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RESUMO 
 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium estão entre os principais agentes 
etiológicos de infecções associadas à assistência à saúde (IAAS). Tais espécies 
podem apresentar, além de perfi de multiresistência, decorrentes da aquisição de 
elementos genéticos móveis, a capacidade de formar biofilmes que funcionam como 
barreira à ação dos agentes antimicrobianos. Genes como os da gelatinase (gelE), 
da proteína de superfície de Enterococos (esp) e da substância de agregação (agg), 
além de terem seus produtos associados ao processo de adesão, têm sido 
associados ao processo multifatorial de formação do biofilme. O surgimento da 
resistência adquirida a antibióticos sistêmicos que antes eram eficazes no 
tratamento de infecções enterocócicas também se tornaram uma preocupação 
crescente. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de 
produção de biofilme em isolados de Enterococcus spp. obtidos a partir de amostras 
clínicas de pacientes internados no Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericórdia 
de Porto Alegre (CHSCMPA), detectar a presença de genes de virulência e de um 
de seus produtos (gelatinase) e avaliar o perfil de susceptibilidade desses micro-
organismos a diferentes antimicrobianos. Foram realizadas coletas consecutivas de 
amostras de Enterococcus spp. no período de setembro de 2012 a agosto de 2013. 
O gênero foi caracterizado por métodos fenotípicos convencionais e a identificação 
das espécies e dos fatores de virulência foi obtida mediante técnica de PCR. Foram 
realizadas metodologias para caracterização dos perfis de susceptibilidade, indução 
da formação do biofilme e análise de clonalidade das amostras de E. faecium 
resistentes à vancomicina (VREfm). Após esta etapa, o trabalho foi dividido em dois 
segmentos. O primeiro utilizou todas as amostras que foram coletadas nos seis 
meses iniciais do estudo. Dos 240 isolados de Enterococcus spp., 221 (92,1%) 
foram identificados como E. faecalis e 19 (7,9%) como E. faecium. A espécie E. 
faecalis apresentou uma alta habilidade para formação de biofilme e a presença dos 
fatores de virulência foi significativa. Em contrapartida, a resistência aos 
antimicrobianos foi maior entre os isolados de E. faecium.  O segundo segmento 
utilizou somente as amostras caracterizadas como Enterococcus faecium resistentes 
à vancomicina e que foram obtidas ao longo dos 12 meses do estudo. Todos os 27 
isolados de VREfm carreavam o gene vanA, e apresentaram resistência a ampicilina 
e ciprofloxacina. Também foi observada em 18,5% dos isolados a não-
susceptibilidade a daptomicina. Na análise da diversidade genética foi observada um 
perfil clonal em 88,9% dos isolados. Os resultados encontrados no nosso estudo 
contribuem para a compreensão do perfil de susceptibilidade,  da virulência e das 
características moleculares de Enterococcus circulantes na cidade de Porto Alegre, 
auxiliando na compreensão da patogenicidade desses micro-organismos e  na 
implantação de medidas que previnam a disseminação das infecções.  

 
  
Palavras-chave: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, biofilme, fatores de 
virulência, resistência a vancomicina, resistência a daptomicina. 
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ABSTRACT 

 

Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium are among the main species 
causing Healthcare-associated infections (HAI). Such species may have acquired 
resistance in addition to some antibiotics, the ability to form biofilms which act as a 
barrier to the action of antimicrobial agents. Genes such as gelatinase (gelE), of 
enterococci surface protein (esp) and aggregation substance (agg) have been 
associated with multifactorial process of biofilm formation. The emergence of 
acquired resistance to systemic antibiotics that were effective in treating enterococcal 
infections have also become an increasing concern. In this context, the aim of this 
study was to evaluate the ability of biofilm production in isolates of Enterococcus 
spp., obtained from clinical specimens of patients hospitalized in a Hospital Santa 
Casa de Porto Alegre, detect the presence of virulence genes and assess the 
susceptibility of these organisms to different antibiotics. Were collected consecutive 
strains of Enterococcus spp. from September 2012 to August 2013. The genus was 
characterized by phenotypic methods and identification of species and virulence 
factors was obtained by PCR. Methods for characterizing the susceptibility profiles, 
inducing the formation of biofilm and clonality analysis of samples of Vancomycin 
Resistant E. faecium (VREfm) were performed. After this step, the work was divided 
into two segments. The first used all the samples that were collected in the first six 
months of the study. Of the 240 isolates of Enterococcus spp., 221 (92.1 %) were 
identified as E. faecalis and 19 (7.9%) and E. faecium. The species E. faecalis 
showed a high ability for biofilm formation and the presence of virulence factors was 
significant. In contrast, the antimicrobial resistance was higher among isolates of E. 
faecium. The second segment used only samples identified as E. faecium with high 
levels of resistance to vancomycin, which were obtained over the 12 month study. All 
27 isolates carried the gene vanA , and were resistant to ampicillin and ciprofloxacin. 
It has also been observed in 18.5 % of isolates non-susceptibility to daptomycin. In 
clonal analysis we observed a high similarity among 88.9 % of the isolates. The 
results of our study contribute to the understanding of the susceptibility profile and 
molecular characteristics of Enterococcus circulating in the city of Porto Alegre, 
assisting in the implementation of measures to prevent the spread of infections. 
 
Key words: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, biofilm, virulence factors, 
vacomycin resistance, daptomycin resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Enterococcus spp. 

 Enterococos são habitantes naturais da cavidade oral, microbiota intestinal 

normal e trato genital feminino de humanos e animais. Normalmente enterococos 

coexistem com o hospedeiro, porém na era da medicina atual, fatores como 

antibióticos de amplo-espectro e imunosupressão do hospedeiro, podem alterar o 

papel deste micro-organismo, de comensal para patógeno oportunista, rompendo 

esse comensalismo até então equilibrado (Gilmore et al., 2002; Teixeira et al., 2011). 

 Portanto, há mais de 100 anos, desde o surgimento do primeiro caso de 

endocardite aguda causada por esse micro-organismo, enterococos são 

considerados agentes causadores de Infecções Associadas à Assistência à Saúde 

(IAAS). As infecções do trato urinário (ITUs) são mais comumente associadas aos 

enterococos. Frequentemente, também são isolados em infecções intra-abdominais, 

pélvicas e de tecidos moles, porém nesses casos, raramente são a causa de 

infecções monomicrobianas nesses sítios (Richards et al., 2000 Gilmore et al., 2002; 

Orsi & Ciorba, 2013). Enterococos também são a terceira causa de bacteremia 

nosocomial e endocardite, que por sua vez é uma das mais sérias infecções 

causadas por este micro-organismo. Raramente, causam osteomelites, artrites 

sépticas e pneumonia (Malani et al., 2002; Chuang-Smith et al., 2010) como também 

são raros os casos que acometem sistema nervoso central (Iaria et al., 2005; Jones 

et al., 2007; Khan  & Elshafi, 2011; Daubié et al., 2013) e trato respiratório (Umgelter 

et al., 2007; Carabalona et al., 2013).  

 Nos anos 70 e 80, a ocorrência de resistência aos antimicrobianos levou à 

emergência desse gênero, passando a ser vistos com um grande desafio no 
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ambiente hospitalar (Arias & Murray, 2012). Os fatores de risco para infecção por 

enterococos são principalmente idade avançada, hospitalização, presença de 

cateter, terapia com múltiplos antimicrobianos e imunossupressão (Di Rosa et al., 

2006). 

 

1.1.1 Taxonomia 

 Durante muitos anos, enterococos foram classificados como estreptococos do 

grupo D de Lancefield. Em 1984, Schleifer & Klipper-Bälz (1984) propuseram a 

criação do gênero Enterococcus, após estudos de hibridização de DNA-DNA e 

sequenciamento da subunidade 16S rRNA que revelaram uma distância genética 

com Streptococcus. As primeiras espécies caracterizadas no gênero foram 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. 

Até os dias atuais, mais de 50 espécies de Enterococcus já foram descritas 

(Euzéby, 2013), e podem ser encontradas e identificadas em uma diversidade de 

hospedeiros como mamíferos, pássaros, répteis, insetos e disseminados no solo, 

plantas e água como contaminantes fecais, devido a sua capacidade de sobreviver 

em condições adversas (Facklan et al., 2002).  

 

1.1.2 Características 

Enterococcus spp. são organismos pertencentes ao grupo de bactérias ácido-

láticas (LAB), Gram-positivas, anaeróbias facultativas, não possuem enzimas do 

citocromo, são catalase negativas e não formadoras de esporos. Apresentam-se em 

forma de cocos em pares ou cadeias curtas, ou como células únicas. Crescem em 

temperatura variando entre 10ºC e 45ºC e sobrevivem a 60ºC por 30 minutos. 

