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Resumo

A 4gua ndo tratada é constantemente desvalorizada como fonte de resisténcias a
antibioticos em paises desenvolvidos. Para averiguar este problema de salude publica,
neste trabalho isolaram-se Enterococcus spp. como bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal de pocos, fontes e minas que fornecem agua a diversas comunidades
em Portugal e caracterizou-se o seu perfil de resisténcia a antibiéticos, tanto a nivel de
fendtipo como de gendtipo. Testou-se a susceptibilidade aos antibidticos pelo método
de difusdo em disco com o0s seguintes antibidticos: vancomicina, teicoplanina,
ampicilina, tetraciclina, minociclina, eritromicina, quinupristina-dalfopristina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, estreptomicina, nitrofurantoina e linezolida.
A identificacdo das espécies de enterococos, genes de resisténcia e factores de
viruléncia foi feita por métodos moleculares (PCR).

Das 75 espécies de enterococos isolados, mais de 50% eram resistentes a pelo
menos a ciprofloxacina, tetraciclinas e quinupristina-dalfopristina e 57% eram
multirresistentes a mais de 3 antibioticos de diferentes familias simultaneamente. Os
genes de resisténcia as tetraciclinas, eritromicina e gentamicina foram encontrados em
varias espécies de enterococos (E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus e
outros Enterococcus spp.) nas seguintes proporcdes: tetM-46%, tetL-14%, tetS-5%,
ermB-22%, aac(6°)-le-aph(2)-12%. Os factores de viruléncia gel e asal estavam
presentes em 28% e 16% dos isolados.

Este estudo posiciona os focos de agua ndo tratada destinada ao consumo
humano no espectro dos nichos ecoldgicos que actuam como reservatérios ou veiculos
de disseminacdo de enterococos multirresistentes e genes de resisténcia.

Os dados obtidos neste estudo sdo de grande importancia como primeiro passo
na avaliacdo da disseminacdo de enterococos multirresistentes entre humanos e animais,

através da ingestdo de agua contaminada.



Abstract

Untreated drinking water is frequently overlooked as a source of antibiotic
resistance in developed countries. To gain further insight on this topic, we isolated the
indicator bacteria Enterococcus spp. from water samples collected in wells, fountains
and natural springs supplying different communities across Portugal, and characterized
their antibiotic resistance profile with both phenotypic and genetic approaches.

Susceptibility to antibiotics was tested by disk diffusion to vancomycin,
teicoplanin, ampicillin, erythromycin, tetracycline, minocycline, quinuspristin—
dalfopristin, ciprofloxacin, chloramphenicol, nitrofurantoin, linezolid, gentamicin and
streptomyicin.

The identification of enterococci species, resistance genes and virulence factors was
performed by molecular methods (PCR).

There were isolated 75 enterococci from different species and we found various
rates of resistance to seven antibiotic families. Over 50% of the isolates were resistant to
at least ciprofloxacin, tetracyclines or quinupristin—dalfopristin and 57% were multidrug
resistant to >3 antibiotics from different families. Multiple enterococcal species (E.
faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus and other Enterococcus spp.) from
different water samples harbored genes encoding resistance to tetracyclines,
erythromycin or gentamicin [tetM-46%, tetL-14%, tetS-5%, ermB-22%, aac(6")-le-
aph(2)-12%] and putative virulence factors [gel-28%, asal-16%].

The present study places untreated drinking water within the spectrum of
ecological niches that may be reservoirs of or vehicles for antibiotic resistant
enterococci/genes. These findings are important as the first step to evaluate the spread

of antibiotic resistant enterococci to humans and animals through water ingestion.
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Caracterizacdo de Enterococcus spp. resistentes isolados de aguas ndo tratadas destinadas ao consumo humano

I Introducéo

E cada vez mais comum a emergéncia e 0 aumento da prevaléncia de bactérias
resistentes a antibioticos que podem originar estados clinicos muito reservados ou
mesmo infecgdes ndo trataveis. A grande utilizacdo de antibi6ticos no tratamento de
humanos e animais pode aumentar a resisténcia aos antibiéticos que sdo utilizados
diariamente para a terapéutica de infecgbes (controlo de infeccbes), profilaxia
(prevencdo de doencas) e em doses subterapéuticas como promotores de crescimento
(Koike et al., 2007).

Assim, surge a necessidade de monitorizar o aparecimento de resisténcias em
bactérias de origem animal, humana e presentes no meio-ambiente. Estas ultimas sdo
bons indicadores de contaminacdo e, por conseguinte, das resisténcias mais
disseminadas, uma vez que estdo presentes em diversos nichos ecoldgicos, permitindo
que haja a comparacao entre 0s diversos ecossistemas e 0 estudo da pressdo selectiva

exercida pelos antibioticos (Huycke et al., 1998).

