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ARTIGO ORIGINAL

RESUMO

Este estudo avaliou o perfil fenotipico de resisténcia a vancomicina e a capacidade de
formacdo de biofilme em isolados clinicos de Enterococcus spp. provenientes de
pacientes atendidos em um hospital universitdrio. Foram analisadas 20 amostras
obtidas por swab retal no contexto de vigilancia epidemioldgica hospitalar. A
identificacdo bacteriana foi realizada pelos sistemas Phoenix-BD™ e confirmada por
MALDI-TOF MS, resultando em 70% de Enterococcus faecalis e 30% de Enterococcus
faecium. A concentragdo minima inibitéria (CMI) da vancomicina foi determinada por
microdiluicdo em caldo e E-test, evidenciando resisténcia uniforme (100%) com valores
> 32 pg/mL. As médias de CMI foram de 121,3 ug/mL para E. faecalis e 93,5 ug/mL para
E. faecium, demonstrando elevada tolerancia ao glicopeptideo. A formacao de biofilme
foi avaliada por ensaio quantitativo com cristal violeta, sendo observado que 95% dos
isolados foram classificados como formadores moderados ou fortes. E. faecalis
apresentou maior densidade éptica média (0,98 + 0,17) quando comparado a E. faecium
(0,77 £0,20), sugerindo maior potencial de adesdo e persisténcia ambiental. Os achados
evidenciam a coexisténcia sinérgica entre resisténcia antimicrobiana e fatores de
viruléncia, reforcando a necessidade de vigilancia microbiolédgica continua, uso racional
de antimicrobianos e estratégias integradas de controle de infeccdo para conter a
disseminacdo de enterococos resistentes no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Enterococcus spp.; Resisténcia a vancomicina; Biofilme; VRE; Infeccdo
hospitalar.
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Abstract

This study evaluated vancomycin resistance and biofilm formation in clinical isolates of
Enterococcus spp. obtained from patients at a university hospital. Twenty rectal swab
isolates collected during hospital epidemiological surveillance were analyzed. Bacterial
identification was performed using Phoenix-BD™ and confirmed by MALDI-TOF MS,
revealing 70% Enterococcus faecalis and 30% Enterococcus faecium. Minimum inhibitory
concentration (MIC) of vancomycin was determined by broth microdilution and E-test,
demonstrating uniform resistance (100%) with MIC values = 32 pg/mL. Mean MIC values
were 121.3 pg/mL for E. faecalis and 93.5 pug/mL for E. faecium, indicating high-level
resistance. Biofilm production was assessed using a quantitative crystal violet assay,
showing that 95% of isolates were classified as moderate or strong biofilm producers. E.
faecalis exhibited higher mean optical density (0.98 £ 0.17) compared to E. faecium (0.77
t+ 0.20), suggesting greater adhesion capacity and environmental persistence. The
findings demonstrate the synergistic coexistence of antimicrobial resistance and
virulence mechanisms, emphasizing the need for continuous microbiological
surveillance, rational antimicrobial use, and integrated infection control strategies to
limit the spread of vancomycin-resistant enterococci in hospital settings.

Keywords: Enterococcus spp.; Vancomycin resistance; Biofilm formation; VRE; Hospital
infection.
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INTRODUCAO

O género Enterococcus abrange bactérias Gram-positivas facultativas,
amplamente distribuidas no ambiente e no trato gastrointestinal de humanos e animais.
Embora sejam comensais da microbiota intestinal, Enterococcus faecalis e Enterococcus
faecium emergiram nas Ultimas décadas como importantes agentes etiolégicos de
infecgdes nosocomiais, incluindo infec¢Ges urindrias, endocardites, bacteremias e
infeccBes de feridas cirurgicas (1). O sucesso adaptativo desses microrganismos esta
relacionado a sua capacidade de sobreviver sob condi¢des adversas, resistir a
desinfetantes e colonizar superficies bidticas e abidticas, caracteristicas que facilitam
sua disseminacdao em ambientes hospitalares (1-3).

