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RESUMO

E.faecium é um Gram positivo, ubiquitario, comumente isolada em infeccbes
nosocomiais. Por sua facilidade em adquirir e transmitir resisténcias por
componentes moveis, facilmente se tornam bactérias multirresistentes, expondo
pacientes imunocomprometidos a taxas elevadas de comorbidade e mortalidade. O
objetivo deste estudo, foi avaliar a predominéncia de populagdes clonais, em
pacientes assistidos por um hospital terciario do Recife, PE. Os isolados foram
obtidos através de banco de cepas fornecido pela Fiocruz/PE. O perfil de
susceptibilidade a vancomicina foi realizado por microdiluigdo. O DNA das amostras
foi extraido por protocolo com Triton-X-100 e avaliado através do NanoDrop. Foi
realizado PCR do material utilizando primers ERIC especificos. Todos os produtos
foram analisados por eletroforese em géis de agarose. A analise filogenética foi
realizada utilizando PHYLIP-3.68, com dendrogramas gerados por UPGMA. Foram
isoladas 46 amostras durante intervalo de tempo 2021-2023, derivadas de cultura de
vigilancia, hemocultura e urocultura, de pacientes com idades variantes de 16 a 93
anos. As amostras tinham como clinica de origem enfermarias, UTls e clinica
médica. A analise ERIC-PCR isolou 9 clusters. O mais frequente foi o A com 30,95%
dos isolados analisados, seguido de F (23.80%), D (11.90%), G (9.52%), H (7.14%),
B (4.76%) e E (4.76%), sendo todos eles portadores do gene vanA de resisténcia a
vancomicina e com CIMs>256 ug/mL. Esses isolados foram majoritariamente
identificados em pacientes idosos (>60 anos)(58,7%) e em sitios associados a
colonizagao (90,7%). A persisténcia destes clones no ambiente hospitalar reforga o
papel das ferramentas moleculares no estudo epidemioldgico, na prevengao e
rastreio de surtos hospitalares.

Palavras-chave: Enterococcus faecium. Resisténcia a vancomicina. ERIC-PCR.
IRAS. vanA.
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ABSTRACT

E.faecium is a Gram-positive, ubiquitous bacterium commonly isolated in nosocomial
infections. Due to its ease in acquiring and transmitting resistance through mobile
components, it easily becomes multidrug-resistant bacteria, exposing
immunocompromised patients to high rates of comorbidity and mortality. The
objective of this study was to evaluate the predominance of clonal populations in
patients treated at a tertiary hospital in Recife, PE. The isolates were obtained from a
strain bank provided by Fiocruz/PE. Vancomycin susceptibility profiles were
determined using microdilution. DNA from the samples was extracted using a
Triton-X-100 protocol and evaluated using NanoDrop. PCR was performed on the
material using specific ERIC primers. All products were analyzed by agarose gel
electrophoresis. Phylogenetic analysis was conducted using PHYLIP-3.68,
dendrograms generated Through UPGMA method. A total of 46 samples were
isolated during the period from 2021 to 2023, derived from surveillance cultures,
blood cultures, and urine cultures, from patients ranging in age from 16 to 93 years.
The samples originated from wards, ICUs, and medical clinics. ERIC-PCR analysis
identified 9 clusters. The most frequent was A with 30,95% of the samples identified,
followed by F (23.80%), D (11.90%), G (9.52%), H (7.14%), H (7.14%), B (4.76%)
and E (4.76%). All of which exhibiting a vanA gene of vancomycin resistance with
MICs >256 pug/mL. These isolates were identified in elderly patients (58,7%) and in
sites associated with colonization (90,7%). The persistence of these clones in the
hospital environment underscores the role of molecular tools in epidemiological
studies, outbreak prevention, and tracking.

Key words: Enterococcus faecium.Vancomycin resistance. ERIC-PCR. HAI. vanA.
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1 Introdugao

A disseminacdo clonal de isolados clinicos multirresistentes aos
antimicrobianos € um processo de transmissdo que proporciona alta incidéncia de
infeccbes pela mesma linhagem bacteriana resultando em surtos e até mesmo
epidemias. Em ambientes hospitalares estas cepas geneticamente idénticas sao
frequentemente relacionadas aos elevados indices de morbidade e mortalidade
provocadas pelas Infecgcbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) (Cattoir,
2022, p.03; OMS, 2016, p.28).

Definidas como qualquer infecgao relacionada ao cuidado com o
paciente, compreendendo procedimentos para prevencgao, diagndstico e tratamento
de doengas, o termo IRAS substituiu o antigo conceito de infecgdo hospitalar.
Influenciada por fatores como: idade, desnutricdo, diabetes, tabagismo, tempo de
permanéncia nos servicos de saude (quanto maior o tempo, maior o risco de adquirir
infeccdes), a necessidade de procedimentos invasivos (como o uso de sondas,
cateter e cirurgias) e o uso excessivo de antibidticos, destacam-se por causarem
infeccbes relevantes em sitios cirurgicos, trato urinario, trato respiratorio,corrente
sanguinea e também por frequentemente serem provocadas por isolados

Gram-positivos multirresistentes aos antimicrobianos de rotina (ANVISA, 2022, p.05).

No Estado de Pernambuco, as espécies comumente relacionadas as
IRAS séao: Staphylococcus coagulase negativa (CoNS), Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, sendo estas duas Uultimas as
principais responsaveis pelo desenvolvimento e propagagdo da resisténcia a
vancomicina, um importante antimicrobiano intravenoso pertencente a classe dos
glicopeptideos e amplamente utilizado no tratamento de infec¢des invasivas, cujo

mecanismo de agao esta associado a inibicdo dos precursores da parede celular
bacteriana (ANVISA, 2021, p.05; Willems et al., 2011, p.03).

A resisténcia a vancomicina representa uma das maiores ameacas a
Saude Publica na atualidade. Diretamente relacionada ao aumento do tempo de
internagcdo, elevacdo dos custos hospitalares e mortalidade, tem sido
frequentemente identificada em isolados de Enterococcus spp desde 1988 (Leclercq

et al., 1988, p.). Os principais mecanismos moleculares associados ao processo de
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resisténcia a vancomicina envolvem a disseminagao de genes vanA e vanB através

de plasmideos e transposons.

Apos a identificacdo do primeiro caso de Enterococcus spp.
resistente a vancomicina (VRE) em 1986 na Europa, houve uma rapida
disseminagdo do género nas Ameéricas, envolvendo as espécies E. faecalis e E.
faecium. Atualmente estima-se que 70% dos isolados de E. faecium sao resistentes
a vancomicina. A taxa de mortalidade em pacientes com bacteremia provocada por
VRE pode chegar a 56%, tornando este género um dos mais associados as IRAS
(Almuzara, 2013, p.04; OMS, 2015, p.38; Willems et al.,, 2005, p.01) Por isso,
programas como o PNPCIRAS (Programa Nacional de Prevencédo e Controles de
IRAS) ressaltam a importancia do rastreio e monitoramento das resisténcias
microbianas como prevencdo a surtos hospitalares, diminuigdo dos riscos
relacionados as IRAS, promovendo aumento na qualidade assistencial e na protecao
do paciente com o objetivo de gerenciar riscos e aprimorar 0os servigos de saude
(ANVISA, 2022, p.10). No Brasil, a cultura de vigilancia, especialmente a coleta de
swab retal, € o método adotado pelos hospitais de cuidado terciario desde os anos
2000 para identificagdo e monitoramento da incidéncia epidemiolégica do
Enterococcus spp. resistente a vancomicina (Bissoli, 2018, p.04; Furtado et al.,
2005, p.03).

Nesse sentido, a utilizagdo de métodos moleculares tem sido cada
vez mais frequente para monitorar a disseminacdo clonal de isolados clinicos
multirresistentes, permitindo a analise do real panorama de aquisi¢ao e circulagao
de novos mecanismos de resisténcia antimicrobiana antes mesmo que os surtos em
grande escala aparegam, conferindo vantagem primordial aos programas de controle
de IRAS para aplicabilidade de estratégias de contengao e avaliagédo da eficacia dos
protocolos institucionalizados para esta finalidade (Leavis et al., 2003, p.05; Willems
et al., 2005, p.05).

Ao longo das ultimas décadas algumas técnicas se destacaram para
estas analises, tais como o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) e o ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus-Polymerase Chain Reaction), esta ultima destaca-se por

possibilitar a caracterizacdo da relagdo genética de espécies e cepas, em poucas
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horas, utilizando picogramas de DNA, E uma tecnologia de genotipagem simples,
resolutiva e econbmica para discriminar diferentes tipos de cepas. (Versalovic;
Koeuth; Lupski, 1991, p.02).

Estas técnicas moleculares tém grande impacto clinico e
epidemiologico pelo seu papel frente a técnicas bioquimicas e sorolégicas,
tradicionalmente utilizadas na identificacdo de Enterococcus e outros
microrganismos, através de perfis bioquimicos, andlise de proteinas e testes de
susceptibilidade a antibidticos. No entanto, a limitagdo na capacidade
discriminatérias destas técnicas em acompanhar o processo evolutivo e fornecer
informagdes precisas levou a exploragdo de métodos moleculares baseados na

analise dos acidos nucléicos (Ahamdi; Siasi Torbati; Amini, 2023, p.02).

Visando o aumento na necessidade de estudos epidemioldgicos
para avaliagdo de pacientes colonizados e surtos hospitalares, especialmente em
hospitais de cuidados especializados, foi avaliado a capacidade discriminatoria do
ERIC-PCR, ao determinar a relagdo genética de Enterococcus faecium resistente a

vancomicina, isolados durante 2021-2023.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O GENERO ENTEROCOCCUS

O género Enterococcus foi descrito primeiramente em 1899 por
Thiercelin, como bactérias gram-positivas com morfologia de diplococos. Em 1906,
espécies deste grupo classificadas como “enterocoque” foram classificadas como
um dos quatro grupos dos Streptococcus spp. por Andrewes e Harder pela sua
similaridade em formar cadeias; “Streptococcus faecium’, “Streptococcus faecalis” e
mais 17 espécies que voltaram a pertencer aos Enterococcus spp. apenas em 1984.
Em 1933, foram classificados no grupo sorolégico D de Lancefield junto ao
Streptococcus bovis e Sreptococcus equinus. Em 1970, Karina e colaboradores
conferem nomenclatura as espécies mais destacadas deste género: E.faecalis e E.
faecium. Posteriormente, em 1978, houve a mudanga de “Enterococcus” para
“faecal”. O género sO ressurgiu em 1984 pelos estudos quimiotaxondmicos e
filogenéticos de Schleifer e Kilpper-Balz, baseados na catalogacdo do rRNA,
DNA-DNA e DNA-rRNA dos microrganismos (Devriese, Pot, 1995, p.327-328).

