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LOPES, G.K. Enterococcus faecium dependente de vancomicina: 
caracterização fenotípica e genotípica. 2010. 73 f. Dissertação de Mestrado em 
Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina, Paraná. 
 
 

RESUMO 
 
 
A vancomicina, um antimicrobiano de amplo espectro, é indicada para tratamento de 
infecções graves. Enterococcus spp resistente a este glicopeptídeo, com predomínio 
de Enterococcus faecium estão entre os principais agentes etiológicos de infecções 
relacionadas aos serviços de saúde. Além disso, enterococos dependente de 
vancomicina para o crescimento foram isolados de amostras clínicas. Neste trabalho 
Enterococcus faecium vanA, que cresce apenas na presença de vancomicina 
(VDEfm-UEL), foi isolado de fezes de uma paciente em antibioticoterapia 
endovenosa com vancomicina para tratamento de sepse por Staphylococcus aureus 
resistente a oxacilina. VDEfm-UEL também apresentou resistência a ampicilina, 
ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, levofloxacina, penicilina, rifampicina e 
teicoplanina. Além disso os genes que codificaram fatores associados a virulência: 
efaA, gelE e esp, foram detectados no genoma da bactéria. A dependência de 
vancomicina parece estar associada a mutações em D-Ala-D-Ala ligase (Ddl), 
importante enzima com função na síntese da parede celular. A inserção de uma 
adenosina mono fosfatada  na sequência genética de ddl, resultou na formação de 
um códon terminador da tradução prematuro. Este é o primeiro relato de VDE E. 
faecium isolado em um Hospital Universitário no Brasil.  
 
 
Palavras-chave: Enterococcus faecium. Vancomicina. Dependência. Genótipo 

vanA. Fatores de virulência. 
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genotypic characterization. 2010. 73 p. Dissertation of the Mastership in 
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ABSTRACT 
 
 
Vancomycin, a broad-spectrum antimicrobial, is indicated for treatment of serious 
infections. Glycopeptide resistant enterococi, predominantly Enterococcus faecium, 
are among the main etiological agents of infections related to health care associated 
services. Currently, some reports have identified clinical isolates of vancomycin 
dependent enterococci In this study Enterococcus faecium vanA which grow only in 
the presence of vancomycin (VDEfm-UEL) was isolated from the feces of a patient 
receiving intravenous vancomycin therapy for methicilin resistant Staphylococcus 
aureus. VDEfm-UEL was also shown to be resistant to ampicillin, ciprofloxacin, 
chloramphenicol, erythromycin, levofloxacyn, penicillin, rifampicin and teicoplanin. It 
also harbored the putative virulence genes efaA, gelE and esp. The vancomycin 
dependence seems to be associated with mutations in the D-Ala-D-Ala ligase, an 
important enzyme with function in cell wall synthesis. An insertion of one adenosine 
at the ddl gene sequence resulting in a frame-shift mutation, which monophosphate a 
premature stop codon. This is the first report of VDE isolation at the University 
Hospital in Brazil. 
 
 
Keywords: Enterococcus faecium. Vancomycin. Dependence. VanA genotype. 

Virulence factors. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os avanços tecnológicos relacionados aos procedimentos invasivos, 

diagnósticos e terapêuticos, têm aumentado a expectativa de vida de pacientes 

hospitalizados e consequentemente, a suscetibilidade às infecções associadas aos 

serviços de saúde. Este importante problema de saúde pública no Brasil e no mundo 

constitui uma das principais causas de morbimortalidade associada às pessoas que 

se submetem a procedimentos clínicos de assistência à saúde. 

A intensa pressão seletiva decorrente do uso indiscriminado de 

antimicrobianos de amplo espectro para controle das infecções induz a evolução e 

disseminação de microrganismos altamente resistentes aos mesmos, os 

multirresistentes (MR) ou organismos resistentes a múltiplos antimicrobianos 

(Multdrug-Resistant Organisms - MDRO). Entretanto, não comumente, alguns 

estudos têm descrito microrganismos completamente adaptados a este ambiente de 

pressão antimicrobiana, mostrando que os mesmos não apenas crescem na 

presença de altas concentrações de antimicrobianos como também utilizam estas 

substâncias como fator de crescimento (BERT et al., 2009). 

A resistência a glicopeptídeos observada em Enterococcus spp 

tornou-se um problema cada vez mais preocupante na prática clínica. De acordo 

com dados disponibilizados pelo CDC no Annual Summary of Data Reported to the 

National Healthcare Safety Network at the Centers For Disease Control and 

Prevention, 2006- 2007 (HIDRON et al., 2008), Enterococcus spp. foi o terceiro 

colocado na classificação dos patógenos isolados dos casos de infecção associada 

aos serviços de saúde, respondendo por 12% de incidência, e destes, 86,9% 

mostraram resistência a vancomicina. 

A vancomicina é indicada para o tratamento de infecções graves 

como endocardites, osteomielites e sepses (MURRAY, 2000; CETNIKAWA; FALK; 

MAYHAL, 2000; OPREA et al., 2004). Este glicopeptídeo foi isolado pela primeira 

vez em 1956, extraído de Streptomyces orientalis, e a partir de 1958 (NAILOR; 

SOBEL 2009) seu uso clínico foi amplamente difundido. Resistência a esse 

antimicrobiano começou a ser relatada em 1986, na Europa (LECLERCQ et al., 

1988; UTLEY et al., 1988) e posteriormente em diversas regiões do mundo. Há 

evidências de que Enterococcus spp. utilizam esse agente antimicrobiano como um 

fator de crescimento (FRAIMOW et al., 1994). Este fenômeno foi observado em 
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Enterococos isolados de processos infecciosos ou de colonização em pacientes 

tratados por longos períodos com vancomicina. Esses isolados foram denominados 

enterococos dependente de vancomicina (vancomycin dependent enterococci – 

VDE). Os impactos clínicos desse fenômeno ainda são incertos, entretanto é 

importante ressaltar que os sistemas de controle de infecções associadas a serviços 

de saúde devem ser capazes de identificar esse microrganismo. Além disso, a 

utilização adequada dos antimicrobianos deve ser uma prática corrente nesses 

ambientes. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS 

 

Espécies do gênero Enterococcus são cocos Gram-positivos 

pertencentes à família Streptococcaceae que se apresentam aos pares, cadeias 

curtas ou células isoladas (NOBLE, 1978). Classificam-se como anaeróbios 

facultativos, catalase-negativa, e podem ser , , ou não-hemolíticos (SCHLEIFER; 

KILPPER-BÄLZ, 1984; MURRAY, 1990). Caracterizam-se por crescer em pH 9,6, 

em meio líquido suplementado com NaCl 6,5% e por sobreviver a 60 ºC por 30 

minutos (SHERMAN, 1937). Sua temperatura ótima de crescimento é 35 ºC 

(FACKLAM; COLLINS, 1989). São capazes de hidrolisar a esculina na presença de 

bile. Diferenciam-se de outras bactérias Gram-positivas pela produção das enzimas 

leucina aminopeptidade (LAP-ase) e pirrolidonil-aminopeptidase (PYR-ase), reação 

positiva com o antígeno do grupo D de Lancefield e reação negativa com o antígeno 

do grupo A de Lancefield (MURRAY, 1990). 

Algumas espécies desse gênero são móveis e/ou se caracterizam 

pela presença de colônias com pigmentação amarela (COLLINS et al., 1984; 

SCHLEIFER; KILPPER-BÄLZ, 1984; COLLINS ; FARROW; JONES, 1986). 

Enterococos produzem bacteriocinas (enterocinas), que são pequenos peptídeos 

catiônicos e anfipáticos com atividade antimicrobiana sobre várias bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (CLEVELAND et al., 2001). 

O gênero Enterococcus compreende vinte e oito espécies diferentes: 

E. avium, E. asini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. dispar, E. 

durans, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E. gallinarum, E. gilvus, E. 

haemoperoxidus, E. hirae, E. malodratus, E. moraviensis, E. mundtti, E. pallens, E. 

phoeniculicola, E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. saccharolyticus, E. 

saccharominimus, E. solitarius, E. sulfureus, E. villorum. Sua filogenia basea-se na 

análise das sequências nucleotídicas do gene que codifica para RNA ribossomal 

16S e hibridação de DNA-DNA genômico (SCHLEIFER; KLIPPER-BALZ, 1984; 

SCHABERG; ZERVOS, 1986; MURRAY, 1990; KONEMAN et al., 2001). 

Enterococos fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal e 

genital feminino de seres humanos e de vários outros mamíferos e pássaros. Esses 
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microganismos são encontrados também no solo, água e alimentos (SGHIR et al., 

2000; TANNOCK; COOK, 2001; AARESTRUP et al., 2002).  

No âmbito da assistência a saúde, dentre os agentes etiológicos de 

infecções, enterococo tem emergido como um importante patógeno, tendo em vista 

sua adaptação a situações ambientais adversas, resistência intrínseca e extrínseca 

aos antimicrobianos e capacidade para adquirir e transmitir plasmídeos e 

transposons contendo sequências gênicas que conferem resistência antimicrobiana 

(GIRIDHARA UPADHYAYA; RAVIKUMAR; UMAPATHY, 2009; FRAM et al., 

2010).Entre as espécies de Enterococcus, E. faecalis e E. faecium são  

predominantes nas infecções relacionadas à assistência a saúde. Dados globais 

indicam que esses microrganismos estão entre os principais agentes causadores de 

endocardite, bacteremias, infecções de feridas, sítio cirúrgico e trato urinário no 

âmbito hospitalar pricipalmente nos EUA e Europa (TANNOCK; COOK, 2001; 

OZOROWSKI et al., 2009).  

 

2.2 DETERMINANTES DE VIRULÊNCIA  

 

Aquisição de determinantes de virulência é necessária para 

sobrevivência do microrganismo em um ambiente altamente competitivo (MUNDY; 

SAHM; GILMORE, 2000; SHANKAR BAGHDAYAN; GILMORE, 2002; VERGIS et al., 

2002), além de favorecer a emergência de Enterococcus spp. como agente 

causador de importantes infecções relacionadas aos serviços de saúde 

(GIRIDHARA UPADHYAYA; RAVIKUMAR; UMAPATHY, 2009; VAN SCHAIK, et al., 

2010). 