Toleram variações de pH e crescem em meio contendo 6,5% de cloreto de sódio e 
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40% de sais biliares. Produzem a enzima leucina-aminopeptidase (LAP) e a maioria 

das espécies hidrolisam o substrato pirrolidonil- -naftilamida (PYR) (Murray et al., 

1990; Foulquié-Moreno et al., 2006). 

As principais espécies causadoras de infecção no homem são Enterococcus 

faecalis (85 a 90% dos casos) e Enterococcus faecium (5 a 10% dos casos) 

(Tavares, 2000; Kayaoglu et al, 2004). Entretanto, a proporção de isolamento dessas 

duas espécies pode variar, principalmente quando se trata de surtos hospitalares, 

onde E. faecium se sobressai, uma vez que esse micro-organismo apresenta uma 

notável capacidade de colonizar indivíduos sadios e doentes e persistir no 

hospedeiro, podendo se disseminar com maior facilidade entre diferentes indivíduos 

(Cattoir & Leclercq, 2013). Esta mudança na epidemiologia de enterococos tem sido 

atribuída à disseminação de uma linhagem genética de E. faecium designada como 

CC17, que apresenta elevados níveis de resistência à maioria dos antibióticos 

utilizados na clínica para o tratamento das infecções enterocócicas associada a 

presença de fatores de virulência que conferem à essas cepas incrível adaptação ao 

ambiente nosocomial (Panesso et al., 2010). 

 A espécie E. faecalis é conhecida por ser mais virulenta, e como ocorrem em 

maior número de infecções do que E. faecium, sugere-se que ela seja amplamente 

mais adaptada ao hospedeiro devido a relação comensal que possuem (Gilmore et 

al., 2002). Enterococcus faecium tem emergido como um dos principais patógenos 

multirresistentes no ambiente hospitalar devido à sua plasticidade genômica para 

adquirir e disseminar elementos genéticos móveis associados a resistência 

bacteriana (Palmer et al, 2011; Lebreton et al., 2013). 

Murdoch et al., (2002) realizou um estudo com 1785 isolados de enterococos 

de corrente sanguínea obtidos em um período de 25 anos e demonstrou que, 
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embora o E. faecalis tenha sido sempre mais prevalente que E. faecium, com o 

passar dos anos, o número de E. faecium isolados aumentou. Esse aumento na 

frequência de E. faecium isolados pode estar relacionado com uma maior 

imunossupressão dos pacientes, tornando-os mais propensos à infecções, bem 

como ao avanço nas técnicas de identificação das espécies (Kurup et al., 2008). 

Casos de isolamento de E. gallinarum, E. casseliflavus, E.hirae, E. raffinosus, 

E. avium e E. durans como causa de infecções em humanos são menos frequentes, 

porém tem sido relatados (Mondino et al., 2003; et al., 2004, 2006; Titze-

deAlmeida et al., 2004; Jasovich et al., 2008; Bender et al., 2010; Shirano et al., 

2011; Anghinah et al., 2013). 
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1.2 Fatores de Virulência 

 Apesar do potencial patogênico, enterococos exibem baixos níveis de 

virulência, uma vez que são colonizadores naturais do trato gastrointestinal de 

humanos. Considerando esse baixo potencial de virulência, podem ser utilizados 

como probióticos em humanos e animais. Pensava-se que a ascensão de 

enterococcos no ambiente hospitalar se devia apenas a resistência aos 

antimicrobianos que lhe dava certa vantagem seletiva, porém, hoje se discute o fato 

destes micro-organismos apresentarem diferentes genes codificadores de proteínas 

que podem desempenhar um papel fundamental na patogenicidade do enterococo, 

com foco especial nas moléculas de adesão (Arias & Murray, 2012). A virulência dos 

enterococos é multifatorial, com a participação de diferentes fatores como a 

habilidade para colonização, e, de forma especial, a capacidade de aderir a uma 

série de proteínas de matriz extracelular e as células epiteliais (Fisher & Phillips, 

2009). 

 Há uma grande preocupação sobre o potencial dos enterococos em causar 

infecções graves. O processo de invasão ocorre inicialmente por danos teciduais ao 

hospedeiro que facilitam sua entrada, e a presença de elementos patogênicos do 

micro-organismo que vão auxiliar no seu avanço e proliferação (Sharifi et al., 2012). 

 Vários fatores já foram identificados nesse gênero e acredita-se que os 

mesmos possam desempenhar um papel crucial na persistência desse patógeno 

nos mais diversos sítios anatômicos (Kafil et al., 2013).  Em E. faecalis, fatores como 

gelatinase (GelE), substância de agregação (AS) e a proteína de superfície de 

Enterococos (Esp) são considerados como possíveis fatores de virulência 

associados essencialmente ao processo de adesão e com potencial participação no 

processo de formação do biofilme (Leavis et al., 2004; Furumura et al., 2006, 
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Chuang-Smith et al., 2010). A formação do biofilme, por sua vez é um mecanismo 

clássico de virulência, que será descrito com maiores detalhes abaixo.  

 

1.2.1 Gelatinase (GelE) 

 Gelatinase é uma protease cuja função é proporcionar aos micro-organismos 

nutrientes peptídicos. O gene gelE codifica essa metaloprotease que pode causar 

danos ao hospedeiro, uma vez que é capaz de hidrolisar gelatina, colágeno, caseína 

e hemoglobina (Giridhara Upadhyaya et al., 2009).  

 A presença do gene gelE não indica necessariamente atividade da enzima 

gelatinase. Em muitos casos, os genes estão silenciosos e poderão ser ativados a 

qualquer momento sob algum fator ambiental (Fracalanzza et al., 2007). 

 Essa enzima também tem sido relatada como envolvida no processo de 

formação do biofilme, através de sinalização do tipo quorum-sensing (Hancock e 

Perego, 2004; Lu et al., 2013). 

 

1.2.2 Proteína de Superfície de Enterococos (Esp) 

A proteína de superfície de Enterococcus (Esp) é uma adesina codificada pelo 

gene esp, que se encontra na superfície da parede celular, contribuindo para a 

colonização e persistência do patógeno. Algumas modificações estruturais nessa 

proteína podem impedir o reconhecimento desse micro-organismo pelo sistema 

imune do hospedeiro, favorecendo sua permanência no sítio da infecção (Shankar et 

al., 1999). Alguns estudos relataram que essa proteína também pode ser 

responsável pela formação de biofilme por estes micro-organismos (Toledo-Arana et 

al., 2001; Creti et al., 2006).  
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Além disso, Esp tem mostrado um papel importante na adesão bacteriana às 

células do trato urinário, também contribui para a colonização dessa espécie em 

válvulas cardíacas (Gilmore et al., 2002; Tendolkar et al., 2004; Heikens et al., 2011) 

e parece ser uma característica importante de algumas linhagens de E. faecium 

(variante espfm) extremamente bem adaptadas ao ambiente hospitalar (Baldassarri 

et al., 2001). 

 

1.2.3 Substância de Agregação  

 A substância de agregação é uma glicoproteína de superfície codificada por 

plasmídeos e expressa em resposta a indução por feromônios, que auxilia na 

transferência de material genético durante a conjugação e na adesão do enterococo 

à superfície de diferentes células eucarióticas. Foi observado que em E. faecalis, a 

substância de agregação forma grandes agregados celulares in vivo que podem 

contribuir para a patogênese da infecção, aumentando a hidrofobicidade da 

superfície celular e a vegetação em encocardite experimental (Foulquié-Moreno et 

al., 2006; Fisher & Phillips, 2009; Schlievert et al., 2010). 

1.2.4 Biofilme 

Biofilmes são definidos como associações de células bacterianas aderidas em 

superfícies bióticas ou abióticas, envolvidas em uma densa matriz 

exopolissacarídica produzida pelas próprias bactérias, e que exibe uma alteração 

fenotípica considerando sua razão de crescimento e transcrição genética (Costerton 

et al., 1995; Costerton et al., 1997; Donlan & Costerton, 2002).  

Para que ocorra a formação do biofilme, primeiramente, as células 

planctônicas se aderem reversivelmente a uma superfície, logo após a adesão se 
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torna irreversível, e posteriormente ocorre a etapa de crescimento e divisão celular 

com a ativação de genes responsáveis pela produção de polissacarídeo, e por fim o 

desenvolvimento adicional que forma o biofilme maduro, tenaz e quase 

impenetrável. Os fatores que influenciam a produção do biofilme envolvem um meio 

de crescimento rico em nutrientes como a glicose, disponibilidade de ferro e CO2, 

osmolaridade, pH e temperatura (Pillai et al., 2004).  