Os microrganismos pertencentes a este género demonstram
notaveis habilidades adaptativas, incluindo a capacidade de crescerem em meios de
cultura incubados a temperaturas que variam entre 10 °C a 45 °C e suplementados
com até 6,5% de cloreto de sodio (NaCl). Além disso, resistem a condigdes
extremas, sobrevivendo a temperaturas de 60 °C por um periodo de 30 minutos e
mantendo sua viabilidade a um pH de 9,6. Esses microrganismos s&o anaerdbios
facultativos, ndo produzem a enzima catalase, ndo expressam citocromos oxidase,
apresentam atividade de hidrdlise da Pirrolidonil Arilamidase (PYR), produzem
leucinas aminopeptidase e demonstram a capacidade de hidrolisar bile esculina em

bile esculetina + glicose (conforme ilustrado na Figura 01) (Murray, 1990, p. 02).
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Figura 01- Caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas dos Enterococcus.
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Fonte: Extraido e adaptado (Fayed, 2012).
Nota: A) Crescimento por esgotamento no Agar bile esculina azida, Enterococcus hidrolisa bile
esculina em bile esculetina que ao reagir com Fe;, torna o meio enegrecido;
B) Enterococcus em coloragao de gram, cocos gram positivos (roxos), arranjados em cadeia;
C) hidrolisam o Pirrolidonil Arilamidase (PYR), a positividade do teste pode ser observada pela

formacao da cor arroxeada ao redor das colbnias testadas.

O género Enterococcus pertence a Familia Enterococcaceae e ao
filo Firmicutes e abrange 83 espécies (BONAPARTE; KLEIN, 2012), sdo em sua
maioria bactérias comensais e colonizam o trato gastrointestinal de humanos, outros
mamiferos, répteis e insetos. Existem aproximadamente 10°-10” UFC (Unidades
Formadoras de Colbnia) Enterococcus no intestino humano, estes também
colonizam a cavidade oral e o trato genitourinario, podendo ser encontradas
espécies como: Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
durans, Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii e
Enterococcus raffinosus, sendo as espécies Enterococcus faecium e o Enterococcus
faecalis as mais importantes desse género devido aos fatores de viruléncia e de
resisténcia aos antimicrobianos expressos por esses isolados (Cattoir, 2022, p.01).
E. faecium e E. faecalis possuem alta plasticidade genética. Essas bactérias
possuem genomas curtos, mas com uma propor¢ao de material genético acessorio,

correspondendo a 38% e 25%, respectivamente (Krawczyk et al., 2021, p.02).

A capacidade de adquirir genes por meio da transmissao horizontal
€ uma caracteristica destacada dessas bactérias. Esse processo permite a facil

aquisicdo de genes, principalmente aqueles relacionados a resisténcia a
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vancomicina, por meio de componentes moveis, tais como plasmideos e
transposons. Isso esta diretamente relacionado com o surgimento e a rapida

disseminagao da resisténcia a esse antimicrobiano (Paulsen et al., 2003, p.02).

2.2 EvoLucAo Do ENTEROCOCCUS FAECIUM COMO PATOGENO ADAPTADO AO AMBIENTE

HOSPITALAR

O primeiro caso relatado sobre VRE, ocorreu em 1986 na Europa e
rapidamente se espalhou, principalmente em pacientes imunossuprimidos, com
altas taxas endémicas nos Estados Unidos (EUA), a transmissao ocorria através de
transmissao cruzada, as primeiras epidemias foram causadas pelos mesmos um ou
dois clones da espécie, o que evoluiu rapidamente para uma endemia policlonal, em
sua maioria as cepas isoladas nos EUA apresentavam resisténcia a ampicilina e
vancomicina, enquanto na Europa a resisténcia a vancomicina se espalhou mais
lentamente e a maioria dos isolados apresentavam apenas resisténcia a ampicilina
(Frieden et al., 1993, p.03; Willems; Van Schaik, 2009, p.02)

Estudos de genética de populagbes de E. faecium através da
tipagem de sequéncias multilocus (MLST) revelaram que existem duas
subpopulagdes distintas dessa bactéria: o Clado A, dividido em A1 (Isolados clinicos
de infecgbes hospitalares), onde se encontra o complexo clonal CC17, considerado
ancestral do clado, desde entdo a maioria dos E. faecium de infecgdes nosocomiais
foram associados ao CC17. Ha também o A2 onde estdo agrupadas as cepas
derivadas de animais e o Clado B, composto pelos isolados de infecgbes
comunitarias (Arias; Murray, 2012, p.04, Zhou et al., 2020, p.02).

O clado A1 é caracterizado pelo acumulo de genes de resisténcia a
antibidticos, um de grande relevancia € o sistema fosfotransferase (PTS), sao
proteinas transmembrana que fosforilam agucares como glicose, manose e manitol,
transportando-os para dentro da membrana bacteriana (ZHANG et al.,, 2013). O
PTS, em estudos, apresentou sensibilidade a exposi¢do a daptomicina (Sinel et al.,
2017, p.02).
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2.2.1 Fatores de Viruléncia

O E. faecium pode apresentar fatores de viruléncia que
justificam sua maior capacidade patogénica em relagdo a outras espécies do
género, especialmente nas cepas hospitalares (Clado A1) (Quadro 01)

Quadro 01 - Fatores de viruléncia de isolados E. faecium do clado A1.
Fatores de viruléncia

Referéncias

Conf;;z;enstetjsenzd:j;;r;icie LP x TG: Acm, Scm, SgrA, EcbA.
celular microbiana que PGCs: PilA (Fms20-Fms21), PilB GAO; HOWDEN;
reconhecem moléculas (EmpA-EmpB-EmpC), STINEAR, 2018
) ; Fms14-Fms17-Fms13 (PGC-2 proteins) ’ '
adesivas de matriz e Fms11- Fms19-Fms16
(MSCRAMM). )
Substancias de agregagao: Esp: O fator de viruléncia mais
diretamente relacionadas ao disseminado, relacionado a formagao
e . 2 SHANKAR et al.,
aumento do processo de de biofilme e agregacao a superficie 2001
adesao, sao formadas por celular.

uma classe de adesinas.

Gelatinase: Codificada pela gelE, ativa
a autolisina e degrada substratos
teciduais como, insulina, caseina,

hemoglobina, fibrinogénio, colageno e

Exoenzimas: Enzimas
produzidas pelo

microrganismo que sao ; .
excretadas externamente e Hial . ge!algna . L LEE et al.,|20219,
causam ativagdo da cascata ia uronlda§e. Ae.grada o acido OPES et al., 2006.

hialurénico

inflamatoria nos tecidos do Citolisina: Ataca eritrocitos,

hospedeiro. s )
macrofagos e os polimorfonucleares.
Fosfotransferases (PTS): proteinas
transmembrana que fosforizam
carboidratos especificos, PAGANELLI et al.,
Outras enzimas transportando-os para dentro da 2016;
membrana bacteriana ZHANG et al., 2013.

BepA: PTS observada na fisiopatologia
da endocardite.

Fonte: O autor.
Legenda: Fatores de viruléncia relacionados a manutencao e fixagédo do E. faecium no
ambiente hospitalar

Sao estes: fatores de adesdo, formado por matriz de moléculas
adesivas (MSCRAMM) e os genes Acm, Scm, SgrA e EcbA que compde as
proteinas de agregacao de superficie LPXTG, Esp contribui para adesao inicial a

membrana celular e sua patogénese € observada na endocardite, que influenciam a
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patogenicidade da espécie pela formacao de biofilme. Existem aproximadamente 24
proteinas de agregacao de superficie LPxTG, além das adesinas e onze PGCs: PilA
(Fms20-Fms21), PilB (EmpA-EmpB-EmpC), Fms14-Fms17-Fms13 (PGC-2 proteins)
e Fms11- Fms19-Fms16 codificados pelo gene PGC-4 (Gao; Howden; Stinear,
2018). BepA também é um gene que contribui para formagao de biofilme, além de
agir no metabolismo de carboidratos como PTS, sua acdo é descrita na

fisiopatologia da endocardite. (Paganelli et al., 2016, p.03)

A exoenzima gelatinase codificada pelo gene gelE é capaz de
degradar varios substratos do hospedeiro contaminado, tais como, insulina, caseina,
hemoglobina, fibrinogénio, colageno e gelatina. gelE também é capaz de ativar
autolisina. Ha também a hialuronidase capaz de causar dano tecidual ao catalisar a
hidrdlise do acido hialurénico. Outra exoenzima é a citolisina, esta € codificada por 8
genes, atravées de plasmideo ou cromossomo, seus alvos sao eritrocitos,
macréfagos e os leucocitos polimorfonuclear, desencadeando a cascata inflamatoria,
além das células do hospedeiro a citolisina também pode causar danos a outras

bactérias gram positivas (Lee et al., 2019, p.04).
2.3 PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser intrinseca ou natural,
que em sua maioria € mediada pela auséncia ou modificagao do alvo terapéutico do
farmaco, muitas vezes de origem cromossomal e adquirida por transmissao vertical,
nao apresentando risco terapéutico; e adquirida, cujo desenvolvimento pode
acontecer por pressdo evolutiva devido ao uso indiscriminado de antibidticos,
mutagénese ou transferéncia horizontal de genes através de componentes moveis
(Culyba; Mo; Kohli, 2015, p.02) O E. faecium e o E. faecalis podem apresentar
resisténcia intrinseca a uma diversidade terapéutica como as cefalosporinas,
lincosaminas, e aminoglicosideos (quadro 02), estas cepas ao adquirirem resisténcia
a vancomicina se tornam multidroga resistente (MDR) e até mesmo panresistentes,
limitando o controle e tratamento dessas infeccbes em ambiente hospitalar
(Gonzalez-Abad; Alonso Sanz, 2019, p.01).
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Intrinseca,
Antibiético Meca.nlsAmo. de Enzqna Fenétipo esporadica
resisténcia associada ou
associada
Mutacgao ) Resisténcia com Esporadica
ribossémica CIM>128.000 mg/mL P
Aac(6’)-i, Intrinseca,
Aph(3’)-llla, Baixos niveis de pJH1,
Enzimas Ant(47)-1a, resisténcia a tobramicina plP810,
modificadoras | Aph(2”)-la-Aac(6’) | canamicina, amicacina e Tn5281,
Aminoglicosideos de le, Aph(2”)-Ib, neomicina. Altos niveis pYN134,
aminoglicoside Aph(2”)-Ic, de resisténcia a Tn1546,
0s Aph(2”)-Id, gentamicina e Inc.18,
Ant(6’)-la, estreptomicina. Tn5382,
Ant(3”)-la, pR538-1.
Metiltransferas A
o Resisténcia a
. EfmM tobramicina e Intrinseca
Ribossomo-mo -
dificadora canamicina
Baixos niveis de
Producéo de resisténcia a penicilina.
PBP4/5 - Modgraf:ia a alta Intrinseca
resisténcia a
cefalosporinas
Mutagoes Alta resisténcia a .
.. pontuais em - o - Esporadica
B_ lactamicos PBP4/5 amp|C|I|na e iImipenem
Alteracdo na L,D- Resisténcia aos B- ,
. a Intrinseca
parede celular transpeptidase lactamicos
Destruigao do B-lactamases Resisténcia aos B-
anel - A Tn552
A (gene bla) lactamicos
lactdmico
Sintese de VanA, VanH, Resisténcia a Tn1546
Glicopeptideos parede celular VanyY, VanX, vancomicina e ’
, ) . Inc.18
alternativa VanR, VanS teicoplanina
Bomba de Intri
ntrinseca
efluxo
Acetiltransferas VatD (SatA), Resisténcia a Transposon
Lincosamidas e VatH, VgbA, VatE | estreptograminas Ae B P
Alteracdo no Tn554,
oo ErmA MLS,, MLS; Tn917,
Tn1545
Mutagoes | 55767, G2505A, e »
pontuais no Resisténcia a linezolida Esporadica
L4(F101L)
. . RNAr
Linezolida
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Metilacio do Resisténcia a linezolida,
¢ Cfr lincosamidas e pEF-01
RNAr )
estreptogramina A
Alteracdo na N Resisténcia a
L3 Cardiolipina - .
- ligacdo em . daptomicina, ampliada -
Daptomicina . sintetase, GdpD, . Esporadica
proteinas de LiaF quando GdpD + LiaF e
membrana LiaF + GdpD

Fonte: Adaptado de (Galimad et al., 2011).
Legenda: Perfil de resisténcia geral dos E. faecium, resisténcias intrinsecas e adquiridas,
esporadicas ou mediadas por plasmideos e transposons.