O sequenciamento dos genomas de E. faecium e E. faecalis, 

realizado respectivamente pelo Institute for Genomic Research e Joint Genomic 

Institute of the Department of Energy, Estados Unidos da América, auxiliou na 

compreensão dos mecanismos de virulência desses microrganismos (GIRIDHARA 

UPADHYAYA; RAVIKUMAR; UMAPATHY, 2009). 

O genoma da cepa E. faecalis V583, contém um total de 3.337 fases 

abertas de leitura (ORFs – open reading frames) sendo 3.182 presentes no 

cromossoma, 74 no plasmídeo pTEF1, 62 no plasmídeo pTEF2 e 19 no plasmídeo 

pTEF3. Aproximadamente 55,9% dessas ORFs (1.829) apresentam similaridade 

com proteínas com funções conhecidas e 6,7% (225) com funções desconhecidas, 
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24% (747) apresentaram homologia com proteínas hipotéticas conservadas, e 

15,8% (526) não apresentaram homologia com sequências nucleotídicas 

depositadas em banco de dados. Uma descoberta importante foi que 24,6% do 

genoma são compostos por sequências móveis e/ou adquiridas, incluindo regiões de 

integração de fagos, sequências de inserção, transposons conjugativos, ilhas de 

patogenicidade e plasmídeos integrativos (PAULSEN et al., 2003). 

Os fatores de virulência de determinadas bactérias são codificados 

por sequências gênicas localizadas em regiões específicas do genoma, 

denominadas ilhas de patogenicidade (Pathogenicity Islands - PAI) (HACKER; 

KAPER, 2000).  

Em comum, as PAIs apresentam as seguintes características: a) 

compreendem grandes regiões do genoma (10 a 200 kb); b) apresentam conteúdo 

G+C menor quando comparado com outras regiões do genoma; c) estão presentes 

no genoma de cepas patogênicas, mas ausentes em cepas não patogênicas da 

mesma espécie ou relacionadas; d) são compostos por um ou mais genes de 

virulência; e) são flanqueadas por sequências repetidas diretas; f) frequentemente 

estão associadas aos genes de tRNA, que servem de sítios de integração para DNA 

exógeno; g) apresentam sequências que codificam  fatores de mobilidade, tais como 

integrases, transposases e sequências de inserção; h) representam região de DNA 

instável, ou seja, pode ser deletada por meio das sequências de inserção ou das 

regiões repetidas diretas (HACKER; KAPER 2000). 

A primeira descrição de uma PAI clássica em Enterococcus spp. 

ocorreu em 2002, resultado de pesquisa realizada por Shankar et al. em amostras 

de E. faecalis multirresistentes isolados de amostra clínica. Essa região do genoma 

apresenta aproximadamente 150 kb e contém 129 ORFs que codificam 

transposases e sequências reguladoras os quais controlam a transcrição de genes 

que codificam proteínas com importantes funções na expressão dos fatores de 

virulência. 

Leavis et al. (2004) identificaram um grupo de seis genes ligados ao 

gene esp (Proteína de Superfície de enterococos) no genoma de E. faecium. 

Sequencialmente encontram-se os genes: uve2, que apresenta 42% de similaridade 

com fator sigma SpoIIG de Bacillus subtilis; araC, apresentando 61% de similaridade 

com o gene ortólogo de E. faecalis; esp, com 92% de similaridade com o gene 

ortólogo de E. faecalis; nox, que codifica uma NADH oxidase com 35% de 
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similaridade com o gene ortólogo de E. faecalis; muramidase, codifica uma enzima 

com papel importante durante o crescimento e divisão celular e apresenta 27% de 

similaridade com o gene ortólogo de Streptococcus pyogenes; ORF6 cuja sequência 

nucleotídica apresenta 33% de similaridade a um gene que codifica uma proteína 

hipotética em Listeria monocytogenes; mdr, que codifica uma bomba de efluxo de 

antimicrobianos e apresenta 45% de similaridade com o gene ortólogo de 

Lactobacillus lactis. Esta estrutura foi denominada de PAI, pelos autores, de acordo 

com as seguintes características: análises de Southern blot mostraram que isolados 

esp+ e esp- estavam associados à presença ou ausência do cluster gênico, 

respectivamente; conteúdo G-C menor quando comparado com outras regiões do 

genoma, e que é característico de PAIs; presença de genes de virulência (esp, nox e 

muramidase); presença da PAI somente em isolados provenientes de infecção. 

Como já mencionado, E. faecalis é a espécie mais prevalente em 

espécimes clínicas, entretanto, E. faecium, principalmente resistente a ampicilina e a 

vancomicina, está mais frequentemente associado com disseminação epidêmica nos 

hospitais. É possível que diferenças nas sequências das PAIs de E. faecium e E. 

faecalis, em adição ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, possam contribuir 

para essa diversidade epidemiológica. Visto que PAIs podem representar uma forma 

de evolução da virulência, gerando novos variantes patogênicos, é provável que a 

aquisição desta por E. faecium teve um papel importante na rápida emergência 

deste microrganismo como patógeno hospitalar (LEAVIS et al., 2004). 

Várias moléculas que podem contribuir para a virulência de 

enterococos, sendo a maioria descrita para E. faecalis, são reportadas na literatura. 

Um fator de virulência associado a endocardite, denominado EfaA, foi obtido a partir 

do antígeno dominante de 37 kDa do soro de pacientes com endocardite infecciosa 

causada por E. faecalis. O gene que codifica este antígeno foi clonado, sequenciado 

e designado efaA (AITCHISON et al., 1987). A sequência de aminoácidos de EfaA 

apresenta homologia com proteínas de estreptococos com propriedades de 

adesinas (LOWE; LAMBERT; SMITH, 1995).  

Uma adesina de ligação ao colágeno, expressa na superfície 

bacteriana foi identificada em E. faecium e denominada Acm. O gene acm, que 

codifica este fator de virulência é significativamente expresso em maior frequência 

nos isolados clínicos de infecção (NALLAPAREDDY; WEINSTOCK; MURRAY, 

2003). A deleção desse gene elimina a capacidade de aderência da bactéria ao 
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colágeno (NALLAPAREDDY et al., 2006) e a colonização de válvula cardíaca de 

ratos experimentalmente infectados (NALLAPAREDDY et al., 2008) indicando sua 

participação no desenvolvimento de endocardites por Enterococos. Diferentemente 

de Acm, o antígeno secretado SagA de E. faecium é capaz de se ligar, além do 

colágeno, à fibronectina e laminina. Esta proteína parece ser essencial ao 

crescimento da bactéria (TENG et al., 2003). 

O fator de agregação é uma proteína de superfície cuja expressão 

pelo gene asa1, carreado em um plasmídeo, é induzida por feromônios (GALLI; 

LOTTSPEICH; WIRTH, 1990; CLEWELL, 1993). Asa1 promove a aglutinação entre 

os microrganismos, facilitando a transferência de plasmídeos durante a conjugação 

(KREFT et al., 1992; CLEWELL, 1993), além de aumentar a aderência bacteriana a 

células tubulares renais (KREFT et al., 1992) e cardíacas (GUZMAN et al., 1989). 

A gelatinase, codificada pelo gene cromossomal gelE, é uma 

protease extracelular capaz de hidrolisar colágeno, caseína, hemoglobina, gelatina e 

pequenos peptídeos (SU et al., 1991) . Alguns trabalhos mostram que a gelatinase 

pode aumentar a virulência dos microrganismos em infecções sistêmicas humanas e 

em infecções utilizando-se modelos animais (COQUE et al., 1995; NAKAYAMA, 

KARIYAMA; KUMON, 2002; PILAI et al., 2002).  

Citolisina é uma proteína capaz de lisar células animais (BOOTH, 

1996). Sua nomenclatura é variável de acordo com a ação específica para cada tipo 

de célula (GILMORE; SEGARRA; BOOTH, 1990). A produção de hemolisinas por 

Enterococcus spp tem sido apontada como fator de virulência em modelos animais e 

humanos (COBURN et al., 1999). A produção de citolisina parece contribuir 

significativamente para o aumento da severidade da endocardite (CHOW et al., 

1993) da endoftalmite (JETT et al., 1992) em modelos animais, bem como para a 

severidade da doença enterocócica em humanos (IKE; HASHIMOTO; CLEWELL, 

1987). O operon da citolisina, constituído por oito genes: cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, 

cylM, cylB, cylA e cylI (COBURN; GILMORE, 2003), está presente em plasmídeo ou 

está integrado ao cromossomo bacteriano (JETT et al., 1992; GILMORE et al., 

1994). 

O gene cromossomal hyl descrito em E. faecium (RICE et al. 2003) 

apresenta homologia com hialuronidases previamente descritas em Streptococcus 

pyogenes, S. aureus e Streptococcus pneumoniae (HYNES; WALTON, 2000), as 

quais parecem contribuir para a invasão da nasofaringe e este processo pode 
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preceder uma infecção do sistema nervoso central, e na patogênese da pneumonia 

pneumocócica em camundongos (BERRY; PATON, 2000). 

Proteína de superfície de enterococos (Esp) é uma molécula 

associada à parede celular, codificada pelo gene cromossomal esp. Vários estudos 

têm reportado a presença do gene esp em isolados de E. faecium e E. faecalis 

(SATAKE et al., 1997; SHANKAR et al., 1999; SHANKAR et al., 2001; WOODFORD; 

SOLTANI; HARDY, 2001; WILLEMS et al., 2001; RUZON et al., 2009). Embora 

evidências experimentais detalhadas ainda não estejam disponíveis, a alta 

prevalência do gene esp em isolados clínicos de E. faecium sugere um papel para 

Esp na patogênese das infecções por esse microrganismo (BALDASSARRI et al., 

2001; WILLEMS et al., 2001; WOODFORD; SOLTANI; HARDY, 2001; COQUE et al., 

2002; EATON; GASSON, 2002; LEAVIS et al., 2003). Em E. faecalis, a presença do 

gene esp tem sido associada ao aumento de virulência (SHANKAR et al., 1999), 

colonização e persistência no trato urinário (SHANKAR et al., 2001) e formação de 

biofilme (TOLEDO-ARANA et al., 2001). 

Embora não seja um determinante de virulência clássico, a 

capacidade de formar biofilme microbiano parece contribuir substancialmente na 

virulência dos microrganismos (DONLAN; COSTERTON 2002).  