Os micro-organismos associados aos biofilmes são considerados um 

importante desafio nas instituições de saúde, pois possuem a capacidade de 

funcionar como barreira à ação dos antimicrobianos (Donlan et al., 2001). Sua 

formação é uma estratégia vital adotada pelas células para sobrevivência sob 

condições adversas (Sepandj et al., 2003) e proteção contra a ação do sistema 

imunológico do hospedeiro. Estima-se que os biofilmes estejam envolvidos em 65% 

das infecções bacterianas no homem (Nascimento e Taveira, 2001). 

Em biofilmes, os enterococos são altamente mais resistentes a antibióticos 

(10 a 1000 vezes) que enterococos de crescimento planctônico, uma vez que 

formam uma barreira mecânica que impede a passagem do antimicrobiano. Dessa 

maneira, o impacto da formação do biofilme nas infecções enterocócicas é cada vez 

maior e os mecanismos e fatores envolvidos tem se tornado cada vez mais alvo de 

estudos (Mohamed & Huang, 2007; Garsin & Willems, 2010). 
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1.3 Resistência aos antimicrobianos 

 Um fator que foi importante para o reconhecimento dos enterococos como 

importante patógeno nosocomial é a sua resistência intrínseca e adquirida a 

diferentes antimicrobianos, o que contribui para sua adaptação em ambientes 

adversos e favorece a colonização do trato gastrointestinal, além de posterior 

transmissão entre pacientes (Gilmore et al., 2013). 

 Essa resistência pode surgir por mutações na sequência de bases do DNA, 

ou ser adquirida pela transferência de genes de outros micro-organismos. Em geral, 

a resistência envolve transformação e conjução, principalmente pela aquisição de 

genes determinantes de resistência, em plasmídios e transposons, por intermédio de 

outros micro-organismos portadores do fenótipo (Tavares, 2000). 

 Enterococos apresentam resistência intrínseca, mediada por genes 

cromossomais, a cefalosporinas, sulfonamidas, clindamicina e baixos n -

lactâmicos e aminoglicosídeos. A resistência adquirida ocorre a virtualmente todas 

as classes de antimicrobianos: macrolídeos, cloranfenicol, tetraciclina, 

fluoroquinolonas e glicopeptídeos, além de níveis elevados de resistência a 

aminoglicosídeos e -lactâmicos (Shepard & Gilmore, 2002). 

O tratamento das infecções enterocócias é, algumas vezes, desafiador. A 

combinação da gentamicina em doses elevadas com penicilina ou ampicilina, 

durante pelo menos quatro semanas, são os fármacos de escolha para infecções 

enterocócicas sistêmicas, como endocardite e bacteremia. Quando existe resistência 

a níveis elevados de aminoglicosídeos ou ampicilina, as drogas de escolha são os 

glicopeptídeos (vancomicina ou teicoplanina), embora as taxas de erradicação sejam 

menores. No caso de enterococos resistentes à vancomicina, o tratamento 

dependerá do antibiograma: podem ser utilizadas linezolida ou daptomicina e, no 
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caso de E. faecium,  também pode ser administrado quinupristina/dalfopristina 

(Landman & Quale, 1997; Shepard & Gilmore, 2002; Arias & Murray, 2012). 

Hoje, a maioria dos E. faecium recuperados de infecções são resistentes à 

ampicilina, vancomicina e apresentam altos níveis de resistência aos 

aminoglicosídeos, o que afeta diretamente a efetividade do sinergismo entre os 

antibióticos (Arias & Murray, 2012). 

 A resistência aos -lactâmicos é associada com a superprodução de uma 

proteína de ligação à penicilina (PBP) de baixa afinidade ou a produção de enzimas 

-lactamases. A resistência à ampicilina é rara em E. faecalis, porém em E. faecium 

ocorre em 90% dos isolados, e está associada a produção de PBP5, umas das 5 

PBPs existentes em enterococos, que confere resistência a todos os -lactâmicos 

(Fontana et al., 1996; Arias & Murray, 2012). 

 Como a resistência aos aminoglicosídeos é instrínseca em enterococos, esse 

antimicrobiano só apresenta um efeito bactericida sinérgico quando utilizado em 

-lactâmicos ou glicopeptídeos. Alterações do sítio-alvo no 

ribossomo e ineficiência no transporte do antimicrobiano através da membrana 

citoplasmática são mecanismos que promovem a resistência a baixos níveis em 

enterococos. A resistência adquirida a altas doses ocorre devido à produção de 

enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (fosfotransferases, 

nucleotidiltrasnferases e acetiltransferases) que levam a perda do sinergismo e 

diminuem o efeito bactericida no tratamento de infecções por enterococos (Shepard 

& Gilmore, 2002).   

 Ciprofloxacina, antibiótico do grupo das fluoroquinolonas, é utilizado para o 

tratamento de ITUs.  A resistência a ciprofloxacina ocorre devido a mutações nos 
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genes gyrA (que codifica a subunidade A da DNA-girase) e no gene parC (que 

codifica a subunidade da topoisomerase IV) (Kanematsu et al., 1998).  

 A resistência a Linezolida, antibiótico pertencente ao grupo das 

oxazolidinonas, é associada com a presença de mutações no gene do RNA 

ribossomal 23S (Prystowsky et al., 2001; Patel et al., 2013). 

 A quinupristina/dalfopristina é a combinação de duas estreptograminas (B e 

A) com ativade contra E. faecium, porém não apresentam atividade contra E. 

faecalis que é intrinsicamente resistente devido a expressão do gene isa. A 

resistência a quinupristina é mediada por determinantes de resistência (por exemplo, 

ermB) que codifica uma metilase ribossômica impedindo a ligação do fármaco a seu 

alvo, ou por vgb que codificam lactonases que inativam as estreptograminas do tipo 

B. Já a resistência a dalfopristina, é mediada por genes codificadores de 

acetiltransferases (satA e satG) que inativam as estreptograminas do tipo A. A 

resistência a combinação dos dois antimicrobianos está sempre associada a um 

gene de resistência para estreptograminas do tipo A (Bozdogan & Leclercq, 1999; 

Soltani et al., 2000). 

 

1.3.1 Enterococcus Resistentes à Vancomicina (VRE) 

 Vancomicina  é um antimicrobiano pertencente à classe dos glicopeptídeos. 

Seu mecanismo de ação visa inibir a síntese da parede celular bacteriana. Os 

fatores de risco para o desenvolvimento de uma infecção por VRE são: proximidade 

física com pacientes infectados ou colonizados; longo período de hospitalização; 

tratamento com múltiplos antimicrobianos; internação em instituições de longa 

permanência, unidades cirúrgicas ou UTIs; transplantes de órgãos sólidos e medula; 
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co-morbidades como diabetes, falência renal ou hemodiálise, e presença de cateter 

urinário (Sydnor & Perl, 2011; Arias & Murray, 2012; Shorman & Al-Tawfiq, 2013). 

 A resistência ocorre devido a uma alteração no alvo de ligação D-alanil-D-

alanina por para D-alanil-D-lactato (que produz níveis elevados de resistência) ou D-

alanil-D-serina (que produz níveis baixos de resistência), diminuindo a afinidade pela 

molécula de vancomicina e prejudicando a ação antimicrobiana desta droga. Foram 

descritos até o momento nove genes em enterococos que codificam diferentes 

fenótipos de resistência a glicopeptídeos (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, 

vanL, vanM e vanN), sendo o genótipo vanA (caracterizado por altos níveis de 

resistência a vancomicina e teicoplanina) e vanB (caracterizado por níveis variados 

de resistência a vancomicina e susceptibilidade a teicoplanina) os mais importantes 

na clínica, visto que são os mais prevalentes e altamente transferíveis para outros 

patógenos (Dutka-Malen et al., 1995; Perichon et al., 1997; Fines et al., 1999; 

McKessar et al., 2000; Boyd et al., 2008; Xu et al., 2010; Lebreton et al., 2011). 

 

1.3.2 Epidemiologia do VRE 

 O primeiro caso de enterococo resistente à vancomicina (VRE) foi descrito em 

1986 na Europa (Uttley et al., 1988). A seguir, foram descritos casos nos EUA, e 

rapidamente se disseminou entre hospitais, pessoas e animais, países e continentes 

(Hayden, 2000; Bonten et al., 2001; Cattoir & Leclercq, 2013). 

 No Brasil, o primeiro relato de VREfm foi em 1996, em um hospital de Curitiba, 

onde o isolado, além de apresentar resistência à vancomicina, também demonstrou 

resistência a teicoplanina, ampicilina e altos níveis de resistência para gentamicina e 

estreptomicina (Dalla Costa et al., 1998). Já em 1997, em São Paulo, foi reportado o 
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primeiro caso de E. faecium com fenótipo vanA isolado de um paciente com 

meningite (Zanella et al., 1999).  

 A partir dos primeiros relatos de VRE, vários casos isolados e surtos foram 

observados em diferentes estados do Brasil (Zanella et al., 2003; Vilela et al., 2006; 

et al., 2008; Gales et al., 2009; Pereira et al., 2010; Palazzo et al., 2011). 

