que estes podem ser alvo da vancomicina. Isto é solucionado através da 
expressão de vanX, que codifica uma dipeptidase (VanX), a qual cliva D-ala-D-
ala, impedindo a sua ligação ao tripeptídeo. Se algum componente D-ala-D-ala 
escapar  da  clivagem  e  gerar  um  precursor  pentapeptídico  normal,  vanY 
codifica a síntese de uma carboxipeptidase (VanY), que cliva a D-alanina e o 
D-lactato dos terminais D-ala-D-ala e D-ala-D-lac, respectivamente, resultando 
em precursores tetrapeptídicos, aos quais a  vancomicina  também não tem 
afinidade.  Outros genes envolvidos no fenótipo VanA são o vanR e vanS, os 
quais  codificam  a  síntese  de  proteínas  relacionadas  com  a  detecção  de 
vancomicina  extracelular  e  a  ativação  da  transcrição  de  vanA,  vanH  e  vanX, 
sendo  VanS  ligado  à  membrana  e  VanR  citoplasmático.  Um  último  gene 
pertencente ao fenótipo VanA é vanZ, que codifica VanZ, proteína esta de ação 
ainda não bem esclarecida, apesar de haver trabalhos relacionando este gene 
com  a  resistência  à  teicoplanina  (ARTHUR  et  al.,  1995;  MURRAY,  1998; 
CETINKAYA, FALK & MAYHALL, 2000; TORRES et al., 2006; HENRIQUE et 
al., 2008). 
O fenótipo VanB também é determinado por um conjunto de genes 
(vanB, vanH
B
, vanR
B
, vanS
B
, vanW, vanX
B,
 e vanY
B
) localizados no transposon 
Tn1547 (SEEDAT et al., 2006). Baseado na variabilidade da sequência gênica 
do gene vanB, três diferentes subtipos foram descritos até o momento: vanB
1
, 
vanB
2
  e  vanB
3
.  A  maioria  das  proteínas  encontradas  em  VanA,  possui 
homólogos com as do conjunto VanB, diferenciando-se apenas pela ausência 
do  gene  vanZ  e  a  presença  de  vanW,  sendo  este  gene  de  função 
desconhecida.  A  expressão  do  fenótipo  VanB  é  geralmente  induzível  e  é 
regulada de forma similar ao genótipo vanA, contudo, algumas amostras vanB 
parecem  não  conter  o  gene  vanS  segundo  ensaios  de  polymerase  chain 
reaction (PCR). As diferenças de regulação inter-amostras poderiam explicar a 
grande  variedade  de  concentrações  inibitórias  mínimas  (CIMs)  associados  a 
diferentes amostras com genótipo vanB  (WOODFORD et al., 1995; MURRAY, 
1998; ARTHUR & QUINTILIANI, 2001; TORRES et al., 2006). 
O fenótipo VanC é codificado por um conjunto de genes localizados no 
cromossomo bacteriano e, que, portanto, não são transferíveis. Caracteriza-se 
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pela  síntese  do  terminal  D-ala-D-ser,  cuja  afinidade  pela  vancomicina  é 
reduzida. Este operon contém o gene vanT, que codifica uma serina racemase 
com  um  domínio  transmembrânico  o  qual  acredita-se  ter  relação  com  a 
captação  de  L-serina  do  meio.  O  genótipo  vanC  classifica-se  em  quatro 
subtipos,  os  quais são  espécie-específicos  para  E.  gallinarum (vanC
1
)
 
e  E. 
casseliflavus (vanC
2
, vanC
2
 + vanC
3 
ou vanC
4
). Estes conjuntos de genes 
aparentemente  medeiam  a  síntese  de  D-Ala-D-Ser,  mas  não  impedem  a 
síntese  de  D-Ala-D-Ala.  A  presença  dos  dois precursores poderia  explicar 
porque a expressão do genótipo vanC reflete apenas  resistência a baixos 
níveis e porque algumas amostras são até mesmo susceptíveis à vancomicina 
(BILLOT-KLEIN, 1994; MURRAY, 1998; AMBÚR, REYNOLDS & ARIAS, 2002; 
ARIAS et al., 2003; WATANABE, et al., 2009). 
  Assim como em vanC, o genótipo vanD é constitutivo e não transferível, 
porém,  diferentemente  de  vanC,  este  genótipo  codifica  precursores  de 
peptidoglicano terminados em D-Ala-D-Lac, semelhantemente a vanA e vanB. 
Através  de  técnicas  de  PCR,  foi  demonstrado  que  o  gene  vanD  possui  uma 
homologia  de  cerca  de  69%  com  vanA  e  vanB  e  43%  com  vanC 
(MURRAY,1998; CASADEWALL & COURVALIN, 1999). 
  O  genótipo  vanE  se  assemelha  ao  genótipo  vanC  por  codificar  um 
precursor  de  peptidoglicano  terminado  em  D-Ala-D-Ser,  além  de  ter  uma 
homologia genética de aproximadamente 55% com vanC, 45% com vanA, 43% 
com vanB e 44% com vanD e, semelhantemente a vanC, possui o gene vanT 
(FINES  et  al.,  1999;  CETINKAYA,  FALK  &  MAYHALL,  2000;  AMBÚR, 
REYNOLDS & ARIAS, 2002). 
  O genótipo vanG possibilita uma resistência induzível à vancomicina e, 
assim como em vanC e vanE, o resultado de sua expressão é um precursor de 
peptidoglicano  terminado  em  D-Ala-D-Ser,  mas,  como  em  vanA,  seus  genes 
estão localizados em um transposon (DEPARDIEU et al., 2003). 
Boyd e colaboradores (2008) descreveram um genótipo de resistência à 
vancomicina  que foi  denominado vanL,  o qual  produz um  precursor D-Ala-D-
Ser.  Este  operon  é,  essencialmente,  organizado  da  mesma  maneira  dos 
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operons  vanC  e  vanE,  com  exceção  de  que,  aparentemente,  a  atividade  da 
serina racemase é codificada por dois genes, vanTm
L
 e vanTr
L
, ao invés de um 
só gene vanT, como observado em vanC e vanE (BOYD et al., 2008). 
Estudos  recentes  indicam  que,  em  algumas  amostras,  pode  haver 
incongruências  entre  o  genótipo  e  o  fenótipo.  Um  exemplo  é  constituído  por 
algumas  linhagens  com  susceptibilidade  à  teicoplanina  e  genótipo  vanA.  Foi 
sugerido que mutações pontuais na região do transposon Tn1546-like que 
codifica  o  domínio  sensor  (vanS)  ou  uma  disfunção  de  proteínas  acessórias 
como  VanY  e  VanZ  seriam  as  causas  para  a  perda  da  resistência  à 
teicoplanina nestas amostras (SONG et al., 2008). 
  A  reduzida  susceptibilidade  dos  VREs  a  outras  classes  de 
antimicrobianos é um evento observado por alguns estudos (PANESSO et al., 
2002; VILELA  et al.,  2006; POURSHAFIE  et  al., 2008).  Com isso, após  a 
emergência de VREs, as opções terapêuticas ficam muito limitadas, apesar do 
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Dentre os mais recentes, 
destacam-se a quinupristina/dalfopristina, a linezolida e, mais recentemente, a 
daptomicina (MALATHUM & MURRAY, 1999; KAUFFMAN, 2003). 
  A quinupristina/dalfopristina, uma combinação entre uma streptogramina 
A  (dalfopristina)  e  uma  streptogramina  B  (quinupristina),  é  uma  droga 
bacteriostática e esta associação já comprovou sua eficácia (apesar de alguns 
relatos de falha) para a terapia de infecções causadas por E. faecium resistente 
à  vancomicina,  já  que  E.  faecalis  é  intrinsecamente  resistente  a  este 
antimicrobiano (SINGH, WEINSTOCK & MURRAY, 2002; SINGH & MURRAY, 
2005;  PETINAKI,  KONTOS  &  MANIATIS,  2006).  Além  disso,  este 
antimicrobiano  pode  causar  efeitos  colaterais  graves  (NAILOR  &  SOBEL, 
2009). 
  A linezolida, que é uma oxazolidinona, tem sido a droga de escolha para 
vários tipos de infecções por VRE. O uso clínico desta droga foi aprovado nos 
Estados  Unidos  e  na  Europa,  respectivamente  em  2000  e  2001,  para  o 
tratamento  de  infecções  causadas  por  cocos  Gram-positivos  e,  deste  então, 
esta droga tem sido utilizada para o tratamento de infecções causadas não só 
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por VRE mas também por methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
(SEEDAT  et  al.,  2006;  KAINER  et  al.,  2007).  Diferentemente  da 
quinupristina/dalfopristina, a linezolida é ativa tanto para E. faecalis como para 
E.  faecium,  porém  essas  drogas  se  assemelham  pelo  fato  de  serem 
bacteriostáticas. Essa oxazolidinona inibe a síntese de proteínas ao ligar-se à 
unidades 50S do ribossomo bacteriano. Entretanto, a ocorrência de resistência 
a  linezolida  já  vem  sendo  descrita  nos  Estados  Unidos,  desde  1999  e, 
esporadicamente,  em  outros  países.  Essa  resistência  está  usualmente 
associada  a  uma  mutação  pontual  na  região  central  do  domínio  V  do  gene 
rRNA  23S,  levando  a  troca  de  nucleotídeos  (de  guanina  para  uracila)  na 
posição  2576  no  rRNA  23S,  o  alvo  dos  antibióticos  do  grupo  das 
oxasolidinonas (SEEDAT et al., 2006). 
  A daptomicina é um antibiótico pertencente à classe dos lipopeptídeos e 
que  tem  efeito  bactericida  sobre  a  maioria  dos  patógenos  humanos  Gram-
positivos, incluindo MRSA e VRE. O mecanismo de ação deste antimicrobiano 
ainda  não  é  completamente  conhecido,  mas  acredita-se  que  esse  se  ligue  a 
membrana  bacteriana  e,  em  concentrações  fisiológicas  de  cálcio,  a 
daptomicina sofra uma mudança conformacional que abre poros na membrana 
bacteriana, ocasionando o efluxo do potássio intracitoplasmático, o que leva à 
morte  celular.  Apesar  de  ainda  raros,  já  existem  relatos  de  linhagens  de  S. 
aureus e Enterococcus resistentes a este antimicrobiano, principalmente após 
seu uso prolongado. O mecanismo de resistência de Enterococcus a este 
antimicrobiano também ainda não foi elucidado (SILVERMAN, PERLMUTTER 
& SHAPIRO, 2003; KAATZ, LUNDSTROM & SEO, 2006; SADER et al., 2007; 
COTTAGNOUD, 2008; MONTERO; STOCK & MURRAY, 2008). 
Epidemiologia das infecções por VRE 
A  emergência  de  VRE  tem  sido  motivo  de  preocupação  para  a 
comunidade global que atua na área de doenças infecciosas por várias razões. 
Em  primeiro  lugar,  a  aquisição  de  resistência  à  vancomicina  restringe  o 
tratamento  destas  doenças.  Em  segundo  lugar,  experimentos  de  conjugação 
têm confirmado a transferência de genes de resistência à vancomicina destes 
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microrganismos para outros, como Staphylococcus  aureus. Em terceiro lugar, 
estudos  epidemiológicos  ao  redor  do  mundo  demonstraram  a  rápida 
proliferação e  disseminação  dos VREs. Por  último,  o  limitado sucesso das 
estratégias de prevenção e controle de VREs reflete a dificuldade de controle 
do  problema,  uma  vez que ele  tenha  se  estabelecido  (MUNDY,  SAHM  & 
GILMORE, 2000). 
Embora  as  amostras  de  VRE  somente  tenham  sido  detectadas  após 
cerca de 25 anos da introdução da vancomicina na prática clínica, um aumento 
dramático  da  sua  frequência  se  estabeleceu  rapidamente  em  unidades 
hospitalares nos Estados Unidos, sobretudo em unidades de terapia intensiva 
(UTIs), acreditando-se  que  o  uso amplo  desse antimicrobiano  na  terapia  e 
profilaxia de infecções causadas por estafilococos resistentes à meticilina tenha 
facilitado  o  seu  surgimento  (CETINKAYA,  FALK  &  MAYHALL,  2000; 
COTTAGNOUD,  2008;  MALHOTRA-KUMAR  et  al.,  2008).  A  elevada 
capacidade  de  disseminação  apresentada  por  amostras  de  VRE  pode  ser 
ilustrada  pelos  dados  do  sistema  norte  americano  National  Nosocomial 
Infections Surveillance System (NNISS) que demonstram o rápido aumento nas 
infecções nosocomiais por VREs (NNISS, 2004). 
Os primeiros isolamentos de amostras de VRE no mundo ocorreram em 
1986  na  França  e  Inglaterra,  e,  desde  então,  essas  bactérias  têm  se 
espalhado,  tornando-se  um  dos  principais  agentes  de  infecções  nosocomiais 
em  vários  países.  A  porcentagem  de  VRE  isolado  de  hospitais  dos  Estados 
Unidos em 1989 era de apenas 0,3%. Já em 1999 esta taxa havia subido para 
25%, marcando um crescimento de 24,7% em apenas dez anos. Somando-se 
a estes dados alarmantes, números do NNISS de 2004 indicam que VRE foram 
responsáveis por, aproximadamente, 34% das infecções em pacientes em UTIs 
(BRUIN & RILEY, 2007). 
No Brasil, o isolamento de VRE ocorreu, pela primeira vez, em 1996, em 
Curitiba  (DALLA COSTA  et  al.,  2000),  sendo  a  amostra  identificada como E. 
faecium. Em 1997, foi documentado o primeiro isolamento de VRE num hospital 
de São Paulo,  e desde  então  a  ocorrência desses microrganismos tem  sido 
relatada em diversos outros hospitais nesse estado (ZANELLA et al., 2003, 2006; 
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FURTADO et al., 2005). A partir de 2000, a presença desse patógeno começou a 
ser constatada em várias outras áreas do Brasil (d'AZEVEDO et al., 2006;  RIBAS, 
DARINI  &  MOREIRA,  2007;  MERQUIOR  et  al.,  2008;  NEVES  et  al.,  2009). 
Várias das amostras inicialmente detectadas foram identificadas como E. faecalis 
portadoras  do  gene vanA, as quais ainda  predominam  em  alguns  locais.  No 
entanto,  a  partir  de  2004,  um  número  elevado  de  amostras  de  VRE, 
predominantemente  pertencentes  à  espécie  E.  faecium,  vem  sendo  isolado  em 
diferentes  hospitais  da  rede  pública  e  privada  do  Rio  de  Janeiro,  sugerindo  a 
disseminação  ampla  desse  microrganismo  em  nosso  meio.  Além  disso,  já  foi 
constatada  a  emergência  de  amostras  de  E.  gallinarum  portadoras  do  vanA 
como  causa de  infecção e colonização de pacientes (CAMARGO et al., 2004; 
MERQUIOR et al., 2008; NEVES et al., 2009). Mais recentemente, amostras de 
E.  avium e  E.  raffinosus  portadoras  do  gene  vanA também foram  detectadas 
(MONDINO et al., manuscrito em preparação). 
  Devido  ao  número  crescente  de  infecções  e  de  casos  de  colonização 
associados a VRE nos últimos anos, em diferentes áreas geográficas, tornou-
se  necessária  a  realização  de  estudos  cada  vez  mais  apurados  sobre  a 
epidemiologia desses  microrganismos, a  fim  de  se  aplicar  medidas para o 
controle  da  sua  disseminação,  principalmente  nos  âmbitos  intra  e  inter-
hospitalares (CHRISTIDOU et al., 2004; ABELE-HORN et al., 2006; VILELA et 
al., 2006). 
Métodos  moleculares  como,  por  exemplo,  a  PCR,  têm  sido  utilizados 
para  detectar genes  de  resistência específicos para  determinados  agentes 
antimicrobianos  e  têm  contribuído  substancialmente  para  o  entendimento  da 
diversidade  e  disseminação  da  resistência  adquirida  em  Enterococcus 
(KARIYAMA et al.,  2000; PAPAPARASKEVAS et  al., 2000; PORTILHO et  al., 
2000; DUH et al., 2001). 
Há  alguns  anos,  a  compreensão  da  epidemiologia  das  infecções 
enterocócicas  era  limitada  pela  falta  de  métodos simples  e  suficientemente 
discriminatórios.  A  introdução  de  técnicas  moleculares,  no  entanto,  trouxe 
importantes contribuições para o  entendimento de aspectos relacionados  à 
aquisição, transmissão e disseminação de infecções enterocócicas, sobretudo 
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aquelas  causadas  por  amostras  de  VRE.  Entre  as  técnicas  moleculares 
empregadas,  atualmente, destacam-se: a  análise  dos  perfis  de  fragmentação 
do  DNA  após  tratamento  com  enzimas  de  baixa  frequência  de  digestão  e 
separação através de eletroforese em  campo pulsado (conhecida pela sigla 
PFGE,  pulsed-field  gel  electrophoresis),  multilocus  sequence  typing  (MLST), 
multiple  locus  VNTR  analysis (MLVA),  randomic  amplified  polymorphic  DNA  - 
PCR  (RAPD-PCR)  e  repetitive-element  sequence  -  PCR  (rep-PCR).  A 
aplicação dessas técnicas tem proporcionado o rastreamento da disseminação 
de amostras de enterococos e contribuído para a elucidação de questões 
relacionadas  à  ocorrência  de  amostras  com  características  peculiares 
(MURRAY,  1990;  HALL  et  al.,  1992;  TOMAYKO  &  MURRAY,  1995; 
MALATHUM et al., 1998; SAVOR et  al., 1998; NALLAPAREDDY et  al., 2002; 
TITZE-DE-ALMEIDA  et  al.,  2004;  TOP  et  al.,  2004;  WILLEMS  et  al.,  2005;  
ABELE-HORN et  al., 2006;  WERNER, KLARE &  WITTE, 2007). Destas, a 
análise  através  de  PFGE é uma das mais amplamente usadas  no  estudo  de 
surtos, devido ao seu alto grau de discriminação entre as amostras. 
Diagnóstico de infecção e/ou colonização por VRE 
Conforme já mencionado, há evidências de que, uma vez estabelecidas 
numa  determinada  unidade  hospitalar,  as  amostras  de  VRE  são  de difícil 
erradicação,  podendo  se  estabelecer  como  agentes  de  colonização  e, 
eventualmente,  causar  uma  série  de  infecções  associadas  a  mortalidade 
elevada,  uma vez  que  as opções terapêuticas são muito limitadas.  Por  outro 
lado,  a  demora  ou  falta  de  precisão  em  detectar  essas  amostras  resulta  em 
atraso na implementação de medidas de controle de infecção e contribui para a 
sua disseminação (RAMOTAR et al., 2000; DIEKEMA et al., 2004). Portanto, o 
rastreamento  contínuo  e  a  utilização  de  métodos  rápidos  e  precisos  para  o 
reconhecimento  e  caracterização  desses  microrganismos  têm  um  papel 
fundamental no tratamento e no controle da disseminação de infecções. 
A  colonização  por  VRE  deve  ser  identificada  para  direcionar  a 
implantação de medidas visando prevenir a sua disseminação e a ocorrência 
de infecção  em indivíduos  susceptíveis.  Na maioria  das vezes,  a  detecção 
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convencional,  através  de  cultura,  permite  identificar  os  pacientes  colonizados 
ou infectados com estes  microrganismos. Embora não haja um tratamento 
efetivo para a colonização por VRE, o isolamento dos pacientes é a precaução 
primordial para prevenir o aumento da transmissão destas bactérias e de seus 
genes de resistência (BRYANT & WILBECK, 2007). Entretanto, o longo tempo 
despendido  para  obter  os  resultados  através  das  técnicas  rotineiras,  que 
incluem testes  bioquímicos para a  identificação e  testes  para  avaliação  da 
susceptibilidade a  antimicrobianos, frequentemente, resulta em atrasos  nas 
medidas  apropriadas  de  controle  das  infecções,  como,  por  exemplo,  o 
isolamento do paciente (BALLARD et al., 2005). 
Sistemas  automatizados  de  identificação  fenotípica  apresentam  maior 
rapidez.  Porém,  como  descrito  por  d’Azevedo  et  al.  (2004),  estes  sistemas 
necessitam de melhorias para a identificação dos Enterococcus, uma vez que 
podem apresentar baixa acurácia na  identificação de espécies desse gênero, 
especialmente as menos frequentes. 
Um dos sistemas automatizados amplamente utilizado  nos laboratórios 
de microbiologia clínica em vários países é o VITEK-2, o qual, no entanto, pode 
apresentar  problemas  na  identificação  de  algumas  variantes  de  enterococos, 
incluindo algumas amostras de E. faecium (d’ÁZEVEDO et al., 2001; GARCIA-
GARROTE et al., 2000; LIGOZZI et al., 2002). Assim sendo, a implantação de 
um  método  molecular  para  o  diagnóstico  das  infecções  causadas  por 
Enterococcus,  especialmente  aquelas  ocorrentes  em  pacientes 
imunodeprimidos ou com poucas opções terapêuticas, deveria ser introduzida 
como prática rotineira nos laboratórios de microbiologia clínica. 
Considerando tais aspectos, as técnicas moleculares baseadas na PCR 
constituem  valiosos  instrumentos  alternativos  para  o  diagnóstico  de  VRE, 
devido à sua rapidez, aliada a possível alta sensibilidade e especificidade. Tais 
técnicas vêm, gradativamente, sendo propostas como complemento ou em 
substituição  aos métodos microbiológicos  convencionais. Para tal, entre as 
diversas variantes técnicas já propostas, aquelas baseadas em reações do tipo 
multiplex, para a identificação simultânea das principais espécies de enterococos 
e de seus respectivos determinantes de resistência à vancomicina, em culturas, 
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revestem-se  de  especial  importância, sendo  desenvolvidas  e  aprimoradas  por 
vários autores (DUTKA-MALEN, EVERS & COURVALIN, 1995; KE et al.,1999; 
KARIYAMA et al., 2000; KNIJFF et  al., 2001; MAC et  al., 2003; DEPARDIEU, 
PERICHON  &  COURVALIN,  2004;  JACKSON,  FEDORKA-CRAY  & 
BARRETTT,  2004;  EISNER  et  al.,  2005;  RAHIMI  et  al.,  2007;  YEAN  et  al., 
2007). Entretanto, tais técnicas ainda apresentam algumas limitações, como o fato 
de serem  restritas a poucas  espécies  ou  compostas por  vários conjuntos  de 
reações.  
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Objetivos 
A emergência e  rápida disseminação de  Enterococcus  resistentes a 
vancomicina  em  nosso  meio,  acompanhadas  de  aspectos  peculiares  da  sua 
diversidade,  apontam  à  necessidade  da  implantação  de  métodos  rápidos  e 
precisos  para  a  sua  detecção,  que  possam  auxiliar  no  diagnóstico  e  em 
estudos  epidemiológicos,  e  contribuir  para  embasar  procedimentos  de 
tratamento, controle e prevenção mais adequados. 
Neste  contexto,  a  presente  proposta  visou  o  desenvolvimento  de  uma 
metodologia molecular de uso prático, baseada em PCR multiplex, utilizando-
se  primers  específicos  para  as  espécies  mais  importantes,  assim  como  para 
algumas  emergentes  no  cenário  clínico  nacional  e  internacional,  e  dos 
marcadores de resistência aos glicopeptídeos. 
Os objetivos específicos incluiram: 
•  Definir e caracterizar um painel de amostras de referência e de origem 
clínica que fosse representativo das variantes de VRE mais comuns nos 
cenários internacional e nacional. 
•  Desenvolver  uma  técnica  de  PCR  multiplex,  reunindo  diferentes 
propostas descritas na literatura, visando a identificação simultânea das 
principais  espécies  de  Enterococcus  associadas  à  resistência  a 
vancomicina e dos respectivos genes de resistência. 
•  Avaliar a aplicação da técnica de PCR multiplex como instrumento para 
a identificação das diversas variantes de VRE circulantes em  nosso 
meio. 
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Materiais e Métodos 
1. Amostras Bacterianas 
No  presente  trabalho,  foi  estudado  um  painel  constituído  por  125 
amostras  de  Enterococcus  ou  gêneros  relacionados,  sendo  23  de  referência 
(incluindo amostras resistentes à vancomicina ou não) e 102 de origem clínica. 
Tais  amostras  foram  obtidas  da  coleção  do  Centers  for  Disease  Control  and 
Prevention  (CDC),  e  da  coleção  de  nosso  laboratório,  sendo  oriundas  de 
instituições hospitalares brasileiras, sobretudo do estado do Rio de Janeiro, que 
as  haviam  encaminhado  ao  nosso  laboratório  para  identificação  e 
caracterização. 
As  amostras  foram  mantidas  em  solução  contendo  Skim  Milk  (Becton, 
Dickinson & Company, Sparks, MD, EUA) a 10% (p/v) e glicerol a 10% (v/v), a -
20ºC.  Para  a  sua  reativação,  as  amostras  foram  semeadas  pela  técnica  de 
esgotamento, em placas contendo o meio Columbia Agar acrescido de 5% de 
sangue  desfibrinado  de  carneiro  (CA-SC)  (Plast  Labor,  Rio  de  Janeiro,  RJ, 
Brasil) e incubadas a 36±1°C durante 18-24 horas. 
 