Biofilmes são comunidades bacterianas organizadas e funcionais, 

que encontram-se embebidas em matriz extracelular secretada pelos 

microganismos, composta por polissacarídeos, proteínas e outras macromoléculas 

incluindo material genético. Dentro dessa matriz, as células bacterianas evadem-se 

da resposta imune do hospedeiro e sobrevivem a terapia antimicrobiana, resultando 

em infecções persistentes de difícil tratamento (MOHAMED; HUANG, 2007). 

E. faecalis e E. faecium são capazes de formar biofilme na superfície 

de dispositivos relacionados aos procedimentos invasivos de assistência à saúde, 

como cateteres ureterais (KEANE et al., 1994), intravascular (SANDOE et al., 2002), 

endopróteses biliares (DOWIDAR et al., 1991) e dispositivos siliconados utilizados 

em  gastrostomia (DAUTLE et al., 2003). 

A habilidade de formar biofilme em materiais médicos pode contribuir 

para o desenvolvimento de infecções relacionadas a cateter intravascular 

(JOYANES et al., 1999; DAROUICHE, 2001; SANDOE et al., 2003).  Corroborando 

esta situação, dados disponibilizados pelo CDC mostraram que Enterococcus spp. 

foi o segundo patógeno (13,7%) mais frequentemente isolado nos casos de 
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infecções da corrente sanguínea e o terceiro (9,6%) nos casos de infecções 

urinárias, ambas relacionadas a cateteres (HIDRON et al., 2008).   

Existem controvérsias no papel de Esp na formação de biofilme por 

E. faecalis. Enquanto alguns pesquisadores não encontram correlação com a 

ausência ou presença do gene esp (KRISTICH et al., 2004), a formação de biofilme 

mediada por Esp foi mostrada por outros (TOLEDO-ARANA et al., 2001, 

TENDOLKAR et al., 2004). A expressão de Esp na superfície de E. faecium parece 

ser necessária na aderência inicial do microrganismo à superfície de poliestireno 

(VAN WAMEL et al., 2007). Corroborando com isto, Heikens et al. (2007) 

mostraram que a aderência e a formação do biofilme, na mesma superfície, foi 

significantemente reduzida em cepa de E. faecium esp- comparado à cepa 

selvagem. Entretanto, embora não completamente elucidado, vários fatores podem 

colaborar com a formação de biofilme de enterococos  

 

2.3 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECÇÕES ENTEROCÓCICAS 

 

Dados epidemiológicos recentes mostram que E. faecium e E. 

faecalis estão entre os principais agentes etiológicos das infecções relacionadas aos 

serviços de saúde (WERNER; STROMMENGER; WITTE, 2008; GALES et al.; 

2009), incluindo infecções da corrente sanguínea, endocardite, infecções de feridas, 

sítio cirúrgico, e trato urinário, peritonites e abscessos intra-abdominais 

(LAUTENBACH et al., 1999; GIACOMETTI et al., 2000; HIGAKI; MOROHASHI; 

YAMAGISHI, 2002). Entre os principais fatores de risco para tais infecções estão: 

idade avançada, hospitalização, presença de cateteres de longa permanência, 

terapia antimicrobiana múltipla e imunossupressão (MURRAY; WEINSTOCK, 1999; 

BONTEN; WILLEMS; WEINSTEIN, 2001). 

Esses microrganismos podem ser transmitidos por contato direto ou 

adquirido, pelo consumo de água ou alimentos contaminados (ELSNER et al., 2000). 

Em algumas situações, as infecções originam-se a partir da microbiota normal do 

intestino dos pacientes (GILMORE; FERRETI, 2003). 

Infecções enterocócicas graves, como infecções da corrente 

sanguínea e endocardite, requerem tratamento com uma combinação de dois 

agentes antimicrobianos, um que interfira com a síntese da parede celular, como 

ampicilina, penicilina G ou vancomicina (Figura 1) e outro que atue na síntese 



 21

protéica (gentamicina ou estreptomicina). O sinergismo somente é possível quando 

o microrganismo é sensível a ambas as classes de antimicrobianos envolvidas 

(ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Com a parede celular danificada, o aminoglicosídeo 

pode penetrar na célula mais facilmente (HERMAN; GERDING, 1991). 

 

Figura 1 – Biossíntese do peptidoglicano e mecanismo de ação da vancomicina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ligação do antimicrobiano ao dipeptídeo D-Ala-D-Ala C-terminal de precursores do peptidoglicano 
impede as reações catalisadas por transglicosilase, transpeptidase e D,D-carboxipeptidase. Ddl: D-
Ala-D-Ala ligase; MurF: mureína sintetase; UDP: uracil difosfato. Adaptado de Courvalin (2006). Os 
Glicopeptídeos ligam-se a porção final da cadeia de aminoácidos da parede celular, inibindo a função 
de várias enzimas que participam da síntese final do peptidoglicano (carboxipeptidase, transaminase 
e transglicosidade) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). 
 

A vancomicina combinada com um aminoglicosídeo mostrou 

sinergismo contra Enterococos, tanto in vitro como in vivo (WESTENFELDER et al., 

1973) e é recomendada como escolha para pacientes com alergia a penicilina ou no 

tratamento de cepas resistentes a ampicilina e a penicilina (HERMAN; GERDING, 

1991).  

O uso de antimicrobianos pode desestabilizar a microbiota intestinal, 

eliminando os microrganismos sensíveis (de qualquer espécie) e permitindo a 

colonização de outros, incluindo enterococos resistentes (GILMORE; FERRETI, 

2003). Os portadores intestinais assintomáticos de enterococos resistentes podem 

permanecer colonizados por meses e até anos, se tornando reservatórios e 
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oferecendo risco de transmissão e disseminação destas cepas (GILMORE; 

FERRETI, 2003).  

Uma vez no intestino, esses microrganismos podem ser 

transportados deste sítio para a corrente sanguínea e disseminados para locais 

distantes. De acordo com o modelo de translocação, o acesso de enterococos à via 

hematogênica pode ser decorrente de invasão microbiana das células epiteliais do 

intestino ou da fagocitose pelos leucócitos intraepiteliais (WELLS et al., 1990; ZENG 

et al., 2004). Além disso, esses microrganismos podem ser transmitidos após 

contaminação ambiental ou de profissionais de saúde, como será descrito 

posteriormente. 

De acordo com as diretrizes do CDC, (Management of Multidrug-

Resistant Organisms In Healthcare Settings, 2006), para fins epidemiológicos, 

MDROs são definidos como microrganismos, predominantemente bactérias, que são 

resistentes a uma ou mais classes de agentes antimicrobianos. Entretanto, as 

denominações de certos MDROs fazem referência à apenas um agente, como no 

caso do VRE (vancomycin resistant enterococci). Contudo, subentende-se que 

esses microrganismos são frequentemente resistentes a outros agentes 

antimicrobianos disponíveis além daquele citado na nomenclatura. 

A resistência intrínseca a antimicrobianos como cefalosporinas, 

sulfonamidas, lincosaminas, penicilinas e carbapenens é uma característica do 

gênero Enterococcus (GIRAFFA et al., 2002). Além disso, muitas espécies podem 

tornar-se resistentes a tetraciclinas, macrolídeos, aminoglicosídeos e glicopeptídeos 

pela aquisição de plasmídeos e transposons (GOLD, 2001). 

A este perfil de resistência múltipla aos antimicrobianos 

frequentemente utilizados na prática clínica [TOP; WILLEMS; BONTEN, 2008 

(Tabela 1)] que se credita importância epidemiológica ao VRE no âmbito da saúde 

pública (National Nosocomial Infections Surveillence System, 2001; WEBB et al., 

2005). 

Com objetivo de explorar a origem evolutiva de E. faecium, estudo 

envolvendo cinco continentes analisou pelo método Multilocus Sequence Typing 

(MLST) 411 amostras de bactérias sensíveis e resistentes a vancomicina, 

procedentes de fonte humana, animal, hospitalar e da comunidade. Os resultados 

mostraram uma linhagem genética de propagação global (Figura 2) denominada 

Complexo Clonal 17 (CC17) associada a surtos de infecções relacionadas a serviços 
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de saúde, resistente à ampicilina, macrolídeos e quinolonas, e muitas vezes 

contendo o gene esp (WILLEMS et al., 2005). 

E. faecium CC17 é um exemplo de processo evolutivo cumulativo 

que contribui para a permanência de bactérias em ambientes hospitalares. 

Evidências indicam que o seu desenvolvimento precedeu o aparecimento de 

resistência a vancomicina (COQUE et al., 2005; TORRES et al., 2006; NEBREDA et 

al., 2007).  

 

Tabela 1 – Características de resistência aos agentes antimicrobianos em espécies 
de Enterococcus* 

 ANTIMICROBIANO ESPÉCIE MECANISMO DE 
RESISTÊNCIA 

Resistência 
Intrínseca 

β-Lactâmicos Todos os enterococos Baixa afinidade às proteínas 
ligadoras de penicilina (PBP)

 Penicilinas 
(baixo nível) 

  

 Carbapenens 
(nível moderado) 

  

 Cefalosporinas 
(alto nível) 

  

 Aminoglicosídeos 
(baixo nível) 

Todos os enterococos Captação ineficiente 

 Aminoglicosídeos 
(nível moderado) 

E. faecium Atividade da enzima 
cromossomal 6’-N-
aminoglicosídeo 
acetiltransferase [AAC(6’)-li] 

 Lincosamidas 
Estreptograminas A 

E. faecalis, E. avium, E. 
gallinarum, E. 
casseliflavus 

Supostamente efluxo 

 Glicopeptídeos 
(baixo nível) 

E. gallinarum, E. 
casseliflavus 

Produção de precursores do 
peptidoglicano terminados 
em D-Ala-D-Ser 

Resistência 
Adquirida 

Ampicilina (alto nível) E. faecium, E. hirae Superprodução ou 
alterações da PBP5 

  E. faecalis β-lactamase (rara) 
 Aminoglicosídeos 

(alto nível) 
E. faecalis, E. faecium, E. 
gallinarum, E. 
casseliflavus 

Enzimas modificadoras de 
aminoglicosídeos, como 
aminoglicosídeo 
acetiltransferase e quinase 
[AAC(6’)-APH(2”)] 

 Macrolídeos Maioria dos Enterococos Metilação ribossomal 
 Cloranfenicol E. faecium, E. faecalis Cloranfenicol acetil 

transferase 
 Tetraciclina E. faecium, E. faecalis Modificação de proteína 

ribossomal 
 Quinolonas E. faecium, E. faecalis Alterações na DNA girase e 

Topoisomerase IV 
 Glicopeptídeos 

(alto nível) 
E. faecium, E. faecalis Modificação do precursor 

 Oxazolidinonas E. faecium Mutação no gene 23S rRNA 

*Adaptado de TOP; WILLEMS; BONTEN (2008). 
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Figura 2 – Distribuição global de E. faecium CC17. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Círculos indicam locais de isolamento de E. faecium CC17. Os números indicam a fonte de 
isolamento: 1, isolados de animais; 2, isolados da comunidade humana (vigilância epidemiológica); 3, 
isolados de colonização retal em pacientes hospitalizados; 4, isolados clínicos humanos; 5, isolados 
de surtos hospitalares documentados. Os números de amostras isoladas estão indicados entre 
parênteses. 
 