Na cidade de Porto Alegre, o primeiro relato de VRE foi em 2000, em um paciente 

et al., 2000). Mais recentemente, 

entre agosto de 2010 e setembro de 2011, foi observado um novo surto em Porto 

Alegre, onde 29 isolados de VREfm de diferentes pacientes foram analisados quanto 

ao seu perfil genômico e todos foram classificados com pertencentes ao mesmo 

clone (Resende et al., 2014). 

 Orsi & Ciorba (2013) realizaram uma pesquisa com dados epidemiológicos, e 

observaram que a epidemiologia de VRE nos EUA e na Europa são aparentemente 

diferentes. A percentagem de VRE em infecções enterocócicas é menor que 2% na 

Finlândia e Holanda; 4,2% na Itália; maior que 20% na Irlanda, Grécia e Portugal; e 

nos EUA chega a 33%.  

 Até a metade dos anos 80 não havia nenhum caso de VREfm nos EUA, até o 

início dos anos 90 o número de isolados não chegava a 1%. Porém, essa realidade 

foi sendo mudada e a frequência de VREfm aumentou significativamente, chegando a 

80% em 2007 e contrastando com o isolamento E. faecalis resistentes a 

vancomicina que não passou dos 5% (Arias & Murray, 2008; Hidron et al., 2008; 

Arias & Murray, 2012). 

 O programa SENTRY realizou um estudo com 12.324 cocos Gram-positivos 

coletados consecutivamente em hospitais da América Latina, entre janeiro de 2003 a 

dezembro de 2008.  Foi observado que o número de VRE passou de 5% em 2003 
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para 15,5% em 2008, e que no Brasil o aumento foi mais agravante (de 6,9% a 

31,1%) (Sader et al., 2009). 

 Em 2011, Jones et al., (2013) realizaram um estudo com 4979 diferentes 

micro-organismos oriundos de 11 países da América Latina (Argentina, Brasil, Chile, 

Colombia, Costa Rica, Equador, Guatemala, México, Panamá, Peru e Venezuela) 

com o objetivo de monitorar padrões de susceptibilidade antimicrobiana. A taxa de 

VRE isolados entre todos os países foi de 14%, sendo que o Brasil apresentou o 

maior índice de VRE (27%). 

 A colonização intestinal por VRE parece ser um fator importante para a 

ocorrência de infecção por esse micro-organismo, embora não seja uma condição 

sine qua non. Lee et al. (2013) usaram um modelo matemático para avaliar a 

disseminação regional e o controle de VRE entre todos os hospitais e comunidades 

do Condado de Orange (California), e observaram que um aumento de 10% na 

prevalência da colonização por VRE em qualquer hospital, provoca um aumento 

médio relativo de 2,8% na prevalência de VRE em todos os outros hospitais, e que 

hospitais maiores tem um maior efeito sobre outros hospitais. Segundo os autores, 

isso se deve ao fato de que os pacientes fazem conexões entre hospitais e outros 

serviços de saúde e não há um monitoramento dessa migração. E sugerem que um 

programa de vigilância dos pacientes colonizados e dos hospitais compartilhados 

pode ajudar no controle da disseminação. 

 

1.3.3 Enterococcus Não-Susceptíveis à Daptomicina 

 Daptomicina é um antimicrobiano natural pertencente à classe dos 

lipopeptídeos cíclicos, derivado da fermentação de Streptomyces roseosporus, ativo 

apenas contra bactérias Gram-positivas. Seu mecanismo de ação envolve ligação 
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(na presença de íons de cálcio) a membranas bacterianas tanto de células em fase 

de crescimento como de células em fase estacionária causando despolarização e 

induzindo a inibição rápida da síntese de proteínas, do DNA e do RNA, resultando 

na morte da célula bacteriana com lise celular significante. 

Esse antimicrobiano tem se tornado um importante agente contra VRE devido 

a sua potente atividade bactericida in vitro (Tran et al, 2013), entretanto ainda não foi 

aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para esta indicação (Arias & 

Murray, 2012). Casos de enterococos não-susceptíveis a daptomicina têm sido 

reportados em diferentes partes do mundo, porém ainda pouco se sabe sobre os 

mecanismos de resistência de enterococos a este antimicrobiano (Mohr et al., 2009; 

Kelesidis et al., 2011). 

Tran e colaboradores (2013) demonstraram que a não susceptibilidade a 

daptomicina em isolados de E. faecalis resistentes à vancomicina está associada a 

um mecanismo em que a bactéria consegue desviar o antibiótico para longe da 

região (septo) em que ocorre a divisão celular, permitindo assim a multiplicação 

bacteriana.  

Alguns autores sugerem que a exposição prévia a daptomicina e/ou a 

cefalosporinas e metronidazóis, são fatores de risco para o desenvolvimento da 

resistência (Judge et al., 2012; Storm et al., 2012). Outros estudos propõem que, 

como a daptomicina é utilizada na medicina veterinária em alguns países, animais 

teriam o desenvolvimento de enterococos não-susceptíveis e estes seriam 

transferidos ao homem pelo consumo de gêneros alimentíceos contaminados 

(Zhang et al., 2010; Kelesidis et al., 2012).  

O maior concenso observado na literatura relaciona a não susceptibilidade 

com a metodologia utilizada. De acordo com as normas do Clinical Laboratory 
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Standards Institute (CLSI 2013), é preconizado como padrão-ouro para testar a 

daptomicina em Enterococcus spp. o método de microdiluição em caldo com 

acréscimo de 50µg/ml de cálcio no meio. Muitos estudos demonstram que se o meio 

apresentar menos cálcio que o necessário, a concentração minima inibitória pode se 

elevar. Devido a dificuldade de manter a concentração ideal de cálcio, esse teste 

apresenta uma melhor acurácia se comparado com outras metodologias comerciais 

(E-test, Neo-Sensitabs, Microscan), sugerindo a utilização de outros métodos 

apenas para confirmação dos resultados (Kelesidis et al., 2011; Palavecino et al., 

2013). 
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1.4 Justificativa 

 

O estudo dos biofilmes tem uma grande importância na área clínica, pois está 

diretamente associado à patogênese de muitas doenças. Enterococcus faecalis e 

Enterococcus faecium estão entre as principais causadoras de infecções associadas 

à assistência à saúde no homem, por isso torna-se relevante o estudo que avalie o 

mecanismo de formação e funcionamento do biofilme dessas espécies, como forma 

de compreensão, prevenção e gestão das infecções. 

A hipótese é que enterococos obtidos de amostras hospitalares apresentem 

grande capacidade de formação de biofilmes bem como índices elevados de 

resistência aos antimicrobianos, o que reflete ainda mais a importância de investigar 

os mecanismos de virulência desses micro-organismos e relacioná-los com a 

formação de biofilme e susceptibilidade aos antimicrobianos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

Avaliar as características fenotípicas e genotípicas de isolados de 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium obtidos a partir de amostras clínicas, 

de pacientes internados no CHSCMPA (Complexo Hospitalar Santa Casa de 

Misericórdia de Porto Alegre). 

 

3.2 Objetivos específicos 

1) Caracterizar a distribuição das espécies de enterococos isoladas a partir de 

diferentes amostras clínicas obtidas de pacientes internados no CHSCMPA 

no período estudado (setembro de 2012 a agosto de 2013). 

2) Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos 

comumente utilizados no tratamento, através dos métodos de detecção da 

concentração inibitória mínima (CIM) e verificar a relação clonal entre os 

isolados de Enterococcus que apresentarem resistência a vancomicina. 

3) Verificar a produção de biofilme entre os diferentes sítios de onde os isolados 

foram obtidos. 

4) Avaliar os fatores de virulência através da presença de genes esp e espefm, 

gelE e agg e associar com a formação do biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39

4. DESENVOLVIMENTO 

 

A seção de desenvolvimento será apresentada a seguir na forma de dois 

manuscritos. O primeiro manuscrito foi submetido à publicação na revista Virulence e 

é intitulado Correlation of biofilm formation and presence of gelE, esp and agg 

in clinical isolates of Enterococcus spp. O segundo manuscrito será submetido à 

publicação no periódico Memórias do Instituto Osvaldo Cruz e é intitulado Clonal 

Spread of Vancomycin resistant Enterococcus faecium Daptomycin-

nonsusceptible isolated in Southern Brazil. 
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4.1 Manuscrito I 
 
 
Correlation of biofilm formation and presence of gelE, esp and agg in clinical 

isolates of Enterococcus spp. 
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Abstract 

Enterococci have been reported as a major cause of nosocomial infections. Biofilm formation 

and diverse virulence factors have been described as contributing to the enterococci fitness 

and its persistence as pathogen. Based on that, this study aimed to evaluate the ability of 

Enterococcus spp to form biofilm, and to observe its correlation with antimicrobial resistance 

and virulence. Two hundred and forty Enterococcus strains were obtained: 92.1% 

Enterococcus faecalis and 7.9% Enterococcus faecium. Multidrug resistance was observed in 

10% of isolates (66.6% E. faecium and 33.3% E. faecalis). Ability to form biofilm was 

observed in 81.25% of isolates, but E. faecium were mostly non-adherent than E. faecalis. 