2. Caracterização Fenotípica 
2.1. Caracterização do gênero 
  As  amostras  foram  submetidas  a  testes  convencionais  para  a 
identificação  do  gênero  Enterococcus,  com  base  nas  recomendações  de 
Teixeira,  Carvalho  &  Facklam  (2007),  que  incluem:  observação  das 
características  morfotintoriais  em  esfregaços  corados  pelo  método  de  Gram, 
produção de catalase, hidrólise da esculina na presença de bile, crescimento 
na presença de 6,5% de NaCl, hidrólise do L-pirrolidonyl-β-naftilamida (teste de 
PYR) e hidrólise da L-leucina β-naftilamida (teste de LAP). 
2.1.1. Observação das características morfotintoriais 
  A partir das culturas recentes em CA-SC, foram preparados esfregaços 
em  lâmina,  os quais  foram  fixados  pelo  calor  e  submetidos  à  coloração  pelo 
método  de  Gram.  Para  tal,  os  esfregaços  foram,  inicialmente,  tratados  com 
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solução  de  cristal  violeta,  durante um  minuto, e  em  seguida  o  excesso  do 
corante  foi  retirado  em  água  corrente.  Os  esfregaços  foram,  então,  cobertos 
por uma solução de iodo (lugol), durante um minuto. Uma solução descorante 
de  álcool-acetona foi aplicada  por gotejamento sobre os  esfregaços corados, 
até  que  não houvesse mais  desprendimento  do  corante.  Por fim, foi utilizada 
uma  solução  de  fucsina,  por  30  segundos.  Os  esfregaços  foram  observados 
com auxílio de microscópio ótico, com objetiva de aumento de 100X e óleo de 
imersão. 
2.1.2. Produção de catalase 
A produção de catalase foi verificada da seguinte forma: a uma gota da 
suspensão bacteriana em solução salina fisiológica (NaCl a 0,85%), depositada 
sobre  uma  lâmina  de  microscópio,  foi  adicionada,  diretamente,  uma  gota  de 
peróxido de hidrogênio a 3%. A atividade da enzima catalase foi indicada pela 
liberação de oxigênio e consequente formação de bolhas. Uma amostra de S. 
aureus (ATCC 25923) e uma de E. faecalis (ATCC 29212) foram usadas como 
controle positivo e negativo, respectivamente. 
2.1.3. Teste da hidrólise de esculina na presença de bile 
  As amostras foram semeadas em ágar bile-esculina (Bile Esculin Agar, 
Difco  Labs, Detroit,  MI,  EUA)  inclinado,  distribuído  em tubos  13×100mm,  e 
incubadas  a  36±1°C, por 18-24  h.  O  escurecimento do meio foi  indicativo  da 
hidrólise da esculina, durante o crescimento na presença de bile. 
2.1.4. Crescimento na presença de cloreto de sódio a 6,5% 
  A  tolerância  ao  NaCl  em  altas  concentrações  foi  verificada  pelo 
crescimento  das amostras em 3 ml de  caldo HIB  (Heart  Infusion Broth; Difco 
Labs,  Sparks,  MD,  EUA)  acrescido  de  6,5%  de  NaCl  e  do  indicador  de  pH 
púrpura de  bromocresol  a 0,1%.  A turvação do  meio, associada  ou  não  à 
mudança da coloração de púrpura para amarela, foi indicativa de crescimento 
do microrganismo. 
2.1.5. Teste da hidrólise de PYR e de LAP 
  Os testes PYR e LAP, foram efetuados a partir de suspensões espessas 
de cultura recente obtida em meio CA-SC  preparadas  diretamente em 0,2 ml 
de  meio  “Todd-Hewitt  Broth”  (THB;  BBL,  Becton,  Dickinson  &  Company, 
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Cockeysville,  MD,  EUA)  contendo  0,01%  de  PYR  ou  0,02  %  de  LAP, 
distribuídos em tubos 13×100 mm. 
  As suspensões foram incubadas a 36±1°C por 4  h. A  presença da 
atividade  enzimática  foi  evidenciada  pela  formação  de  coloração  púrpura  ou 
rosa forte, após adição de uma gota do revelador, constituído por dimetilamino 
cinamaldeído (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA) a 1% em HCl a 10% (v/v). 
2.2. Caracterização das espécies de Enterococcus 
Para caracterização das espécies, as amostras foram submetidas a um 
esquema  baseado  no  proposto  por  Teixeira,  Carvalho  &  Facklam  (2007).  Os 
testes  utilizados  foram:  hidrólise  da  arginina,  utilização  do  piruvato  de  sódio, 
motilidade, produção de pigmento e produção de ácidos a partir dos seguintes 
açucares:  arabinose,  metil-α-D-glucopiranosídeo  (MGP),  manitol,  rafinose, 
sacarose, sorbitol e sorbose. 
2.2.1. Hidrólise da arginina 
  Para o teste da hidrólise da arginina foi utilizado o meio “Decarboxylase 
Base Möeller” (Becton, Dickinson & Company, Sparks, MD, EUA), acrescido de 
1% de  L-arginina  (Sigma Chemical Co.,St. Louis,  MO,  EUA) e distribuído  em 
alíquotas  de  3  ml  em  tubos  13×100  mm.  Após  inoculação  de  duas  gotas  de 
uma suspensão densa do microrganismo, preparadas a partir de uma  cultura 
recente em CA-SC, foram acrescentados aproximadamente 5 mm de óleo 
mineral estéril. Os testes foram incubados a 36±1°C e observados por até sete 
dias.  O  teste  positivo  apresenta  coloração  púrpura  como  resultado  da 
alcalinização do meio, devido à hidrólise da arginina e consequente liberação 
de grupos NH
2
. No teste negativo, o meio assume coloração amarela devido a 
acidificação decorrente do consumo de glicose. 
2.2.2. Utilização do piruvato de sódio 
  Uma  gota  de  uma  suspensão  bacteriana  densa,  preparada  a  partir  de 
cultura recente em CA-SC, foi inoculada em meio contendo 1% de piruvato de 
sódio, 1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de K
2
HPO
4
, 0,5% de 
NaCl  e  0,01%  de  indicador  de  pH  (azul  de  bromotimol)  distribuído  em  tubos 
13×100 mm, na quantidade de 3 ml por tubo. A leitura foi feita até o 7º dia de 
incubação a 36±1°C; a coloração amarela foi indicativa de teste positivo. 
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2.2.3. Utilização de carboidratos 
  A  verificação  da  utilização  dos  carboidratos:  arabinose,  metil-α-D-
glucopiranosídeo (MGP),  manitol, rafinose, sacarose,  sorbitol e  sorbose, foi 
feita a partir da inoculação de duas gotas de uma suspensão densa de cultura 
recente obtida em CA-SC, em meio HIB (Difco Labs) adicionado de 0,1% dos 
açúcares testados e do indicador de pH (púrpura de bromocresol). As leituras 
foram realizadas diariamente, durante o período de até sete dias de incubação 
a  36±1°C.  A  mudança  da  coloração  de  púrpura  para  amarela  indicou  a 
utilização do carboidrato, com consequente acidificação do meio. 
2.2.4. Testes de motilidade e de produção de pigmento 
  Para  o  teste  de  motilidade  foi utilizado  o  meio  “Motility Medium” (Difco 
Labs) acrescido de 0,04% de caldo nutriente e 0,01% de NaCl, distribuído em 
um  volume  de  3  ml  em  tubos  13×100  mm.  As  amostras  bacterianas  foram 
inoculadas  com  auxílio  de  uma  agulha  bacteriológica  de  níquel-cromo  e 
incubadas  a  30ºC,  durante  o  período  de  até  sete  dias,  sendo  a  turvação  do 
meio, a partir da linha de semeadura, considerada como teste positivo. 
  A  produção  de  pigmento  foi  verificada  após  o  cultivo  das  amostras  na 
superfície  de  placas  contendo CA-SC  e  incubação a  36±1°C,  durante um 
período de 18-24h, através da raspagem do crescimento por meio de um 
“swab” e a visualização do pigmento amarelo. 
 