2.4  RESISTÊNCIA A VANCOMICINA 

 

Como mencionado anteriormente, a ocorrência de infecções 

enterocócicas aumentou progressivamente nas últimas décadas. E. faecalis continua 

sendo o agente etiológico da maioria das infecções enterocócicas em humanos 

(IWEN et al., 1997). Entretanto, durante a década passada, a incidência de 

infecções causadas por E. faecium aumentou, o que tem sido relacionado à 

emergência de resistência adquirida aos antimicrobianos nessa espécie (IWEN et 

al., 1997; MURDOCH et al., 2002; WILLEMS; BONTEN, 2007). 

Nos anos 80, depois da emergência de resistência a beta-lactâmicos 

e a aminoglicosídeos de alto nível, a vancomicina passou a ser um dos poucos 

antimicrobianos disponíveis para tratar infecções enterocócicas. Em 1986, 

entretanto, enterococos resistentes a vancomicina foram identificados pela primeira 

vez na França e Inglaterra (LECLERQ; DERLOT; DUVAL, 1988; UTTLEY et al., 

1988) ocorrendo uma rápida disseminação a partir de 1999 nos Estados Unidos, 

onde a incidência de VRE foi atribuída à utilização generalizada de vancomicina nos 

hospitais norte-americanos (MOELLERING, 2000). A partir de então, VRE tem sido 
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isolado em quase todos os continentes incluindo países da Ásia, Europa, América 

e África (DALLA COSTA et al., 1998; MARIN et al., 1998; MURRAY, 2000; 

KAWALEC et al., 2001; De LISLE; PERL, 2003, KOH; CHIU et al., 2006; KOLAR 

et al., 2006; WERNER et al., 2008b; 2008c). 

Na Europa, considerando que o consumo de vancomicina foi menos 

acentuado, o surgimento das cepas resistentes neste continente sugere referência 

ao uso de um glicopeptídeo estreitamente relacionado, a avoparcina, amplamente 

utilizada na comunidade agrícola como promotor de crescimento na pecuária 

(BATES; JORDENS; SELKON,1993). Seu uso perdurou do final dos anos 1970 até 

1998, quando foi proibida (The European Antimicrobial Resistance Surveillance 

System, 2008) 

Em 2007, o programa Sentry - Antimicrobial Surveillance Program, 

que conta com a participação de diversas instituições mundiais de saúde, apontou 

este microrganismo como o quarto colocado (10,2%) entre os agentes etiológicos 

das infecções sanguíneas nos Estados Unidos e o quinto (7,2%) na Europa. Na 

América Latina este percentual é mais baixo (5,0%) (GALES te al., 2009). Podemos 

sugerir que a baixa incidência de isolados VRE na América Latina pode ser 

consequência da subnotificação e reduzida atividade de vigilância das infecções 

quando comparado a países como os europeus e EUA. Podem diferenciar-se 

desses também pelas restrições econômicas que refletem diretamente nos avanços 

e disponibilidade de técnicas diagnósticas.  

Como citado anteriomente, enterococos responde por 12% das 

infecções reportadas por 466 hospitais norte americanos ao National Healthcare 

Safety Network (NHSN - CDC). VRE foi identificado em 86,4% das infecções da 

corrente sanguínea e 87,1% das infecções urinárias, ambas relacionadas a cateter 

(HIDRON et al., 2008). 

O primeiro caso de VRE no Brasil foi descrito em 1996 na cidade de 

Curitiba, Paraná, isolado de hemocultura de uma criança de 9 anos de idade, sexo 

feminino, com diagnóstico de anemia aplásica em sepse. O isolado também 

apresentou resistência a ampicilina, teicoplanina, gentamicina e estreptomicina 

(DALLA COSTA et al., 1998). 

No Brasil, dados epidemiológicos recentes foram divulgados pelo 

programa Sentry, que contou com a participação de quatro instituições: Hospital São 

Paulo/UNIFESP, São Paulo, SP, Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Porto Alegre, 
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RS, Hospital de Base do Distrito Federal, Brasília, DF e Laboratório Médico Santa 

Luzia, Florianópolis, SC. Estas instituições coletaram um total de 3.907 amostras de 

bactérias Gram-positivas entre janeiro de 2005 e setembro de 2008. Deste total, 754 

amostras representaram Enterococcus spp., sendo 83,0% E. faecalis, e destes, 

7,7% resistentes a vancomicina. A resistência a vancomicina por esta espécie 

cresceu de 4,4% em 2005 para 12,2 % em 2008, mostrando significativo aumento no 

perfil de resistência. Em contrapartida, entre as cepas de E. faecium isoladas, 65,7% 

eram resistentes a vancomicina. O estudo concluiu que no Brasil a incidência de E. 

faecium resistente a vancomicina é relativamente baixa quando comparada às 

reportadas pelos Estados Unidos, mas está emergindo e se disseminando 

rapidamente por alguns serviços de saúde brasileiros (GALES et al., 2009). 

Bactérias resistentes a antimicrobianos, como VRE, são transmitidas 

entre os pacientes pela contaminação ambiental (CLIFFORD et al., 1997) ou pelo 

contato interpessoal, como relatado por Webb et al. (2005). Pacientes portadores de 

VRE, como os que têm o trato gastrintestinal colonizado, são, em sua maioria, 

assintomáticos, de maneira que esse reservatório frequentemente não é notado a 

menos que sejam colhidas culturas de vigilância (BOYCE, 1997). Equipamentos 

médicos e superfícies do ambiente no qual o paciente encontra-se hospitalizado 

geralmente tornam-se contaminados com VRE (HOTA, 2001), podendo servir de 

fonte para contaminação carreada, principalmente, pelas mãos dos profissionais de 

saúde (HAYDEN et al., 2008).  

Em estudo realizado no Hospital Universitário de Londrina, mesma 

instituição da atual pesquisa, VRE foi isolado de diversos itens, incluindo bancadas, 

leito de pacientes, equipamentos (bombas de infusão medicamentosa, respiradores, 

monitores), válvulas de ar, estetoscópios, esfigmomanômetros, termômetros, 

materiais de escritório entre outros (PERUGINI, 2008). 

A disseminação da contaminação ambiental por VRE ocorre 

especialmente nos ambientes onde há pacientes com diarréia (BOYCE et al., 1997). 

Entretanto, estudos têm mostrado que a limpeza ou desinfecção do ambiente pode 

reduzir a incidência de colonização ou infecção por VRE (SCHULTSZ et al., 2003; 

HAYDEN et al., 2006).  

Em vista do exposto, controlar a disseminação da colonização por 

VRE e prevenir o desenvolvimento de infecções em pacientes colonizados são 

metas importantes (PATEL, 2003). Para direcionar estas metas o CDC publicou um 
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manual específico com recomendações para conter a transmissão hospitalar de 

VRE (Management of Multidrug-Resistant Organisms In Healthcare Settings, 2006). 

Essas recomendações focam principalmente o uso prudente da vancomicina, 

treinamento dos profissionais, culturas de vigilância e o estabelecimento de medidas 

de controle, incluindo o uso de luvas e aventais e o isolamento apropriado dos 

pacientes. 

Em resposta aos dados publicados, em todo o mundo a atenção 

voltou-se para a epidemiologia do VRE principalmente em hospitais, contudo ainda 

há relatos atuais do isolamento de VRE na atividade pecuária e redes de esgosto da 

comunidade (AARESTRUP, 1995; WITTE; KLARE, 1995; AARESTRUP et al., 2002; 

TANIMOTO et al., 2005; KOTZAMANIDIS, et al., 2009). Isto sugere que alimentos 

derivados desses animais podem servir de reservatório para transmissão do VRE a 

indivíduos não-hospitalizados (CETINKAYA et al., 2000; AARESTRUP, 2004;  

MANSON, et al., 2004). 

Infecções por VRE têm sido associadas a maior morbidade e 

mortalidade, especialmente em pacientes com diversos fatores de risco como alta 

prevalência de doenças infecciosas, e em hospitais com superlotação e infra-

estrutura inadequada. Esta associação é decorrente do número reduzido de opções 

terapêuticas eficazes para MDROs (LEAVIS et al., 2003; RICE; HUTTON-THOMAS; 

LAKTICOVA, 2004).  

Quanto ao tratamento das infecções enterocócicas por cepas 

resistentes à vancomicina, as alternativas terapêuticas são restritas a 

antimicrobianos introduzidos recentemente na prática clínica, como 

quinupristin/dalfopristin, linezolide, tigeciclina e daptomicina. Porém, estes são 

aprovados somente em casos especiais e a resistência aos mesmos já foi reportada 

[JOHNSON et al., 2002; WERNER et al., 2003; HALLE, et al., 2004, SEEDAT et al., 

2006; MONTERO; STOCK; MURRAY, 2008; WERNER, 2008a, GALES et al. 2009 

(Tabela 2)]. 
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Tabela 2 – Características dos antimicrobianos utilizados para Enterococcus 
resistentes a vancomicina  

Antimicrobian
o 

Classes Modo de 
ação 
/inibição 

Alvo Espectro de 
atividade 

Mecanismo
s de 
Resistência 

Quinupristin/ 
dalfopristin 

Estreptogramin
a 

Síntese 
protéica 

23S rRNA 
Proteína 
ribossomal 
L24 

Gram-
positivos, 
exceto E. 
faecalis 

Mutações 
em 23S 
rRNA 

Linezolide Oxazolidinona Síntese 
protéica 

23S rRNA  Gram-
positivos 
Micobactérias 

Mutações 
em 23S 
rRNA 

Tigeciclina Glicilciclina Síntese 
protéica 

16S rRNA 
Proteína 
ribossomal S7 

Amplo 
esprectro 

Ainda não 
detectado 

Daptomicina Lipopeptídeo 
Cíclico 

Potencial 
de 
membrana 

Biossíntese 
de ácido 
teicoico 

Gram-
positivos 

Baixa 
frequência 
de 
alterações 
na 
membrana 

Fonte: Adaptado de Boneca e Chiosis, 2003 
 

Tendo em vista este panorama, as infecções por VRE apresentam 

altas taxas de mortalidade e elevado custo para os serviços de saúde em relação 

àquelas causadas por cepas sensíveis a vancomicina (SALGADO; FARR, 2003). 