Tanto o E. faecium quanto o E. faecalis apresentam resisténcia
intrinseca a doses clinicas de aminoglicosideos, estes agem inibindo a sintese de
proteinas ribossomais, entretanto ndo conseguem penetrar eficientemente a parede
celular dos gram positivos. Além disso, o E. faecium produz uma enzima de origem
cromossomal responsavel pelo aumento do MIC de alguns farmacos, a
aminoglicosideo 6’ acetiltransferase [AAC(6')-li], além de possuir uma
metiltransferase (efmM) que também confere resisténcia em a canamicina e seu

derivado dibecacina e a tobramicina (Galimand et al., 2011, p.02).

O Sulfametoxazol-trimetoprima inibe a producdo de acidos
nucléicos pelos microrganismos, pela inibicdo da sintese do tetrahidrofolato,
entretanto como os Enterococcus conseguem adquirir folatos do meio,
ultrapassando os efeitos do antibiético. Em testes in vitro os Enterococcus spp.
apresentam sensibilidade ao farmaco, entretanto € ineficiente no tratamento in vivo
(Zervos; Schaberg, 1985, p.02).

Os Agentes B-lactdmicos agem através da inibigcdo da sintese da
parede celular, inibindo a formacdo de peptidoglicanos, estrutura formada por
pentapeptideos essencial para manutencdo da integridade celular bacteriana. As
enzimas responsaveis pelas reagdes de ligagdo cruzada entre os peptidoglicanos
sdo denominadas proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs). Os [B-lactdmicos séo
analogos estruturais das moléculas precursoras de pentapeptideos e se unem de
maneira covalente, interrompendo o crescimento normal da parede celular (Zapun;
Contreras-Martel; Vernet, 2008, p.01).

Os Enterococcus possuem PBPs de baixa afinidade (PBPS5 em
E. faecium, PBP4 em E. faecalis) que fazem ligagdes fracas com os antibiéticos

B-lactdmicos. Como consequéncia, as concentragdes inibitorias minimas (CIMs)
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para penicilinas normalmente variam entre 2—8 mg/ml para E. faecalis e 8—-16 mg/ml
para E. faecium, valores muito superiores as CIMs observadas nos Streptococcus

spp. e outros gram-positivos (Zapun; Contreras-Martel; Vernet, 2008, p.03)

De forma adquirida, Enterococcus pode desenvolver uma
resisténcia maior as penicilinas por meio da aquisicao de 3-lactamases, mesmo que
raro, ou mutagcdes em PBP4/5. Em 1985, foi descrito a aquisi¢cao de B-lactamase por
E. faecalis através do gene mediado por plasmideo bla, idéntico no Staphylococcus
aureus, sao codificados por transposon Tn552 (Murray, 1992, p.01; Murray; Mederski
Samaroj, 1983, p.03).

2.4 \/ANCOMICINA

Vancomicina é um glicopeptideo triciclico formado por sete membros
de cadeias peptidicas associado aos dissacarideos: vancosamina e glicose (figura
02), com peso molecular de 1485 Da, sendo mais pesado que os B- lactadmicos.
Desde 1956, este antimicrobiano € aplicado na clinica para tratar infeccdes
causadas por bactérias Gram-positivas, tais como: Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, S. pyogenes, S. pneumoniae, Streptococcus viridans, Enterococcus
spp., algumas espécies de Bacillus e Actinomyces (Bruniera et al., 2015, p.02;
Gupta; Biyani; Khaira, 2011, p.02; Rubinstein; Keynan, 2014, p.01).

Figura 02 - Estrutura quimica da vancomicina
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Fonte: Rubinstein e Keynan (2014).
Legenda : A vancomicina € uma molécula complexa e possui uma estrutura quimica
caracterizada por anéis quimicos e diversas fungdes organicas. Sua estrutura inclui trés componentes
principais: uma cadeia peptidica, uma cadeia dissacaridica e um grupo lipofilico.
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Desenvolvida em 1952 por Edmund Kornfeld, da empresa Eli Lilly, a
partir de uma bactéria Gram positiva, isolada de amostras de solo, chamada
Amycolatopsis orientalis; rapidamente foi adotada como forma de tratamento para
infeccbes por gram positivos resistentes aos - lactdmicos, como o Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), S. epidermidis meticilina resistente (MRSE) e
infeccbes pneumocadcicas resistente as penicilinas, que emergiram nesta época
(Gould, 2016, p.02).

O medicamento ¢é aplicado por infusdo intravenosa,
aproximadamente 5% da dose é metabolizada, em maior parte & excretado
majoritariamente por filtragdo glomerular. Até a década de 70’, a nefrotoxicidade e
ototoxicidade, eram um fator limitante ao uso do farmaco no ambiente hospitalar,
entretanto apdés mudangas na sua formulagao estes efeitos colaterais se tornaram
raros e o antibiotico até os dias atuais é utilizado no tratamento de infecgdes por
bactérias Gram positivas (Bruniera et al., 2015, p.05). Também é possivel identificar
em alguns pacientes uma reagdo de hipersensibilidade a vancomicina,
especialmente quando utilizada com outras drogas, chamada de sindrome do

homem vermelho (Neto et al., 2021, p.03).
2.4.1 Mecanismo de Acéao

A vancomicina liga-se a porgdo terminal D-Ala-D-Ala
(undecaprenil-difosfo-N-acetilmuramoil-[N-acetilglicosamina]-L-alanil-y-D-glutamil-L-I
ysyl-D-alanil-D-alanina), um intermediario no processo de maturagdo da do
peptidoglicano, inibindo a agdo das proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) e
consequentemente a sintese da parede celular (Stogios; Savchenko, 2020, p.02).
Enquanto os B-lactdmicos se ligam aos sitios ativos da transpeptidase, a
vancomicina impede a ligacdo das PBPs ao substrato (Figura 03)(Clarkson, 2022,
p.02).
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Figura 03 - mecanismo de agao dos farmacos B-lactamicos e glicopeptideos

Mecanismos de acao [ o
dos B-lactamicos e
glicopeptideos

Mecanismo de
sintese da parede -
celular

PBP
Subunidade
transpeptidase
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. o Vi
transglicosilase lanc o

Pen Ceph Mono Carba

] ‘21 '=] =l Glicopeptideo: Alto peso

molecular, se liga a D-Ala

Presenca de B- lactamicos: D-Ala e blogueia as PBPs
inibidor de == Ligam-se ao sitio

sintese de ativo das PBPs J
parede celular
D-Ala
D-Ala / / | 9
:

Inibicéo PP @@

enzimatica

Fonte: extraido e adaptado de Clarkson, 2022.
Nota: Na auséncia da acao de farmacos a sintese da parede celular segue pela agdo dos
PBPs catalisando liga¢des cruzadas entre cadeias glicanas adjacentes, o que envolve a remogao de
um residuo terminal de D-alanina de um dos precursores de peptidoglicano. Glicosiltransferases (GT),
que existem como subunidades separadas ou estdo fortemente associadas as transpeptidases. Na
presenca de um inibidor glicopeptideo, a sintese da parede celular é interrompida pelo bloqueio do
sitio de ligac&do dos PBPs.

2.4.2 Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana a Vancomicina

O género Enterococcus adquiriu a resisténcia aos
glicopeptideos, vancomicina e teicoplanina, através de modificagdes na sintese dos
peptidoglicanos pela substituicdo da estrutura D-Alanina-D-Alanina (D-Ala-D-Ala) por
D-Alanina-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) ou D- Alanina-D-Serina (D-Ala-D-Ser) na porcao
terminal livre do Lipid Il, diminuindo em baixos ou altos niveis a afinidade da
vancomicina e outros glicopeptideos a porcao terminal (figura 04). Atualmente, nove

fenotipos estdo envolvidos na resisténcia a vancomicina (Arthur; Quintiliani R., 2001,
p.01).
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Figura 04 - Diagrama esquematico do mecanismo de resisténcia a vancomicina.

Enterococcus suscetivel a vancomicina

Vancomicina

Precursor da parede celularcom

alta afinidade a vancomicina Inibigdo da sintese

da parede celular
-p-Ala-D-Ala | B -p-Ala-D-Ala x
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terminal livre do Lipid Il

Enterococcus resistente a vancomicina

Perca da afinidade a vancomicina
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por D-Ala-D-Lac ou D-Ala-D-Ser Vancomicina

.
L

-D-Ala-p-X

Sintese da
parede celular

Fonte: Extraido e adaptado de Murray, 2000.
Legenda: Enterococcus suscetivel a vancomicina sintetiza precursor da parede celular com a porgao
terminal D-Ala-D-Ala, apds a translocagao do citoplasma para a superficie celular, esses precursores
se ligam a vancomicina com alta afinidade; uma vez ligados, ndo conseguem participar da sintese da
parede celular. Enterococcus resistentes a vancomicina, geram precursores com terminacdes
diferentes (D-Ala-D-Lac, D-Ala ou D-Ala-D-Ser), que tém baixa afinidade pela vancomicina e,
portanto, podem continuar, em grande parte, a serem usados na sintese da parede celular.
Nota:“D-Ala-D-X"; D-Ala-D-Lac (Lactato) ou D-Ala-D-Ser (Serina); Ala - Alanina.