O uso intensivo e, por vezes, inadequado de antimicrobianos, em especial
glicopeptideos e B-lactamicos, impulsionou o surgimento de cepas multirresistentes,
culminando na emergéncia dos Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE). O
primeiro relato de VRE ocorreu no Reino Unido em 1986, seguido rapidamente por casos
em diversos paises da Europa e América do Norte. No Brasil, a primeira ocorréncia foi
registrada em 1996, com o primeiro surto confirmado em 1998, no estado de Sdo Paulo
(1,4). Desde entdo, a prevaléncia de VRE tem aumentado de forma continua, com relatos
de surtos em unidades de terapia intensiva e hospitais universitarios (5).

A resisténcia a vancomicina é mediada por genes do grupo van, especialmente
vanA e vanB, que codificam enzimas responsaveis pela modificacdo do dipeptideo
terminal D-alanina-D-alanina da parede celular para D-alanina-D-lactato ou D-alanina-
D-serina, reduzindo drasticamente a afinidade da vancomicina pelo seu alvo (LIMA et
al., 2020). Essas alteracGes estruturais podem ser transferidas horizontalmente entre
cepas por elementos genéticos modveis, como plasmideos e transposons, o que
potencializa a disseminacdo da resisténcia (6). No Brasil, o fendtipo vanA é o mais
prevalente e estd associado a niveis elevados de resisténcia e maior potencial de
disseminacdo (1).

Além da resisténcia antimicrobiana, o género Enterococcus apresenta fatores de
viruléncia que contribuem para sua persisténcia, entre eles a producao de biofilmes. A
formacao de biofilme permite a adesdo e a sobrevivéncia bacteriana em superficies
inertes e tecidos, dificultando a acdo de antimicrobianos e do sistema imune (7,8).

Estudos demonstram que cepas formadoras de biofilme apresentam resisténcia mais

Perisdicos Brasil. Pesquisa Cientifica
Volume 5, Issue 1 (2026), Page 2566-2579.



g gmm—cy
e

( ‘;?.B‘Pjé},)
hz&;? |

RESISTENCIA A VANCOMICINA E FORMACAO DE BIOFILME DE CEPAS DE Enterococcus spp.
PROVENIENTES DE PACIENTES ATENDIDOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO
Lima et. al.

elevada a glicopeptideos, o que reforca a interdependéncia entre mecanismos de
viruléncia e resisténcia (9,10). Essa relacdo é particularmente preocupante em
ambientes hospitalares, onde a colonizacdo de cateteres, proteses e dispositivos
invasivos serve como reservatorio para disseminagdo de infec¢bes (6,11,12).

Ainfecgdo por VRE estd associada a desfechos clinicos graves e maior mortalidade
quando comparada as infec¢bes por cepas sensiveis. Entre os fatores de risco
identificados destacam-se o uso prolongado de antimicrobianos, internacdes
prolongadas, imunossupressao, didlise, transplantes e hospitalizagdo em unidades de
terapia intensiva (1,2,5,13) . A coexisténcia de resisténcia multipla e de fatores de
viruléncia como o biofilme torna o manejo clinico complexo, demandando protocolos
rigidos de controle e vigilancia microbiolégica (4).

Diante desse cendrio, o estudo dos mecanismos de resisténcia e da capacidade de
formacao de biofilme em Enterococcus spp. é essencial para compreender as estratégias
adaptativas desses patégenos e seu impacto na saude publica. O monitoramento
constante e a investigacdo molecular de isolados clinicos podem subsidiar politicas
eficazes de prevencao e tratamento, reduzindo a disseminacdo de cepas resistentes e
os riscos associados a infeccdo hospitalar.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

O estudo foi conduzido conforme os principios éticos estabelecidos pela Resolucao
n? 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense (CAAE:
51763221.9.0000.5243). As cepas identificadas como Enterococcus spp. foram
previamente isoladas a partir de amostras de coloniza¢dao de pacientes atendidos no
Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP) e armazenadas em biorrepositério,
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos
participantes.