Quanto ao aspecto molecular da resistência à vancomicina pelo 

enterococos, existe até o momento a descrição de seis fenótipos, incluindo VanA, 

VanB, VanC, VanD, VanE, VanG e VanL [MCKESSAR et al., 2000; DEPARDIEU et 

al., 2003; COURVALIN, 2006; BOYD, et al., 2008 (Tabela 3)]. Estes fenótipos 

correspondem aos genótipos vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG e vanL 

(AARESTRUP et al., 2000; QU, et al., 2009). 

VanA e VanB possuem maior relevância clínica (MAK, et al., 2009). 

VanA e, em menor extensão, VanB são amplamente distribuídos, mediados por 

elementos genéticos adquiridos, não encontrados previamente em enterococos (LAI; 

KIRSCH, 1996). 

Geralmente, o genótipo vanA expressa o fenótipo VanA, mostrando 

elevado nível de resistência aos dois principais glicopeptídeos, vancomicina e 

teicoplanina. Diferencialmente, o genótipo vanB e seu respectivo fenótipo, é 

caracterizado por níveis intermediários de resistência a vancomicina e sensibilidade 

a teicoplanina (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000). Entretanto, algumas cepas 

vanA apresentaram sensibilidade a teicoplanina, e foram então denominadas com 



 29

fenótipo VanB-genótipo vanA. O mecanismo deste fenômeno ainda não foi 

esclarecido, mas acredita-se estar relacionado a mutações observadas nos genes 

vanS , vanY e vanZ do transposon Tn1546 (HASHIMOTO et al., 2000; 

LAUDERDALE et al., 2002; LEE et al., 2004; SONG et al., 2006;HENRIQUE et al., 

2008; GU et al., 2009). 

Cepas dos tipos VanC, VanE, VanG e VanL são resistentes a baixas 

concentrações de vancomicina e sensíveis a teicoplanina (REYNOLDS; 

COURVALIN, 2005; BOYD, et al., 2008). Cepas do tipo VanD caracterizam-se por 

resistência constitutiva a níveis moderados dos dois glicopeptídeos (DEPARDIEU; 

REYNOLDS; COURVALIN, 2003). 

 

 
1 aquisição dos genes  vanA ou vanB  somado a vanC1 ou vanC2/3  – evento raro 
2 subtipos existentes (vanB1-3, vanD1-5, vanG1-2); S, sensível a teicoplamina 
Fonte: Werner et al. (2008b). 
 

A melhor descrição dos mecanismos genéticos da resistência a 

vancomicina partiu de estudos realizados com o gene vanA (Figura 3), e 

posteriormente vanB. O operon que confere o fenótipo VanA de resistência é 

composto por sete genes encontrados no transposon Tn1546. Na presença do 

indutor, o antimicrobiano, os genes vanS e vanR codificam proteínas sensora e 

reguladora, respectivamente, constituindo os dois componentes reguladores 

responsáveis pelo reconhecimento do glicopeptídeo no meio de cultura e ativação 

transcricional dos genes de resistência. Duas proteínas são esseciais para a 

produção de precursores de peptidioglicanos terminando em D-Alanina-D-Lactato 

(D-Ala-D-Lac), com os quais a vancomicina tem baixa afinidade quando comparada 
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aos constituintes normais da parede, D-Alanina-D-Alanina (D-Ala-D-Ala) [EVERS; 

QUINTILIANI; COURVALIN, 1996; ARTHUR et al., 1998; TANIMOTO et al, 2005 

(Figura 4)]. Essas proteínas são a desidrogenase (codificada por vanH ou vanHB) 

que sintetiza D-Lac, e a ligase (codificada por vanA ou vanB) que liga D-Lac à D-Ala. 

Duas proteínas, DD-dipeptidase (VanX ou VanXB) e DD-carboxipeptidase (VanY ou 

VanYB) são responsáveis pelo catabolismo de D-Ala-D-Ala terminal pela clivagem 

do dipeptídeo ou remoção da terminação D-Ala, etapa final da formação da parede 

celular, que culmina com a ligação às pontes cruzadas, garantindo estabilidade à 

parede mesmo na presença do antimicrobiano. 

 

Figura 3 – Mecanismos de resistência aos glicopeptídeos do tipo VanA. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Acima, síntese de precursores do peptidioglicano em uma cepa resistente do tipo VanA. Ddl: D-Ala-D-
Ala ligase; Penta: L-Ala-γ-D-Glu-L-Lis-D-Ala-D-Ala; Pentadepsi: L-Ala-γ-D-Glu-L-Lis-D-Ala-D-Lac; 
Tetra: L-Ala-γ-D-Glu-L-Lis-D-Ala; Tri: L-Ala-γ-D-Glu-L-Lis. Abaixo, organização do operon vanA. As 
setas representam sequências codificantes e indicam a direção da transcrição. Os genes de 
regulação e resistência são co-transcritos pelos promotores PR e PH, respectivamente. Adaptado de 
Courvalin (2006). 
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Figura 4 – Ligação da vancomicina ao sítio alvo na parede celular. 

 
a) Ligações entre a estrutura molecular da vancomicina com a estrutura terminal do peptidioglicano 
N-acyl-D-Ala-D-Ala por meio das cinco pontes de hidrogênio. Abaixo, molécula de peptidioglicano 
produzida por enterococos resistentes a vancomicina (VRE), composta pela porção terminal N-acyl-D-
Ala-D-Lactate, que remove uma ponte de hidrogênio, resultando na diminuição da afinidade do 
antibiótico com a parede celular. b) Organização do operon vanA. As setas representam sequências 
codificantes e indicam a direção da transcrição. Os genes de regulação e resistência são co-
transcritos pelos promotores de vanR e vanS, respectivamente. Adaptado de Wright (2007) e Arthur e 
Courvalin (1993). 
 

Tendo em vista que a teicoplamina não participa na indução de 

resistência do tipo VanB, as diferenças entre os dois principais fenótipos residem 

predominantemente nos genes de regulação, preservando a organização e 

funcionalidade similares às do tipo VanA (EVERS; COURVALIN, 1996). 
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Entre os enterococos, existem atualmente três operons que resultam 

na produção de D-Ala-D-Ser e conferem resistência de baixo nível a vancomicina, 

vanC, vanE, vanG e vanL (NAVARRO; COURVALIN, 1994; DEPARDIEU et al., 

2003; REYNOLDS; COURVALIN, 2005; BOYD, et al., 2008). O operon vanC é 

intrínseco a E. gallinarum (VanC1) e E. casseliflavus (VanC2/3) (NAVARRO; 

COURVALIN, 1994), enquanto vanE, vanG e vanL são adquiridos por E. faecalis 

(REYNOLDS; COURVALIN, 2005). 

O operon vanD é similar aos operons vanA e vanB e sua resistência 

deve-se à produção constitutiva de precursores terminados em D-Ala-D-Lac 

(DEPARDIEU; REYNOLDS; COURVALIN, 2003). 

A tendência a adquirir várias características de resistência a 

antimicrobianos pode resultar de mecanismos baseados em conjugação. Um dos 

sistemas de conjugação envolve oligopeptídeos chamados feromônios, e são 

denominados plasmídeos responsivos a feromônios. Este processo se desencadeia 

quando cepas de enterococos secretam no meio um número de feromonas para 

diferentes tipos de plasmídeos. Quando uma célula contendo um plasmídeo-

feromônio responsivo (a célula do potencial doador) entra em contato com o seu 

correspondente feromônio, a transcrição de um gene do plasmídeo é ativada, 

resultando na síntese de uma substância agragativa (chamada de substância de 

agregação). Esse processo de agregação pode ser visualizado em tubo de ensaio, 

onde um agregado visível é depositado no fundo do tubo. Este fenômeno facilita a 

formação de porinas, através da qual ocorre a transmissão dos plasmídeos. Uma 

vez que a célula receptora tiver adquirido o plasmídeo, a síntese do feromônio 

correspondente é desligada para evitar auto-agregação. Este sistema de conjugação 

ocorre principalmente em E. faecalis e é altamente eficiente (MURRAY, 1998). 

Outro sistema de conjugação envolve uma ampla gama de 

plasmídeos que podem ser transferidos entre espécies de enterococos e outros 

organismos, como estreptococos e estafilococos. A frequência de transferência é 

geralmente muito menor do que com o sistema por feromônio (CLEWELL, 1981). 

A possibilidade de transferência de resistência para outros 

microrganismos possivelmente mais patogênicos é uma crescente preocupação. 

Clinicamente, foram relatados quatro isolados, não-relacionados, de Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina que portavam o gene vanA (Vancomycin Resistance  

S. aureus - VRSA). Dois casos ocorreram na Pensilvânia e Michigan, EUA, no ano 
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de 2002. Esses isolados estavam associados com úlcera crônica de pele, e a 

resistência a vancomicina foi mediada pelo transposon Tn1546 (CHANG et al., 

2003). Em Nova Iorque, um caso foi isolado no início de 2004 (KACICA; 

McDONALD, 2004). Seis casos ocorreram em Michigan, isolados a partir de 2005, 

até 2007 (FINKS et al, 2009). 

 

2.5 DEPENDÊNCIA DE VANCOMICINA 

 

A vancomicina é uma das últimas opções terapêuticas indicada no 

tratamento de endocardite, osteomielite, sepse, causados por Enterococcus spp ou 

outros Gram-positivos, incluindo MRSA (CHIEW; HALL, 1998). 