O fenotipo de resisténcia denominado vanA e seus homologos (vanB,
vanD, vanF, vanM) estao relacionados ao mecanismo onde ocorre a substituicdo de
D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac, configurando resisténcia a vancomicina ao atingir CIM
iguais ou superiores a 64 mg/L nos testes de susceptibilidade antimicrobiana de
rotina (BrCAST, 2023).

O fendtipo ocorre através da perda de uma ligagao de hidrogénio, os
genes vanS, vanR e o cluster vanHAX sao essenciais para regulacdo dessa
resisténcia, os genes vanX e vanY sao identificados como genes acessorios
(Stogios; Savchenko, 2020, p.02). A mudanga de aminoacidos D-Ala-D-Ala para
D-Ala-D-Ser configura o fendtipo vanC e seus homélogos (vanE, vanG, vanL, vanN)
que através da adicdo de um grupo hidroxila ao peptideoglicano (figura 05),

conferem niveis baixos de resisténcia a vancomicina (CIM 4-32 mg/L). Seu cassete é
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formado pelos genes vanR e vanS, uma ligase que vai ser codificada dependente do
genotipo por vanC, vanE, vanG, vanL ou vanN. E os genes vanT e vanXY (figura 05)

exclusivos deste fendtipo (Stogios; Savchenko, 2020, p.09).

Figura 05 - Operons relacionados a resisténcia a vancomicina
D-Ala-D-lac

VanA vanr, [VaRSyD IvaRH] mm i) vanz,
1E4E 1R44
Vang vand, vans, [ECEApwanW, ) vanr, [ ¥ans
SHNM, 5ZHW

VanD vanR, vanS, vany, vanH, vanD vanX,
VanF  vanR, vans, vany, vanZ, vanH, vanF vanX,
VanM vanR, vans, vany, vanH,, vanM vanX,,
S. coelicolor vanS,  vanR, vanJ vank vanH,, vanA,_ vanX,,
D-Ala-D-Ser
VanC | vanC m vanT, = vanR,  vanS,
408K
VanE  vanE vanXy, vanT,  vanR,  vans,
VanG m Iﬁ'.ai".lFlc 'I.fanSG van‘fc vani'lfg m wansc m
aTYS 4MuQ 4ECL
VanL vanlL vanXy, vanTm, vanTr, vanR, vans,
VanN vanN vanXy, vanT, vanR, vans,

Fonte: Extraido e adaptado de STOGIOS; SAVCHENKO, 2020.
Nota: Cassetes de resisténcia a vancomicina organizados pelo seu mecanismo, D-Ala-Lac ou
D-Ala-Ser.
Legenda: Setas brancas: proteinas descritas como insoluveis pelo centro estrutural de genomas de
doencas infecciosas (CSGID). Setas verde claro: Proteinas purificadas pelo CSGID. Setas verde
escuro: estruturas cristalinas descritas.

Os gendtipos com maior prevaléncia clinica sdo vanA e vanB e seus
subtipos vanB1-3 e vanB2, associados as espécies E.faecium e E.faecalis
(Simonsen et al., 2000, p.01). O operon vanA é majoritariamente associado ao
transposon Tn1546, que corresponde a dois genes responsaveis pela transposigao
do elemento (orf1 e orf2) (Open Reading Frames), e um gene relacionado a
resisténcia a teicoplanina (vanZ). A transferéncia dos alelos de resisténcia vanB
ocorre através da aquisi¢ao e/ou troca de transposons, tais como Th1547, Tn5382 e
o Tn1549, sendo este ultimo comumente identificado em isolados vanB. Esse
transposon é principalmente cromossdmico e € encontrado menos frequentemente

em plasmideos (Ahmed; Baptiste, 2018, p.03).

Os genes vanA e vanB tem uma organizagao genética semelhante,
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ambos contém 2 regides promotoras, que transcrevem 7 fases de leitura aberta
(ORFs) (figura 05), se diferenciam por um sistema de sinalizacdo de dois
componentes, vanRB e vanSB e de homologos do vanH e da D-Ala-D-Ala ligase, e
das peptidases, vanX e vanY, codificados através do gene VanB. Este ndo codifica
um homologo do vanZ e, em vez disso, codifica uma proteina chamada vanW, cujo
papel na resisténcia nao € completamente compreendido (Kristich; Rice; Arias, 2014,
p.04).

O operon vanC é dividido nos subtipos vanC, vanC-1, vanC-2 e
vanC-3 sendo encontrado, respectivamente, nas espécies, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus casseliflavus e Enterococcus flavescens (Tabela 01), espécies menos
virulentas e com menor incidéncia clinica que o E.faecium e E.faecalis (Reynolds;
Courvalin, 2005, p.01).

O gene vanD, similar ao vanA, é constituido de diversas mutagdes
em seus reguladores e nao € transferivel por conjugacéo, resultando numa grande
diversidade de fenétipos, vanD; vanD1, D2, D3, D4, D5. A sua notificagcao € limitada,
porém, esse gene é normalmente associado ao E.faecium (Tabela 01) e pode ser
carregado pelo E.gallinarum VanC (Boyd; Miller; Mulvey, 2006, p.03; Depardieu et
al., 2009, p.01).

O gene vanE (homdlogo ao vanC1) é encontrado na América do
Norte e Australia, adquiridos por um Cluster do Enterococcus faecalis (Tabela 01)
(ABADIA-PATINO et al., 2004; BOYD et al., 2002). Outro homoélogo do vanC, o gene
vanG encontrado no E.faecalis ao contrario de seus similares (VanE, VanL e VanN)

é transferivel, através de plasmideo conjugado (BOYD et al., 2006).

Os genes vanL (similar ao vanA) identificado no E.faecalis; vanM e
vanN (similares ao vanC), identificados no E.faecium, sdo particularmente novos
sendo o VanN transferivel através de plasmideo (Tabela 01) (Boyd et al., 2008,
p.01; Lebreton et al., 2011, p.01).
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Van-Ope Espécie Resisténcia a Expressao do Local e
ron relacionada vancomicinal/teicoplanina fenétipo mobilidade
E.faecium . Cromossomo
vanA ; Altos CIMs para ambos Induzivel .
E.faecalis transferivel
vanB; . Alto/intermediario para
E.faecium o . Cromossomo
vanB1, . vancomicina Induzivel ,
E.faecalis , . . transferivel
B2, B3 Suscetivel a teicoplanina
vanC; . N
/ E.gallinarum . - Constitutiva
vanC1, . Baixa para vancomicina . y
E.casseliflavus i . . induzivel Cromossomo
C2, C3, Suscetivel a teicoplanina
E.flavescens
Cc4
vanD; I
’ . - Constitutiva
vanD1, . Baixos a altos niveis de . ,
E.faecium oA . induzivel Cromossomo
D2, D3, resisténcia para ambos
D4, D5
Baixo/intermediario para
vanE E. faecalis vancomicina Induzivel Cromossomo
Suscetivel a teicoplanina
vanG; Baixos niveis para
. - , Cromossomo
vanG1, E. faecalis vancomicina Induzivel ,
. . . transferivel
G2 Suscetivel a teicoplanina
Baixos niveis para
vanL E. faecalis vancomicina Induzivel Cromossomo
Suscetivel a teicoplanina
. , Desconhecida
vanM E. faecium Altos CIMs para ambos Induzivel .
transferivel
vanN E. faecium Baixos niveis para Constitutiva Plasmideo

vancomicina
Suscetivel a teicoplanina

transferivel

Fonte: Extraido e adaptado de AHMED; BAPTISTE, 2018.
Legenda: fendtipos de resisténcia a vancomicina e suas caracteristicas genéticas, suas espécies
mais associadas e perfil de resisténcia relacionado.

2.4.3 Abordagens Terapéuticas em Infecgbes por VRE

O tratamento de infecgdes bacterianas depende de varios fatores

como local de isolamento, perfil de resisténcia, quadro clinico e associagao

medicamentosa (Hollenbeck; Rice, 2012, p.09). A terapéutica para diferentes

infecgdes por Enterococcus spp. apresenta abordagens bastante distintas, sendo o

E.faecalis comumente relacionado aos isolados clinicos de ampla susceptibilidade e

o E.faecium comumente isolado em infecgdes multidroga-resistente (Kristich; Rice;
Arias, 2014, p.23).
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O tratamento consiste no controle da fonte primaria da infeccéo. As
indicagbes terapéuticas utilizadas no tratamento de VRE s&o as oxazolidinonas,
linezolida e tedizolida, lipopeptideo, a daptomicina, quinupristina/dalfopristina (Q/D)
que possui acao limitada ao E.faecium; nitrofurantoina e fosfomicina, para ITUs
(infecgbes do trato urinario) sem complicagdes (quadro 3). O tratamento também
pode ser beneficiado pela utilizagdo de sinergismo como (- lactdmicos +
aminoglicosideos ou daptomicina. Outros agentes ainda pouco explorados podem se
tornar escolhas de impacto no tratamento de VRE, como a tigeciclina, que ainda nao
apresenta histérico de resisténcia entre os Enterococcus e alguns lipoglicopeptideos
como telavancina, dalbavancina e oritavancina , ativos contra VanB (O’Driscoll;
Crank, 2015).

Quadro 03 - Tratamento sugerido para infecgbes por Enterococcus multidroga resistente.

Tipo de infecgao Antibiéticos

Primeira escolha: Linezolida, Daptomicina.

Bacteremia Alternativa: Q/D, Daptomicina combinada com Ampicillina, Ceftarolina,

Ceftobiprole ou Tigeciclina.

Primeira escolha: Daptomicina.

Endocardite Alternativa: Linezolida ou Daptomicina combinada com Ampicillina,

Ceftarolina, Ceftobiprole ou Tigeciclina.

. Primeira escolha: Linezolida, Daptomicina.
Sistema nervoso

central Alternativa: Q/D, Q/D + Daptomicina.

Primeira escolha: Linezolida, Daptomicina, Tigeciclina.

Intra-abdominal
Alternativa: Q/D

Primeira escolha: Linezolida, Daptomicina.
Pele e estruturas

relacionadas . L . . . .
Alternativa: Tedizolida, Oritavancina, Dalbavancina, Telavancina.

Primeira escolha: Nitrofurantoina, Fosfomicina, Linezolida

Trato urinario
Alternativa: Daptomicina + altas doses de Ampicilina, Amoxicilina + Q/D.

Fonte: O autor.
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2.5 ENTEROcOCCcUS RESISTENTE A VANCOMICINA: PATOGENICIDADE, EPIDEMIOLOGIA E

IMPACTO CLINICO

Na Franca, em 1986, foi descrito, por Leclercq et al. o primeiro caso
de resisténcia a vancomicina e teicoplanina, mediada por plasmideos em
Enterococcus faecium, os microrganismos foram isolados de fezes de dois pacientes
diagnosticados com leucemia aguda, que realizaram tratamento seletivo para
descontaminagédo do trato gastrointestinal com canamicina, colistina, nitrofuranos e
sisomicina, para realizagao de transplante de medula, posteriormente os pacientes
foram hospitalizados com febre e neutropenia, e foram tratados empiricamente com

vancomicina (Leclercq et al., 1988, p.01).