Coleta e sele¢ao das amostras

Foram incluidas 20 amostras de Enterococcus spp. provenientes de swabs retais
coletados entre novembro de 2021 e abril de 2022 como parte da rotina de vigilancia
epidemioldgica da Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do HUAP. As

amostras foram processadas no Laboratdrio de Microbiologia do Servico de Patologia

Perisdicos Brasil. Pesquisa Cientifica
Volume 5, Issue 1 (2026), Page 2566-2579.



g gmm—cy
e

( ‘;?.B‘Pjé},)
hz&;? |

RESISTENCIA A VANCOMICINA E FORMACAO DE BIOFILME DE CEPAS DE Enterococcus spp.
PROVENIENTES DE PACIENTES ATENDIDOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO
Lima et. al.

Clinica, utilizando-se meios seletivos para Enterococcus e procedimentos padronizados
para isolamento e identificacdo bacteriana.

Identificacdo bacteriana

A identificagdo inicial foi realizada por meio do sistema automatizado Phoenix-
BD™ (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD, EUA), que possibilitou a discriminacdo das
amostras até o nivel de espécie. A confirmacdo foi efetuada por espectrometria de
massa (MALDI-TOF MS), utilizando o equipamento Bruker Biotyper™ (Bruker Daltonics,
Alemanha), com base na andlise protedmica dos espectros obtidos. Os resultados
discrepantes entre os dois métodos foram resolvidos pela concordancia com o MALDI-
TOF, considerado o padrao ouro para identificagcdao bacteriana.

Determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI)

A determinagdao da CMI para vancomicina foi realizada por dois métodos
fenotipicos complementares: microdiluicido em caldo e teste epsilométrico (E-test,
BioMérieux®, Franca). Para o ensaio de microdiluicdo, as cepas foram cultivadas em
caldo Mueller-Hinton (Difco™, EUA), seguindo os parametros estabelecidos pelo BrCAST
(2022). As placas foram incubadas a 35 °C + 1 °C por 24 horas, e os resultados expressos
em pg/mL. Valores de CMI = 32 pg/mL foram considerados indicativos de resisténcia de
alto nivel a vancomicina. O E-test foi utilizado como método confirmatério, com fitas
de gradiente aplicadas sobre dgar Mueller-Hinton padronizado. A leitura foi realizada no
ponto de intersecdo da elipse de inibicdo apds 24 horas de incubacéo.

Deteccao e quantificagdo da formagao de biofilme

A producao de biofilme foi avaliada segundo a metodologia de Tendolkar et al.
(2014), com modificacdes propostas por Alvim et al. (2019). Cada isolado foi cultivado
inicialmente em dgar-sangue a 36 °C £ 1 °C por 24 h e, em seguida, inoculado em caldo
tripticase soy broth (TSB) suplementado com 1% de glicose (TSB-G). Apds incubacdo por
18 h, suspensdes bacterianas foram ajustadas a turbidez de 0,5 na escala de McFarland.

Foram inoculados 200 plL de cada suspensdo em microplacas de poliestireno de 96
pocos (KASVI®), incubadas por 24 h a 36 °C. Apds remoc¢do do meio e lavagem dupla com
agua destilada, as placas foram secas em estufa e coradas com cristal violeta 0,1% por 5
min. O excesso de corante foi removido, e a leitura da absorbancia foi realizada em leitor
de microplacas (Bio-Rad Model 550, EUA) a 570 nm. As amostras foram testadas em

guadruplicata, e a classificacdo seguiu o valor de cut-off éptico (DO570 = 0,5): isolados
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com absorbancia > 0,5 foram considerados fortes ou moderados formadores de
biofilme, enquanto valores inferiores foram classificados como fracos ou nao
formadores.

Andlise e interpretac¢ao dos dados

Os resultados obtidos nos testes de sensibilidade antimicrobiana e de formacao
de biofilme foram analisados de forma descritiva, com base em médias e frequéncias
relativas. A concordancia entre métodos fenotipicos foi avaliada comparando-se as
classificacbes de resisténcia e os padrdes de formacdo de biofilme. Todos os
procedimentos laboratoriais foram conduzidos em ambiente controlado, respeitando-

se as normas de biosseguranc¢a da UFF e do HUAP.