3. Determinação da Susceptibilidade a Antimicrobianos 
3.1.Testes de difusão em agar a partir de discos 
Os  testes  de  difusão  em  ágar  foram  realizados  conforme  as 
recomendações do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009). 
As  amostras  foram  semeadas  em  placas  contendo  CA-SC  e  incubadas  por 
18-24  h  a  36±1°C.  A  partir  do  crescimento  obtido  foram  preparadas 
suspensões  bacterianas  em  salina  fisiológica  esterilizada,  cuja  turvação  foi 
ajustada  àquela  da  escala de  turbidez 0,5  de McFarland. Com  auxílio  de 
“swabs”  esterilizados,  as  suspensões  bacterianas  padronizadas  foram 
semeadas sobre superfície de meio de ágar Müeller-Hinton (Plast Labor, Rio 
de  Janeiro,  RJ,  Brasil),  de  maneira  a  se  obter  crescimento  uniforme  e 
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confluente.  Os  discos  foram,  então,  aplicados  e  as  placas foram  incubadas 
durante  18-24  h  a  36±1°C.  Após  incubação,  foi  feita  a  leitura  dos  halos  de 
inibição  de  crescimento  e  interpretação  dos  resultados.  Foram  utilizados 
discos  (Oxoid  Ltd,  Basingstoke,  Hants,  Inglaterra)  contendo  os  seguintes 
antimicrobianos:
 
  ácido  nalidíxico  (30µg),  ampicilina  (10µg),  ciprofloxacina 
(5µg),  cloranfenicol  (30µg),  eritromicina  (15µg),  estreptomicina  (300µg), 
fosfomicina  (200µg),  gentamicina  (120µg),  levofloxacina  (5µg),  linezolida 
(30µg), nitrofurantoína (300µg), norfloxacina (10µg), penicilina (10 unidades), 
quinopristina-dalfopristina  (15µg),  rifampicina  (5µg),  teicoplanina  (30µg), 
tetraciclina (30µg), vancomicina (30µg). As amostras padrão E. faecalis ATCC 
29212 e S. aureus ATCC 25923 foram utilizadas como controles. 
3.2. Testes  de difusão  em gradiente  contínuo  para  determinação  das 
concentrações mínimas inibitórias 
A determinação das CIMs, utilizando-se E-test
®
 (bioMérieux, Marcy 
l’Etoile, França), foi realizada para as amostras que: 1- apresentaram genes 
de  resistência  aos  glicopeptídeos  porém,  por  meio  da  técnica  de  disco-
difusão, não foi detectado resistência plena a esta classe de antimicrobianos; 
2-  não  apresentaram  genes  de  resistência  aos  glicopeptídos  porém,  na 
técnica de  disco-difusão, mostraram-se com  sensibilidade  reduzida a  esta 
classe de antimicrobianos. 
Foram utilizadas fitas de E-test
®
 impregnadas com vancomicina ou 
teicoplanina  (0,016-256  µg/ml).  As  amostras  foram  cultivadas  em  placas 
contendo CA-SC, por 18-24 h a 35±2°C. O preparo e semeadura do inóculo 
foram feitos conforme descrito para a técnica de disco-difusão no item 3.1. As 
fitas foram depositadas individualmente em cada placa com auxílio de pinça 
bacteriológica esterilizada, seguido de incubação por 24 h a 35±2°C. A CIM foi 
considerada como a menor concentração de antimicrobiano capaz de inibir o 
crescimento bacteriano (ponto de intersecção  da zona de inibição, de forma 
elíptica  formada  com  a  tira).  A  amostra  padrão  E.  faecalis  ATCC  29212  foi 
utilizada como controle. 
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4.  Padronização  e  Avaliação  de  uma  Técnica  de  PCR  multiplex  para  a 
Detecção  Simultânea  de  Genes  de  Resistência  a  Vancomicina  e 
Identificação das Espécies de Enterococcus 
  Uma  técnica  baseada  nas  recomendações  de  Ke  e  colaboradores 
(1999),  Depardieu,  Perichon  &  Courvalin  (2004)  e  Jackson,  Fedorka-Cray  & 
Barrettt (2004) foi elaborada e avaliada. 
 
4.1. Extração do DNA 
  O DNA foi obtido através do kit de extração Bacteria GenomicPrep Mini 
Spin  Kit  (GE  Healthcare,  Buckinghamshire,  UK)  conforme  instruções  do 
fabricante. Em resumo, a lise das células foi obtida pelo emprego de lisozima e 
proteinase  K,  e  o  DNA  foi  separado  dos  restos  celulares  por  meio  de  uma 
coluna de fibra de vidro. 
4.2. Condições da PCR multiplex 
  A  proposta  de  PCR  multiplex  foi  constituida  por  duas  etapas 
sequenciais, nomeadas Reação 1 e Reação 2, as quais se diferenciaram pelos 
primers utilizados, listados  nas Tabelas  1  e  2,  mantendo as  condições  de 
reação, conforme descrito a seguir. 
Uma alíquota de 5µL do produto de extração foi adicionada à mistura da 
reação de PCR, que constava de 0,4µM de cada iniciador (Tabelas 1 e 2), 0,2 
mM de dNTP mix (100mM de cada) (Invitrogen SP, Brasil), 1,5 U de Platinum® 
Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3,5mM de cloreto de magnésio (Gibco-BRL) 
e água Mili-Q para um volume final de 50µL. As amplificações foram realizadas 
em  termociclador  (Veriti  96-Well  Thermal  Cycler,  Applied  Biosystems, 
Branchburg, NJ, EUA), empregando a seguinte programação: 1 ciclo de 5 min 
a 95ºC para desnaturação inicial, seguido de  30 ciclos de 1 min a 94°C para 
desnaturação,  1  min  a  55°C  para  anelamento,  1  min  a  72°C  para  extensão, 
seguidos de 1 ciclo de 10 min a 72°C para extensão final. Os amplicons obtidos 
foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,2% (UltraPure Agarose, 
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Gibco-BRL, Grand Island, New York, EUA), em tampão TBE (Tris, ácido bórico 
e  EDTA)  0,5X  por  1h  a  120  V.  Padrões  de  tamanho  molecular  de  100  pb 
(Invitrogen, Carlsbad,  CA, EUA) foram utilizados para  estimar o  tamanho dos 
amplicons.  Após  coloração  com  brometo  de  etídio  (0,5µg/ml)  os  géis  foram 
fotografados  sob  transiluminação  com  luz  ultravioleta  e  observados 
visualmente. As sequências iniciadoras, juntamente com o tamanho esperado 
dos  produtos  de amplificação  e as  respectivas  referências estão  listadas nas 
Tabelas 1 e 2. 
Os controles utilizados para a padronização de Reação  1 foram as 
amostras
 
A256  (E.  faecalis,  vanA),  V583  (E.  faecalis,  vanB)  SS  1274  (E. 
faecium) SS 1228 (E. gallinaum). 
  Os controles utilizados para a padronização da Reação  2 foram  as 
amostras  SS  817  (E.  avium),  SS  1278  (E.  raffinosus),  SS  1229  (E. 
casseliflavus) e Dalla 1b (E. faecium, vanD). 
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Resultados 


  Seleção  de  amostras  e  identificação  em  espécies  por  meio  de  testes 
fisiológicos 
As 125 amostras  selecionadas  para o  presente estudo incluiram  23 
amostras  de  referência  e  102  obtidas  de  materiais  clinicos  diversos, 
representativos  de  casos  de  infecção  ou  de  colonização.  A  identificação  de 
algumas  já  era  conhecida,  pelo fato de  serem  de referência ou  devido  à sua 
inclusão em trabalhos anteriores ou em andamento em nosso laboratório. Por 
outro lado, que seja do nosso conhecimento, nenhuma delas tinha tido as suas 
caracteristicas de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos investigadas da 
forma como ocorreu neste estudo. Os dados eventualmente já conhecidos, no 
entanto, só foram  levados ao conhecimento do pesquisador responsável pela 
execução prática deste estudo, quando da análise dos resultados globais. Sua 
seleção foi baseada no racional de comporem um painel que contemplasse as 
variantes típicas,  mais comuns, ou atípicas,  menos  comuns, das  principais 
espécies de Enterococcus tanto  com relação às  características fisiológicas 
quanto  às  características  de  susceptibilidade  a  antimicrobianos,  e 
constiuissem, portanto, um conjunto de desafio para a avaliação de métodos de 
detecção/ identificação. Algumas amostras pertencentes a outras espécies de 
Enterococcus ou ainda a outros gêneros considerados como mais relacionados 
aos  enterococos,  devido  às  caracteristicas  fisiológicas,  também  foram 
incluidas.  As  origens  institucionais  ou  geográficas  estão  representadas  na 
Figura 1, enquanto que a listagem de amostras de referência está contida na 
Tabela 3. 
Todas  as  amostras  se  apresentaram  como  cocos  Gram-positivos, 
catalase  negativos. A maioria (118  amostras) apresentou resultados  positivos 
para os seguintes testes: PYR, LAP, hidrólise da esculina na presença de sais 
biliares  e  crescimento  em  caldo  contendo  NaCl  a  6,5%;  sendo  estas 
consideradas  como  pertencentes  ao  gênero  Enterococcus.  Com  base  nos 
resultados  desses  testes  fisiológicos  e  no  teste  de  resistência  aos 
glicopeptídeos,  duas  amostras  foram  identificadas  presuntivamente  como 
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Lactococcus, enquanto duas outras foram identificadas presuntivamente como 
pertencentes  ao  gênero  Pediococcus  e  uma  foi  identificada  presuntivamente 
como  Leuconostoc.  Duas  amostras  (1148-97  e  CL  7685)  apresentaram 
resultados  não  conclusivos  para  os  testes  realizados,  não  sendo  possível  a 
identificação ao nível de gênero. 
A identificação das 118 amostras de Enterococcus, ao nível de espécie, 
feita  através  de  testes  fisiológicos  convencionais  baseados  no  esquema  de 
caracterização  fenotípica  mostrado  na  Tabela  4,  revelou  a  presença  das 
seguintes espécies na amostragem estudada: E faecalis (46 amostras), E. 
faecium (46 amostras), E. avium (10 amostras), E. raffinosus (07 amostras) e 
E. gallinarum (05 amostras), e E. casseliflavus, E. pseudoavium, E. munditii, e 
E.  sanguinicola,  representadas  por  uma  única  amostra  cada.  Entretanto, 
algumas  dessas  amostras  apresentaram  resultados  atípicos  em  um  ou  mais 
testes,  confirmados  após  checagem  da  pureza  das  culturas  e  repetição  dos 
testes  por  2  ou  3  vezes,  o  que  gerou  incertezas  ou  inacurácias  na  sua 
identificação, a qual foi revista quando da análise global dos resultados, após 
serem  obtidos  os  resultados  dos testes  genotípicos.  Os dados  globais  de 
identificação das 125 amostras estão representados na Figura 2. 
  Considerando as variações intra-específicas observadas frente a alguns 
dos  testes  fisiológicos  empregados,  as  amostras  foram  classificadas  em 
biotipos, conforme representado na Tabela 5. A maioria das amostras de uma 
mesma espécie foi incluida em 1 ou 2 biotipos predominantes. 
 


 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 
  Os  resultados  dos  testes  de  susceptibilidade  a  antimicrobianos  estão 
expressos na Tabela 6 e na Figura 3. 
  Todas  as  125  amostras  mostraram-se  sensíveis  à  linezolida  e 
resistentes ao ácido nalidíxico. 
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Em  relação  aos  aminoglicosídeos,  56,8%  (71/125)  das  amostras  se 
apresentaram sensíveis a altas concentrações de estreptomicina, enquanto 
4,8% (6/125) não apresentaram resultados conclusivos, pelo fato de terem sido 
obtidos tamanhos de halos de inibição entre 7 e 9 mm,  e 38,4% (48/125) se 
comportaram como resistentes a altas concentrações deste antimicrobiano. Em 
relação  à  gentamicina,  35,2%  (44/125)  das  amostras  se  apresentaram 
susceptíveis a altas concentrações desse antimicrobiano, e 60,8% (76/125) se 
comportaram  como  resistentes,  enquanto  que,  para  4,0%  (5/125),  não  foram 
obtidos resultados conclusivos. 
  Considerando  os  glicopeptídeos,  27,2%  (34/125)  das  amostras  se 
apresentaram  sensíveis à  vancomicina, enquanto  4,8% (6/125) se mostraram 
intermediárias e 67,4% (85/125) se comportaram como resistentes. Em relação 
a teicoplanina, 44,8% (56/125) se apresentou susceptível, enquanto que 4,8% 
(6/125)  se  mostrou  intermediária  e  50,4%  (63/125)  se  comportou  como 
resistente. 
Dentre as 125  amostras, um número  variado, embora com porcentuais 
próximos  ou  superiores a 50 %,  se mostrou  susceptível  a  vários  dos demais 
antimicrobianos:  ampicilina  (54,4%;  68/125),  cloranfenicol  (71,2%;  89/125), 
fosfomicina  (86,5%;  109/125),  nitrofurontoína  (76,0%;  95/125),  penicilina 
(50,4%;  63/125);  quinupristina/dalfopristina  (48,8%;  61/125)  e  tetraciclina 
(52,8%;  66/125).  Em  contraste,  a  maioria  das  amostras  se  apresentou 
resistente  a  ciprofloxacina  (63,2%;  79/125),  eritromicina  (75,2;  94/125), 
levofloxacina  (53,6%;  67/125),  norfloxacina  (60,0%;  75/125)  e  rifampicina 
(64,0%; 80/125). 
O fenótipo intermediário, quando presente, foi observado em menos de 
6%  das  amostras,  com  exceção  de  quatro  drogas:  ciprofloxacina  (13,6%; 
17/125),  eritromicina  (12,0%;  15/125),  norfloxacina  (15,2%;  19/125)  e 
rifampicina (11,2%; 14/125). 
Os resultados  dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos entre 
amostras das duas espécies predominantes, E. faecalis e  E.  faecium, podem 
ser observados e comparados através da consulta à Tabela 7 e à Figura 4. 
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  Dentre as 46 amostras de E. faecalis, todas se apresentaram resistentes 
ao ácido nalidíxico e sensíveis tanto à linezolida como à nitrofurantoína. 
Com relação aos aminoglicosídeos, 78,26% (35/46) das amostras de E. 
faecalis  se  apresentaram  sensíveis a estreptomicina, enquanto que  2,17% 
(1/46) apresentaram resultados inconclusivos e 19,56% (9/46) se comportaram 
como  resistentes  a  este  antimicrobiano.  Em  relação  a  gentamicina,  28,26% 
(13/46)  das  amostras  de  E.  faecalis  se  apresentaram  susceptíveis,  enquanto 
que  para  2,17%  (1/46)  não  foram  obtidos  resultados  conclusivos  e  69,56% 
(32/46) se comportaram como resistentes a essa droga. 
Com relação aos glicopeptídeos, 32,6% (15/46) das amostras de E. 
faecalis se apresentou susceptível a vancomicina, enquanto 10,86% (5/46) se 
mostrou  intermediária  e  56,52%  (26/46)  se  comportou  como  resistente. A 
maioria  das  amostras  (56,52%;  26/46)  dessa  espécie  se  apresentou 
susceptível  a  teicoplanina,  enquanto  nenhuma  se  mostrou  intermediária  e 
43,47% (20/46) se comportou como resistente. 
A  maioria  das  amostras  de  E.  faecalis  se  mostrou  susceptível  à 
ampicilina  (91,30%;  42/46),  estreptomicina  (78,26%;  36/46),  fosfomicina 
(97,82%; 45/46), e penicilina (84,78%; 39/46). 
Adicionalmente, a maioria das amostras desta espécie  se mostrou não 
susceptível  (amostras  resistente  somadas  às  intermediárias)  a  ciprofloxacina 
(71,73%;  33/46), cloranfenicol (60,86%; 28/46),  levofloxacina  (54,34%;  25/46) 
norfloxacina  (71,73%;  33/46),  quinupristina/dalfopristina  (97,82%;  45/46), 
rifampicina (82,60%; 38/46) e tetraciclina (60,86%; 28/46).  
  Dentre as 46 amostras de E. faecium, todas se apresentaram resistentes 
ao ácido nalidíxico e susceptíveis à linezolida. 
Com relação aos aminoglicosídeos, 28,26% (13/46) das amostras de E. 
faecium se  apresentou  susceptível à  estreptomicina,  enquanto  que 10,86% 
(5/46) apresentou resultados não conclusivos e 60,86% (28/46) se comportou 
como resistente.  Em relação à gentamicina, 28,26% (13/46) das amostras se 
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apresentou susceptível, 8,69% (4/46) não revelou resultados conclusivos e 
63,04% (29/46) se comportou como resistente. 
Considerando  os  glicopeptídeos,  10,86%  (5/46)  das amostras de  E. 
faecium  se  apresentou susceptível a  vancomicina,  enquanto  2,17%  (1/46) se 
mostrou  intermediária  e  86,95%  (40/46)  se  comportou  como  resistente.  Com 
respeito  a  teicoplanina,  28,26%  (13/46)  se  apresentou  susceptível,  enquanto 
que  13,04%  (6/46)  se  mostrou  intermediária  e  58,69%  (27/46)  se  comportou 
como resistente. 
A  maioria  das  amostras  de  E.  faecium  se  mostrou  susceptível  a 
cloranfenicol  (93,47%;  43/46),  fosfomicina  (89,13%;  41/46),  nitrofurantoína 
(65,21%;  30/46)  quinupristina/dalfopristina  (93,47%;  43/46)  e  tetraciclina 
(67,39%; 31/46). 
Adicionalmente, a maioria das amostras desta espécie  se mostrou não 
susceptível  (amostras  resistente  somadas  as  intermediárias)  a:  ampicilina 
(86,95; 40/46), ciprofloxacina (93,47%;  43/46), eritromicina (95,65%;  44/46), 
estreptomicina  (71,73%;  33/46),  levofloxacina  (80,43%;  37/46),  norfloxacina 
(91,30%;  42/46),  penicilina  (89,13%;  41/46),  rifampicina  (82,60%;  38/46), 
teicoplanina (71,73%; 33/46) e vancomicina (89,13%; 41/46). 
Como já mencionado, dentre as amostras de  Enterococcus  estudadas, 
31  apresentaram-se  susceptíveis  a  vancomicina,  enquanto  87  mostraram  ser 
não susceptíveis a este antimicrobiano, em algum nível. Uma comparação 
entre  o  comportamento  das  amostras  VRE  e  não  VRE  frente  aos 
antimicrobianos testados está  representada na  Figura  5. Por  outro  lado, a 
Figura  6  permite  a  comparação  da  susceptibilidade  aos  antimicrobianos 
testados entre amostras das duas espécies predominantes e as amostras das 
demais espécies de Enterococcus incluidas neste estudo. 
Considerando  os  resultados  obtidos  para  os  18  antimicrobianos 
testados,  as  amostras  foram  classificadas  por  antibiotipos,  sendo  observada 
uma  ampla  diversidade.  Uma  boa  parte  das  amostras  apresentou  um 
antibiotipo  exclusivo,  mesmo  considerando-se  as  categorias  de  resistência 
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intermediária  e  de  resistência  em  conjunto.  Notou-se,  no  entanto,  a 
predominância  de  alguns  antibiotipos  entre  as  amostras  das  espécies 
representadas  por  um  número  maior  de  amostras,  conforme  pode  ser 
observado na Tabela 8. 
 