No mesmo ano no Reino Unido, foi reportado por Uttley et al. 41
pacientes com nefropatias, que estavam colonizados ou com infeccbes em
diferentes sitios, infeccao do trato biliar, intra-abdominal, osteomielite, infeccdo no
sitio do acesso intravascular, pneumonia, infec¢gado do trato geniturinario e peritonite;
causado por E. faecium ou E. faecalis com CIMs>2000 mg/L para vancomicina
(Uttley et al., 1989, p.03).

Em 2002, foi identificado o primeiro caso de transferéncia de
resisténcia pelo Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) em um paciente de
Michigan, EUA. Foi isolado uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a
vancomicina (VRSA) contendo gene VanA-Tn1546 idéntico ao VRE isolado no
mesmo paciente(Chang et al., 2003, p.02), o que levou a um grande impacto no uso
clinico da vancomicina, pois esta era uma das primeiras escolhas terapéuticas para
tratamento de infec¢des por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
outro fator limitante as estratégias terapéuticas € a capacidade de colonizagao de
pacientes por isolados VRE e MRSA simultaneamente (Wang et al., 2020, p.07).
Sendo a Australia com maior incidéncia de infecgdes por VRE, entre 39% e 46,8%
(Australian Commission on Safety and Quality in Health Care, 2019, p.65). O
Estados Unidos destaca-se sendo o segundo pais com maior taxa (30%) de isolados
clinicos em infec¢gdes nosocomiais por VRE, com mais de 50.000 casos reportados
por ano e gastos acima de 500 milhées de ddlares, associados a alta taxa de
mortalidade (23-46%) (CDC, 2019, p.95).
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Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) categorizou os
microrganismos multirresistentes de acordo com sua relevancia epidemioldgica,
sendo prioridade em acgbes de vigilancia, pesquisa e desenvolvimento. Nessa
classificagao, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa € membros da
familia Enterobacteriaceae que sao resistentes aos carbapenémicos foram
designados como de prioridade critica. Enquanto isso, Enterococcus faecium
resistente a vancomicina e Staphylococcus aureus resistente a meticilina, ou com
sensibilidade intermediaria/resisténcia a vancomicina, foram classificados como de
alta prioridade (OPA/OMS, 2017).

No Brasil, o primeiro caso reportado de VRE estava relacionado a
uma infecgéo por E. faecium de fenétipo VanA, a paciente de 9 anos de idade, com
diagndstico de anemia aplastica, faleceu ao desenvolver sepse bacteriana. Durante
os anos 2000 comegaram a ser identificados casos de VRE em diferentes lugares do
Brasil, como S&o Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre (Ribaset al., 2007, p.01). Nos
dias atuais estima-se que 8,7% das infecgdes relacionadas as instituicdes de saude
sdo causadas por VRE e 4,3% de bacteremias, entretanto existe uma notdria
subnotificagdo pela falta de estudos sistematicos relacionados (ANVISA, 2021,
p.18).

As infecgdes por VRE tém grande impacto nas IRAS (Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude), destacando-se o aumento da taxa de
mortalidade e o prolongamento da internagao hospitalar, resultando em custos mais
elevados para o sistema de saude, o custo diario de um paciente com IRAS € 55%

superior ao dos outros pacientes internados (Kiffer et al., 2015, p.01).

Do ponto de vista epidemiolégico, a presenga de VRE esta
associada a infeccdo enddgena, originada na prépria microbiota do paciente,
fendbmeno que afeta essencialmente pacientes imunodeprimidos e que apresentam
comorbidades. Também esta associado a infecgdo exdgena, onde a existéncia de

reservatorios e as vias de transmissdao desempenham um papel critico (CDC, 2019).

As maos dos profissionais de saude e as superficies contaminadas
sdo as principais fontes de transmissdo, uma vez que o VRE pode permanecer

viavel por até 60 minutos nas maos e até 4 meses nas superficies. Quando uma
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pessoa entra em contato direto com outra pessoa infectada ou com objetos
contaminados, ela pode se tornar colonizada por VRE, tornando-se assim um
reservatorio importante para a disseminagdo desse microrganismo. O tempo de
internacdo € um fator determinante para o controle da colonizagdo e posterior
desenvolvimento sintomatico, ja que Enterococcus resistente a vancomicina
consegue colonizar o organismos por longos periodos, em média s&do necessarios 6

meses para nao ser mais considerado portador de VRE (ANVISA, 2021, p.19).

A pressao seletiva exerce papel fundamental no desenvolvimento e
manutencdo da colonizagdo e infecgdo por VRE. A utilizagdo da vancomicina foi
essencial para que instituicbes de cuidados terciarios se tornassem os principais
ambientes de emergéncia e disseminagéo desses microrganismos (O’driscoll; Crank,
2015, p.03). A utilizagdo de aminoglicosideos, clindamicina, metronidazol e
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geragcao, também influenciaram através
da supressdo da microbiota intestinal, pacientes imunodeprimidos e grupos
pediatricos especialmente da hematologia e oncologia estdo mais suscetiveis a este
processo. Na Europa a pressao seletiva se deu pelo uso da avoparcina (analogo da
vancomicina) na pecuaria, sendo responsavel pela selecao das cepas resistentes e
posteriormente sua disseminagdo no ambiente hospitalar (Flokas et al., 2017, p.02;
Joshi; Shallal; Zervos, 2021, p.05).

Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VREf) é um dos
principais microrganismos gram positivos presentes nas IRAS, adquiridas através de
internagdo ou procedimento clinico, pode-se observar uma quantidade maior de
isolados identificados resistentes a vancomicina, em comparacdo ao E. faecalis,
mesmo estes sendo o0s mais isolados em amostras clinicas, o E. faecium apresenta
um perfil de resisténcia mais amplo, também é observado uma maior frequéncias
dos genes VanA e VanB nos isolados hospitalares (ANVISA, 2022, p.05; Figueiredo
etal., 2012, p.03).

Os grupos de riscos incluem: transplantados, doengas malignas
hematologicas, hospitalizagdo prolongada, internacdo em unidade com alta
prevaléncia de VRE e, também, comorbidades, tais como diabetes, insuficiéncia
renal ou indice APACHE Il, elevado especialmente pacientes expostos a longos
periodos de internacédo em UTls (ANVISA, 2021, p.18).
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Pode-se citar também como alguns fatores de risco para
bacteremia por VRE, hemodialise, uso de corticosterdides, agentes antineoplasicos,
nutricdo parenteral, cirurgia, cateteres de bexiga, neutropenia, mucosite, além do
uso inadequado dos antimicrobianos. O tempo de internamento em UTI (unidade de
tratamento intensivo) também é um fator crucial para a colonizagao e surgimento de
sintomas. Para o controle destes fatores as instituicdes de saude, essencialmente os
hospitais terciarios realizam notificagdes compulsérias para programas como o0
PNPCIRAS (Programa Nacional de Prevencdo e Controle de Infecgdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude), o diagndstico epidemiolégico nacional
também é realizado com auxilio técnico da Comissdo Nacional de Prevengao e
Controle das IRAS (CNCIRAS), Camara técnica de Resisténcia microbiana
(CATREM) e CECIHs/CMCIHSs, (ANVISA, 2017, p.01; Patel, 2003, p.05).

O PNPCIRAS traz a notificacdo de dados relacionados a
infeccdo primaria da corrente sanguinea associada a cateter venoso central,
infeccdo do trato urinario (ITU) associada a cateter vesical (IPCSL), pneumonia
associada a ventilagdo (PAV) mecanica, infecgdo relacionada a ferida de sitio
cirargico (partos cirurgicos, implantes mamarios, artroplastias totais de quadril
primarias, artroplastias de joelho primarias e taxas de infeccdo e bacteremia
associada a dialise. de todos os hospitais com leitos de UTIs (adulto, pediatrica e
neonatal) (ANVISA, 2021, p.01). Em Pernambuco, o E. faecium e E. faecalis estao
entre as bactérias Gram-positivas mais notificadas em IPCSL, PAV e sao as unicas
relatadas em infec¢des do trato urinario em UTlIs (adulto), onde VREf apresenta
entre 40%-60% de percentual de resisténcia entre o periodo de 2020-2022. Pode-se
observar a influéncia do advento da pandemia do COVID-19, nas taxas de
notificagdo de VREf, enquanto o E.faecalis manteve a média do seu percentual de
resisténcia em 20% (Figura 06) (ANVISA, 2021).
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Figura 06 - Percentual de resisténcia dos isolados de E. faecium e E. faecalis notificados entre 2019

e 2022 de infecgbes do trato urinario (ITU) em UTls adulto no Estado de Pernambuco.
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Fonte: (ANVISA, 2021)

Em infecgbes primarias da corrente sanguinea relacionadas a
cateter (IPSCL) o E. faecium apresentou percentuais de resisténcia entre 60% e
70%, tendo seu apice em 2020, enquanto o E. faecalis mantém um percentual de
resisténcia estavel entre 20%-30% (Figura 07) (ANVISA, 2021, p.06).
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Figura 07- Percentual de resisténcia dos Gram-positivos isolados entre 2019 e 2022 em

infec¢des primarias da corrente sanguinea (IPSCL) em UTIs adulto no Estado de Pernambuco.
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A pandemia de COVID-19, durante 2020-2022 trouxe a tona um
aumento consideravel na utilizagdo de antibidticos, pacientes tinham um perfil
especifico marcado pela necessidade de passar periodos longos internados, além
de receberem terapia empirica com antibiéticos para o quadro sintomatico da fase
aguda de do COVID-19. Nos Estados Unidos as infecgdes hospitalares resistentes e
as mortes aumentaram pelo menos 15% durante o primeiro ano da pandemia. A
taxa de casos de VRE aumentou 16% entre 2019 e 2020, revertendo

substancialmente a diminuicao dessas taxas que ocorriam desde 2012 (CDC, 2022).

2.6 DISSEMINACAO CLONAL

Clones sao cepas bacterianas pertencentes a mesma linhagem,
células idénticas. O Enterococcus faecium destaca-se em relagdo as outras

espécies do género por suas linhagens genéticas presentes em surtos hospitalares,



36

pertencentes ao clado A1. Atualmente, de acordo com o PubMLST a espécie possui
aproximadamente 2000 tipagens por MLST do ST1 ao ST2.410 (Jolley; Bray;
Maiden, 2018).

A primeira linhagem clonal relacionada a surtos hospitalares
identificada foi a ST17, correlacionada a resisténcia a ampicilina e forte expressao
do gene esp. Esta assimilou os genes de resisténcia vanA e vanB e atualmente,
denominada complexo cc17, abrange a maior parte das linhagens clonais de
infeccbes nosocomiais. Uma das sequéncias mais pertinentes € o ST80,
frequentemente associado as IRAS, e o ST796, este ultimo se tornou uma cepa
endémica para o gene VanB, através da aquisicdo dos Tn1549 e Tn916, juntamente
com plasmideos, ilhas gendémicas etc. Outra tipagem ST1421 participa da
manutencido da maior concentracdo de VanA em relagcdo a VanB no ambiente
hospitalar (O’'Toole et al., 2023, p. 05).