RESULTADOS

A identificacdo realizada por MALDI-TOF MS confirmou 14 isolados de
Enterococcus faecalis (70%) e 6 de E. faecium (30%), provenientes de amostras retais
coletadas no Hospital Universitdrio Antonio Pedro (HUAP). Observou-se uma
discrepancia pontual entre os métodos de identificagdo automatizada Phoenix BD™ e
MALDI-TOF, posteriormente corrigida pela analise protedmica, o que refor¢a a
importancia da espectrometria de massa na precisdo taxonOmica das espécies
bacterianas.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indica o perfil fenotipico de resisténcia a
vancomicina obtido pelos métodos de microdiluicdo e E-test. Todas as amostras
analisadas (100%) demonstraram resisténcia, com valores de CMI > 32 ug/mL, conforme
os critérios do BrCAST (2022). As concentra¢des médias variaram entre 32 e 256 pg/mL,
sendo a média de 121,3 pug/mL para E. faecalis e 93,5 pg/mL para E. faecium. Ndo foram
observadas divergéncias interpretativas entre os dois métodos, indicando alta
concordancia e reprodutibilidade analitica.

Tabela 2 — Perfil fenotipico de resisténcia a vancomicina em isolados de E. faecalis e E.
faecium

Espécie n Faixa de CMI Média CMI % Resistentes
(ng/mL) (ng/mL) (CMI 2 32 pg/mL)
E. faecalis 14 64-256 121,3 100%
E. faecium 6 32-128 93,5 100%
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Total 20 32-256 112,4 100%

A Figura 1 demonstra graficamente a média das concentracdes minimas inibitérias
(CMI) observadas para as duas espécies. Nota-se que E. faecalis apresentou valores
médios de CMI mais elevados, indicando maior tolerdncia intrinseca a vancomicina,
enquanto E. faecium apresentou valores ligeiramente inferiores, mas ainda acima do
ponto de corte de resisténcia (32 pg/mL). Essa diferenca, embora discreta, sugere que
E. faecalis pode possuir mecanismos adicionais de resisténcia adaptativa, como
alteragdes na parede celular e expressdo diferenciada de genes do complexo van

(MILLER et al., 2021).
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Figura 1 - Média da concentragao minima inibitéria (CMI) da vancomicina em isolados
de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.
A capacidade de formacdo de biofilme pelas cepas de Enterococcus spp. foi

avaliada quantitativamente por leitura da densidade 6ptica (DO570), conforme os
resultados sintetizados na Tabela 3 e representados graficamente na Figura 2.
Constatou-se que 19 (95%) dos 20 isolados analisados apresentaram valores de DO570
iguais ou superiores a 0,5, sendo classificados como formadores moderados ou fortes
de biofilme. Apenas um isolado (5%), identificado como E. faecium, foi classificado como
fraco/ndo formador (DO570 = 0,45).

Tabela 3 — Classificacdo da formacdo de biofilme em Enterococcus spp. isolados clinicos.

Espécie n Média DO570 % Formadoras % Fracas/ndo
(xDP) fortes/moderadas  formadoras
E. faecalis 14 0,98 +0,17 100% 0%
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E. faecium 6 0,77 £ 0,20 83,3% 16,7%

A média de densidade dptica obtida para E. faecalis foi de 0,98 + 0,17, enquanto
E. faecium apresentou média de 0,77 % 0,20, indicando maior potencial de adesdo e
formacao de biofilme em E. faecalis. Esse resultado sugere uma diferenca interespécies
no comportamento de adesao e na organizagdo da matriz extracelular.

A Figura 2, apresentada a seguir, ilustra essa distribuicdo em termos percentuais.
Observa-se que 100% dos isolados de E. faecalis foram classificados como formadores
fortes ou moderados, ao passo que E. faecium apresentou 83,3% de formadores
fortes/moderados e 16,7% de fracos/ndo formadores. A representacdo visual destaca
de maneira clara a uniformidade fenotipica de E. faecalis e a maior variabilidade de

resposta em E. faecium, evidenciando a existéncia de heterogeneidade intraespécie.