The virulence genes gelE, esp and agg were found in 73.3%, 70% and 58.3% of the isolates, 

respectively, and there was a significant correlation among each virulence gene and biofilm 

formation (p<0.05). In this study, E. faecalis harbored more virulence factors and E. faecium 

showed higher antibiotic resistance, confirming that each species demonstrate distinct 

potential for initiating an infection.  

 

Keyword: biofilm, esp, agg, gelE, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium 
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Introduction 

 Enterococci have been reported as one of the leading cause of nosocomial infections. 

Enterococcus faecalis is, by far, the species most frequently isolated, commonly recovered 

from surgical wound, intra-abdominal, bloodstream and mainly, urinary tract infections 

(UTIs).1,2 

 Some virulence factors have been described as contributing to the enterococci fitness 

and its persistence as pathogen in the infection site. These factors are involved mainly with 

ability to form biofilm, as gelatinase (encoded by gelE), enterococcal surface protein 

(encoded by esp) and aggregation substance (encoded by agg).3,4 

Besides their involvement with biofilm formation, GelE is also capable of hydrolyzing 

collagen, casein and hemoglobin5,6,7 and Agg mediates formation of aggregates during 

conjugation8, promoting the transference of mobile genetic elements and contributing to 

pathogenesis.9,10,11 

 Biofilm is a structured and complex community of microorganisms adhered to a biotic 

or abiotic surface.12 The ability of forming biofilm is a vital strategy of all kinds of 

microrganisms, which allow them surviving under adverse situations. Enterococci have an 

extraordinary ability to form biofilms and this characteristic has been strongly related with 

specific health conditions, like urinary tract infections.11,13 

 In this context, the aim of this study was to evaluate the ability of Enterococcus spp. to 

form biofilm and observe its possible association with the presence of virulence factors and 

antimicrobial resistance. 
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Results 

 
 During the study period, 240 Enterococcus spp. were recovered:  92.1% (n=221) 

Enterococcus faecalis and 7.9% (n=19) Enterococcus faecium. The different sites of isolation 

are described in Table 1. Enterococcus faecalis were particularly recovered from noninvasive 

sites (89.1%; n=197), while E. faecium were most commonly associated with invasive sites 

(63.1%; n=12). One hundred and sixty-five isolates (68.75%) were from women and the 

average age of all patients was 52 years-old (from 0 to 98 years old). One hundred and one 

patients (42.08%) presented more than 61 years. 

 Table 2 presents susceptibility patterns based on MIC and disk diffusion methods. 

Among E. faecalis, higher rates of resistance were observed to fluoroquinolones and 

aminoglycosides (high level). E. faecium presented higher resistance rates to all antimicrobial 

classes, with 63.2% of vancomycin resistance.  The rate of multiresistance was 10% (n=24), 

of which, 66.6% (n=16) were E. faecium and 33.3% (n=8) E. faecalis.  

 The distribution of virulence factors among isolates is shown in Table 3. Overall, 

73.3% harbored gelE, 70% harbored esp, and 58.3% harbored agg. Only 42.6% of the isolates 

positive to gelE produced gelatinase. Although no statistically significant (p=0.09), esp was 

more frequent among isolates of noninvasive sites for both species. Isolates from non invasive 

sites were biofilm formers more frequently than the ones recovered from invasive sites 

(p<0.0001). On the other hand, the other virulence genes and production of gelatinase were 

randomly distributed in invasive and noninvasive sites (no statistical significance). Among E. 

faecium, gelE and gelatinase, even in a very low number, were only found in isolates 

recovered from invasive sites and agg was not found in any strain.                                       

 The ability to form biofilm was observed in 81.25% (n=195) of all isolates: 75.4% 

(n=147) were classified as moderately or strongly adherent and 24.6% (n=48) as weakly 
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adherent. Only 2 (10.5%) E. faecium showed ability to form biofilm, and they were weakly 

adherent. 

 Association between each virulence gene and biofilm formation is demonstrated in 

Table 3. All associations (gelE+/biofilm+, esp+/biofilm+ and agg+/biofilm+) were 

statistically significant (p=0.009, p<0.001 and p=0.001, respectively). Six isolates (2.5%) 

presented all virulence genes and did not form biofilm and 4 isolates (1.67%) were biofilm 

producers and no virulence genes were detected. 

 Among isolates able of forming biofilm, the highest resistance rates were 22.05% and 

17.44% to high level resistance to gentamicin and ciprofloxacin, respectively. For other 

antimicrobials (linezolid, ampicillin, vancomycin and nitrofurantoin), few biofilm formers 

were resistant (6.66%; 2.56%; 1.03% and 0.51%, respectively). There were no statistically 

significant differences between adherent/non-adherent isolates and antimicrobial resistance 

(p=0.29). 

 

Discussion 

 This study evaluated the ability of forming biofilm, the presence of some virulence 

genes and the antimicrobial resistance profile in Enterococcus spp. In accordance with 

previous studies in Porto Alegre, Brazil and around the world, characteristics of the target 

microorganism were corroborated: more recovery from urinary site, overwhelming prevalence 

of E. faecalis (and also regarding biofilm formation) and the peculiarly higher antimicrobial 

resistance of E. faecium comparing to E. faecalis.22-32 

 Most of virulence genes searched in our study are related with biofilm formation, 

specifically in the adhesion step. One could suppose that for invasive isolates, other virulence 

traits may be more relevant than adherence. For example, the capacity of degrade collagen 



45

and other proteins may be extremely relevant in the invasion and dissemination process. It 

may justify the association we found among invasive isolates and gelE gene and its product.  

We observed that E. faecalis produced biofilm more often than E. faecium, as 

previously reported.13,33 Although not statistically significant (p=0.29), biofilm producers 

showed lower resistance rates compared with non-adherent isolates, probably due to bacterial 

fitness. It is important to point out that cells were exclusively tested in their planktonic form. 

The MICs of cells in biofilm were not determined.  

In our study, esp was the only virulence gene present in E. faecium. Esp is also an 

important feature in a special lineage of E. faecium designated clonal-complex 17 (CC17) that 

is strongly associated with hospital outbreaks around the world.32,36 Many authors suggest this 

is an important molecule for biofilm formation.7  For example, Di Rosa33 suggests that there is 

a synergism between esp and biofilm formation, as an advantage to the establishment of 

successful infection. However, it seems not to be essential for the occurrence of biofilm36, 

which have been demonstrating to be a multifactorial process.  

Our study presents limitations, as the small number of E. faecium isolates. Even 

though, this study reinforces the well-known characteristics of E. faecalis and E. faecium as 

being species with high virulence and resistance, respectively. It also corroborate to the idea 

of biofilm as a multifactorial process, with the participation of different genes and their 

products. Studies like this are essential to determinate the role of each molecules in the 

virulence process and to understand local epidemiological characteristics of enterecocci.  

 

Material and methods 

 

Bacterial strains 
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Enterococci were consecutively recovered from infections or surveillance sites from patients 

attended at Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (Porto Alegre, Brazil) as part of 

an epidemiological surveillance study (September 2012 to March 2013). Genus identification 

was performed through the observation of phenotypic characteristics according to Teixeira et 

al. (2011).14 Species identification was determined by duplex PCR assay as previously 

described15, containing: 5 pmol of the E. faecalis-specific primers and 1.25 pmol of the E. 

faecium-specific primers, 10mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of 

each deoxynucleotide triphosphate (dATP, dCTP, dGTP and dTTP) and 0.625 U of Taq DNA 

polymerase. Amplifications were carried out in a thermocycler Life Pro (Bioer) using 54°C as 

the annealing temperature.bThe presence of virulence genes (esp, gelE, and agg) were 

investigated by PCR, as previously described.16,17 As a positive control strain was 

used Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Enterococcus faecium SS1274. Production of 

gelatinase was phenotypically determined according to Marra et al.18, using BHI (Brain Heart 

Infusion) with 4% gelatin.  