  Identificação  das  espécies  e  detecção  dos  genes  de  resistência  a 
glicopeptídeos através de PCR multiplex 
  Os  testes  de  PCR  multiplex  foram  realizados  em  duas  etapas.  Os 
resultados  obtidos  para  as  125  amostras  incluídas  neste  estudo,  quando 
testadas como os pares de primers que compunham a Reação  1, mostraram 
que  118  amplificaram com o par  de  primers  gênero-específico  (primers  ENT, 
que amplificam o  gene  tuf), confirmando a  sua identificação  como gênero 
Enterococcus.  Das  sete  amostras  restantes,  uma  (SS  1290)  não  apresentou 
nenhuma banda, enquanto as outras 6 (1148-97, CL 7685, CL 8395, SS 668, 
SS1254  e  SS  1292)  apresentaram perfis  de  múltiplas bandas,  sendo que 
nenhuma correspondeu aos tamanhos de amplicons esperados. Tais perfis de 
amplicons,  foram,  portanto,  considerados  inespecíficos,  evidenciando  que 
estas amostras não pertenciam ao gênero Enterococcus. 
  Quanto à identificação ao nível de espécie, empregando a Reação 1, foi 
obtida  a  identificação  de  97  (82,2%)  das  118  amostras  que  amplificaram 
simultâneamente o gene tuf, sendo que 46 amostras apresentaram amplicons 
correspondentes a E. faecalis, 46 amostras corresponderam a E. faecium e 5 a 
E.  gallinarum.  Estes  resultados  foram  concordantes  com  aqueles  obtidos  por 
métodos  fenotípicos  convencionais,  com  a  diferença  de  identificar,  com 
rapidez,  amostras  atípicas,  como  é  o  caso de  uma amostra  de  E.  gallinarum 
arginina negativa, cujo resultado final da identificação por testes convencionais 
só seria liberado após uma semana de incubação.  A ausência de amplificação 
de genes espécie-específicos observada para as demais 21 amostras que 
haviam apresentado amplificação do gene tuf, foi interpretada como indicativa 
de que essas  amostras  deveriam  ser Enterococcus  não pertencentes  as 3 
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espécies  contempladas  na  Reação  1,  e  que deveriam, ser portanto,  testadas 
pela Reação 2.   
No  entanto,  para avaliar  a  especificidade dos  pares de  primers  nela 
contidos, todas as 125 amostras foram também testadas frente à Reação 2. Os 
resultados  mostraram  que  nenhuma  das  amostras  identificadas  ao  nível  de 
espécie  pela  reação  1  apresentou  amplificação  com  os  pares  de  primers 
espécie-específicos presentes na Reação 2. Por outro lado, das  21 amostras 
de  Enterococcus  que  não  haviam  sido  identificadas,  18  (85,7%)  foram 
identificadas,  sendo  11  como  E.  avium,  07  como  E.  raffinosus  e  1  como  E. 
casseliflavus.  As  demais  3  amostras  não  tiveram  suas  identificações 
determinadas ao nível de espécies, nem pela Reação 1 nem pela Reação 2, 
indicando que deveriam pertencer a espécies não contempladas no esquema 
de  PCR  multiplex  avaliado.  Considerando  os  resultados  da  identificação 
fisiológica,  essas  amostras  correspondiam  a  1  amostra  de  E.  mundtti  (de 
origem clínica), e as amostras padrão de E. pseudoavium e E. sanguinicola. 
Em geral, os resultados de identificação das espécies de Enterococcus 
obtidos pelo esquema de PCR multiplex avaliado se mostraram concordantes 
com  os  obtidos  pelo  esquema  de  testes  fisiológicos  convencionais,  devendo 
ser ressaltado a sua vantagem em termos de facilidade de execução e rapidez 
na  obtenção de  resultados, permitindo caracterizar  amostras atípicas,  difíceis 
de  identificar  com  segurança  pelos  métodos  convencionais,  assim  como 
discriminar espécies que apresentaram perfis fisiológicos muito semelhantes. 
Estas  situações  foram  particularmente  exemplificadas  pela  distinção 
entre  algumas  das  amostras  de  E.  avium  e  E.  raffinosus,  já  que  estas  são 
essencialmente distinguidas pelo teste de utilização da rafinose, o qual pode, 
em  alguns  casos,  apresentar  dificuldade  de  leitura,  devido  às  tonalidades 
adquiridas, sobretudo após incubação longa. Além da acurácia dos resultados 
de  identificação  obtidos  em  ambas  as  reações,  não  foram  observados 
resultados  indicativos  de  falso-positividade,  evidenciando  a  especificidade  do 
esquema de PCR avaliado. 
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   As Figuras 7 e 8 ilustram reações típicas, esperadas para o esquema 
de PCR multiplex empregado neste estudo, sendo que a Figura 7 corresponde 
a um gel representativo da Reação 1, enquanto a Figura 8 corresponde um gel 
representativo da Reação 2. 
  Em  relação  aos  genótipos  de  resistência,  os  resultados  da  Reação  1 
somados  com  os  da  Reação  2  revelaram  a  presença  de  4  diferentes  tipos 
(vanA, vanB, vanC e vanD), entre as amostras investigadas. O genótipo vanA, 
foi  o  predominante,  sendo  encontrado  em  67  amostras,  enquanto  que  o 
genótipo  vanB  foi  encontrado  em  14  amostras,  o  genótipo  vanC  em  6,  e  o 
genótipo  vanD  em  2  amostras.  Duas  amostras,  identificadas  como  E. 
gallinarum,  apresentaram  simultaneamente  os  genótipos  vanA  e  vanC, 
conforme apontado na Tabela 9. 
  As  amostras  de  Enterococcus  portadoras  dos  genes  de  resistência 
acima  citados,  com  exceção  daquelas  portadoras  somente  de  vanC,  se 
apresentaram  com  susceptibilidade  reduzida  aos  glicopeptídeos  em  algum 
nível, indicando a concordância geral entre os resultados dos testes fenotípicos 
e genético  para  avaliação da susceptibilidade  aos  glicopeptídeos.  Das 118 
amostras de  Enterococcus que  apresentaram  susceptibilidade reduzida  aos 
glicopeptídeos por testes fenotípicos, em 116 (98,3%) foi detectado algum dos 
genes responsáveis pela  resistência a esta classe de  antimicrobianos. Sendo 
assim,  com  a  exceção  de  duas  amostras  (1,4%),  todas  as  amostras  de 
Enterococcus  que  não  apresentaram  nenhum  genótipo  de  resistência 
apresentaram-se susceptíveis aos glicopeptídeos através de testes fenotípicos. 
Os genótipos vanG e vanE não foram encontrados entre a amostragem 
estudada.  Conforme  previsto,  nas  amostras  pertencentes  ao  gênero 
Pediococcus,  não  foi  detectado  nenhum  gene  de  resistência  pelas  técnicas 
utilizadas  neste  estudo,  já  que  estas  amostras  são  resistentes  aos 
glicopeptídeos  por  outros  mecanismos  os  quais  não  foram  o  foco  deste 
trabalho. 
   Em 13 amostras de Enterococcus (nove E. faecium, três E. raffinosus e 
um  E.  avium)  foram  observadas  algumas  incongruências  entre  os  resultados 
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genotípicos  e  fenotípicos,  com  respeito  ao  tipo  de  resistência  aos 
glicopeptídeos  (Tabela  9).  Dentre  estas  amostras,  11  carreavam  o  genótipo 
vanA,  porém,  se  mostraram  sensíveis  ou  intermediárias  a  teicoplanina.  Além 
disto,  em  duas  amostras  não  foi  detectado  genótipo  de  resistência  aos 
glicopeptídeos, porém, estas amostras se mostraram resistentes a esta classe 
de antimicrobianos por testes fenotípicos.  
  Na tentativa de elucidar esses dados, foram realizados testes de difusão 
em gradiente contínuo (E-test
®
) para a determinação das CIMs. Os resultados 
obtidos por esta medodologia estão apresentados na Tabela 10. Dentre as 11 
amostras  que  carreavam  o  genótipo  vanA,  8  continuaram  apresentando 
incongruências, mesmo determinando-se as CIMs. As duas amostras que não 
apresentaram nenhum genótipo  de resistência  continuaram  comportando-se 
como plenamente resistentes, apresentando CIMs elevadas. 
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Tabela 1. Sequências iniciadoras selecionadas para comporem a Reação 1 da técnica de PCR multiplex para a detecção de 
Enterococcus resistentes à vancomicina 
a
K = G ou T; M = A ou C; Y = C ou T.
 
 
 
 
Denominação 
da 
Sequência 
Sequência (5’→3’)     Gene 
Tamanho do 
amplicon (bp) 
Referência   
 
 
 EA1

 
 EA2

 
 
 
 GGGAAAACGACAATTGC

 
 GTACAATGCGGCCGTTA

 
 

 vanA

   
 732

 
 

 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

   
 
 
 EB3

 
 EB4

 
 
 
 ACGGAATGGGAAGCCGA 

 
 TGCACCCG

ATTTCGTTC 
 
 vanB

   
 647

 
 

 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

   
 
 
 EC5

 
 EC8

 
 
 
 ATGGATTGGTAYTKGTAT

a 
 TAGCGGGAGTGMCYMGTAA

a
 
 
 vanC1/2

   
 815/827

 
 

 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

   
 
 
 DD13

 
 DD3

-2 
 
 
 CACCTGAAGAAACAGGC

 
 ATGGCTACTTCAATTTCAC

G 
 
 
 ddl

 
 (

E.faecalis) 
 
 475

 
 

 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

   
 
 
 FAC1

-1 
 FAC2

-1 
 
 
 GAGTAAATCACTGAACGA

 
 CGCTGATGGTATCGATTCAT

 
 
 
 ddl

 
 (

E.faecium) 
 
 1,091

 
 

 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

   
 
 
 GA1

 
 GA2

 
 
 
TTACTTGCTGATTTTGATTCG 
TGAATTCTTCTTTGAAATCAG 
 
 
sodA 
(E. gallinarum) 
 
 173

 
 

Jackson, Fedorka-Cray & Barrettt (2004)   
 
 
 ENT1

 
 ENT2

 
 
 
 TACTGACAAACCATTCATGATG

 
 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

 
 
 
tuf 
(Enterococcus) 
 
 112

 
 

Ke et al. ( 1999)   
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Tabela 2. Sequências iniciadoras selecionadas para comporem a Reação 2 da técnica de PCR multiplex para a detecção de 
Enterococcus resistentes à vancomicina 
Denominação 
da 
Sequência 
Seqüência (5’→3’)     Gene 
Tamanho do 
amplicon (bp) 
Referência 
 
 
 ED1

 
 ED2

 
 
 
 TGTGGGATGCGATATTCAA

 
TGCAGCCAAGTATCCGGTAA 
 
 vanD

   
 500

 
 
 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

 
 
 
 AV1

 
 AV2

 
 
 
GCTGCGATTGAAAAATATCCG 
AAGCCAATGATCGGTGTTTTT 
 
 
sodA 
(E. avium) 
  368 
 
Jackson, Fedorka-Cray & Barrettt (2004) 
 
 
 RF1

 
 RF2

 
 
 
 GTCACGAACTTGAATGAAGTT

 
 AATGGGCTATCTTGATTCGCG

 
 
 
sodA 
 (

E. raffinosus) 
 
 287

 
 
Jackson, Fedorka-Cray & Barrettt (2004) 
 
 
EE1 
EE2 
 
 
 TGTGGTATCGGAGCTGCAG

 
 ATAGTTTAGCTGGTAAC

 
  vanE   
 430

 
 
 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

 
 
 
 EG1

 
 EG2

 
 
 
 CGGCATCCGCTGTTTTTGA

 
 GAACGATAGACCAATGCCTT

 
  vanG   
 941

 
 
 Depardieu, Perichon & Courvalin (2004)

 
 
 
 CA1

 
 CA2

 
 
 
 TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 

 
 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG

 
 
 
sodA 
(E. casseliflavus) 
 
 288

 
 
Jackson, Fedorka-Cray & Barrettt (2004) 
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Tabela 3. Amostras de referência pertencentes ao gênero Enterococcus ou a gêneros relacionados incluídas neste estudo 
 
a
Alguns já eram conhecidos e foram confirmados; outros foram determinados no presente estudo
 
b
Categorias de susceptibilidade: S, sensível; R, resistente; I, intermediária; 
c 
Abreviações: 
NAL, ácido nalidíxico, AMP, ampicilina, CIP, ciprofloxacina, CLO, cloranfenicol, ERI, eritromicina, EST, estreptomicina, FOS, fosfomicina, 
GEN, gentamicina, LEV, levofloxacina, NIT, nitrofurantoína, NOR, norfloxacina, PEN, penicilina, QD, quinupristina-dalfopristina, RIF, rifampicina, TEI, 
teicoplanina, TET, tetraciclina, VAN, vancomicina.
 
T 
Amostra tipo   
(continua) 
 
Amostra  Identificação
 
Susceptibilidade a 
Vancomicina/ Genótipo
a, b 
Resistotipo
c
 
A256 
Enterococcus faecalis 
R / vanA 
NAL; CIP; ERI; NOR; Q/D; TEI; TET; VAN 
V583 
Enterococcus faecalis 
R / vanB 
NAL; ERI; GEN; Q/D; RIF; VAN 
Dalla 1b 
Enterococcus faecium 
R / vanD 
NAL; AMP; CIP; ERI; EST; GEN; NOR; PEN; RIF; TET; VAN 
SS 559 
Enterococcus avium 
S 
NAL; CIP; LVX; NOR; Q/D 
SS 668 
Lactococcus lactis 
S 
NAL; CIP; FOS; NOR; RIF 
SS 817
 T
 
Enterococcus avium 
S 
NAL; CIP; GEN 
SS 1228
 T
 
Enterococcus gallinarum 
S/I/ vanC 
NAL; ERI; RIF; TET 
SS 1229 
T
 
Enterococcus casseliflavus 
S/I/ vanC 
NAL; CIP; ERI; LEV; NOR 
SS 1254 
Pediococcus acidilacticii 
R 
NAL; CIP; FOS; LEV; NIT; NOR; RIF; TEI; TET; VAN 
SS 1273
 T
 
Enterococcus faecalis 
S 
NAL; CIP; NOR 
SS 1274
 T
 
Enterococcus faecium 
S 
NAL; CIP; ERI; LEV; NOR; RIF 
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Tabela 3. Amostras  de  referência pertencentes ao gênero Enterococcus  ou a gêneros  relacionados incluídas  neste estudo 
(Continuação) 
 
 a
Alguns já eram conhecidos e foram confirmados; outros foram determinados no presente estudo
 
b
Categorias de susceptibilidade: S, sensível; R, resistente; I, intermediária; 
c
Abreviações: N
AL, ácido nalidíxico, AMP, ampicilina, CIP, ciprofloxacina, CLO, cloranfenicol, ERI, eritromicina, EST, estreptomicina, FOS, fosfomicina, 
GEN, gentamicina, LEV, levofloxacina, NIT, nitrofurantoína, NOR, norfloxacina, PEN, penicilina, QD, quinupristina-dalfopristina, RIF, rifampicina, TEI, 
teicoplanina, TET, tetraciclina, VAN, vancomicina. 
 