Na América do Sul, a cepa mais comumente relacionada a prevaléncia
de E. faecium no ambiente hospitalar € a ST412, no Brasil as cepas relacionadas ao
complexo CC17 estdo normalmente associadas a casos esporadicos, a ST50,
ST115, ST97 e ST164, enquanto a cepa ST114 que nao faz parte do complexo
CC17 é a mais relacionada a surtos hospitalares (Palazzo et al., 2011, p.04). Nesse
sentido, a investigacdo da diversidade clonal de Enterococcus faecium através da
tipagem molecular destes isolados podem rapidamente ajudar no rastreio de surtos,
adaptar estratégias terapéuticas e no manuseio da internacéo de pacientes (Pearce
et al., 1998, p.05).

2.7 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA AVALIAGAO DA RELAGAO GENETICA BACTERIANA

Técnicas moleculares sao essenciais para definicdo de novos
estudos e conceitos epidemioldgicos, a maior vantagem das técnicas de
identificacdo baseadas em DNA € que os métodos se concentram na composicao
unica de acidos nucleicos dos microrganismos, em vez da expressao fenotipica dos

produtos codificados pelo respectivo gene. A taxonomia polifasica, por exemplo, se
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beneficia combinando informacdes fenotipicas e genotipicas e forma a base para a
bacteriologia sistematica atual (Domig; Mayer; Kneifel, 2003, p.02).

Novas técnicas sao desenvolvidas e aperfeicoadas anualmente,
pode-se citar a analise de plasmideo que rapidamente chegou ao desuso pela sua
baixa reprodutibilidade, uma vez que, os plasmideos sdo componentes moveis
facilmente adquiridos e perdidos. Metodologias baseadas em Southern blot de DNA
cromossomal como Ribotipagem, RFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restricdo), o polimorfismo é identificado dentro e adjacente aos
genes cromossomais que carregam a sequéncia utilizada. Técnicas baseadas em
PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) como RAPD (Amplificagdo aleatéria de
DNA polimérfico), REP (Sequéncias extragénicas repetitivas de palindromos), ERIC
(Regiao de consenso intergénica de Enterobactérias) e varias outras que se
beneficiam da ampliacdo de regides conservadas através de pouca quantidade de
material genético. Além disso, ha analise de macrorestricdo. As técnicas mais
empregadas sdo o PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado), considerado um
dos melhores métodos de tipagem, pela alta taxa de reprodutibilidade e poder
discriminatério e a Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST) que nado é muito
utilizada para dados epidemiolégicos entre laboratérios, suas amostras sao
dificilmente transportadas (Stefani; Agodi, 2000).

No entanto, no cotidiano clinico, para a grande maioria dos patdégenos
bacterianos, a cultura ainda permanece o padrao-ouro do diagnostico, geralmente
fornecendo um diagndstico microbiologico em 1 a 3 dias, seguido dos resultados de
susceptibilidade aos antibiéticos, porque o acesso a essas tecnologias e mao de
obra especializada ainda é limitado até mesmo em hospitais de cuidados terciarios,
(Krishna; Cunnion, 2012, p.03).

2.7.1 ERIC-PCR
Genomas bacterianos sao simplificados, no entanto, varias familias
de sequéncias curtas, repetitivas e intercaladas (30-150 pb) foram descritas em
bactérias (Lupski e Weinstock 1992; Bachellier et al. 1996; Tobes e Ramos 2005). As
sequéncias ERIC, semelhantes as regides REP (sequéncia palindrébmica extragénica
repetitiva), foram primeiramente descritas em Escherichia coli, Salmonella enterica

sorovar typhimurium e outros membros da Familia Enterobacteriaceae, bem como
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em Vibrio choleraei. Sao formados por sequéncias intergénicas, conservadas,
regides nao codificantes. A maioria das sequéncias curtas repetitivas bacterianas
sdo palindromos (apresentam simetria dupla na sequéncia de acidos nucleicos)
incompletos de 127 pb (Ahamdi; Siasi Torbati; Amini, 2023, p.01; Hulton; Higgins;
Sharp, 1991, p.06).

Essas sequéncias, atualmente, s&o reconhecidas em muitos genomas
bacterianos, além da Familia Enterobacteriaceae, atualmente, também s&o descritas
em microrganismos Gram positivos incluindo Enterococcus faecium. Essa
diversidade evoca os processos de evolugao entre cepas bacterianas dentro de uma
espécie. A variabilidade clonal é avaliada por primers homodlogos a sequéncias
ERIC, em que os padrdes encontrados através da reacao em cadeia da polimerase
(PCR), avalia a proximidade filogenética com o auxilio de diferentes tipos de
software, como o GelClust (Ranjbar et al., 2017, p.06) E uma tecnologia de
genotipagem simples, resolutiva e econémica para discriminar diferentes tipos de
cepas em estudos epidemiolégicos, que pode ser aplicada de forma mais rapida e
facil comparada a PFGE (Shangkuan et al., 2000, p.02).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a relagao genética entre cepas de Enterococcus faecium
resistentes a vancomicina, a partir de amostras clinicas de pacientes assistidos em

hospital terciario do Recife.
3.1 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Determinar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana a vancomicina
dos isolados selecionados para esta pesquisa;

e Analisar a variabilidade clonal entre os isolados de Enterococcus
faecium. estudados;

e Correlacionar caracteristicas epidemioldgicas dos isolados avaliados

a diversidade genética identificada.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo epidemioldgico retrospectivo, baseado em
dados secundarios obtidos de um hospital terciario do Recife, fornecidos pelo
Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ-PE). Foram analisadas de forma
quantitativa e qualitativa a relagéo clonal entre isolados selecionados pertencentes a

espécie Enterococcus faecium resistentes a vancomicina.
4.1 AsPECTOS ETICOS

Este estudo utilizou dados secundarios de pacientes e seguiu as
recomendagdes da Resolugao n°® 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude (BRASIL, 2012). Este trabalho esta vinculado ao Programa de
Vigilédncia e Estudo de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos, em andamento
com a participacao do Instituto de Pesquisas Aggeu Magalhaes (IAM/FIOCRUZ-PE)
e do Servico de Controle de Infecgdo Hospitalar do Hospital das Clinicas da UFPE
para o estudo da epidemiologia de resisténcia local entre amostras de espécies de

importancia clinica.

A proposta foi apreciada pelo Comité de Etica, em Pesquisa do IAM,
com o titulo “Acervo Microbiologico para Implantagdo de Programa de Vigilancia e
Estudo da Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos: Estudo genético dos
Determinantes de Resisténcia Antimicrobiana entre Isolados Clinicos Bacterianos”,
sendo sua execugado aprovada (numero CAAE 45080915.0.0000.5190; parecer
namero: 1.190.837).

4.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Para obtencao e identificacdo dos isolados desejados, foi criado um
banco de dados em formato de planilha do Microsoft Excel® com as seguintes
informacgdes: sitio de isolamento, tipo de cultura, data do exame, clinica de origem,
microrganismo e o fendtipo de resisténcia, sendo possivel correlacionar
epidemiologicamente a diversidade clonal identificada nos isolados selecionados
para este estudo. Foram selecionados por conveniéncia entre 180 isolados

pertencentes ao acervo do IAM, 46 isolados identificados como Enterococcus
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faecium e caracterizados entre setembro de 2021 e janeiro de 2023 que

apresentaram fenotipo de resisténcia a vancomicina (CIM>4 mg/L).

4.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A VANCOMICINA

Os isolados ao chegarem na rotina laboratorial, foram identificados e
realizado a técnica de microdiluicdo em caldo, padrdo ouro para avaliacdo da
susceptibilidade aos antimicrobianos utilizando uma placa de 96 pogos contendo um
volume de 50 pL de diluicbes seriadas de vancomicina em cada pogo com
concentragbes compreendidas entre 0,5 ug/mL e 256 pg/mL e preparadas em meio
de cultura Caldo Mueller-Hinton Cation Ajustado (CMHCA). Foi adicionado também
em cada pogo, um volume de 50 puL de uma suspensao bacteriana apos ajuste a 0,5
de turbidez na escala nefelométrica de McFarland e diluicdo de 1000 vezes em
solugao salina 0,9%, perfazendo um volume final de 100 yL para cada microdiluigao
avaliada. Este teste utilizou como controle positivo uma cepa ATCC, e, como
controle negativo, solugao salina.

Apds 24h de incubacdo a 35 £ 2 °C foi possivel determinar o perfil de
resisténcia a vancomicina pela avaliagdo da concentracao inibitéria minima (MIC).
Os dados foram analisados seguindo as recomendagdes do BrCAST (Comité

Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos).

4.4 REATIVACAO DOS ISOLADOS

As amostras, conservadas em criotubos TSB/Glicerol 15%, foram
semeadas por esgotamento em meio agar sangue e cultivadas a 37°C durante
24h-48h para obtencdo de massa bioldgica suficiente para o desenvolvimento das

etapas posteriores.

4.5 ExtracAo DE DNA

Apods o periodo de inoculagao, foi coletado com algca estéril de 10 uL
toda massa celular presente nas placas de petri, estas adicionadas em microtubos
de 1,5 mL contendo 500 mL de tampao tris-EDTA, em propor¢ao 1/10, EDTA/tris a
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pH 8,0 foi centrifugada a 6000 rpm por 5 minutos como etapa de lavagem. O
sedimento foi ressuspendido por pipetagem, em 200 pL de Tris-EDTA contendo 1%
de Triton X-100. As células foram lisadas aquecendo os eppendorfs em banho maria
a 100°C por 10 minutos. Apds os tubos voltarem a temperatura ambiente, estes
foram centrifugados a 13000 rpm por 3 minutos, o sobrenadante foi coletado em
novos microtubos e o sedimento desprezado. Apds, foi utilizado 50uL de NaCl a 5M
e 950 pL de alcool etilico absoluto, as amostras foram homogeneizadas por inversao
(10x) e por seguinte foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi desprezado. Foi realizada mais uma lavagem com 1mL de alcool
etilico a 70% nas amostras seguidas por centrifugagdo a 10000 rpm por 10 minutos.
Os tubos foram colocados para secar, para remog¢ao do alcool. As amostras foram
ressuspendidas com 100 pyL de tampao Tris-EDTA, sendo armazenadas a -4 °C,
apo6s quantificacdo espectrofotométrica por meio do aparelho NanoDrop

Microvolume Spectrophotometers da ThermoFisher Scientific.
4.6 ERIC PCR

As reagdes foram realizadas em um volume total de 50ul contendo
18ul de agua livre de RNAse, 3ul de MgCI2, 25ul de mix dNTPs (10 mM de cada),
1ul de iniciador ERIC1-R (5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') e 3ul de DNA
molde. As amplificagdes foram realizadas utilizando termociclador com um programa
de ciclagem que consistiu em uma etapa inicial de desnaturagdo a 94°C por 5
minutos, 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 48°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos e extensdo final de 72°C por 7 minutos.
Todos os produtos foram analisados por eletroforese em géis de agarose 1,5% a 70
V por 70 minutos em tampao TAE 1x (Tris-acetato 40 mM, pH 8,3) e revelados em
DNA Loading dye. Foi utilizado uma cepa ATCC como controle. Os géis foram

visualizados e fotografados sob transiluminador UV.