120% B Fortes/moderadas

M Fracas/ndo formadoras
100%

n =06

80%

60%

40%

20%

0%

E. faecalis E. faecium

Figura 2 - Percentual de cepas formadoras e ndo formadoras de biofilme entre E. faecalis

e E. faecium.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam um cenario de resisténcia e viruléncia de alta
preocupacado entre os isolados clinicos de Enterococcus spp. provenientes do Hospital
Universitario Antonio Pedro (HUAP). Observou-se resisténcia fenotipica uniforme a
vancomicina (100%), com valores de CMI > 32 ug/mlL, e elevada capacidade de formagdo

de biofilme (95%), sendo E. faecalis responsdvel pelos biofilmes mais densos e

Perisdicos Brasil. Pesquisa Cientifica
Volume 5, Issue 1 (2026), Page 2566-2579.



g gmm—cy
e

( ‘;?.B‘Pjé},)
hz&;? |

RESISTENCIA A VANCOMICINA E FORMACAO DE BIOFILME DE CEPAS DE Enterococcus spp.
PROVENIENTES DE PACIENTES ATENDIDOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO
Lima et. al.

homogéneos (Tabelas 2 e 3; Figuras 1 e 2). Esses achados confirmam o que tem sido
amplamente relatado na literatura recente, que descreve o Enterococcus spp. como um
patdégeno oportunista altamente adaptdvel, capaz de persistir em ambientes
hospitalares sob intensa pressao seletiva (1,2,6,13)

A convergéncia entre resisténcia antimicrobiana e viruléncia caracteriza uma
estratégia adaptativa sinérgica. O biofilme confere protecao fisica e metabdlica frente a
acdo dos glicopeptideos, enquanto os determinantes genéticos de resisténcia (vanA e
vanB) garantem a manuten¢do de cepas altamente persistentes e transmissiveis
(6,11,14). Essa interacao explica a dificuldade de erradicacdo dos Vancomycin-Resistant
Enterococci (VRE), especialmente em unidades de terapia intensiva, onde o uso de
antimicrobianos de amplo espectro e a presenca de dispositivos invasivos favorecem a
disseminacao cruzada (1,5,15,16)

A resisténcia uniforme a vancomicina observada neste estudo sugere a
circulacdo de cepas portadoras do genétipo vanA, associado a niveis elevados de CMI (=
256 pug/mL) e disseminagdo horizontal entre E. faecalis e E. faecium (6,17-19). As médias
de CMI obtidas, 21,3 pg/mL em E. faecalis e 93,5 pg/mL em E. faecium, reforcam essa
hipdtese, indicando forte pressdao seletiva hospitalar. Fenbmeno semelhante foi
relatado no ano de 2025 em Salvador (BA), com predominio do vanA e CMls superiores
a 256 pg/mL, associados a contaminacgdo de superficies e equipamentos hospitalares
(1).

As diferencas interespécies também ajudam a explicar os resultados obtidos. E.
faecalis tende a apresentar espessamento da parede celular e maior plasticidade
metabdlica, o que aumenta sua tolerancia a acdo dos glicopeptideos. Ja E. faecium
depende mais de transposons conjugativos do tipo Tn1546, que modulam a resisténcia
e favorecem a disseminacdo horizontal (5,6). Essas diferencas fisioldgicas estdo em
consonancia com os resultados fenotipicos obtidos por diversos autores e explicam a
maior densidade média de biofilme em E. faecalis (DO570 = 0,98 + 0,17), conforme
observado neste estudo (11,20,20-22) .