 T 
Amostra tipo
Amostra  Identificação
 
Susceptibilidade a 
Vancomicina/ Genótipo
a, b 
Resistotipo
c
 
SS 1277
 T
 
Enterococcus pseudoavium 
S 
NAL; ERI; TET 
SS 1278
 T
 
Enterococcus raffinosus 
S 
AMP; ERI; EST; NIT; PEN; Q/D; TET 
SS 1290
 T
 
Lactococcus garvieae 
S 
NAL; CIP; FOS; NOR; RIF 
SS 1292
 T
 
Leuconostoc pseudomesenteroides 
R 
NAL; FOS; NIT; RIF; TEI; VAN 
SS 1332 
Enterococcus faecalis 
R / vanB 
NAL; CLO; ERI; EST; GEN; Q/D; VAN 
SS 1350 
Enterococcus faecium 
S 
NAL; CIP; NIT; RIF; TET 
SS 1351 
Enterococcus faecalis 
S 
NAL; CIP; ERI; NOR; Q/D; RIF 
SS 1729
 T
 
Enterococcus sanguinicola 
R / vanA 
NAL; ERI; EST; GEN; NIT; NIT; Q/D; RIF; TEI; VAN 
SS 1731 
Enterococcus faecalis 
R / vanA 
NAL; CIP; ERI; Q/D; TEC; TET; VAN 
SS 1732 
Enterococcus faecalis 
R /vanB 
NAL; CLO; ERI; GEN; Q/D; RIF; VAN 
SS 1733 
Enterococcus faecalis
 
R / vanB
2
 
NAL; CIP; ERI; GEN; LEV; NOR; Q/D; TET; VAN 
SS 1734 
Enterococcus faecium 
R / vanD 
NAL; AMP; ERI; EST; GEN; PEN; RIF; TET; VAN 
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Tabela  4.  Características  fenotípicas  utilizadas  para  a  identificação  das  espécies 
pertencentes ao gênero Enterococcus e alguns microrganismos relacionados (TEIXEIRA; 
CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a
Produção  de  ácidos  a  partir  de  MAN,  manitol;  SOR,  sorbose;  ARA,  arabinose;  SBL,  sorbitol;  RAF,  rafinose;  SAC, 
sacarose; MGP, metil-α-D-glicopiranosídeo; ARG,  decarboxilação da arginina; PIG,  produção de pigmento; MOT, 
motilidade. 
+, reação positiva; -, reação negativa; V, resultado variável;
 
b 
Excessões ocasionais. 
Espécie 
Características fenotípicas
a

 

 

 

MAN  SOR  ARG  ARA  SBL  RAF  MOT  PIG  SUC  PYU  MGP 
Grupo I 
                     
E. avium 
+  +  -  +  +  -  -  -  +  +  V 
E. gilvus 
+  +  -  -  +  +  -  +  +  +  - 
E. hawaiiensis 
+  +  -  -  +  -  -  -  -  +  - 
E. malodoratus 
+  +  -  -  +  +  -  -  +  +  V 
E. pallens 
+  +  -  -  +  +  -  +  +  -  + 
E. pseudoavium 
+  +  -  -  +  -  -  -  +  +  + 
E. raffinosus 
+  +  -  +  +  +  -  -  +  +  V 
E. saccharolyticus 
+  +  -  -  +  +  -  -  +  -  + 
Grupo II 
                     
E. faecalis 
 +
b 
-   +
 b
  -  +  -  -  -  +
 b
  +  - 
E. faecium 
 +
 b
  -  +  +  V  V  -  -  +
 b
  -  - 
E. casseliflavus 
+  -   +
 b
  +  V  +  +
 b
  +
 b
  +  V  + 
E. gallinarum 
+  -   +
 b
  +  -  +  +
 b
  -  +  -  + 
E. haemoperoxidus
 
+
 
-   +
 
-  -  -  -  -  +  -  + 
E. mundtii 
+  -  +  +  V  +  -  +  +  -  - 
E. sanguinicola 
+  -  +  -  -  -  -  -  +  -  - 
Lactococcus sp. 
+  -  +  -  -  -  -  -  V  -  - 
Grupo III 
                     
E. dispar 
-  -  +  -  -  +  -  -  +  +  + 
E. durans 
-  -  +  -  -  -  -  -  -  -  - 
E. hirae 
-  -  +  -  -  +  -  -  +  -  - 
E. ratti 
-  -  +  -  -  -  -  -  -  -  - 
E. villorum
 
-  -  +  -  -  -  -  -  -  -  - 
GrupoIV
 
                     
E. asini 
-  -  -  -  -  -  -  -  +  -  - 
E. cacae 
-  -  -  -  -  -  -  -  +  +  + 
E. cecorum 
-  -  -  -  +  +  -  -  +  +  - 
E. phoeniculicola
 
-  -  -  +  -  +  -  -  +  -  + 
E. sulfureus 
-  -  -  -  -  +  -  +  +  -  + 
Grupo V 
                     
E. canis 
+  -  -  +  -  -  -  -  +  +  + 
E. columbae 
+  -  -  +  +  +  -  -  +  +  - 
E. hermanniensis 
+  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
E. italicus 
V  -  -  -  V  -  -  -  +  +  + 
E. moraviensis
 
+  -  -  +  -  -  -  -  +  +  + 
Vagococcus fluvialis 
+  -  -  -  +  -  +  -  +  -  + 
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Tabela 5. Variações do comportamento das amostras de Enterococcus frente aos testes 
fisiológicos de identificação ao nível de espécie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 
Produção de ácidos a partir de  MAN, manitol; SOR,  sorbose; ARA, arabinose; SBL, sorbitol;  RAF, 
rafinose;  SAC,  sacarose;  MGP,  metil-α-D-glicopiranosídeo;  ARG,  decarboxilação  da  arginina;  PIG, 
produção de pigmento; MOT, motilidade. 
b 
Símbolos: +, reação positiva; -, reação negativa. 
Sombreado: diferença(s) encontrada(s) em relação ao biótipo mais frequente. 
 
 
 
 
 
 
 
Testes  Biotipos
b
 por Espécie 
Fisiológicos
a
 

E. faecium 
n=46 
E. faecalis 
n=46 
E. raffinosus 
n=7 
E. avium 
n=10 
E. gallinarum 
n=5 
  1  2  3  4  5  1  2  3  1  2  3  1  2  1  2 
ARG  +  +  +  +  +  +  +  +  -  -  -  -  -  +  - 
ARA  +  +  +  +  +  -  -  -  +  +  +  +  +  +  + 
MAN  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  + 
MGP  -  -  -  -  -  -  -  -  +  +  -  +  +  +  + 
MOT  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  +  + 
PIG  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
PYU  -  -  -  -  -  -  +  +  -  +  -  -  +  -  - 
RAF  +  -  -  +  +  -  -  -  +  +  +  -  -  +  + 
SAC  +  +  +  -  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  + 
SBL  +  +  -  -  -  +  +  +  +  +  +  +  +  -  - 
SOR  -  -  -  -  -  -  -  -  +  +  +  +  +  -  - 
Total de 
Amostras 
28  10  .4.  3  1  24
 

21
 

.1.
 

.4.
 

.2.
 

.1.
 

.6.
 

.4.
 

.4.  .1. 
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Tabela 6. Susceptibilidade aos antimicrobianos entre as 125 amostras de Enterococcus e 
gêneros relacionados incluídas neste estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* 
 
* Resultados considerados inconclusivos (CLSI 2009). 
NA: não se aplica. 
 
 
Número (%) de amostras 
 
Antimicrobiano 
Sensível  Intermediário  Resistente 
Ácido Nalidíxico  0  0  125 (100) 
Ampicilina  68 (54,4)  0  57 (45,6) 
Ciprofloxacina   29 (23,2)  17 (13,6)  79 (63,2) 
Cloranfenicol  89 (71,2)  7 (5,6)  29 (23,2) 
Eritromicina  16 (12,8)  15 (12,0)  94 (75,2) 
Estreptomicina  71 (56,8) 
6 (4,8)* 
48 (38,4) 
Fosfomicina  109 (86,5)  5 (4,0)  11 (8,8) 
Gentamicina  44 (35,2) 
5 (4,0)* 
76 (60,8) 
Levofloxacina  52 (41,6)  6 (4,8)  67 (53,6) 
Linezolida  125 (100)  0 
0 
Nitrofurantoína  95 (76,0)  4 (3,2)  26 (20,8) 
Norfloxacina  31 (24,08)  19 (15,2)  75 (60,0) 
Penicilina  63 (50,4)  NA  62 (46,6) 
Quinupristina-
Dalfopristina 
61 (48,8)  5 (4,0)  59 (47,2) 
Rifampicina  31 (24,8)  14 (11,2)  80 (64,0) 
Teicoplanina  56 (44,8)  6 (4,8)  63 (50,4) 
Tetraciclina  66 (52,8)  4 (3,2)  55 (44,0) 
Vancomicina  34 (27,2)  6 (4,8)  85 (67,4) 
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Tabela  7.  Susceptibilidade  aos antimicrobianos  entre  46  amostras  de  Enterococcus 
faecalis e 46 de Enterococcus faecium incluídas no presente estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Resultados considerados inconclusivos (CLSI 2009). 
NA: não se aplica.
Número de amostras (%) 
 
 
 
E. faecalis (n=46) 
 

E. faecium (n=46) 
Antimicrobiano
 

 
Sensível  Intermediário
 

Resistente 
 

Sensível  Intermediário
 

Resistente 
Ácido Nalidíxico
 

  0  0  46 (100) 
 

0  0  46 (100) 
Ampicilina    42 (91,30)  0  4 (8,69) 
 

6 (13,04) 
0 
40 (86,95) 
Ciprofloxacina    13 (28,26)  8 (17,39)  25 (54,34) 
 

3 (6,52)  3 (6,52)  40 (86,95) 
Cloranfenicol    18 (39,13)  1 (2,17)  27 (58,69) 
 

43 (93,47)  3 (6,52)  0 (0) 
Eritromicina    4 (8,69)  5 (10,86)  37 (80,43) 
 

2 (4,34)  3 (6,52)  41 (89,13) 
Estreptomicina    36 (78,26)  1 (2,17)*  9 (19,56) 
 

13 (28,26)  5 (10,86)*  28 (60,86) 
Fosfomicina    45 (97,82)  0 (0)  1 (2,17) 
 

41 (89,13)  2 (4,34)  3 (6,52) 
Gentamicina    13 (28,26)  1 (2,17)*  32 (69,56) 
 

13 (28,26)  4 (8,69)*  29 (63,04) 
Levofloxacina    21 (45,65)  2 (4,34)  23 (50) 
 

9 (19,56)  2 (4,34)  35 (76,08) 
Linezolida    46 (100)  0 (0)  0 (0) 
 

46 (100)  0 (0)  0 (0) 
Nitrofurantoína    46 (100)  0 (0)  0 (0) 
 

30 (65,21)  3 (6,52)  13 (28,26) 
Norfloxacina    13 (28,26)  8 (17,39)  25 (54,34) 
 

4 (8,69)  4 (8,69)  38 (82,60) 
Penicilina    39 (84,78)  NA  7 (15,21) 
 

5 (10,86)  NA  41 (89,13) 
Quinupristina-
Dalfopristina 
  1 (2,17)  0 (0)  45 (97,82) 
 

43 (93,47)  1 (2,17)  2 (4,34) 
Rifampicina    8 (17,39)  11 (23,91)  27 (58,69) 
 

8 (17,39)  1 (2,17)  37 (80,43) 
Teicoplanina    26 (56,52)  0 (0)  20 (43,47) 
 

13 (28,26)  6 (13,04)  27 (58,69) 
Tetraciclina    18(39,13)  1 (2,17)  27 (58,69) 
 

31 (67,39)  2 (4,34)  13 (28,26) 
Vancomicina    15 (32,60)  5 (10,86)  26 (56,52) 
 

5 (10,86)  1 (2,17)  40 (86,95) 
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Tabela 8. Antibiotipos encontrados em mais de uma das 118 amostras de Enterococcus incluídas neste estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a
Categorias de susceptibilidade: S, sensível, R, resistente ou intermediária; NAL, ácido nalidíxico, AMP, ampicilina, CIP, ciprofloxacina, CLO, cloranfenicol, 
ERI, eritromicina,  EST, estreptomicina, FOS, fosfomicina, GEN, gentamicina, LEV, levofloxacina,  LZD,  linezolida,  NIT,  nitrofurantoína, NOR, norfloxacina, 
PEN, penicilina, QD, quinupristina-dalfopristina, RIF, rifampicina, TEI, teicoplanina, TET, tetraciclina, VAN, vancomicina. 
 
 
Antimicrobiano/ Categoria de susceptibilidade
a
 
 

Espécie
 

 

N
o
 
Amostras 
 
 

NAL
 

AMP
 

CIP 
 

CLO 
 

ERI  EST  FOS 
 

GEN
 

LEV  LZD 
 

NIT  NOR
 

PEN
 

QD  RIF  TEI  TET  VAN
 

 
 
Antibiotipo 
2 
R  S  R  R  R  S  S  R  R  S  S  R  S  R  R  S  R  S 
1 
2 
R  S  R  R  R  S  S  R  R  S  S  R  R  R  R  R  R  R 
2 
2 
R  S  S  S  S  S  S  S  S  S  S  S  S  R  R  S  R  S 
3 
2 
R  S  S  R  R  R  S  R  S  S  S  S  S  R  S  S  S  R 
4 
3 
R  S  S  R  R  S  S  R  S  S  S  S  S  R  R  S  S  R 
5 
3 
R  R  R  R  R  S  S  R  R  S  S  R  R  R  R  R  R  R 
6 
4 
R  S  R  S  R  S  S  S  S  S  S  R  S  R  R  S  S  S 
7 
E. faecalis 
8 
R  S  R  R  R  S  S  R  R  S  S  R  S  R  R  R  R  R 
8 
2 
R  R  R  S  R  R  S  R  R  S  S  R  R  S  R  R  R  R 
1 
2 
R  R  R  S  R  S  R  R  R  S  S  R  R  R  R  R  S  R 
2 
2 
R  R  R  S  R  S  S  S  R  S  R  R  R  S  R  R  S  R 
3 
3 
R  R  R  S  R  R  S  R  R  S  S  R  R  S  R  S  S  R 
4 
6 
R  R  R  S  R  R  S  R  R  S  R  R  R  S  R  R  S  R 
5 
E. faecium 
8 
R  R  R  S  R  R  S  R  R  S  S  R  R  S  R  R  S  R 
6 
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Tabela  9.  Correlação  entre  presença  de  genes  de  resistência  e categoria de 
susceptibilidade aos glicopeptídeos (vancomicina e teicoplanina) entre amostras de 
Enterococcus incluídas no presente estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
a
S, sensível; I, resistência intermediária; R, resistente. 
b
NE; não encontrado. 
c
Amostras: Dalla 1b e SS-1734. 
d
Amostras:CL-4519 e 3613-95. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Categoria de susceptibilidade
a
/número de amostras 
 
 

Teicoplanina    Vancomicina 
Genótipo 
 

R  I  S    R  I  S 
vanA (n=67) 
 

56  5  6    67  0  0 
vanB (n=14) 
 

0  0  14    8  6  0 
vanC (n=4) 
 

0  0  4    0  0  4 
vanC/A (n=2) 
 

2  0  0    2  0  0 
vanD (n=2) 
 

0  0  2    2
c
  0  0 
NE
b
 (n=29) 
 

1
d
  1
d
  27    2
d
  0  27 
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Tabela 10. Características das 13 amostras que apresentaram discordância entre 
os  resultados  dos  testes  de  disco-difusão  e  os  testes  genéticos  para  a 
determinação da resistência a glicopeptídeos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a
Concentração inibitória mínima. 
Categoria de susceptibilidade: R, resistente; I, intermediária; S; sensível. 
 