O desenvolvimento da resistência a este glicopeptídeo observada 

em enterococos a partir de 1986 (LECLERQ; DERLOT; DUVAL, 1988; UTTLEY et 

al., 1988) ainda é um fator preocupante na prática clínica, tendo em vista as 

limitações terapêuticas implícitas (TOP; WILLEMS; BONTEN, 2008)  

Outra consequência da pressão seletiva dos antimicrobianos sobre 

os microrganismos é detectada por alguns autores em amostras clínicas de 

enterococos que utilizam vancomicina para seu crescimento [FRAIMOW, et al, 1994; 

WOODFORD et al, 1994; GREEN et al, 1995; DEVER; SMITH et al., 1995; 

FARRAG; ELTRINGHAM; LIDDY, 1996; STEWART et al,1996; ROSSNEY; 

MCCONKEY; KEANE, 1997; SNG et al, 1998; MAJUMDAR et al, 1999; 

KIRKPATRICK et al, 1999; YOWLER; BLINKHORN; FRATIANNE, 2000; 

CHACHATY et al, 2001; TAMBYAH; MARX; MAKI, 2004; BERT et al, 2009 (Tabela 

4)]. 

Enterococos dependente de vancomicina (VDE) foi isolado pela 

primeira vez em 1993 (FRAIMOW et al., 1994), em uma amostra de urina de uma 

paciente que recebeu tratamento intravenoso com vancomicina por um longo 

período. Derivado do VRE, este mutante cresce apenas na presença de 

glicopeptídeo. 

Estas infecções são claramente incomuns, contudo os relatos 

desses casos indicam sua importância clínica. Para os casos de pacientes 

infectados e colonizados por VDE sete estavam em uso de vancomicina para 

tratamento de infecções não enterocócicas: um para diarréia causada por 
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Clostridium difficile (DEVER et al., 1995), cinco para infecções estafilocócicas 

invasivas (FARRAG; ELTRINGHAM; LIDDY, 1996; STEWART et al., 1996; SNG et 

al., 1998; MAJUMDAR et al., 1999; BERT et al., 1999) e outro para bacteremia por 

Corynebacterium spp. resistentes aos antibióticos β-lactâmicos (TAMBYAH; MARX; 

MAKI, 2004). Nos demais casos, VDE foi considerado a causa imediata de 

infecções. 

Sua significância clínica reflete as difilculdades no isolamento destas 

cepas, que raramente são identificadas nas análises laboratoriais convencionais. 

Isso ocorre em vista das características particulares de nutrição deste mutante que 

requer para o seu crescimento um meio suplementado com D-Ala-D-Ala, 

vancomicina ou outro indutor dos genes de resistência van (VAN BAMBEKE, 1999). 

A falha na identificação impossibilita descontinuidade do uso da vancomicina, 

levando a falha terapêutica. 

Estudo realizado por Majumdar et al. (1999) mostrou, por análise do 

perfil eletroforético de DNA em campo de pulsos alternados (Pulsed Field), que duas 

cepas de enterococos, VRE e VDE, isoladas simultaneamente de fezes e sangue do 

paciente, eram geneticamente indistinguíveis. Isto sugere que o uso da vancomicina 

não apenas falhou na erradicação das cepas resistentes como também selecionou 

mutantes dependentes. 

O mecanismo de resistência a vancomicina, citado anteriormente, 

mostra que as cepas de enterococos resistentes, quando expostos ao 

antimicrobiano, induzem expressão de genes de resistência (operon van), resultando 

na formação de parede celular com baixa afinidade ao antimicrobiano (EVERS et al., 

1996; ARTHUR et al., 1998; TANIMOTO et al, 2005).  

Em estudo realizado por Rosato et al. (1995), as cepas dependentes 

de vancomicina produziram os substratos de D-Ala-D-Lac ligase apenas na 

presença de 16 µg de vancomicina. Na ausência do indutor nenhum precursor foi 

isolado, sugerindo que estes microrganismos tornam-se dependentes da transcrição 

dos genes plasmidiais ou cromossomais (operon van), expressos apenas na 

presença do glicopeptídeo. 

No processo da dependência a vancomicina, a hipótese mais aceita 

propõe que ocorrem mutações no gene ddl cromossomal, que afetam a via clássica 

da biossíntese de parece celular. Essas mutações alteram a proteína em sítios 

importantes, inativando a enzima D-Ala-D-Ala ligase, tornando este mutante 
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dependente da expressão dos genes de resistência (operon van) induzidos na 

presença do glicopeptídeo (ROSATO et al., 1995; EVERS et al., 1996; VAN 

BAMBEKE et al., 1999; GREEN et al., 2003). 

Corroborando essa hipótese, foi mostrado que as cepas 

dependentes crescem com dificuldade em meio contendo os precursores D-Ala-D-

Ala (0,2 M), mas não crescem em meio contendo apenas D-Ala ou L-Ala (FRAIMOW 

et al., 1994; ROSATO et al., 1995). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Atualmente, E. faecium é um importante agente de infecções 

associadas a serviços de assistência a saúde. Esse cenário é preocupante pelo 

fato deste microrganismo apresentar resistência a vários antimicrobianos, inclusive 

aos glicopeptídeos. No Hospital Universitário de Londrina, Paraná, instituição do 

atual estudo, o primeiro isolamento de VRE ocorreu em 1999. Após adoção das 

medidas de controle recomendadas pelo CDC, cepas resistentes não foram isoladas 

até maio de 2002. A partir de então VRE passou a ser identificado e a frequência de 

isolamento em culturas de vigilância aumentou gradativamente até se tornar 

endêmico nos dias atuais. No período entre 2007 e 2009 o enterococos representou 

4,4% de todos os agentes etiológicos isolados de infecções associadas aos serviços 

de saúde. Do total de Enterococos, 45% foram representados por E. faecalis , todos 

sensíveis a vancomicina, e 55% E. faecium, destes 83% resistentes a vancomicina.  

Em vista do exposto, o objetivo principal desse trabalho foi: 

 Caracterizar o primeiro isolado de E. faecium dependente de vancomicina em 

um hospital universitário brasileiro, procedente de colonização retal de paciente 

em uso do glicopeptídeo, utilizando técnicas fenotípicas e moleculares;  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

 Determinar o perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos; 

 Determinar o genótipo de resistência a vancomicina por reação em cadeia da 

polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR); 

 Avaliar a presença de genes que codificam fatores de virulência por PCR: 

citolisina (cylA), adesina (efaA), gelatinase (gelE) e proteína de superfície (esp); 

 Clonar e sequenciar o gene ddl. 

 Pontuar as mutações no gene ddl mutante. 
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Title: Vancomycin-dependent Enterococcus faecium vanA: characterization of the 

first case isolated at the University Hospital in Brazil. 
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ABSTRACT: In this study Enterococcus faecium vanA which grow only in the 
presence of vancomycin (VDEfm-UEL) was isolated from the feces of a patient 
receiving intravenous vancomycin therapy for MRSA. The isolated bacterium was 
also shown to be resistant to ampicillin, ciprofloxacin, chloramphenicol, erythromycin, 
levofloxacyn, penicillin, rifampicin and teicoplanin. It also harbored the putative 
virulence genes efaA, gelE and esp. The vancomycin dependence seems to be 
associated with an insertion of one base pair nucleotide at the ddl gene sequence 
which resulted in a frame-shift mutation, introducing a premature stop codon. This is 
the first report of VDE isolation in a the University Hospital in Brazil. 

Keywords: Enterococcus faecium. Vancomycin. Dependence. VanA genotype. 
Virulence factors. 

 

INTRODUCTION 

 

Over the last decades infections due to glycopeptides-resistant 

enterococci in healthcare-associated settings have been reported worldwide. Among 

enterococci, glycopeptides resistance is detected most commonly in Enterococcus 

faecium, which is often resistant to other classes of antimicrobials (TREITMAN et al., 

2005; BIEDENBACH et al., 2007; DESHPANDE et al., 2007; GALES et al., 2009; 

BILLSTRÖM et al., 2010; PANESSO et al., 2010; PROTONOTARIOU et al., 2010), 
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and this feature has resulted in limited therapeutic options. Besides the antimicrobial 

resistance, enterococci that require glycopeptides for growth have been isolated, 

particularly from patients on previous vancomycin therapy (FRAIMOW et al., 1994; 

WOODFORD et al., 1994; GREEN et al., 1995; DEVER et al., 1995; FARRAG; 

ELTRINGHAM; LIDDY, 1996; STEWART et al., 1996; ROSSNEY; McCONKEY; 

KEANE, 1997; SNG et al., 1998; KIRKPATRICK et al.,1999; MAJUMDAR et al., 

1999; YOWLER; BLINKHORN; FRATIANNE, 2000; CHACHATY et al., 2001; 

TAMBYAH; MARX; MAKI, 2004; BERT et al., 2009). 

This study reports the isolation and characterization of vancomycin 

dependent Enterococcus faecium (VDEfm) isolated from rectal swab of a patient who 

had received prolonged intravenous vancomycin therapy for the treatment of 

oxacillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections. This is the first case of 

the isolation of VDEfm at the University Hospital  of Londrina, Paraná Brazil. 

 

Case Report 

 

A 65-year-old female patient was admitted at University Hospital of 

Londrina, Paraná, Brazil, for surgery treatment of Reinke tumor. During six days she 

stayed in a nursing home to carry out the pre-operative analysis. After the surgical 

procedure, on day seven, she was transferred to the intensive care unit where she 

stayed during four days. Her clinical course was complicated by development of 

meningitis and sepsis on 5th day post surgery. MRSA was isolated from blood culture 

and according to antimicrobial susceptibilities of the etiological agent, intravenous 

vancomycin (500 mg every 6 hours) and meropenen (2,000 mg every 8 hours) were 

used during 22 days die infection treatment. At the 16th day of antimicrobial therapy, 

a rectal swab was taken from the patient as part of the hospital surveillance study for 

vancomycin-resistant enterococci (VRE). Colonies growing on VRE agar (Oxoid, 
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United Kingdom) supplemented with vancomycin 6 μg/ml were identified as E. 

faecium which was found to be growing around the glycopeptides-impregnated discs 

in the agar diffusion assay. The E-test further showed the bacteria’s growth 

contiguous to the end of the strips containing the highest concentration of 

vancomycin (Figure 1). Administration of antibiotics was discontinued because 

therapy was complete and the subsequent blood culture was sterile. The patient has 

evolved to cure of infectious complication and left the hospital after 40 days of 

hospitalization. After 6 months rectal swab culture for VRE was negative, indicating 

that cessation of vancomycin leading to clearance of VDE. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Hospital, Surveillance and Microorganism Isolation 

 

The University Hospital of Londrina city is a 353-bed tertiary care 

center that serves the city of Londrina, besides several localities of Paraná, São 

Paulo and Mato Grosso do Sul states. The intensive care center houses 35 patients 

distributed in 17-beds for general, 6-beds for burn, 7-beds for neonatal and 5-beds 

for pediatric cases. Surveillance cultures of stool were carried out weekly for all 

patients housed in intensive care units and for all patients found to be colonized or 

infected with VRE, as recommended by Centers for Disease Control and Prevention-

CDC (Management of Multi-drug Resistant Organisms in Healthcare Settings,2006). 