4.7 ANALISE FILOGENETICA

A analise filogenética foi realizada com base no padrao de bandamento
das diferentes cepas de Enterococcus spp. usando o Phylogenetic Inference
Package, PHYLIP-3.68, apds ERIC-PCR. Os dados foram calculados usando



43

parciménia. Foi gerado um dendograma baseado no método UPGMA (Método de
Grupo de Pares Nao Ponderados com Média Aritmética), com tolerabilidade de 1%
entre as distancias detectadas. Os grupos geneticamente relacionados foram
agrupados por médias de dissimilaridade baseadas no método interpretativo de
Tenover (1995) pelo qual, isolados que apresentaram similaridade 2=80%

(dissimilaridade <20%) devem ser considerados geneticamente relacionados.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DA POPULAGAO ESTUDADA

A amostragem aborda um intervalo de tempo entre exames
realizados entre 2021 e 2023, sendo a amostra mais antiga de setembro de 2021 e o
mais recente, janeiro de 2023. As espécies de Enterococcus faecium foram
confirmadas pelo servigo de origem das amostras por rotina clinica de automagao
(VITEK), analises bioquimicas e antibiograma.

Das 46 amostras analisadas, 27 (58,7%) foram isoladas de
pacientes idosos (>60 anos), 12 (27,9%) foram obtidas de pacientes entre 30-60
anos e 7 (15,2%) foram isoladas de pacientes com idade inferior a 30 anos (Tabela
02).

Tabela 02 - Relacao entre idade dos pacientes e a amostragem de isolados.

Idade (anos) Total (n) %
<30 07 15,2
30-60 12 26,1
>60 27 58,7

Dados obtidos de um hospital terciario do Recife entre 2021-2023.
Fonte: O autor.

Legenda: Isolados catalogados pela respectiva idade dos pacientes, sendo dividido em 3

grupos, jovens <30 anos, idade entre 30-60 anos e idosos com idade superior a 60 anos.

Em relacdo a clinica de origem 26 (56,5%) isolados pertenciam a
clinica médica, 03 (6,5%) foram de UTI e 17 (37%) estavam distribuidos em
diferentes enfermarias: DIP (Enfermaria de Doengas Infecto-Parasitarias)(4,3%;
n=02 ), ortopedia (6,5%; n=03), vascular (21,7%; n=10) e urologia (4,3%; n=02) do
hospital (Tabela 02).
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Tabela 03 — Isolados bancados por clinicas de origem.
Clinica de origem Total %

UTI (Unidade de

Terapia Intensiva) 3 6.5
Urologia 2 4,3
Ortopedia 3 6,5
DIP (Doengas

Infecto-Parasitarias) 2 i
Clinica vascular 10 21,7
Clinica médica 26 56,5

Dados obtidos de um hospital terciario do Recife entre 2021-2023.
Fonte: O autor.
Legenda: Relacdo entre isolados bancados e a clinica de origem dos pacientes.

Com relagdo ao sitio de isolamento, apenas 01 (2,2%) amostra foi
isolada a partir de cultura de secregbes (amostra de tecido); 02 (4,3%) amostras
foram isoladas através de urocultura (cultura de urina); 01 (2,2%) amostra foi isolada
através de hemocultura (cultura de amostras de sangue) e 42 (91,3%) amostras

foram obtidas através de cultura de vigilancia (Swab retal) (Tabela 03).

Tabela 04 — Sitio de isolamento.

Sitio de isolamento Total (n) %
Sangue 01 2,2
Tecidos/partes moles 01 2,2
Urina 02 4.3
Swab retal 42 91,3

Dados obtidos de um hospital terciario do Recife entre 2021-2023.
Fonte: O autor.
Legenda: Relacdo entre isolados e seus sitios de isolamento, advindos respectivamente de
hemocultura, cultura de secrec¢éo, urocultura e cultura de vigilancia.

5.3 DETERMINAQAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A VANCOMICINA

Todas as 46 amostras (100%), apresentaram o mesmo perfil de
resisténcia a vancomicina com CIMs acima de 256 ug/mL e gendtipos positivos para

0 gene de resisténcia vanA (conforme dados do banco de cepas de origem).
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5.4 ANALISE ERIC-PCR

O padrao obtido da analise por ERIC-PCR das 46 amostras pode ser
observado na Figura 09. O dendrograma gerado pelo método UPGMA (Método de
Grupo de Pares Nao Ponderados com Média Aritmética) agrupou os isolados
baseados na distancia média entre os pares, que variaram de 0 (células idénticas) a
40, observando o critério de interpretacdo de Tenover (1995), que classifica como
isolados geneticamente relacionados aqueles que possuem indice de dissimilaridade

até 20%. A tolerancia utilizada para a construgao do dendrograma foi de 1%.

Figura 08 - Dendograma dos padrdes de ERIC-PCR dos 46 isolados.

33
B0

0 10 20 30 40
' 20% dissimilaridade
Fonte: O autor.
Legenda: Perfis ERIC-PCR em um padrao UPGMA, distinguidos por sua dissimilaridade.

Eixo horizontal: diferengas. Eixo vertical: similaridade

A diversidade genética analisada revelou ainda padrbes de

bandeamento entre 100 pares de base (pb) e 2 quilobases (kb). Oito clusters
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distintos foram identificados. O grupo A englobou o maior numero de isolados, com
13 amostras agrupadas (28,3%). Dentro desse grupo, notou-se a presenca de 06
clones com similaridade de 100% entre si, incluindo os isolados dos pacientes P38,
P40, P42, P43, P36 e P37. O cluster F foi o segundo maior grupo identificado,
contendo 10 clones (21,7%), com P17, P18 e P20 apresentando 100% de
similaridade genética entre si. Os cluster A e F agruparam 50% dos isolados
analisados. Os 23 isolados restantes foram distribuidos entre os seguintes clusters
menores: D (10,9%, n=05), G (8,7%; n=04), H e C, ambos com 6,5% dos isolados
(n=03), E e B, com 4,3% das amostras tipadas (n=02) cada. Entre quatro isolados
(8,7%), nao foi obtida qualidade necessaria de DNA e foram classificados como n&o
tipaveis (NT), (Tabela 04) .

Tabela 05 — Clusters identificados pelo ERIC-PCR.

Clusters Total (n) %
A 13 28,3
F 10 21,7
D 05 10,9
G 04 8,7
H 03 6,5
Cc 03 6,5
E 02 43
B 02 43
NT 04 8,7

Fonte: O autor.
Legenda: Isolados divididos em 8 clusters e um grupo NT.

Em relacdo ao sitio de isolamento, todos os 13 isolados
pertencentes ao cluster A foram provenientes de culturas de vigilancia (sitio de
colonizacao). Em relagao ao grupo F, dos 10 isolados agrupados, um foi proveniente
de amostra infecciosa, sendo identificado em uma urocultura e 09 foram obtidos a
partir de culturas de vigilancia. As demais amostras clinicas também foram
agrupadas em clusters distintos: urocultura (clusters B, C e H, com um isolado cada),
secrecoes (um isolado relacionado ao cluster D) e hemocultura (um isolado
relacionado ao clusters H). Dessa maneira, n&do houve predominancia clonal em

relacdo as amostras isoladas de sitios infecciosos (Quadro 04).
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Quadro 04: Relacao entre os dados epidemioldgicos e clusters obtidos.

A Clinica médica 4/5/2022 vanA vigilancia
A P35 1 7 Vascular 28/12/2021 vanA vigilancia
A P36 33 Ortopedia 16/12/2021 vanA vigilancia
A P37 58 DIP 18/10/2021 vanA vigilancia
A P38 16 Vascular 27/10/2021 vanA vigilancia
A P39 64 clinica médica 3/11/2021 vanA vigilancia
A P40 23 clinica médica 10/12/2021 vanA vigilancia
A P41 85 UTI 21/10/2021 vanA vigilancia
A P42 68 Vascular 13/9/2021 vanA vigilancia
A P43 65 Vascular 25/8/2021 vanA vigilancia
A P44 71 Urologia 16/11/2021 vanA vigilancia
A P45 65 Vascular 15/10/2021 vanA vigilancia
A P46 34 Clinica médica 29/10/2021 vanA vigilancia
B P02 93 Clinica médica 20/7/2021 vanA urocultura
B P03 85 Clinica médica 11/8/2021 vanA vigilancia
C P11 70 Clinica médica 11/5/2022 vanA urocultura
C P12 73 Clinica médica 5/8/2022 vanA vigilancia
C P30 41 UTI 20/11/2021 vanA vigilancia
D PO1 51 Ortopedia 8/7/2021 vanA secregodes
D P31 71 Urologia 16/11/2021 vanA vigilancia
D P33 65 Vascular 7/12/2021 vanA vigilancia
D P47 17 Vascular NI vanA vigilancia
D P50 85 Vascular NI vanA vigilancia
E P05 65 Ortopedia 1/6/2022 vanA vigilancia
E P29 60 Clinica médica 2/12/2022 vanA vigilancia
F P04 65 Vascular 11/8/2021 vanA vigilancia
F P06 70 Vascular 29/4/2022 vanA vigilancia
F P07 62 Vascular 2/5/2022 vanA vigilancia
F P16 53 Clinica médica 28/9/2022 vanA vigilancia
F P17 19 Clinica médica 23/9/2022 vanA urocultura
F P18 42 Clinica médica 7/10/2022 vanA vigilancia
F P19 81 Clinica médica 7/10/2022 vanA vigilancia
F P20 63 Clinica médica 22/11/2022 vanA vigilancia
F P21 31 Clinica médica 28/12/2022 vanA vigilancia
F P23 34 DIP 30/12/2021 vanA vigilancia
G P26 73 Clinica médica 5/8/2022 vanA vigilancia
G P27 16 Clinica médica 5/9/2022 vanA vigilancia
G P24 60 Clinica médica 9/1/2023 vanA vigilancia
G P25 37 Clinica médica 9/12/2021 vanA vigilancia
H P10 68 UTI 22/3/2022 vanA urocultura
H P13 19 Clinica médica 4/8/2022 vanA hemocultura
H P14 31 Clinica médica 6/9/2022 vanA vigilancia
NT P09 62 Vascular 2/5/2022 vanA vigilancia
NT P15 31 Clinica médica 30/9/2022 vanA vigilancia
NT P28 36 Clinica médica 21/11/2022 vanA vigilancia
NT P22 79 Vascular 5/1/2022 vanA vigilancia

Fonte: O autor.
Legenda: NT: Nao tipados; NI: Ndo informado; DIP: Doencgas Infecto-Parasitarias. UTI: Unidade de
terapia Intensiva
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6 DISCUSSAO

Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VREf) é um dos
patégenos mais predominantes nas infec¢gdes hospitalares, estando presente em
aproximadamente 40% de todas as infec¢gées por Enterococcus spp, gragas aos
seus fatores de viruléncia, capacidade de colonizar individuos por longos periodos e,
através do genoma flexivel, adaptou-se ao ambiente hospitalar (Gao; Howden;
Stinear, 2018, p.01), onde existe uma linha ténue entre a passagem de colonizacao
para infeccdo e surtos endémicos e pandémicos pela mesma linhagem clonal
adaptada aquele ambiente (Thierfelder et al., 2012, p.01).