 
 
 
 
Característica 
 
Espécie/
Amostra
 

 
 

Disco-difusão 
 

CIM
a
 (µg/ml) 
 

Genótipo
 
    Vancomicina
 

Teicoplanina    Vancomicina  Teicoplanina 
 

 
E. faecium 
CL-8055 
 
  R  I    > 256 (R)  12 (S) 
 

vanA 
E. faecium 
CL-4519 
 
  R  I    > 256 (R)  24 (S) 
 

Não encontrado 
E. faecium 
CL-6258 
 
  R  S    > 256 (R)  32 (R) 
 

vanA 
E. faecium 
CL-6899 
 
  R  S    > 256 (R)  16 (S) 
 

vanA 
E. faecium 
CL-7316 
 
  R  I    > 256 (R)  24 (S) 
 

vanA 
E. faecium 
3345-97 
 
  R  I    > 256 (R)  32 (R) 
 

vanA 
E. faecium 
4091-98 
 
  R  I    > 256 (R)  12 (S) 
 

vanA 
E. faecium 
CL-8399 
 
  R  I    > 256 (R)  32 (R) 
 

vanA 
E. faecium 
3807-95 
 
  R  S    > 256 (R)  0,25 (S) 
 

vanA 
E. raffinosus 
CL-8022 
 
  R  S    > 256 (R)  24 (S) 
 

vanA 
E. raffinosus 
3613-95 
 
  R  R    > 256 (R)  > 256 (R) 
 

Não encontrado 
E. raffinosus 
3475-97 
 
  R  S    > 256 (R)  24 (S) 
 

vanA 
E. avium 
3829-97 
  R  S    > 256 (R)  24 (S) 
 

 
vanA 
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Figura 1. Origem das 118 amostras de Enterococcus incluidas no presente estudo. 
   
*CDC: Center of Disease Control and Prevention (E.U.A). 
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Figura 2. Caracterização de gênero ou espécie através de teste fisiológicos em um 
total  de  125  amostras  de  Enterococcus  e  gêneros  relacionados  incluídas  no 
presente estudo. 
* Amostras: 1148-97 e CL7685. 
** Inclui: 1 Leuconostoc, 2 Lactococcus e 2 Pediococcus 
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1
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1
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46
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Não determinado*
Gêneros relacionados**
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Figura 3. Número de amostras não susceptíveis (intermediárias + resistentes) em relação aos antimicrobianos entre as 125 de 
Enterococcus  e  gêneros  relacionados  incluídas  no  presente  estudo.  Em  destaque  estão  assinalados  os  aminoglicosídeos 
(quadriculado) e os glicopeptídeos (listrados). 
a
 Inclui amostras que se apresentaram resistentes ou intermediárias. 
Total: 125 amostras testadas
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Figura 4. Ocorrência de não susceptibilidade (amostras resistentes e intermediárias) aos antimicrobianos entre amostras das 
espécies E. faecalis (n=46) e E. faecium (n=46) incluídas no presente estudo. 
a
 Inclui amostras que se apresentaram resistentes ou intermediárias. 
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Figura 5. Comparação da susceptibilidade a antimicrobianos entre amostras VRE e não VRE, incluidas no presente estudo. 
a
 Inclui amostras que se apresentaram resistentes ou intermediárias. 
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Figura  6.  Susceptibilidade  a  antimicrobianos  entre  amostras  E.  faecalis  +  E.  faecium  em  comparação  com  aquela  das  demais 
espécies de Enterococcus, incluídas no presente estudo. 
a
 Inclui amostras que se apresentaram resistentes ou intermediárias. 
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Figura 7. 
Gel representativo da Reação 1  do teste  de PCR  multiplex, para  a 
detecção simultânea dos genes vanA, vanB e vanC, e das espécies E. faecalis, 
E. faecium e E.gallinarum, além do gênero Enterococcus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
112 pb 
173 pb 
475

 pb

 

647 pb
 

732 pb 
815/827 pb
 

1,091 pb
 

1 2 3 4 5  6 7 8 9 10 11 12 13 14  15 16 17 18 19 20 
1.

 Kb Ladder (Invitrogen)  
2. Mistura de controles positivos: A256 (E. 
faecalis,  vanA),  V583  (E.  faecalis,  vanB), 
SS  1274  (E.  faecium)  e  SS  1228  (E. 
gallinaum) 
3. E. faecalis não VRE 
4. E. faecalis VRE (vanA) 
5. E. faecalis VRE (vanB) 
6. E. faecium não VRE 
7. E. faecium VRE (vanA) 
8. E. faecium VRE (vanB) 
9. E. faecium VRE (vanD) 
10. Kb Ladder (Invitrogen) 
11.

 E. gallinarum não VRE 
12. E. gallinarum VRE (vanA) 
13. E. avium não VRE 
14. E. avium VRE (vanA) 
15. E. raffinosus não VRE 
16. E. raffinosus VRE (vanA) 
17. E. casseliflavus não VRE 
18. E. pseudoavium não VRE 
19. E. sanguinicola VRE (vanA) 
20. Kb Ladder (Invitrogen) 
 

 

Tamanhos moleculares: 
 
112 pb - Enterococcus (gene tuf),  732 pb - gene 
vanA,    

173 pb - E. gallinaum (gene sodA),  815/827 pb - gene vanC
1
/vanC
2, 
 
475 pb - E. faecalis (gene ddl),   1091 pb - E. faecium (gene ddl
).  

647 pb - gene vanB, 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 




[image: alt] 
55
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. 
Gel representativo da Reação 2  do teste  de PCR  multiplex, para  a 
detecção  simultânea  dos  genes  vanD,  vanE  e  vanG,  além  das  espécies  E. 
avium, E. casseliflavus e E. raffinosus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 2 3  4 5 6  7 8 9 10 11 12 13  14 15 16 
288 pb 
340 pb 
368 pb 
500 pb 
 

Tamanhos moleculares: 
 
288 pb – E. casseliflavus (gene sodA),   
340 pb - E. raffinosus (gene sodA),  
368 pb - E. avium (gene sodA),   
500 pb – vanD. 
 
1.

 Kb Ladder (Invitrogen)  
2.  Mistura  do  controles  positivos:  SS  817 
(E. avium) e SS 1278 (E. raffinosus) 
3. Mistura controles positivos: SS 1229 (E. 
casseliflavus)  e  Dalla  1b  (E.  faecium, 
vanB) 
4. E. avium não VRE 
5. E. avium VRE (vanA) 
6. E. raffinosus não VRE 
7. E. raffinosus VRE (vanA) 
8. E. casseliflavus não VRE 
 

9

.