A rectal swab was collected from the patient and the sample was inoculated on VRE 

broth (Oxoid, United Kingdown) supplemented with vancomycin 6 μg/ml, ciprofloxacin 

6 μg/ml and colistin 8 μg/ml. After 18 h incubation at 37 oC, a 100-l sample was 

spread on VRE agar supplemented with vancomycin 6 μg/ml. The culture was further 

incubated at 37 oC for 24 h under aerobic conditions. Bacteria were kept in 20% 

glycerol-Brain Heart Infusion broth (Himedia, India) supplemented with vancomycin 

10 μg/ml at -80 oC. 
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Phenotypic Characterization 

 

Species identification was based on the profile generated by the 

automated MicroScan WalkAway 96 Instrument (Dade MicroScan, USA). 

Concomitantly, colony morphology, Gram stain, catalase assay, tolerance to bile-

aesculin, growth in 6.5% NaCl, and pyrrolidonyl aminopeptidase activity (PYRase) 

were also determined. The disk diffusion method on Muller Hinton agar medium 

(Himedia, India) was carried out according to Clinical Laboratory Standard Institute 

(CLSI, 2009) in order to determine the antimicrobial susceptibility profile for linezolide 

(30 μg), teicoplanin (30 μg), tigecycline (15 μg) and vancomycin (30 μg). However, 

bacteria’s growth was detected around the glycopeptides-impregnated discs. These 

bacteria were further tested by vancomycin E-test (AB Biodisk, Sweden). The isolate 

was tested for susceptibility against 10 antimicrobials (ampicillin, chloramphenicol, 

ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, levofloxacyn, linezolide, penicillin, rifampin, 

streptomycin, tetracycline and tigecycline), using the automated broth microdilution 

panel of the MicroScan WalkAway 96, according to the manufacturer’s 

recommendations. The results reported here were those recorded after 24 h of 

incubation. The susceptibility breakpoints used were those recommended by CLSI. 

E. faecalis ATCC 29212 and ATCC51299 were used for quality control. 

 

Genotypic Characterization 

 

Vancomycin-resistance genotype and putative virulence genes cylA 

(activator of cytolysin, a secreted protein with hemolysin/bacteriocin activities), efaA 

(E. faecalis antigen A, an endocarditis-associated virulence factor), esp (enterococcal 

surface protein), and gelE (gelatinase) (Table 1) were determined by PCR. The 

vancomycin resistance gene was determined using multiplex PCR described by 

Petrich et al., (1999). Genomic DNA of the enterococcal strain was extracted by the 

boiling method and the virulence genes were determined as described by Ruzon et 

al., (2010). 
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Cloning and Sequencing of the ddl gene 

 

Amplification of the DNA fragments to be sequenced was carried out 

with primers based on ddl gene from E. faecium BM 4339 (GHOLIZADEH et al., 

2001) and were the following ones: forward 5’ GAGTAAATCACTGAACGATT 3’ and 

reverse 5’ GGTTACGCAATCACTCCAGCCT 3’. PCR was performed in a final 

volume of 20 μL containing 20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 

μM of each dNTP, 10 pmol of each forward and reverse primer, 2.5 U Pfx DNA 

polymerase (Invitrogen, Brazil), and 10 μL of genomic DNA. The PCR product was 

purified from an agarose gel with QIquick Gel Extraction Kit (Qiagen, USA) and was 

inserted into the pCR2.1 vector using The Original TA Cloning Kit (Invitrogen) 

according to the manufacturer’s recommendations. The insert was sequenced with 

3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA) using Big Dye® Terminator v.3.1 

Cycle Sequencing Kit. Sequence analysis was performed with the University of 

Wisconsin GCG software package (DEVERAUX et al., 1984). Search for homologies 

in the GenBank/EMBL databases was carried out with the Blast algorithm 

(ALTSCHUL et al., 1997). The deduced amino acid sequence was analyzed with the 

ExPASy-Prosite program of the Swiss Institute of Bioinformatics and the alignment of 

the sequences was carried out with the ClustalW of EMBL-EBI software package. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

The first VDE was isolated from the urine of a female patient 

receiving long-term vancomycin therapy (FRAIMOW et al., 1994). Since then, other 

cases of VDE isolation from different clinical specimens of patients receiving previous 

vancomycin therapy have been reported (WOODFORD et al., 1994; GREEN et al., 

1995; DEVER et al., 1995; FARRAG; ELTRINGHAM; LIDDY, 1996; STEWART et al., 

1996; ROSSNEY; McCONKEY; KEANE, 1997; SNG et al., 1998; KIRKPATRICK et 

al.,1999; MAJUMDAR et al., 1999; YOWLER; BLINKHORN; FRATIANNE, 2000; 

CHACHATY et al., 2001; TAMBYAH; MARX; MAKI, 2004; BERT et al., 2009). A 

vanA type E. faecalis vancomycin dependent from a non-human source was also 

reported by Tanimoto et al., (2005). In this case, VDE was isolated from chicken 

meat imported from China. For the cases of VDE infected/colonized patients, seven 

were in use of vancomycin to treat infections caused by non-enterococcal 
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infections: one for diarrhea caused by Clostridium difficile (DEVER et al., 1995), five 

for staphylococcal invasive infections (FARRAG; ELTRINGHAM; LIDDY, 1996; 

STEWART et al., 1996; SNG et al. 1998; MAJUMDAR et al., 1999; BERT et al., 

1999), and one for bacteremia by Corynebacterium spp. resistant to -lactam 

antibiotics (TAMBYAH; MARX; MAKI, 2004). The remaining cases, VDE was 

considered the immediate cause of infections. 

In this study E. faecium UEL which grow only in the presence of 

vancomycin (VDEfm-UEL) was isolated from the feces of a patient receiving 

intravenous vancomycin therapy for MRSA. The detection of VDE was possible due 

the use of VRE medium supplemented with vancomycin which is used to detect VRE 

by the surveillance control staff. Besides glycopeptides, the isolated bacterium was 

also resistant to ampicillin, ciprofloxacin, chloramphenicol, erythromycin, 

levofloxacyn, penicillin, rifampicin and teicoplanin. The mechanism of glycopeptide-

resistance is mediated by vanA type gene. This is the first report of VDE isolation at 

the University Hospital in Brazil. 

Although the isolated bacterium was considered colonizing 

Enterococcus according to CDC definitions of healthcare-associated infections 

(HORAN et al., 2008) it harbors the putative virulence efaA, gelE and esp genes, 

indicating the potential risk of infection. Several screenings using E. faecium isolates 

from different sources have shown the low prevalence of the virulence markers in 

this species (CAMARGO; GILMORE; DARINI, 2006; BILLSTRÖM et al., 2008, 

VANKERCKHOVEN et al., 2008, WORTH et al., 2008, HÄLLGREN et al., 2009). In 

contrast to those results, we previously demonstrated high prevalence of E. faecium 

harboring virulence genes isolated from different sources of the University Hospital 

of Londrina, including the efaA, gelE and esp genes (RUZON et al., 2010). The 

gene efaA encodes a 37-kDa cell wall protein which was first detected in the serum 

of a patient with E. faecalis endocarditis (AITCHISON et al., 1987). Studies with E. 

faecalis efaA- mutant showed an attenuation of virulence in a mouse peritonitis 

model when compared to wild type strain, suggesting that EfaA is a virulence factor 

(SINGH et al., 1998a). The chromosomal gelE encodes an extracellular zinc 

metalloprotease that can cleave a number of substrates, including gelatin, casein, 

hemoglobin, fibrin, small peptides and components from human complement 

(MAKINEN; CLEWELL; MÄKINEN, 1989; SU et al., 1991; WATERS et al., 2003; 

PARK et al., 2007). In addition, this enzyme can participate in the translocation of 
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the bacteria across intestinal cell layers (ZENG et al., 2004) and can contribute to it 

virulence in a mouse peritonitis model (SINGH et al., 1998b). The presence of gene 

esp, that encodes an enterococcal surface protein, has been associated with 

colonization and persistence of enterococci during ascending urinary tract infection 

in mice (SHANKAR et al., 2001) and biofilm formation on abiotic surface 

(TENDOLKAR et al., 2004; HEIKENS; BONTEN;WILLEMS, et al., 2007). 

Acquired vancomycin resistance in enterococci depends on the 

transcription of the operon van leading the production of alternative dipeptide D-Ala-

D-Lac, instead of the D-Ala-D-Ala found in susceptible bacteria, and which can be 

used as a cell wall constituent (COURVALIN, 2006). On the other hand, the 

vancomycin dependence has been associated with mutations in the ddl gene which 

coding for D-Ala-D-Ala ligase, an enzyme that plays a key role in cell wall 

biosynthesis (VAN BAMBEKE et al., 1999; GHOLIZADEH et al., 2001; TANIMOTO et 

al., 2005; BERT et al. 2009). In absence of vancomycin, VDE are unable to 

biosynthesis both dipeptides, D-Ala-D-Ala or D-Ala-D-Lac, and could explain the 

glycopeptides dependence (VAN BAMBEKE et al., 1999). By using genomic DNA 

and a pair of primers derived from ddl gene from E. faecium BM4339 (GHOLIZADEH 

et al., 2001), a fragment of 1.15 kb was amplified and cloned into pCR 2.1 vector. 