Entre os grupos de risco, os idosos (>60 anos) , estavam presentes
em mais da metade dos casos avaliados (58,7%), sendo esse grupo distribuido em
diferentes enfermarias, mostra a fragilidade da exposi¢cdo destes pacientes, a
relagdo entre idade e infecgao por VRE pode ser influenciada por diversos fatores,
pacientes ja debilitados por outras enfermidades, expostos a longos periodos de
internacao e a tratamentos prévios debilitantes, desta maneira a infecgao hospitalar
por VRE ocorre de maneira oportunista em pacientes idosos, que podem
frequentemente estar associados a outras infecgdes por bactérias multirresistentes
(Silva et al., 2021, p.02; MAGIORAKOS et al, 2012, p.02). Estes pacientes
infectados com VRE estdo expostos a altas taxas de mortalidade, que variam entre
32%-66%, além disso estudos demonstram que infecgdes associadas a
VRE-faecium, apresentam maiores riscos de mortalidade em relagdo ao
VRE-faecalis (Hemapanpairoa et al., 2021).

No presente estudo, todos os isolados VREf analisados foram
positivos para o gene vanA. Resultado semelhante ao encontrado na literatura,
considerando que este gene é o principal mecanismo associado ao fendtipo de
resisténcia a vancomicina no ambiente hospitalar (Kang et al., 2014, p.01). Nos
isolados investigados, esse fendtipo demonstrou altos niveis de resisténcia a
vancomicina, com concentragdes inibitérias minimas acima de 256 pg/mL,
associado também a altos niveis de resisténcia a teicoplanina. Este cenario contribui
cada vez mais para a utilizacdo dos chamados antimicrobianos de reserva,
antibidticos considerados como a ultima linha para o tratamento de infecgbes

multirresistentes. Esses antibidticos sdo extremamente caros e a sua utilizagao esta
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associada a diversos efeitos colaterais. Estudos apontam que a utilizagdo desses
antimicrobianos pode elevar em até R$ 760 mil as despesas hospitalares com o
tratamento, podendo comprometer significativamente os recursos destinados a
Saude Publica (Stagliano, 2021, p.05).

A presenca do gene vanA foi detectada em nove complexos clonais
distintos, abrangendo diversas clinicas, incluindo UTls, enfermarias e unidades de
clinica médica. E importante notar que nenhum desses complexos clonais
permaneceu exclusivamente associado a uma unica clinica de origem. Isso aponta
para uma notavel disseminacdo do mesmo elemento genético de resisténcia no
ambiente hospitalar.

A dispersdo dos grupos clonais, em oito distintos clados, corroboram
com pesquisas que mostram que surtos de VREf no Brasil sdo causados por cepas
que nao compartilham uma histoéria evolutiva comum, enquanto na Europa e Estados
unidos a uma predominancia descrita do complexo clonal CC17 qual a maioria dos
isolados em surtos hospitalares sdo seus derivados. A deteccdo precoce de
pacientes colonizados ou infectados com VRE é essencial para que um hospital
evite a transmissdo nosocomial de VREf (Palazzo et al., 2011, p.04). uma vez que a
colonizacéo por esses isolados precede a infecgdo. Essa colonizagao pode persistir
por até 25 semanas (Shenoy et al., 2014). Campos (2013), observou que o tempo
médio para o desenvolvimento de infecgao por VREf apds a colonizagédo € de 37
dias.

Nesse contexto, o Brasil apresenta uma subnotificacdo de estudos
epidemioldgicos moleculares sobre a incidéncia de surtos causados por cepas de
VREf, sendo menor em comparagao a paises Europeus e nos Estados Unidos
(Almeida et al., 2006, p.04). O uso de técnicas moleculares pode auxiliar diretamente
na avaliagdo retrospectiva das infecgbes por microrganismos multirresistentes e
panresistentes. Pode-se citar a identificacdo dos fendtipos de resisténcia e de
viruléncia, e a capacidade de rastrear surtos hospitalares, como dados pertinentes
para a manutencdo dos indices de resisténcia bacteriana, e para utilizagdo no
monitoramento e controle das infecgdes hospitalares por VRE (Saengsuwan et al.,
2021, p.02). Ferramentas como o MLST e o sequenciamento de genoma completo
podem descrever detalhadamente a estrutura populacional grande cole¢do de E.

faecium de diferentes regides geograficas e origens (Homan et al., 2002, p.01),
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enquanto o PFGE pode ser aplicado para investigagcao epidemiologica de surtos
hospitalares em curtos periodos de tempo pela sua alta capacidade descritiva e de
similaridade (Pinholt et al., 2015, p.07). O ERIC-PCR apresentou de forma efetiva a
capacidade de agrupar cepas clonais durante um intervalo de tempo significativo
(2019-2021).

A maioria dos clones foi isolada de amostras de cultura de vigilancia
por swab retal, o que reforga o impacto da cultura de vigilancia na incidéncia
epidemiologica da disseminagdo de VREf. Todos os clones identificados
pertencentes ao grupo “A”’(aproximadamente 28% de todos isolados estudados), por
exemplo, foram provenientes de sitios de colonizagdo, podendo este provavelmente
ser mais relevante em pacientes colonizados, demonstrando uma possivel maior

capacidade de viruléncia.

A cultura de vigilancia € uma medida de controle recomendada pela
CDC e adotada pela ANVISA, realizada em UTI, unidades com altas taxas de MDR,
pacientes com histérico de exposicdo a antibidticos, internagdo prolongada,
onco-hematoldgicos, transplantados, contato com pacientes colonizados, pacientes
transferidos de outras instituicbes conhecidas por terem alta prevaléncia de MDR,
histérico de hospitalizagdo recente ou internagdes em instituicbes de longa
permanéncia para idosos. Alguns hospitais utilizam-se desta para a identificacao
precoce de pacientes colonizados, entretanto como sua utilizagdo é associada ao
diagnostico bioquimico e antibiograma, sua aplicagdo ainda representa um custo
relativamente elevado para a realidade de muitos servicos de saude no Brasil
(ANVISA, 2021, p.40).

Trés amostras isoladas de paciente assistidos na UTI (uma isolada
através de urocultura e duas através de vigilancia) compartilhavam clones em outras
clinicas de origem, como clinica médica e diversas enfermarias, o que indica que as
medidas de prevengdo e contengdo recomendadas; higienizacdo das maos,
utilizacdo de luvas e batas, alocacdo dos pacientes em quarto privativo, aventais
exclusivos e descartaveis, coorte de pacientes e profissionais, devem ser
reforcadas, uma vez que essas medidas combatem de maneira eficaz a
disseminagdo de mecanismos de resisténcia antimicrobiana no ambiente hospitalar.

Dados apresentados pela CDC e ANVISA, incentivam e corroboram a melhor
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implementagcéo destas medidas e de acordo com o European Centre for Disease
Prevention and Control, aproximadamente 20% a 30% das IRAS sao consideradas
preveniveis por meio de programas de controle e higiene intensivos (ECDC, 2016;
Boyce, 2002; Tacconelli, 2014; ANVISA, 2015).

A atual metodologia laboratorial baseia-se em métodos bioquimicos
e sorolégicos que podem demorar em torno de 24h-48h para que sejam observados
resultados, especialmente em Enterococcus que sao organismos de crescimento
lento (Day et al., 2001, p.03). A realizacao de estudos epidemiolégicos moleculares
utilizando acidos nucléicos podem resumir em horas a escolha terapéutica e
abordagem de isolamento, prevenindo e controlando a disseminagdo clonal e
contaminagdes nosocomiais. A utilizacao do ERIC-PCR, foi eficiente para determinar
a relagdao genética dos isolados testados, por possuir menor poder discriminatorio
em relacado a outras técnicas como o PFGE e o MLST (Casarez et al., 2007, p.02),
seu uso em isolados selecionados em um longo periodo de tempo 2021-2023,
conseguiu correlacionar com precisao a relagado genética entre os isolados testados
sem haver a distingdo de cepas por mutagdes esporadicas que podem ter surgido

neste periodo.

Neste cenario, especialmente pacientes transferidos de outras
unidades hospitalares que carecem de programas de monitoramento microbioldgico,
enfrentam desafios importantes. Muitas vezes, esses pacientes sdo encaminhados
para atendimentos em hospitais terciarios e, nessas circunstancias, podem servir
como potenciais vetores de transmissdo desses clones, ampliando o risco de

exposi¢cao para outros pacientes.
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7 CONCLUSAO

A presente pesquisa revelou resultados significativos relacionados a
presengca do gene vanA em todos os nove clusters de E.faecium identificados, dos
quais, A e F destacaram-se como os mais frequentes, contribuindo com 50% dos
casos analisados. E relevante notar que a maior parte dos pacientes
colonizados/infectados foram identificados em pacientes com mais de 60 anos e em
clinicas associadas a processos patoldgicos cronificantes. Essa associagao entre a
idade dos pacientes e a presenga de VRE pode ter implicagbes importantes para a
saude publica, uma vez que os pacientes idosos muitas vezes apresentam
condigbes medicas subjacentes, sistema imunolégico enfraquecido e maior
exposicao a tratamentos antimicrobianos, tornando-os mais susceptiveis a infecgbes

por bactérias resistentes.

Esses resultados ressaltam a necessidade continua de vigilancia e
controle de infecgbes em ambientes de assisténcia a saude, especialmente em
pacientes hospitalizados. Além disso, a diversidade clonal observada sugere a
possibilidade de transmisséao intra-hospitalar dessas cepas, reforcando a importancia
de medidas de prevencao de infeccbes e a adogao de estratégias para limitar a

disseminacgao de VRE.

Os achados reforcam a necessidade da implementacdo de
ferramentas moleculares no cotidiano clinico, especialmente em um ambiente
hospitalar que atende casos de alta complexidade, como pacientes de oncologia e
transplantados, para a prevengao e rastreio de surtos hospitalares, controle de
colonizagdo por bactérias multirresistentes e diminuicdo do surgimento de novos

perfis de resisténcia antimicrobiana.
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