 E. gallinarum não VRE 
10. E.faecalis não VRE 
11. E. faecium não VRE 
12. SS 1734 (E. faecium vanD) 
13. Dalla 1b (E. faecium vanD) 
14. SS 817 (E. avium) 
15. SS 1278 (E. raffinosus) 
16. Kb Ladder (Invitrogen) 
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Discussão 
  Os  Enterococcus  são  microrganismos  comensais  do  trato 
gastrointestinal  de  seres  humanos  e  animais  e,  até  pouco  tempo,  eram 
frequentemente considerados como bactérias que não causavam infecções 
graves  em  seres  humanos  (FACKLAM,  CARVALHO  &  TEIXEIRA,  2002; 
GIRIDHARA,  RAVIKUMAR  &  UMAPATHY,  2009).  A  diferenciação  fenotípica 
deste  gênero  em  relação  aos  outros  cocos  Gram-positivos  é  possivel,  na 
maioria das vezes, através de características observadas em testes fenotípicos 
convencionais, como a ausência de atividade da enzima catalase, hidrólise da 
esculina na presença de sais biliares, crescimento em NaCl a 6,5%, produção 
de  pirrolidonil  arilamidase  e  leucina  peptidase,  assim  como  crescimento  em 
extremos de temperatura (10ºC e 45ºC), salvo as exceções e atipias existentes 
para  cada  um  destes  testes  (FACKLAM,  CARVALHO  &  TEIXEIRA,  2002; 
TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
As  características  fisiológicas  de  resistência  a  condições  ambientais 
diversas  justificam  o  caráter  ubiquitário  destas  bactérias,  as  quais,  além  do 
trato  gastrintestinal  de  seres  humanos  e  animais,  também  podem  ser 
encontrados em alimentos, superfícies inanimadas, água, plantas e solo. Esses 
microrganismos  também  se  destacam  por  serem  habitantes  naturais  da 
cavidade  oral  e  do  trato  geniturinário  de  animais  e  do  homem,  sendo 
considerados  como  os  cocos  Gram-positivos  mais  encontrados  na  flora 
intestinal e no trato genital feminino destes seres (FALK et al., 2000; MASCINI 
& BOTEN, 2005; TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM 2007). 
A identificação das cerca de 30 espécies de Enterococcus, por métodos 
fenotípicos  convencionais,  é  realizada  empregando  uma  variedade  de  testes 
tais  como  a  fermentação  de  açúcares  (arabinose,  manitol,  rafinose,  sorbitol, 
sorbose,  sacarose, metil-α-D-glicopiranosídeo  [MGP]),  a hidrólise  de arginina, 
produção de  pigmento, motilidade  e  utilização  do  piruvato.  Na maioria  dos 
casos,  a  identificação  ao  nível  de  espécie  pode  ser  obtida  através  desta 
metodologia,  embora,  em  algumas  situações,  atipias  bioquímicas  e  reações 
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fracas ou tardias possam gerar dúvidas e atrasos na liberação dos resultados 
(TEIXEIRA, CARVALHO & FACKLAM, 2007). 
No presente estudo, foi analisado um painel de 125 amostras padrão e 
de origem clínica provenientes de instituições do Rio de Janeiro, Rio Grande do 
Sul e  da coleção do  CDC, nos Estados Unidos. Entre essas amostras se 
encontravam  representantes  de  espécies  de  frequência  elevada,  com  perfis 
típicos e atípicos, assim como algumas de frequência reduzida, mas que estão 
sendo  reconhecidas entre espécies emergentes,  associadas  a características 
importantes de resistência a antimicrobianos, sobretudo à vancomicina. 
Há  alguns  anos,  as  infecções  enterocócicas  eram  tradicionalmente 
consideradas endógenas, originadas da própria flora  normal  do paciente. Por 
isso, a epidemiologia dessas infecções não despertava grande atenção.  Mais 
recentemente,  um  maior  interesse  tem  sido  dado  a  esse  assunto  devido  às 
evidências que suportam a aquisição exógena de infecções enterocócicas. 
Além  disso,  a  importância  crescente  de  Enterococcus  como  patógeno 
hospitalar  e  a  emergência  e  disseminação  de  cepas  multirresistentes 
contribuem de forma relevante para o maior interesse na epidemiologia desses 
microrganismos,  apesar  da  presença  destas  bactérias  em  vários  nichos 
ecológicos complicar muito o entendimento de sua epidemiologia (FACKLAM, 
CARVALHO  &  TEIXEIRA,  2002;  WILLEMS  et  al.,  2005;  GIRIDHARA, 
RAVIKUMAR & UMAPATHY, 2009). 
Estes microrganismos têm atraído muita atenção devido, principalmente, 
ao reconhecimento como importante causa de graves infecções em pacientes 
fazendo  uso  de  antimicrobianos.  Estas  bactérias  são  intrinsecamente 
resistentes  ou  tolerantes  a  muitos  antibióticos  e  são  capazes  de  adquirir 
resistência  a  drogas  pela  aquisição  de  plasmídios  ou  transpósons  de  outras 
bactérias que contêm genes de resistência a tais antimicrobianos (GIRIDHARA, 
RAVIKUMAR  &  UMAPATHY,  2009).  As  características  intrínsecas  de 
resistência, associadas à  extraordinária  capacidade  de  aquisição  de  outros 
determinantes  genéticos  de  resistência,  são  as  responsáveis  por  situar 
Enterococcus  como  importante  patógeno  nosocomial  atualmente.    Apesar  do 
desenvolvimento  recente  de  diversos  estudos  focados  nos  potenciais  fatores 
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de virulência de Enterococcus  (GILMORE et  al., 2002; COBO et  al., 2008), o 
acúmulo de mecanismos de resistência a diferentes classes de antimicrobianos 
permanece  sendo  um  dos  principais  fatores  que  contribui  dificultando 
consideravelmente  o  tratamento  de  infecções  enterocócicas  no  ambiente 
hospitalar (GILMORE et al., 2002). 
O alto nível de resistência de Enterococcus aos antimicrobianos chama 
atenção  para  a  necessidade  da  pronta  identificação  destes  microrganismos, 
diferenciando-os  de  outras  bactérias  taxonomicamente  relacionadas.  Estas 
incluem, por exemplo, Streptococcus do grupo D de Lancefield, Lactococcus e 
Vagococcus  os  quais,  em geral,  apresentam  níveis  de  susceptibilidade  aos 
antimicrobianos marcantemente mais elevados (DESAI et al., 2001). Outros, no 
entanto,  como  os  Leuconostoc  e  Pediococcus  apresentam  resistência 
instrínseca a níveis elevados da vancomicina, podendo, ocasionalmente, serem 
confundidos com VRE. 
A  frequência  de  infecções  enterocócicas  tem  aumentado  nos  últimos 
anos em diversos países. Um exemplo são os Estados Unidos, em que essas 
bactérias já são a segunda causa de bacteremias, sendo essas infecções 
graves  e  com  índices  de  mortalidade  que  variam  de  23  a  46%,  quando 
causadas pelos Enterococcus (GILMORE et al., 2002; SOOD et al, 2008). No 
Brasil,  esses  índices  parecem  ser  menores,  mas,  dependendo  da  população 
estudada, já ficam em torno de 10% (COUTO et al., 2007; RIBAS et al., 2007). 
Uma das complicações mais significativas destes quadros são as endocardites 
infecciosas, as quais acometem entre 8 e 32% dos pacientes (ANDERSON et 
al., 2004). 
Em vista disso, o gênero Enterococcus é responsável por cerca de 5 a 
20%  dos  casos  de  endorcadite  infecciosa,  o  que  o  torna  o  terceiro  agente 
etiológico  mais  frequente  desses  quadros.  Este  alto  índice  pode  estar 
relacionado  com  a  realização  de  procedimentos  invasivos  realizados  nos 
sistemas  urinário  e  gastrintestinal.  Além  disso,  apesar  dos  avanços  no 
diagnóstico  e  tratamento,  a  mortalidade  associada  a  estas  infecções 
provocadas por estes patógenos não teve alterações significativas nos últimos 
anos (ANDERSON et al., 2004; HILL et al., 2007). 
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Estudos  demonstram  que  as  bactérias  pertencentes  ao  gênero 
Enterococcus são uma importante causa de infecções de feridas cirúrgicas, as 
quais  são,  frequentemente,  polimicrobianas  (GILMORE  et  al.,  2002; 
DERVISOGLOU  et  al.,  2006).  Além  disso,  esses  micorganismos  são 
reconhecidos  como  importantes  patógenos  urinários,  sendo  que  a  incidência 
destas infecções varia entre 4 e 17%, dependendo do estado de saúde geral 
dos pacientes analisados e da origem da infecção (nosocomial ou comunitária) 
(RAVEH et al., 2006; LAUPLAND et al., 2007; KO et al., 2008; LYEROVÁ et al., 
2008). 
Infecções  em  outros  sítios,  como  trato  respiratório  (UMGELTER  et  al., 
2007), sistema nervoso central (JONES et al., 2007), bem como otites (GUVEN 
et  al.,  2006),  artrites  sépticas  (MURAO  et  al.,  1997)  e  endoftalmites 
(HIGASHIDE et al., 2005) podem ocorrer, apesar de serem raras. 
Com  a  evolução  nas  técnicas  moleculares  associadas  aos  estudos 
taxonômicos, um número considerável de novas espécies de Enterococcus foi 
relatado nos últimos anos. Entretanto, E. faecalis permanece como a espécie 
mais frequentemente isolada a partir de seres humanos, seja correlacionada a 
infecção ou colonização (MALANI, KAUFFMAN & ZERVOS, 2002). E. faecium 
é  a  segunda  espécie  mais  predominante,  seguida  por  outras  espécies  com 
prevalências variáveis, embora  consideravelmente  menores  (MURÃO et.  al, 
1997; JONES et al., 2007; MERQUIOR et al., 2008). Entretanto, a frequência 
dessas  espécies  menos  comuns  está  aumentando  em  níveis  alarmantes, 
muitas vezes já apresentando resistência a vários antimicrobianos, como beta-
lactâmicos,  aminoglicosídeos  e  glícopeptídeos  (DUKA-MALEN,  EVERS  & 
COURVALIN,  1995;  GORDON  et  al.,  1992).  Além  disso,  a  incidência  destes 
Enterococcus ditos como menos comuns provavelmente é subestimada, devido 
ao  frequente  erro  de  identificação,  baseada  em  métodos  fenotípicos 
convencionais (PRAKASH, RAO & PARIJA, 2005). Isto ressalta a necessidade 
do  desenvolvimento  de  métodos  diagnósticos  capazes  de  identificar  estes 
microrganismos com  precisão,  a  fim  de  se  saber  a verdadeira  participação 
destas bactérias no cenário clínico e tomar providências para o controle destes 
microrganismos, principalmente em ambientes hospitalares. 
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A  prevalência  de  E.  faecalis  (80-90%)  como  agentes  etiológicos  de 
infecções  enterocócicas está, possivelmente,  associada  a um maior potencial 
de virulência dos microrganismos desta espécie. De fato, a maioria dos fatores 
de virulência descritos neste gênero tem sido relacionada a E. faecalis e alguns 
poucos a E. faecium. Contudo, é importante ressaltar que, nos últimos anos, as 
diferenças de frequência de isolamento de E. faecalis e E. faecium parece ter 
tendência a diminuir. Isto pode estar ocorrendo devido ao surgimento de cepas 
multirresistentes,  originadas  de  resistências  adquiridas,  mais comuns  entre 
amostras de E. faecium do que de E. faecalis. Neste contexto, a aquisição de 
determinantes  de  resistência  passa  a  ser  um  importante  fator  de  virulência, 
originando  cepas mais  bem  adaptadas  ao ambiente hospitalar, levando a um 
aumento na prevalência de infecções enterocócicas relacionadas à espécie E. 
faecium (BHAVNANI at al., 2000; GILMORE et al., 2002; LEAVIS, BONTEN, & 
WILLEMS,  2006).  À  franca  predominância  destas  duas  espécies  de 
Enterococcus,  no  cenário  clínico,  soma-se  a  capacidade  extraordinária  de 
aquisição  de  genes  de  resistência  a  várias  classes  de  antimicrobianos, 
inclusive os de escolha para tratamento de infecções graves por cocos Gram-
positivos, como os glicopeptídeos. 
Os  VREs  são  reconhecidos  como  importantes  patógenos  nosocomiais 
que frequentemente aumentam a mortalidade e a duração das hospitalizações. 
O aumento da prevalência destas bactérias é um importante problema devido 
às  limitações  das  terapias  antimicrobianas  para  estas  infecções  e  à 
transferência  de  genes  de  resistência  a  outras  bactérias  como  MRSA 
(BHAVNANI  et  al.,  2000; YOON  et  al.,  2009).  Detectar  prontamente  VRE  e 
impedir  a  sua  transmissão entre as  pessoas parecem  ser  os  meios  mais 
eficazes  de  minimizar  a  propagação  intra  e  inter-hospitalar  destes 
microrganismos (BODNAR, 1996). 
  No  presente  estudo,  91  (72,8%)  das  125  amostras  apresentaram 
redução  da  sensibilidade  à  vancomicina.  Porém,  é  importante  destacar  que 
nem  todas  as  amostras  eram  pertencentes  ao  gênero  Enterococcus,  sendo 
duas pertencentes ao gênero Pediococcus, uma ao gênero Leuconostoc e uma 
não  determinada  (CL-7685)´,  as  quais  se  apresentaram  resistentes  aos 
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glicopeptídeos (NICAS et al., 1989). Com isso, 87 amostras foram classificadas 
como VRE. 
Convém  destacar  que  as  amostras  VRE  se  mostraram  marcadamente 
menos susceptíveis a grande maioria das outras classes de antimicrobianos. A 
redução da susceptibilidade a outras classes de antimicrobianos por parte de 
VRE é  um evento já observado  em outros trabalhos (PANESSO et  al., 2002; 
VILELA  et  al.,  2006;  POURSHAFIE  et  al.,  2008),  evidenciando  ainda  mais  a 
utilidade  e  necessidade  da  pronta  identificação  destes  marcadores  de 
resistência aos glicopeptídeos. 
  Em relação  às espécies, houve diferenças na  susceptibilidade entre E. 
faecalis e E. faecium, principalmente em relação aos beta-lactâmicos. De fato, 
como já citado, as amostras de E. faecium tendem a ser intrinsecamente mais 
resistentes se  comparadas com  as  de E.  faecalis  (MALANI,  KAUFFMAN e 
ZERVOS, 2002). Este fato é reforçado por trabalhos que têm demonstrado que 
a frequência de isolamento de cepas multirresistentes é maior entre amostras 
de E. faecium (PAPAPARASKEVAS et al., 2000; ZANELA et al., 2003; BUSANI 
et al., 2004). 
  A amostragem do estudo se caracterizou pela sensibilidade plena à 
linezolida, não sendo encontrada nenhuma amostra resistente ou intermediária 
a  este  antimicrobiano.  Este  fato  já  era  esperado  pois,  de  modo  geral,  a 
resistência  à  linezolida  ainda  é  pouco  frequente  (VILELA  et  al.,  2006; 
POURSHAFIE  et  al,  2008),  apesar  de  trabalhos  terem  demonstrado  um 
aumento na incidência de amostras plenamente resistentes ou com resistência 
intermediária,  decorrente  do  aumento  do  uso  deste  antimicrobiano, 
ocasionando  eventuais  surtos  de  Enterococcus  resistentes  à  linezolida 
(KAINER et al., 2007; SCHEETZ et al., 2008). 
  A  respeito  dos  aminoglicosídeos,  na  amostragem  geral,  foi  observada 
uma  maior  resistência  à  gentamicina  em  comparação  à  estreptomicina,  em 
contraste de certos trabalhos, como o de Agarwal, Kalyan & Singh (2009), em 
que os níveis de resistência à estreptomicina são maiores. Entretanto, deve ser 
lembrado  que  a  amostragem  do  presente  estudo  foi  selecionada,  sendo 
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composta,  em  sua  maioria,  por  VRE.  Levando  isto  em  consideração,  a 
amostragem se  comportou de  maneira  coerente  com  vários trabalhos, que 
mostram  uma  associação  entre  VRE  e  níveis  de  resistência  elevada  a 
gentamicina, provavelmente, devido ao maior uso deste antimicrobiano em 
ambientes hospitalares (TOMITA et al., 2002; YAZGI et al., 2002; VILELA et al., 
2006; GAECIA-MIGURA, LIEBANA & JENSEN, 2007). 
  A espécie E. faecalis é reconhecida por ser intrinsecamente resistente a 
associação  de  estreptograminas quinpristina/dalfopristina  (DUH  et  al.,  2001; 
MALANI  et  al.,  2002).  Esta  resistência  é  mediada  por  uma  bomba  de  efluxo 
codificada pelo gene lsa (SINGH et al., 2002). Entretanto, chama a atenção o 
fato de ter sido encontrado um E. faecalis sensível a quinupristina/dalfopristina 
dentro  da  amostragem  do  presente  estudo.  Alguns  trabalhos  já  relataram  a 
ocorrência deste fato e, apesar de ainda não muito bem definido, essa perda 
de  resistência  parece  estar  associada  a  mutações  no  gene  lsa  (DINA, 
MALBRUNY & LECLERCQ, 2003; PETINAKI et al., 2006) 
  Utilizando os resultados obtidos com os 18 antimicrobianos testados, foi 
verificada a presença de muitos antibiotipos diferentes, havendo apenas alguns 
compartilhados  por diferentes amostras. Isto  pode ser explicado pelo número 
elevado de antimicrobianos frente aos quais as amostras foram testadas, além 
da  amostragem  ser  selecionada,  muito  diversificada  e  provinda  de  várias 
regiões geográficas. 
  Devido  às  dificuldades  de  tratamento,  o  estado  geral  do  paciente 
(geralmente imunocomprometido), e os índices de associação com resistência 
a  outros  antimicrobianos,  a  rápida  detecção  de  VRE  se  torna  de  suma 
importância  principalmente  para  o  isolamento  dos  pacientes  infectados  ou 
colonizados, a fim de minimizar a disseminação destas bactérias, e o início de 
um tratamento mais apropriado no caso de infecções. 
Desde as primeiras amostras isoladas em 1986, na França e Inglaterra, 
os VREs têm se espalhado através do mundo, se tornando um dos principais 
causadores de infecções nosocomiais. De  acordo  com o Centers for Disease 
Control  and  Prevention  (CDC),  a  porcentagem  de  VRE  isolada  nos  hospitais 
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dos  Estados  Unidos  subiu  de  0,3%,  em  1989,  para  mais  de  25%,  em  1999, 
além  de  dados  de  2004  provenientes  do  NNISS  indicarem  que  os  VREs 
causaram  aproximadamente  34%  das  infecções  ocorridas  em  pacientes  em 
UTI (BRUIN & RILEY, 2007). 
No  Brasil,  a  primeira  detecção  de  VRE  ocorreu  em  Curitiba,  em  1996 
(DALLA  COSTA  et  al.,  2000),  sendo  acompanhada  pelo  isolamento  de  uma 
amostra deste tipo em 1997 em um hospital de São Paulo e, desde então, foi 
relatada a ocorrência destas bactérias em diversos outros hospitais do estado 
(ZANELLA et  al.,  2003,  2006; FURTADO  et  al.,  2005). A partir  de  2000,  a 
presença desses patógenos começou a ser constatada em várias outras áreas do 
Brasil  (d'AZEVEDO  et  al.,  2006;  RIBAS,  DARINI  &  MOREIRA,  2007; 
MERQUIOR  et  al.,  2008;  NEVES  et  al.,  2009).  A  partir  de  2004,  um  número 
elevado de amostras de VRE isoladas em diferentes hospitais da rede pública e 
privada do Rio de Janeiro, vem sendo recebido por nosso laboratório, sugerindo a 
disseminação ampla desses microrganismos em nosso meio.  
A maior parte das amostras VREs isoladas no Brasil, sobretudo no estado 
do Rio de Janeiro, pertence às espécies E. faecalis e E. faecium. Entretanto, já foi 
constatada  a  emergência  de  amostras  de  E.  gallinarum  portadoras  do  vanA, 
como  causa de  infecção e colonização de pacientes (CAMARGO et  al., 2004; 
MERQUIOR  et  al.,  2008;  NEVES  et  al.,  2009),  e,  mais  recentemente,  de  E. 
avium  e  E.  raffinosus  também  portadoras  do  gene  vanA  (MONDINO  et  al., 
manuscrito em preparação). 
A colonização intestinal é um  importante fato para a disseminação dos 
VREs,  já  que  os  pacientes  colonizados  não  apresentam  quaisquer  sintomas, 
mas  carreiam  os  microrganismos  por  longos períodos de  tempo,  podendo 
infectar  outros  pacientes  por  meio  da  transmissão  horizontal  ou, 
ocasionalmente,  desenvolver  quadros  infecciosos.  Estudos  demonstram  que 
em uma dada unidade, a prevalência endêmica de VRE é relacionada com a 
admissão  de  um  paciente  previamente  colonizado  (MARTINEZ  et  al.,  2003). 
Como já mencionado, a capacidade dos enterococos de sobreviverem longos 
períodos de tempo nas mãos do pessoal hospitalar e em objetos inanimados, 
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como termômetros e estetoscópios, também facilita a disseminação destes 
patógenos no ambiente hospitalar (STRABELLI et al., 2006). 
 Reforçando isto, estudos sobre epidemiologia dos VREs indicam que o 
trato  gastrintestinal  dos  pacientes  são  os  principais  reservatórios  destas 
bactérias,  e  a  contaminação  ambiental  parece  ser  o  principal  meio  de 
disseminação  desses microrganismos (LIVORNESE  et  al., 1992; GORDTS  et 
al., 1995; FALK et al., 2000). Devido a presença deste grande reservatório de 
VRE no trato gastrintestinal, e à contaminação  frequente e duradoura das 
superfícies inanimadas do ambiente, surtos de VRE têm sido difíceis de conter, 
já  que  a  erradicação  da  colonização  de  pacientes  e  a  descontaminação 
ambiental  são  difíceis, levando VRE  a  ser  endêmico em  algumas  instituições 
hospitalares  (NOSKIN  et  al.,  1995; WELLS  et  al.,  1995;  SLAUGHTER  et  al., 
1996, FALK et al., 2000). Por não haver uma concordância sobre métodos para 
a  descolonização  por  VRE,  a  prevenção  da  disseminação  desses 
microrganismos através do  isolamento de contato do  paciente colonizado é a 
opção  de  escolha,  além  do  uso  prudente  dos  antibióticos  (ASSADIAN  et  al., 
2007).  Isto  evidencia ainda mais  a  necessidade  do  rápido  diagnóstico  destas 
bactérias e seus marcadores de resistência.  
A  endemicidade  de  VRE  pode  levar  a  sérias  consequências  em 
hospitais,  principalmente  devido  à  presença  de  pacientes 
imunocomprometidos. Estudos  demonstram  que as infecções causadas  por 
VRE podem resultar em um aumento significativo da morbidade, do tempo de 
hospitalização  e  dos  custos,  evidenciando  ainda  mais  a  importância  da 
implementação de medidas agressivas para o controle da disseminação destes 
microrganismos,  que  incluem,  dentre  outras,  o  já  citado  isolamento  dos 
pacientes portadores (KURUP et al., 2008). 
Conforme  mostrado  no presente  estudo,  E. gallinarum  também  pode 
carrear  o  gene  vanA,  sugerindo  que  estas  bactérias  podem  servir  de 
reservatório  de  genes  de  resistência  no âmbito  nosocomical.  Corso  et  al. 
(2005) mostraram que E.  gallinarum proveniente de fontes clínicas era capaz 
de doar o gene vanA para amostras de E. faecium, reforçando que medidas de 
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controles devem ser tomadas nos hospitais onde estas bactérias atuam como 
reservatório de genes de resistência não usuais (MERQUIOR, et al., 2008). 
A  identificação  das  espécies  de  Enterococcus  é  clinicamente 
importante  porque,  além  de  existirem  diferenças  em  relação  ao  potencial 
patogênico de cada uma, o comportamento frente aos agentes antimicrobianos 
também  apresenta  peculiaridades  espécie-específicas  (MORRISON, 
WOODFORD  &  COOKSON,  1997;  PAPARASKEVAS  et  al.,  2000;  LEAVIS  et 
al., 2006; BUSANI et al., 2004). Isto pôde ser observado dentro da amostragem 
deste  estudo,  em  que  as  amostras  de  E.  faecalis  se  comportaram 
diferentemente  das  amostras  de  E.  faecium  frente  a  determinados 
antimicrobianos  testados,  como,  por  exemplo  a  ampicilina,  cloranfenicol  e 
quinupristina-dalfopristina. 
Considerando que a resistência aos glicopeptídeos tem se disseminado 
rapidamente, métodos diagnósticos rápidos  e precisos se tornam de suma 
importância  para  contenção  dessa  disseminação,  além  do  tratamento 
adequado  aos  pacientes  infectados  por  microrganismos  portadores  desta 
resistência (DEPARDIEU et al., 2004). 
A  caracterização  e  identificação  dos  Enterococcus  usando  métodos 
fenotípicos tradicionais pode ser um  processo difícil que requer vários testes, 
cuja leitura final pode ser demorada. Apesar de estes testes serem, na maioria 
das  vezes,  capazes  de  identificar  as  várias  espécies  de  Enterococcus,  estas 
provas  são  tipicamente  realizadas  em  tubos  e  requerem  um  longo  tempo  de 
incubação  antes  dos  testes  poderem  ser  interpretados  de  modo  definitivo 
(FACKLAND & COLLINS, 1989;  JACKSON, FEDORKA-CRAY & BARRETTT, 
2004).    A  identificação  por  estes  métodos  também  pode  ser  dificultada  pela 
detecção  de  amostras  com  reações  fracas  ou  atipias  fisiológicas  como,  por 
exemplo, quando são detectadas amostras de E. casseliflavus ou E. gallinarum 
imóveis,  ou  seja,  algumas  amostras  não  se comportarem fisiologicamente da 
mesma  maneira  que  a  amostra  tipo  da  espécie,  gerando  confusão  na 
identificação (TEIXEIRA et al., 1995; TYRREL et al, 1997). 
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Reforçando  esta  problemática,  em  muitos  casos de  identificação  das 
espécies  menos  frequentes,  apenas  uma  característica  fenotípica  difere  uma 
espécie  de  outra.  Isto  pode  ser  observado,  por  exemplo,  no  caso  de  E. 
raffinosus  e  E.  avium,  em  que  apenas  a  fermentação  ou  não  da  D-rafinose 
difere  as  duas espécies  (TEIXEIRA CARVALHO  & FACKLAM, 2007).  Isto  se 
torna  uma  problemática  devido  à  participação  crescente  destas  bactérias  no 
cenário clínico, com até mesmo relatos de surtos por VRE pertencentes a estas 
duas espécies (PATEL et al., 1993; KAWALEC et al., 2007). 
Apesar  de  métodos automatizados  como,  por  exemplo,  o  VITEK  2, 
serem considerados bem rápidos, com resultados entre 4 e 15 horas, e ainda 
serem  razoavelmente  precisos  na  detecção  das  principais  espécies  de 
Enterococcus,  este sistema  deixa a  desejar quando se  trata   da  identificação 
das  espécies  menos  comuns  deste  gênero,  as  quais  também  podem  causar 
infecções  ou  ainda  servirem  de  reservatório  para  genes  de  resistência 
(GARCIA-GARROTE,  CERCENADO  &  BOUZA,  2000;  d’ÁZEVEDO  et  al., 
2001; LIUGOZZI et al., 2002; MERQUIOR et al., 2008). 
Esta falha de identificação dos métodos automatizados parece estar 
mais associada às espécies E. durans, E. avium e E. raffinosus, consideradas 
emergentes no cenário clínico mundial (WILK et al., 1997). 
Para  contornar  os  problemas  da  identificação  fenotípica  dos 
Enterococcus, vários trabalhos foram desenvolvidos visando a identificação 
rápida através de técnicas moleculares. 
A  aplicação destas  técnicas contribuiu de  forma significativa para  a 
identificação  precisa  das  diversas  espécies  de  Enterococcus,  inclusive 
daquelas amostras apresentando atipias. A técnica de reassociação DNA-DNA, 
considerada  padrão-ouro  para  a  caracterização  de  espécies,  e  o 
sequenciamento do gene 16S rRNA têm sido primariamente utilizadas para fins 
taxonômicos,  em  poucos  laboratórios  (FACKLAM,  CARVALHO  &  TEIXEIRA, 
2002). 
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Apesar  das  técnicas  de  sequenciamento  estarem  cada  vez  mais 
acessíveis,  ainda  são  de  custo  elevado  e  requerem  um  tempo  relativamente 
longo  para  a  sua  realização,  além  de  mão  de  obra  altamente  especializada, 
dificultando a  sua implantação em  laboratórios de  diagnóstico  clínico.  Para 
transpor  estas  dificuldades,  a  utilização da técnica de  PCR  contendo  primers 
espécie-específicos  mostra-se  como  uma  boa  opção.  Quando  acompanhado 
de  um  primer  gênero-específico,  o  PCR  multiplex  se  mostra  um  método  de 
elevada acurácia para a identificação dos enterococos, sem a necessidade de 
extensivos  testes  bioquímicos  (JACKSON, FEDORKA-CRAY  & BARRETTT, 
2004). 
Considerando  este  cenário,  o  presente  trabalho  objetivou  o 
aprimoramento  de  técnicas  baseadas  em  PCR  já  apresentadas  na  literatura 
para  detecção  do  gênero  Enterococcus,  das  espécies  mais  comuns  e  de 
algumas  emergentes,  sobretudo  quando  associadas  a  marcadores  de 
resistência aos glicopeptídeos.  
A metodologia de PCR multiplex proposta neste estudo foi desenvolvida 
com  base  no  uso  de  pares  de  primers  descritos  por  outros  autores  (KE  et 
al.,1999;  DEPARDIEU,  PERICHON  &  COURVALIN,  2004;  JACKSON, 
FEDORKA-CRAY & BARRETT, 2004), porém, em nenhum destes trabalhos, as 
reações eram  compostas pelos  conjuntos  de primers  aqui reunidos.  Nossa 
proposta foi idealizada para, em uma primeira reação multiplex, confirmar se a 
amostra em questão: (i) pertence ao gênero Enterococcus; (ii) se pertence às 
principais  espécies associadas  com  a resistência à vancomicina; (iii) se é 
portadora  dos  genes  de  resistência  à  vancomicina  mais  comumente 
associados a estas espécies. Caso seja confirmado que a amostra em estudo é 
um enterococo, mas não se enquadrar na situação (ii) ou (iii), esta deverá ser 
submetida  à  reação  2.  Esta  última  contempla  as  demais  espécies 
eventualmente  caracterizadas como VRE e os  determinantes  genéticos de 
resistência à vancomicina menos frequentes. 
Assim  sendo,  para  o  desenvolvimento  da  primeira  reação  foram 
utilizados  primers  para  a  detecção  do  gênero  Enterococcus  (gene  tuf),  das 
espécies  E.  faecalis  (gene  ddl),  E.  faecium  (gene  ddl)  e  E.  gallinarum  (gene 
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sodA), e primers para os genes de resistência vanA, vanB e vanC. A segunda 
reação continha primers para a detecção das espécies E. avium (gene sodA), 
E. casseliflavus  (gene  sodA)  e E.  raffinosus  (gene sodA),  e dos  genes de 
resistência vanD, vanE e vanG. 
Para  a  avaliação  das  duas  reações,  um  painel  constituído  de  125 
amostras  previamente  caracterizadas  fenotipicamente  foi  submetido  às  duas 
reações.  Este  painel  foi  constituído  de  118  amostras  de  Enterococcus,  duas 
amostras  de  Lactococcus,  duas  amostras  de  Pediococcus,  uma  amostra  de 
Leuconostoc, e duas amostras que não foram identificadas ao nível de gênero 
através dos testes fisiológicos utilizados. 
Como  já  mencionado  anteriormente,  a  identificação  por  métodos 
fisiológicos  pode  ser  dificultada  pela  ocorrência  de  amostras  com  reações 
fracas ou atipias fisiológicas (TYRREL et al, 1997). No presente estudo, foram 
incluídas  amostras  com  atipias  fisiológicas  como,  por  exemplo,  E.  gallinarum 
com reação negativa para a arginina, E. casseliflavus imóvel e E. faecalis e E. 
faecium  não  fermentadores  de  sacarose,  o  que  dificultou  a  interpretação  de 
alguns  dos  resultados  para  a  identificação  por  métodos  fisiológicos 
convencionais.  Por outro  lado, em  nenhuma  amostra houve  problemas na 
identificação  através  dos  métodos  genotípicos  avaliados  neste  trabalho, 
evidenciando  a  boa  reprodutibilidade  e  especificidade  da  presente  proposta 
apresentada. 
Com  respeito  à  detecção  de  genes  relacionados  à  resistência  aos 
glicopeptídeos,  também foi  constatada  elevada especificidade.  Foi observado 
também que 98,3% das amostras apresentaram correlação entre os resultados 
fenotípicos e genéticos, ou seja, estas amostras apresentaram ou não redução 
na sensibilidade aos glicopeptídeos e, correspondentemente, apresentaram ou 
não  reação  positiva  para  algum  gene  de  resistência  aos  glicopeptídeos 
incluídos  nas  reações  de  multiplex.  Por  outro  lado,  duas  amostras  de 
Enterococcus  (CL-4519  e  3613-95)  apresentaram-se  resistentes  aos 
glicopeptídeos  por  métodos  fenotípicos  e  não  foi  possível  a  detecção  de 
nenhum marcador genético de resistência a estes antimicrobianos através das 
reações padronizadas por este estudo. Isto pode ter ocorrido devido a alguma 
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mutação  no  ponto  de  alinhamento  do  primer,  não  sendo  possível  este 
alinhamento  e  a  amplificação  da  sequência  alvo.  Essa  possibilidade  é 
reforçada  pelo fato de  não parecer  ter  havido presença de inibidores nas 
reações das duas  amostras  em questão, pois  as  mesmas  amostras  foram 
identificadas ao nível de espécie com sucesso pelas técnicas moleculares do 
estudo.  Uma  outra  possibilidade  seria  o  fato  de  possuírem  o  gene  vanL, 
recentemente descrito (Boyd et al., 2008). 
Outro  fato  ocorrido  foi  a  detecção  do  genótipo  vanA  com  ausência  de 
resistência plena a teicoplanina pelo método fenotípico de disco-difusão. Isto foi 
observado em 11 amostras, e, a fim de se esclarecer tal resultado, foi realizado 
o teste de difusão em gradiente contínuo (E-test
®
) para a determinação do CIM. 
O  resultado  desta  metodologia  confirmou  a  resistência  reduzida  em  oito 
amostras. Em 2000, Hashimoto e colaboradores sugeriram que três mutações 
pontuais  no  suposto  domínio  sensor  de  vanS  do  transposon  Tn1546-like 
poderiam  ser  responsáveis  pela  redução  da  resistência  à  teicoplanina  de 
amostras contendo o cluster vanA. Outros estudos sugerem que uma disfunção 
de proteínas acessórias como VanY e VanZ do transposon Tn1546-like seriam 
as  causas  para  a  perda  da  resistência  à  teicoplanina  nas  amostras  que  se 
comportam desta maneira (EOM et al., 2004; HENRIQUE et al., 2008; SONG et 
al., 2008). 
Como já mencionado, já foi comprovado  (CORSO et al., 2005) que 
amostras de E. gallinarum provenientes de espécimes clínicos são capazes de 
fazer transferência do gene vanA com amostras de E. faecium, evidenciando a 
importância do diagnóstico destas bactérias, as quais, além de poderem causar 
infecções  (MERQUIOR  et  al.,  2008)  podem  ainda  servir de  reservatório  para 
este genótipo de resistência. Dentro da amostragem do presente estudo, foram 
incluídas duas amostras pertencentes à espécie E. gallinarum carreadoras do 
genótipo  vanA,  afim  de  se  testar  a  capacidade  da  reação  de  PCR  multiplex 
proposta  de  detectar  tais  variantes.  Os  resultados  para  ambas  as  amostras 
foram positivos, havendo a amplificação dos fragmentos gênicos referentes ao 
gênero  Enterococcus  (tuf), da  espécie  E.  gallinarum  (sodA),  do  gene  vanC 
intrínseco desta espécie e do gene vanA simultaneamente. 
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Como  anteriormente  comentado, este  trabalho  se  diferencia  de  boa 
parte dos anteriores em que a técnica de PCR foi usada para a diferenciação 
de  espécies  de  Enterococcus  pela  maior  praticidade.  Com  uma  reação  é 
possível a detecção das principais espécies de enterococos no cenário clínico, 
bem  como  a  detecção  dos  genes  de  resistência  aos  glicopeptídeos  mais 
comuns  e  prontamente transferíveis. Com  uma  segunda  reação, a versão  da 
técnica proposta neste estudo é capaz de detectar as espécies emergentes no 
cenário clínico e os genes de resistência menos comuns. A sequência de um 
dos pares de primers utilizados no presente estudo foi obtida do trabalho de Ke 
e  colaboradores  (1999),  neste  trabalho  a  amostra  é  prontamente  identificada 
como  pertencente  ao  gênero  Enterococcus,  porém  não  foram  apontados 
primers para identificação ao nível de espécie. Depardieu e colaboradores 
(2004) desenvolveram uma reação de PCR multiplex capaz de identificar seis 
genes  relacionados  com  a  resistência aos  glicopeptídeos (vanA, vanB, vanC, 
vanD, vanE e vanG) e a detecção das principais espécies de interesse médico 
(E.  faecalis e E.  faecium), todavia as  espécies emergentes no cenário clínico 
não  foram  consideradas,  além  de  não  incluir  primers  para  a  identificação  do 
gênero  Enterococcus.  Esta,  no  entanto,  torna-se  uma  interessante 
característica, já que o isolamento de gêneros relacionados aos Enterococcus 
incluindo  aqueles  resistentes  a  glicopeptídeos  tem  se tornado  cada vez  mais 
comum,  sobretudo  em  estudos  de  rastreamento  de  portadores  de  VRE. 
Jackson  e  colaboradores  (2004)  desenvolveram  técnicas  de  PCR  para  a 
identificação de 23 espécies de enterococos, porém, para isso foi necessário a 
utilização de sete  reações  de PCR multiplex diferentes, além de não ter sido 
apontado  nenhum  par  de  primer  correlacionado  com  a  resistência  aos 
glicopeptídeos. 
Outros  autores  desenvolveram  diferentes  técnicas  de  PCR  para  a 
detecção dos marcadores de resistência aos glicopeptídeos  e espécies de 
Enterococcus,  porém  todos  apresentam  mais  de  uma  reação,  não  detectam 
espécies  menos  comuns  do  gênero  ou todos os  referidos  marcadores  de 
resistência  (KARIYAMA  et  al.,  2000;  MAC  et  al.,  2003;  EISNER  et  al.,  2005; 
RAHIMI et al., 2007; YEAN et al., 2007) 