A alta taxa de cepas formadoras de biofilme (95%) representa um achado central
e responde diretamente ao objetivo deste trabalho, que buscou compreender como os
mecanismos de resisténcia e viruléncia se articulam na adaptacdao hospitalar dos

Enterococcus spp.. Os valores médios de DO570 (0,98 + 0,17 para E. faecalis e 0,77 +
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0,20 para E. faecium) indicam forte capacidade de adesdo e produgdo de matriz
extracelular, com predominio de biofilmes densos e homogéneos em E. faecalis. Essa
diferenca interespécies é compativel com estudos que associam a maior producdo de
biofilme a expressao diferencial dos genes esp, asal e gelE, relacionados a adesao e
remodelagem da parede celular (6,23).

Do ponto de vista clinico, a formacao de biofilme em cepas resistentes constitui
um dos principais desafios terapéuticos. Biofilmes atuam como microecossistemas
protetores, retardando a difusdo dos antimicrobianos e abrigando subpopulagdes
persistentes metabolicamente inativas, o que favorece infec¢des crénicas e recorrentes
(24). Essa caracteristica explica a colonizacdo prolongada de cateteres, vdlvulas
cardiacas e superficies hospitalares, mesmo apds protocolos rigorosos de desinfeccao,
como também descrito em estudos nacionais e internacionais (5)

Ao integrar os resultados laboratoriais e os achados epidemiolégicos, observa-se
qgue resisténcia e formacdo de biofilme sd3o fendbmenos coevolutivos e
interdependentes. A exposi¢cdo continua a antibiéticos em doses subinibitdrias estimula
a expressdo de genes de adesdo, enquanto o biofilme protege as células bacterianas da
acao direta das drogas, configurando um ciclo de co-sele¢ao adaptativa que favorece a
sobrevivéncia dos VRE no ambiente hospitalar. Essa correlagdo foi claramente
observada no HUAP, onde todas as cepas resistentes apresentaram algum grau de
formacao de biofilme, mesmo aquelas de menor densidade dptica (25,26).

Em consonancia com o objetivo deste trabalho, os resultados demonstram que
a sobrevivéncia prolongada dos VRE no HUAP é sustentada pela integracao entre
resisténcia antimicrobiana e formacdo de biofilme. Essa constatacdo reforca a
necessidade de protocolos integrados de vigilancia e controle de infecgdo,
contemplando: (i) o monitoramento molecular dos genes vanA e vanB; (ii) a auditoria
do uso de glicopeptideos e linezolida; e (iii) a adocdo de metodologias de diagndstico
rapido, como a espectrometria de massa MALDI-TOF MS, para identificacao precisa das
espécies (5). Tais medidas estdo em consonancia com as recomendacdes da Organizacdo
Mundial da Saude, que enfatiza a integracdo entre vigilancia, diagndstico e gestdo do
uso de antimicrobianos como pilares no enfrentamento da resisténcia bacteriana global
(27,28) .

Apesar das limitacGes relacionadas ao tamanho amostral e a auséncia de
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caracterizagdo genotipica, a consisténcia dos resultados fenotipicos e a coeréncia
estatistica conferem robustez cientifica e relevancia epidemioldgica ao estudo. Os
achados reforcam que os Enterococcus spp. isolados no HUAP configuram um modelo
de adaptacdao microbiana sinérgica, em que resisténcia e viruléncia coexistem e se
potencializam, constituindo um desafio clinico e sanitario relevante a saude publica
hospitalar.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que os isolados clinicos de Enterococcus spp.
provenientes do HUAP apresentam resisténcia uniforme a vancomicina e alta
capacidade de formacdo de biofilme, caracteristicas que, em conjunto, conferem
elevada persisténcia e potencial de disseminacdo no ambiente hospitalar. A média
elevada de CMI e a predominancia de cepas fortemente formadoras de biofilme,
especialmente entre E. faecalis, confirmam a interacdo sinérgica entre resisténcia e
viruléncia, atendendo ao objetivo central deste trabalho de compreender os
mecanismos de adaptacdao microbiana que sustentam a permanéncia dos VRE em
contextos clinicos. Esses achados refor¢cam a necessidade de vigilancia microbioldgica
continua, uso racional de antimicrobianos e estratégias de controle de infeccao
integradas, voltadas a contencdo de cepas multirresistentes em instituicdes hospitalares

de alta complexidade.
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