 

Susceptibility testing 

Susceptibility tests were performed according to CLSI (2013)19. Ampicillin (10 µg), 

ciprofloxacin (5 µg), gentamicin (120 µg), linezolid (30 µg) and quinupristin-dalfopristin (15 

µg) were tested by disk diffusion (nitrofurantoin 300 µg was tested for urinary site). Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) by broth microdilution method (BMD) was determined for 

vancomycin.19 Multidrug-resistant (MDR) isolates were defined as the ones presenting 

resistance to three or more different antimicrobial classes.20
 

 

Biofilm formation  

Biofilm formation was performed on polystyrene microtiter plates and optical density 

results were interpreted as described previously.21 First
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(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) supplemented with glucose 1.5% was added to 

each well of a sterile 96-well polystyrene microtiter plate, followed bacterial 

suspension. The plates were incubated for 24 h at 35 ± 2 °C under static conditions. After 

incubation and broth removal, wells were washed 3 times with sterile saline and bacteria 

 methanol for 20 min. Adherent bacteria were stained with crystal 

violet 0.5% for 15 min and bi  with ethanol for 30 min. Absorbance was 

measured at 492 nm using the microtiter plate reader Expert Plus (ASYS Hitech, Eugendorf, 

Austria). As a positive control strain was used Staphylococcus epidermidis ATCC 35984. 

 

Statistical analysis 

All analysis were performed using SPSS version 19.0 (USA). Chi-squared test (or 

significant. 
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Table 1. Different sites from isolation of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium 

 

Sites E.faecalis n (%) E.faecium n (%) Total n (%) 
Urine 197 (82.08) 6 (2.5) 203 (84.58) 
Blood 10 (4.17) 7 (2.91) 17 (7.08) 
Abdominal Secretion 7 (2.91) 1 (0.42) 8 (3.33) 
Catheter 1 (0.42) 1 (0.42) 2 (0.84) 
Pelvic collection 2 (0.83) 0 (0) 2 (0.84) 
Others * 4 (1.67) 4 (1.67) 8 (3.33) 
Total 221 (92.1) 19 (7.9) 240 (100) 

* sites with one isolate each (bile, bone, secretion perifratura, perihepática puncture, cervical fluid, 
pleural fluid, rectal fluid, sputum) 
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Table 2. Susceptibility profile of enterococcal isolates, according to the species 

 

Antibiotics E. faecalis  n (%) E. faecium n (%) Total n (%) 

  S I R S I R S I R 

Ampicillin 218 (98.6) - 3 (1.4) 2 (10.5) - 17 (89.5) 220 (91.7) - 20 (8.3) 

Gentamicin 176 (79.6) - 45 (20.4) 15 (78.9) - 4 (21.1) 191 (79.6) - 49 (20.4) 

Ciprofloxacin 118 (53.4) 67 (30.3) 36 (16.3) - 1 (5.3) 18 (94.7) 118 (49.2) 68 (28.3) 54 (22.5) 

Nitrofurantoin 196 (99.5) 1 (0.5) - 1 (16.7) 1 (16.7) 4 (66.7) 197 (96.6) 2 (0.9) 5 (2.5) 

Vancomycin 213 (96.4) 8 (3.6) - 7 (36.8) - 12 (63.2) 220 (91.7) 8 (3.3) 12 (5) 

Linezolid 204 (92.3) 4 (1.8) 13 (5.9) 19 (100) - - 223 (92.9) 4 (1.7) 13 (5.4) 

Quinupristin/ 

Dalfopristin NT NT NT 15 (79) 2 (10.5) 2 (10.5) 15 (79) 2 (10.5) 2 (10.5) 

 
S= Sensitive, I= Intermediate, R= Resistant, NT= not tested 
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Table 3. Presence of virulence factors in isolates of E. faecalis and E. faecium recovered from 
different anatomical sites 
 

Species Site n (%) gelE gelatinase esp agg Biofilm* 

E. faecalis Invasive 24 (10) 20 (83.3) 8 (33.3) 14 (58.3) 16 (66.6) 20 (83.3) 

Noninvasive 197 (82.1) 154 (78.2) 66 (33.5) 141 (71.6) 124 (62.9) 173 (87.8) 

E. faecium 

 
Invasive 12 (5) 2 (16.7) 1 (8.3) 7 (5.8) - 1 (8.3) 

Noninvasive 7 (2.9) - - 6 (85.7) - 1 (14.3) 

Total  240 (100) 176 (73.3) 75 (31.25) 168 (70) 
140 

(58.33) 
195 

(81.25) 
 

* Association between biofilm formation and invasive / noninvasive sites (p<0.0001) 
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Table 4. Association between the presence of virulence factors and biofilm formation by Chi-

squared test 

Virulence Factors 
Biofilm n (%) 

p value 
Positive Negative 

gelE + 150 (62.5) 26 (10.8) 
0.009 

gel E - 45 (18.8) 19 (7.9) 

esp + 147 (61.25) 21 (8.75) 
<0.001 

esp - 48 (20) 24 (10) 

agg + 124 (51.7) 16 (6.6) 
0.001 

agg - 71 (29.6) 29 (12.1) 
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Abstract 

VREfm has become increasingly common and their clonal spread has been described 

in different regions of the world. This work determined the susceptibility profile to 

antimicrobial agents and the clonal relationships by PFGE of isolates recovered from 

infections or surveillance sites from inpatients attended at general Hospital in Porto 

Alegre, Brazil. Four hundred forty-one enterococci were consecutively recovered and 

among these, 27 were characterized as VREfm. All twenty seven isolates exhibited 

resistance to vancomycin and teicoplanin (vanA), ampicillin, ciprofloxacin, and 

susceptibility to linezolid and quinupristin-dalfopristin. HLR-Ge was detected in 14.8% 

of the isolates. Five isolates were daptomycin-nonsusceptible (DNSE) by MIC. The 

PFGE profile analysis enabled us to characterize a main clone referred to as clonal 

complex A, which grouped 24 isolates including the 5 isolates daptomycin-

nonsusceptible. By comparing the clonal relationship of these isolates with an isolate 

VREfm of 2011, we observe a very close clonal relationship, suggesting that this 

strain may be spreading in the city's hospitals. We firstly reported cases of DNSE in 

Brazil, demonstrating the importance of systematic epidemiological studies to 

accompany and prevent dissemination of some specific and worrisome 

phenotypes/genotypes between health institutions of the city.   

 

Keyword: vancomycin-resistant Enterococcus faecium, daptomycin-nonsusceptible, 

PFGE, clonal spread. 
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Introduction 

It is well-established the remarkable ability of Enterococcus faecium to rapidly 

acquire mobile genetic elements associated to antimicrobial resistance. (Willems et 

al. 2009, Palmer et al. 2011; Lebreton et al. 2013). Vancomycin-resistant 

Enterococcus faecium (VREfm) has become increasingly common and their clonal 

spread has been described in different regions of the world (Willems et al. 2005; 

Catto

da Silva et al. 2012) 

 Among genes encoding glycopeptides resistance, the most important is vanA 

since it is the most prevalent around the world and it is highly transferable to other 

pathogens (Dutka-Malen et al. 1995).  VanA-related VRE frequently present 

multirresistance patterns which considerably reduces therapeutical choices, leading 

to difficulties in the treatment of infections. In many of these cases, the available 

effective drugs may be restricted to linezolid, quinupristin-dalfopristin and 

daptomycin.  

The lipopeptide daptomycin had become an alternative therapy for 

vancomycin-resistant enterococcal infections (Tran et al. 2013). However, It have 

been reported cases of daptomycin-nonsusceptible enterococci (DNSE), and little is 

known about the mechanisms of resistance of enterococci to this antimicrobial (Mohr 

et al. 2009; Kelesidis et al. 2011; Kelesidis et al. 2012). 

The objective of this work was to determine the susceptibility profile of VREfm 

recovered from inpatients in Porto Alegre, Southern Brazil and the genetic 

relatedness of these isolates was also determined.   
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Material and methods 

Bacterial strains 

From September 2012 to August 2013, consecutive Enterococci were 

recovered from infections or surveillance sites of inpatients attended at Complexo 

Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (Porto Alegre, Brazil) as part of an 

epidemiological surveillance study. Among these isolates, the ones presenting 

resistance to vancomycin were selected for the present study. Besides, for 

comparison of clonal diversity, it was included an isolate (VREfm/11) belonging to an 

outbreak previously characterized in Porto Alegre (2011) in another health institution 

(Resende et al. 2014). 