 
71
 

De  fato,  a  proposta  apresentada  no  presente  estudo,  embora  seja 
constituída por duas etapas, na primeira reação, pode-se detectar as espécies 
e os determinantes genéticos de resistência aos glicopeptídeos mais comuns. 
Com isso, a primeira reação será satisfatória para a grande maioria dos casos, 
não havendo necessidade de lançar mão da segunda  reação.  Mesmo assim, 
se  não for detectado  a  espécie,  a  segunda  reação  proposta  detecta  as  mais 
comuns,  entre  as  espécies  de  Enterococcus  menos  frequentes,  e  os 
determinantes de resistência aos glicopeptídeos menos comuns. Além disso, o 
próprio resultado da primeira reação aponta ou descarta a necessidade de se 
realizar  a  segunda  reação,  através  da  amplificação  do  primer  gênero-
específico, e a ausência de amplicons espécie-específicos, confirmando assim 
a existência  de enterococo  de  espécie a  ser definida, provavelmente, pela 
segunda reação. 
  A  inclusão  de  um  primer  para  a  identificação  do  gênero  Enterococcus 
também  se  mostra  importante  devido  a  relatos  de  infecções  por  diversas 
espécies  de  enterococos  menos  comuns,  algumas  apresentando  resistência 
aos glicopeptídeos, e, como este gênero é atualmente composto por cerca de 
30  espécies,  a  inclusão  de  primers  espécies-específicos  para  todas  as 
espécies torna-se dispendioso  (MURÃO et.  al,  1997; KNIJFF  et al., 2001; 
CARVALHO et al., 2004; JONES et al., 2007; MERQUIOR et al., 2008). Além 
disto,  como  já  mencionado,  a  identificação  deste  gênero  pelos  testes 
convencionais  disponíveis  pode  ser  difícil  pois  não  há  um  critério  que seja 
capaz  de  separar  o  gênero  Enterococcus inequivocadamente de todos os 
outros gêneros de cocos Gram-positivos, sendo que ainda há a necessidade de 
incubação  de  no  mínimo  24-48  horas  (DEVRIESE,  POT  &  COLLINS,  1993). 
Soma-se  a  isto,  a  já  descrita  detecção  do  cluster  vanA  ou  vanB  em  outros 
gêneros, como, por exemplo, Streptococcus (POYART et al., 1997; MEVIUS et 
al., 1998), Lactococcus (FONTANA et al., 1997), Clostridium (BALLARD et al., 
2005) e Bacillus (FONTANA et al., 1997; LIGOZZI, LO CASCIO & FONTANA, 
1998),  reforçando  ainda  mais  a  necessidade  da  detecção  do  gênero  da 
amostra carreadoras destes marcadores  de resistência, já que estes  não são 
exclusivos dos Enterococcus. 
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  Considerando  as  questões  apresentadas  e  os  resultados  obtidos,  o 
presente trabalho representa um avanço importante na busca de métodos para 
a  identificação  rápida  e  precisa  dos  Enterococcus  e  dos  marcadores  de 
resistência  aos  glicopeptídeos  associados  a  este  gênero.  Assim  sendo,  a 
metodologia avaliada constitui um suporte e possivel alternativa segura ao 
trabalhoso  e  demorado  método  fenotípico  de  identificação,  sobretudo 
considerando-se a ocorrência crescente de VRE no cenário clínico mundial. 
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Conclusões 
  Foi  definido  um  painel  composto  por  amostras  nacionais  e 
internacionais, incluindo variantes típicas e atípicas das principais espécies de 
Enterococcus  associadas  com  a  resistência  aos  glicopeptídeos,  assim  como 
representantes  de  alguns  gêneros  fenotipicamente  relacionados  aos 
Enterococcus.   
A  caracterização  das  amostras  frente  a  diferentes  antimicrobianos 
mostrou a ampla variabilidade de antibiotipos, indicando a elevada diversidade 
da amostragem com relação às características de susceptibilidade. 
Foi  elaborada  uma  metodologia  de PCR  multiplex,  composta  por  um 
esquema em duas etapas de reações, que permite, em uma primeira reação, 
identificar as espécies do gênero Enterococcus caracterizadas como VRE  (E. 
faecalis, E. faecium e E. gallinarum), assim como os marcadores de resistência 
aos glicopeptídeos mais frequentes (vanA, vanB e vanC). A  segunda  reação, 
contempla  a  detecção  de  espécies  de  VRE,  menos  frequentes  (E.  avium,  E. 
casseliflavus  e  E.  raffinosus),  além  dos  marcadores  de  resistência  aos 
glicopeptídeos menos comuns (vanD, vanE e vanG). 
  A  avaliação  dessa  proposta  de  PCR  multiplex,  indicou  que  tal 
metodologia  se mostrou  específica  e  permitiu  detectar  as  variantes  a  que  se 
propos e que estavam representadas na amostragem avaliada, mostrando-se 
de  grande  valia  para  a  detecção  e  caracterização  rápida  e  precisa  de 
Enterococcus.  
Os resultados indicam que a metodologia elaborada e avaliada constitui 
uma  alternativa  segura  ao  trabalhoso  e  demorado  método  fenotípico  de 
identificação, sobretudo considerando-se o impacto cada vez maior de VRE no 
cenário clínico mundial e a importância de sua detecção rápida e precisa. 
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