The nucleotide sequence of this fragment showed 98% identity to ddl gene from E. 

faecium BM4147 (EVERS et al., 1996). The alignment of both nucleotide sequences 

showed several mutations in ddl gene from VDEfm-UEL compared to that of VRE 

BM4147 strain and most of them are silent point mutations. The insertion of one 

adenosine monophosphate at the 710 position of ddl gene from VDEfm-UEL VDE-

UEL resulted in a frame-shift mutation, introducing a premature stop codon at the 

733 position of the sequence (Table 2), inactivating the enzyme. 

The clinical impacts of VDE remain unclear; however this 

phenomenon raises important questions about the management of infections, 

mainly in the healthcare-associated setting. The current surveillance practices 

should be able to detect VDE and effective antimicrobial use policies are needed to 

prevent VDE, VRE and other MDROs. 
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Figure 1 – Growth dependence of vanA Enterococcus faecium UEL (VDEfm-UEL). 
Colonies growing around VAN-impregnated disc were further analyzed by 
E-test, that shows the bacteria growth contiguous to the end of the strips 
containing the highest concentration of vancomycin. Isolated colonies 
growing far from the strip may represent revertants of vancomycin-
dependence. 
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Table 1 – Description of primers used in PCR for detection of putative virulence 
markers and vancomycin-resistance genes of Enterococcus faecium from 
different sources. 

Target 

genea 

Sequence of the primer (5’ to 3’) Amplicon 

size (bp) 

Accession 

numberb 

cylA F: TAAGGTGATGGATGGGACAGATG 216 L37110.1 

 R: GCGACTCATTTCCTGCTGATG   

efaA F: TCGTACCAGTCGGAACAGATCCGCAT 235 AF042288 

 R: GGTGAAGAACATACAAAAGCGGATCC   

esp F: CTAATGCAAGTCCACGTCCAGTCG 243 AY322499 

 R: GTGATGGAAACCCTGACGATAAAGAAG   

gelE F: CGCCAAGTAAACACGGACAACCAGA 247 M37185 

 R: GTGATGCGATGCTTGCTGCTGC   

vanA F: GCTGCGATATTCAAAGCTCA 545 * 

 R: CAGTACAATGCGGCCGTTA   

vanB F: ATGGGAAGCCGATAGTCTC 368 * 

 R: GTTACGCCAAAGGACGAAC   

a cylA: activator of cytolysin, efaA: E. faecalis antigen A, esp: enterococcal surface protein, gelE: 
gelatinase, vanA and vanB: vancomycin resistance type A and B, respectively. b The nucleotide 
sequences of E. faecium genes deposited in the GenBank/EMBL databases used for specific primer 
design. * According to Petrich et al. (1999). 
 

Table 2 – Point mutations in the ddl gene from Enterococcus faecium vancomycin-
dependent. 

Mutation (BM4147  
VDEfm UEL) 

Position Mechanism Amino acid change 

GTT  GTG 91 Transvertion NC 
GCT  GCC 113 Transition NC 
GGA  GGC 294 Transvertion NC 
CAC  CAT 336 Transition NC 
CCT  CCG 582 Transvertion NC 
AGC  AAC 615 Transition Ser  Asp 

-  A 710 Insertion Frame-shift 
TGT  CGT 739 Transition Cys  Arg 
CGA  TGA 760 Transition NC 

C  - 799 Deletion Frame-shift 
CCG  CCA 846 Transition NC 
GGA  GTA 911 Transvertion Gly  Val 
ACG  CCG 988 Transvertion Thr  Arg 
ATT  ATC 1062 Transition NC 
CAA  CAG 1065 Transition NC 

- -  CC 1155 
1156 

Insertion  

 - Abcense / NC – not changed 
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5 COSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A significância clínica da cepa VDEfm reflete as difilculdades no 

isolamento destas cepas, que raramente são identificadas nas análises 

laboratoriais convencionais, tendo em vista as características particulares de 

nutrição deste mutante que requer para o seu crescimento um meio suplementado 

com D-Ala-D-Ala, vancomicina ou outro indutor dos genes de resistência van (Van 

Bambeke, 1999). A falha na identificação impossibilita descontinuidade do uso da 

vancomicina, levando a falha terapêutica. 

O isolamento de cepa dependente de antimicrobiano nos atenta 

para a importante prática do controle das infecções associadas aos serviços de 

saúde, que deve ser estruturada em uma política efetiva no controle do uso de 

antimicrobianos, somado a vigilância dos microrganismos multi-drogas resistentes 

em parceria a um laboratório capacitado a identificar as características fenotípicas 

de resistência e também dependência aos antimicrobianos, sustentando uma rotina 

de identificação precoce dos isolados MDRO para o manejo adequado do 

tratamento e adoção precoce de medidas de precaução.  
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ANEXO I 

Dados Complementares 

 

Alinhamento da sequência deduzida de aminoácidos do gene ddl de E. faecium 

dependente de vancomicina UEL (VDE-UEL). com a sequência homóloga de E. 

faecium BM4147 resistente a vancomicina genótipo vanA). As letras em negrito 

correspondem aos aminoácidos conservados que apresentam papel 

importante na atividade enzimática. 

 

VDE-UEL         LKITLLYGGRSAEHEVSILSAFSVLNAIYYNYYQVQLVFITKEGQWVKGPLLTEKPASKD 60 
BM4147          LKITLLYGGRSAEHEVSILSAFSVLNAIYYNYYQVQLVFITKEGQWVKGPLLTEKPASKD 60 
                ************************************************************ 
 
VDE-UEL         VLHLSWDPSGQTEEGFTGKVINPGEIKEEGAIVFPVLHGPNGEDGTIQGFLETLNMPYVG 120 
BM4147          VLHLSWDPSGQTEEGFTGKVINPGEIKEEGAIVFPVLHGPNGEDGTIQGFLETLNMPYVG 120 
                ************************************************************ 
 
VDE-UEL         AGVLTSACAMDKIMTKYILQAAGVPQVPYVPVLKNQWKENPKKVFDQCEGSLLYPMFVKP 180 
BM4147          AGVLTSACAMDKIMTKYILQAAGVPQVPYVPVLKNQWKENPKKVFDQCEGSLLYPMFVKP 180 
                ************************************************************ 
 
VDE-UEL         ANMGSSVGITKAENREELQNALATAYQYDSRAIVEQGIEARENRSCCIRKRRSDDFAWSR 240 
BM4147          ANMGSSVGITKAENREELQNALATAYQYDSRAIVEQGIEAREIEVAVLGNEDVRTTLPGE 240 
                ****************************************** . . : :.       .. 
 
VDE-UEL         KRRSILLS----KYINNKIEMQIPAEVPEEVYQKAQEYAKLAYTMLGGSVLSRCDFFLTN 296 
BM4147          VVKDVAFYDYEAKYINNKIEMQIPAEVPEEVYQKAQEYAKLAYTMLGGSGLSRCDFFLTN 300 
                  :.: :     ************************************* ********** 
 
VDE-UEL         KNELFLNELNSMPGFPEFSMYPLLWENMGLKYGDLIEELIQLGMNRYHQRQSFFEKNERE 356 
BM4147          KNELFLNELNSMPGFTEFSMYPLLWENMGLKYGDLIEELIQLGMNRYHQRQSFFEKNE-- 358 
                ***************.******************************************   
 
VDE-UEL         IKKRLELRN 365 
BM4147          --------- 
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ANEXO II 

Manuscrito em fase de redação 

 

Título: Formação de biofilme por Enterococcus faecium resistente a 

vancomicina em cateter urinário de longa permanência 

 

Introdução: As infecções urinárias relacionadas a cateteres representaram 30% das 
infecções reportadas ao National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) entre os 
anos de 2006 e 2007. Enterococcus spp foi isolado em 14,9% dos casos, e 
classificado como o terceiro agente etiológico mais freqüente. E. faecium foi a 
espécie mais frequentemente isolada, entre elas 81% apresentaram resistência a 
vancomicina.  As infecções relacionadas a cateteres estão intimamente associadas 
a capacidade de formação de biofilme pelos microganismos.  
Objetivo: Analisar a formação de biofilme em cateter ureteral de longa permanência 
por E. faecium resistente a vancomicina isolado de infecção urinária (VREfm-UEL) 
de paciente internado no Hospital Universitário de Londrina, Paraná, Brasil; 
Caracterizar o perfil de sensibilidade e detectar os genótipos de virulência. 
Método: Determinação da curva de crescimento em Agar Muller-Hinton por 
contagem indireta do número de unidades formadoras de colônias (UFC) nos 
tempos  6, 12 e 24 h; Caracterização do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos 
(ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, tetraciclina, 
rifampicina e vancomicina ) pelo método de microdiluição em caldo. Detecção dos 
genes que codificam fatores de virulência (esp, gelE, cylA, efaA) e resistência (vanA) 
por  PCR;  Avaliar por microscopia eletrônica de varredura os aspectos morfológicos 
durante a formação do biofilme por VREfm. 
Resultados: A fase de crescimento exponencial de VREfm-UEL  foi identificada em 
18 h de crescimento (Figura 1). A cepa apresentou fenótipo de resistência a 
ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, estreptomicina, tetraciclina e sensibilidade a 
rifampicina e gentamicina. O genótipo de resistência a vancomicina foi determinado 
pelo gene vanA.  Foram detectados genes de virulência para citolisina (cylA) e 
proteína de superfície de enterococos (esp), relacionada a formação de biofilme. O 
isolado foi capaz de aderir e formar biofilme na superfície de poliestireno e látex 
siliconado (Figura2). 
Conclusão: As características fenotípicas e genotípicas da cepa VREfm-UEL 
podem contribuir para formação de biofilme, e consequente desenvolvimento de 
infecção. Seu perfil de resistência limita as opções terapêuticas e pode somar mais 
um agravante a infecção. 
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Figura 1 – Curva de crescimento de VREfm-UEL. A bactéria foi cultivada em caldo 
BHI a 37 oC durante 6, 12 e 24 h. A determinação do número de 
unidades formadoras de colônias foi realizada em meio BHI ágar. 
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Figura 2 – Análise por microscopia eletrônica de varredura da formação de biofilme 
por VREfm-UEL. O biofilme foi gerado pelo crescimento em 24 horas em 
cateter de látex siliconizado. A mesma área é mostrada nas seis imagens 
nas respectivas ampliações: x40 (A), x500 (B), x1000 (C), x2000 (D), 
x3000 (E), x5000 (F). 

 