 Genus identification was performed through the observation of phenotypic 

characteristics according to Teixeira and co-workers (2011). The species 

identification and the presence of genes vanA and vanB were determined by PCR as 

previously described (Kariyama et al. 2000). The four primers sets,shown in Table 1, 

were added to two different duplex PCR assay: the first containing 5 pmol of vanA 

primers and 2.5 pmol of vanB; the second reaction containing 5 pmol of the E. 

faecalis-specific primers and 1.25 pmol of the E. faecium-specific primers. The PCR 

assay was performed in a total volume of 25 µl containing 10mM Tris-HCl (pH 8.3), 

50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each deoxynucleotide triphosphate (dATP, 

dCTP, dGTP and dTTP) and 0.625 U of Taq DNA polymerase. Amplifications were 

carried out in a thermocycler Life Pro (Bioer) using 54°C as the annealing 

temperature. As a positive control strain was used Enterococcus faecalis ATCC 

29212 and Enterococcus faecium SS1274. 
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Susceptibility testing 

Susceptibility tests were performed according to CLSI (2013). Disk diffusion 

was done for the following antimicrobials: ampicillin (10 µg), ciprofloxacin (5 µg), 

gentamicin (120 µg), linezolid (30 µg), nitrofurantoin (300 µg), quinupristin-dalfopristin 

(15 µg) and teicoplanin (30 µg). Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) was 

determined by broth microdilution method (BMD) for daptomycin, linezolid and 

vancomycin. Mueller-hinton cation-adjusted was used for BMD, as recommended by 

CLSI (2013) guidelines, and the concentration of calcium into the broth was dosed 

using ion-selective electrodes (Cobas® B 121 system - Roche OMNI ® C). 

Prediffusion, where antimicrobial has a period of 24 hours of pre-diffusion onto agar 

before inoculum are plated, was performed according to 

For this purpose,   tablets containing 30 µg of daptomycin and 100 µg of calcium 

(Neo-Sensitabs - Rosco Diagnostica, Taastrup, Denmark) were placed into the 

Mueller-Hinton agar, maintained for 2 hours at room temperature and removed. After, 

plate was maintained for 22 more hours at room temperature, and then, a 0.5 

McFarland inoculum was plated into the agar and incubated at 37°C overnight. 

Isolates with diameter zones lower than 12 mm were considered resistant. Multidrug 

resistance (MDR) strains were defined as the ones presenting resistance to three or 

more different antimicrobial classes (Magiorakos et al. 2012). 

 

Chromosomal analysis of genomic DNA by PFGE 

The pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed as previously 

described (Teixeira et al. 1997; Mondino et al. 2003) and interpreted according to 

criteria of Tenover and co-workers (1995). The agarose blocks were prepared and 

treated whit 1 mg/mL of lysozyme (Sigma Co., 48.000U/mg), 5U/mL of mutanolysin 
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(Sigma Co., 2.000U/mL) and 0.1mg/mL of proteinase K (Sigma Co., 10-20U/mg). 

Digestion of chromosomal DNA was reached whit 20 U of SmaI (New England 

BioLabs).  

 Analyses were performed using the automated system Quantity One 1-D 

Analysis Software (Bio-Rad). Similarity matrices and dendrograms, constructed on 

SPSS version 19.0 (USA), were obtained by the unweighted pair group method using 

arithmetic averages (UPGMA). Dice coefficient was used to determine similarity. 

Isolates presenting 80% or higher similarity were considered as a clone. 

 

Results 

 During the study period, 441 Enterococci were consecutively recovered. 

Among these isolates, 6.1% (n=27) were characterized as VREfm. The most common 

VREfm related site (table 2) was blood (12 isolates; 44.4%), followed by urine (9 

isolates; 33.3%), abdominal secretions (2 isolates; 7.4%) and catheter (1 isolate; 

3.7%). One isolate (3.7%) was recovered from pleural fluid and 2 isolates (7.4%) 

were associated with surveillance culture (rectal swabs). Sixteen isolates (59.3%) 

were from women and the average age of all patients was 55 years-old. Thirteen 

isolates (48.1%) were from patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU) and 

69% (n=9) of those presented bloodstream infections. 

Antimicrobial susceptibility profile of isolates is summarized in table 2. In our 

study, all VREfm were resistant to at least three different antimicrobial classes. All 

twenty-seven VREfm exhibited vancomycin MICs higher than 256 µg/mL and 

resistance to teicoplanin (all carrying vanA gene). Also, all isolates were resistant to 

-

dalfopristin. High-Level Resistance to Gentamycin was detected in four (14.8%) 
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isolates. Five VREfm (18.5%) were daptomycin-n 8 

µg/mL. The Neo-sensitabs prediffusion to daptomycin was performed for 25 isolates. 

Although it confirmed resistance detected by MIC (n=5), it presented false resistance 

to 19 VREfm (79.1%), which had MIC 

was from urinary site and one isolate was related to ICU patient.  

 PFGE profile analysis enabled us to characterize a main clone referred as 

clone A, grouping 88.9% (n=24) isolates. Within this clone, it was observed 6 

subclones (A1, A2, A3, A4, A5 and A6). The other three isolates were grouped into 

the clonal group B (Figure 1). All daptomycin-nonsusceptible isolates belonged to 

clone A, 60% (n=3) of them were grouped as subclone A6. The remaining two 

isolates were from subclones A2 and A4.  

The isolate VREfm/11 was grouped into subclone A6 and it was susceptible to 

daptomycin by the two methodologies (BMD and Neo-Sensitabs prediffusion). 

  

Discussion 

 VREfm has become one of the leading causes of nosocomial infection, 

especially among severely ill patients (Howden et al. 2013) and its dissemination is 

frequently clonal (Willems et al. 2005). Here, we described the susceptibility profile 

and the clonal relationship of 27 VREfm consecutively recovered from inpatients of a 

tertiary hospital in Southern Brazil, during one-year period. Among these isolates, we 

observed 18.5% of non-susceptibility to daptomycin. To our knowledge, this is the 

first description of daptomycin-nonsusceptible VREfm in Brazil.   

 A study in 2011 with isolates from 11 countries in Latin America determined 

antimicrobial susceptibility patterns for 218 enterococcis. The VRE percentage, 

considering all studied countries (Argentina, Brazil, Chile, Colombia, Costa Rica, 
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Ecuador, Guatemala, Mexico, Panama, Peru and Venezuela) was 14%. Brazil was 

the country with the highest rate of VRE (27%) (Jones et al. 2013). Moreover, as 

confirmed by our data and by other authors (Thongkoom et al. 2012; Wang et al. 

2013; Deshpande et al. 2013), VREfm are historically associated to multidrug-

resistance, severely reducing therapeutical options.  

Around the world, studies have reported the spread of a genetic lineage of 

VREfm designated as clonal complex-17 (CC-17) by MLST (Brilliantova et al. 2010; 

Palazzo et al. 2011; López et al. 2012; da Silva et al. 2012). Isolates grouped into 

CC17 consistently exhibit resistance to ampicillin and ciprofloxacin. Besides, they 

can present a variable occurrence of resistance determinants, conferring 

multirresistance. They are very well adapted to the hospital environment (and 

exclusively associated to) and has been related with most of the reported hospital 

outbreaks worldwide (Willems et al. 2005; Panesso et al. 2010). Our isolates showed 

phenotypic characteristics similar to the CC17 lineage, which are ciprofloxacin and 

ampicillin resistance, but further studies must be developed to demonstrate if our 

VREfm belong to this specific lineage.  

Although not approved by FDA for usage against glycopeptide-resistant 

enterococci, daptomycin is among the available therapeutical options for 

multiresistant VREfm. However, even though rare, some authors (and this work) 

around the world have been described non-susceptibility to daptomycin among 

enterococci, especially VREfm. In this context, Kelesidis (2011) did a systematic 

review including 23 studies that had cases of DNSE where 93.3% of the isolates 

were VRE, and among these, 88% were E. faecium. In a study conducted in Canada, 

among isolates of VREfm presenting resistance to ampicillin, ciprofloxacin and 
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linezolid, 33% were nonsusceptible to daptomycin. These authors performed MLST 

and confirmed that these isolates were genetically related to CC17 (Patel et al. 2013).  

Daptomycin has a unique mechanism of action that targets the bacterial 

membrane and requires the presence of Ca2+ (Kelesidis et al. 2011). Although little is 

known about the mechanisms of resistance to this antimicrobial, some studies 

suggest that it is the ability of the membrane to change in response to stress and 

other stimuli (Palmer et al. 2011). Different factors have been discussed in the 

literature as the risk factors for the development of daptomycin resistance. Judge and 

co-workers (2012) conducted a case-control study with 60 cases of DNS-VRE versus 

daptomycin-susceptible VRE and noted that immunosuppression, multiple 

comorbidities, and prior exposures to cephalosporins and metronidazole were 

significant risk factor for the development of daptomycin resistance. 

The emergence of resistance to daptomycin during therapy is worrisome and 

should be evaluated (Cattoir & Leclercq 2013). A study in Iowa City, USA, between 

2005 and 2011 showed that the number of patients infected or colonized with DNSE 

was increasing and observed that most of the patients had prior exposure to 

daptomycin. Molecular typing revealed genetic heterogeneity among isolates, which 

possibly acquired this resistance phenotype due to the selective pressure (Storm et 

al. 2012). In contrast, we observed a high genetic similarity, and nonsusceptibility to 

daptomycin may be less linked to antimicrobial pressure, but associated to clonal 

spread. Indeed, this antibiotic is not used frequently in the referred  hospital (average 

of 8 bottles/month of injectable administration in 1079 beds). This clonal spread may 

justify our considerably high rate of nonsusceptible isolates.  

Some studies suggest that daptomycin resistance genes could have arisen in 

animals and would be transferred to humans via the food chain by the consumption 
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of food contaminated with DNSE isolates (Zhang et al. 2010; Kelesidis et al. 2012). 

However, more data are necessary to support this information. 

Another point of concern is the methodology used to determine the non-

susceptibility of enterococci to daptomycin. No agar diffusion methods are 

recommended by CLSI (2013). The committee recommends determination of MICs 

performing BMD with cation-adjusted Mueller-hinton broth (50µg/ml). Based on the 

mechanism of action of daptomycin, calcium concentration is a critical point and must 

be strongly considered. Etest, Neo-Sensitabs prediffusion and MicroScan are also 

methods available to determinate daptomycin susceptibility with different and 

sometimes questionable performances.  

In a study conducted in North Carolina, among 50 isolates of E. faecium that 

presented daptomycin nonsusceptibility by Microscan method, six were 

nonsusceptible by Etest and only one is

ug/ml by BMD, reinforcing the difficulty to accurately determine this susceptibility 

(Palavecino et al. 2013). 

 on it was noted a progressive decline in daptomycin 

susceptibility in E. faecium over the years 2008 to 2010 detected by MicroScan 

methods. One hundred and fifty DNSE recovered during the above cited period were 

tested by BMD and only 20% were defined as nonsusceptible, demonstrating that the 

prevalence of DNSE was overestimated by the first method (Bryant et al. 2013). 

Katz and co-workers (2008) evaluated the results of BMD, Etest and Neo-

Sensitabs prediffusion in isolates of E. faecalis and E. faecium, and observed that for 

E. faecium there are high variations of MICs among methodologies, suggesting that 

agar diffusion methods are not safe for this species. Indeed, the prediffusion also 
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overestimate our results, reinforcing the idea of combined methods to deal with this 

challenging phenotype 

The major problem of different methodologies may be in calcium 

concentrations, particularly those using Mueller Hinton agar, since there may be ions 

variations between different lots of product and this may account for the heightened 

MICs obtained (Kelesidis et al. 2011). 

 Most VREfm of our study were clonal. This feature has been observed in 

studies conducted all around the world (Brilliantova et al. 2010; Panesso et al. 2010; 

López et al. 2012; Valdezate et al. 2012) and demonstrates the importance of 

infection control to prevent the spread of VREfm with such an impacting phenotype, 

as daptomycin non-susceptibility, and an extraordinary capacity to survive in hospital 

environment. 

 By comparing genome of our isolates with an isolate (VREfm/11) of a 

2010/2011 outbreak which occurred in another hospital in the same city, we clearly 

observed a clonal relationship (same clone A), suggesting the spread of this well-

established clone between different hospitals in Porto Alegre for a considerable long 

period, (2010 to 2013). The isolate VREfm/11 presented daptomycin-susceptibility 

and was grouped as subclone A6. This subclone also grouped 3 out of 5 isolates 

daptomycin-nonsusceptible.   

 Our study has some limitations. The clonal occurrence of VREfm is the major 

one, since it overestimates the rates of nonsusceptibility to daptomycin. Also, as we 

relationship among non-susceptible isolates and previous use of antimicrobials or 

other risk factors. Besides, deeper genetic analysis must be performed (MLST) to 

determine if Porto Alegre has been facing the CC17 lineage. 
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 In conclusion, this is the first report of E. faecium nonsusceptible to 

daptomycin in Brazil, demonstrating the importance of systematic epidemiological 

studies to accompany and prevent dissemination of some specific and worrisome 

phenotypes/genotypes between health institutions of the city.   
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Table 1. Description of primers used in PCR for the detection of species and 

vancomycin-resistance genes of Enterococcus faecium. 

 

Target gene Sequence of primer Amplicon 

Size (pb) 

Reference 

Enterococcus 

faecium 

5'-TTGAGGCAGACCAGATTGACG-3'  

5'-TATGACAGCGACTCCGATTCC-3' 

658 Karyama et al., 

2000. 

Enterococcus 

faecalis 

5'-ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG-3'  

 5'-ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT-3' 

941 Karyama et al., 

2000. 

vanA  5'-CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA-3'  

5'-CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA-3' 

1030 Karyama et al., 

2000. 

vanB -GTGACAAACCGGAGGCGAGGA-  

-CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA-  

433 Karyama et al., 

2000. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



77

Table 2. Results of antimicrobial susceptibility testing, date of isolation and clonal 
type of 27 strains of Enterococcus faecium isolated from different clinical materials. 
 

Isolate 
Antimicrobial Agenta 

Isolation Site Date Origind 
Clonal 
Type 

AMP 
HLR-
Ge VAN TEI Q/D LIN CIP NIT DAPb DAPc 

10 R S R R S S R - S NS Blood September/12 ICU A3 
51 R S R R S S R R NS NS Urine October/12 Other A6 
75 R S R R S S R - S NS Blood October/12 ICU B1 
97 R S R R S S R R S NS Urine October/12 Other A3 

109 R S R R S S R - S NS Blood November/12 ICU A2 
127 R S R R S S R - S NS Blood December/12 ICU A1 
128 R S R R S S R - S NS Blood December/12 ICU A4 
217 R R R R S S R R S NS Urine February/13 Other A1 
218 R S R R S S R - NS NS Pleural Fluid February/13 ICU A6 
237 R S R R S S R R NS NS Urine March/13 Other A4 
253 R R R R S S R R S NS Urine April/13 Other A4 
254 R S R R S S R - S NS Catheter April/13 Other A2 
284 R S R R S S R - S NS Blood May/13 ICU A4 
286 R S R R S S R - NS NS Blood May/13 Other A2 

299 R S R R S S R - S NS 
Abdominal 
secretion May/13 ICU A2 

315 R S R R S S R - S NS Blood May/13 ICU A5 
324 R S R R S S R R NS NS Urine May/13 Other A6 
326 R S R R S S R - S NS Blood May/13 Other A2 
362 R S R R S S R R S NS Urine June/13 Other B1 
380 R S R R S S R - S NS Blood July/13 Other B1 
385 R R R R S S R - S NS Blood July/13 ICU A4 
401 R S R R S S R R S NS Urine July/13 Other A5 
402 R S R R S S R - S NS Stool July/13 Other A3 

427 R S R R S S R - S - 

Abdominal 
secretion 

August/13 ICU A2 
428 R S R R S S R - S - Blood August/13 ICU A2 
430 R R R R S S R R S NS Urine August/13 ICU A1 
431 R S R R S S R - S - Stool August/13 Other A1 

VREfm 
2011 R S R R S S R - S S Urine September/11 

Other 
hospital A6 

 
a AMP  ampicillin; HLR-Ge  high levels resistance to gentamicin; VAN  vancomycin; TEI  
teicoplanin; Q/D - quinupristin-dalfopristin; LIN  linezolid; CIP  ciprofloxacin; NIT  nitrofurantoin; 
DAP  daptomycin. 
b determined by broth microdilution method 
c determined by Neo-sensitabs prediffusion 
d ICU (Intensive Care Unit) 
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Figure 1. Dendogram showing similarity among E. faecium isolates from different patients.
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5. CONCLUSÕES 
 
Os resultados obtidos na presente dissertação através das características 
fenotípicas e genotípicas dos enterococos estudados permitem concluir: 
 

 Enterococcus faecalis foi a espécie mais frequentemente isolada em amostras 

clínicas, principalmente em infecções do trato urinário. Entretanto, E. faecium  

vem emergindo no hospital estudado. 

 Enterococcus faecium é mais resistente a maioria dos antimicrobianos 

testados, e como observado, na maioria das vezes é clonal e apresenta 

características semelhantes a outros isolados descritos em estudos anteriores 

nesta cidade e semelhante a isolados reportados em diferentes partes do 

mundo, demonstrando a importância de se desenvolver estratégias 

adequadas para evitar a disseminação desse micro-organismo. Este estudo 

foi o primeiro a reportar casos de não-susceptibilidade a daptomicina no 

Brasil, demonstrando a importância de acompanhar esses novos fenótipos de 

resistência que vem emergindo, como forma de evitar a disseminação. 

 A capacidade para formar biofilme é forte em Enterococcus, principalmente 

em isolados de E. faecalis oriundos de sítios urinários. 

 Enterococcus faecalis apresentou mais fatores de virulência e todos foram 

significativamente associados com a formação de biofilme nessa espécie. Já 

E. faecium apresentou menos fatores de virulênca, porém, como os fatores 

estudados foram originalmente achados em E. faecalis, E. faecium pode 

carrear outros fatores que ainda pouco se conhece. 
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6. ANEXOS 
 
6.1 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da UFCSPA 
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6.2 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da ISCMPA 
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