Desta maneira, a preocupacdao com a qualidade da agua consumida tem sido
constante e concentra-se na ocorréncia de bactérias indicadoras de contaminagdo e/ou
patogénios, como 0s enterococos. Os Enterococcus spp sdo bactérias presentes no

intestino de todos os mamiferos e aves, fazendo parte da flora comensal.

Nos ultimos anos, os enterococos tém sido reconhecidos como uma das
principais causas de infeccbes nosocomiais, infeccbes pds-operatdrias e do trato
urinario. Existem dois tipos de enterococos que podem causar infecces: 0s que sdo
oriundos da flora comensal do intestino, cuja probabilidade de possuirem resisténcias
para além das intrinsecas ao género é muito baixa, assim como ha baixa probabilidade
de disseminacdo através do contacto entre doentes. O outro tipo sdo isolados que

possuem multiplas resisténcias e aptos a transmissao nosocomial (Huycke et al., 1998).

Os Enterococcus spp. sdo extremamente resistentes. Toleram grandes
amplitudes de temperatura, meios hipotonicos, hipertdnicos, alcalinos e acidos. A azida

sodica e sais biliares, que inibem o crescimento da maioria dos microrganismos, sao
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bem tolerados pelos enterococos e utilizados como meio selectivos. Os enterococos
encontram-se no intestino humano, sendo encontrados em quase todos os animais de
sangue quente e a proporgdo entre as espécies varia ao longo da vida. Estdo presentes
em Varios ecossistemas, desde na vegetacdo, solo, &gua de superficie e produtos
alimentares. Devido a sua ecoresisténcia torna-se dificil a sua eliminacdo, aumentando a
probabilidade de se formarem reservatorios (Huycke et al., 1998). Por exemplo, a 4gua
natural ndo tratada é utilizada em muitos paises da Europa do Sul para consumo,
confeccdo de alimentos, higiene pessoal e na agricultura. Em Portugal, é frequente
utilizar a 4gua ndo tratada exclusivamente ou em associacdo em com agua canalizada.
Para além de muitas fontes publicas estarem contaminadas com bactérias, muitos pocos,
fontes, furos artesianos e nascentes ainda se encontram em propriedades privadas.
Nestes casos, as fontes agua ndo estdo sujeitas a controlo sanitario oficial e podem estar
localizadas na proximidade de reservatorios de bactérias e genes de resisténcia a
antibidticos como tanques septicos, aviarios, armazens de fertilizantes, etc.

Das cerca de 14 ou mais espécies de enterococos, apenas E.faecalis e E.faecium
colonizam e infectam humanos em concentracdes detectaveis. E.faecalis é isolado em
80% das infecgdes e E.faecium nas restantes. As infeccdes causadas por outras espécies
sdo raras (Huycke et al., 1998).

Os enterococos sdo intrinsecamente resistentes a muitos antibidticos e adquirem
muitas vezes resisténcias pela troca de genes que codificam resisténcias transportados
em transposdes conjugativos e plasmideos, o que limita e dificulta a abordagem
terapéutica. Alguns autores defendem que o uso de antibidticos exerce uma pressdo
selectiva nas bactérias, aumentando as suas resisténcias e que este facto se encontra
interligado com o aumento do namero de infeccBes hospitalares. Os estudos
epidemioldgicos e de microbiologia molecular sugerem que a disseminacdo € feita entre
pacientes, provavelmente por dispositivos meédicos ou técnicos de salde e entre
hospitais por pacientes colonizados (Huycke et al., 1998). Por outro lado, os genes de
resisténcia podem ser transferidos a outras bactérias da flora comensal ou bactérias
patogénicas (Huycke et al., 1998).

O meio aquatico funciona como reservatorio de genes de resisténcia e bactérias
gue os transportam como 0s enterococos, contribuindo para a evolucao e emergéncia de
novas plataformas genéticas com ndo s6 consequéncias clinicas, mas também alteracoes

-

na flora aquética autoctone. E necessaria mais informacdo sobre vérios aspectos da

2
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qualidade da agua, tanto para o publico geral como para a industria (Macedo et al.,
2010).

Em Portugal, o consumo de &gua contaminada com bactérias resistentes a
antibidticos ainda ndo é reconhecido como importante contribuinte para epidemiologia
das resisténcias a antibiéticos, quando na verdade, deveria ser encarado como um
problema de salde publica. Tanto em Portugal como noutros paises desenvolvidos, ha
falta de informacdo relativamente a contaminacdo fecal de dgua destinada ao consumo
humano (Caplin, 2008 e Luczkiewicz et al., 2010).

Neste contexto, este trabalho tem como objectivos:

a) ldentificar espécies do genero Enterococcus em amostras de agua recolhidas em
2006 e 2008 na zona Norte e Centro de Portugal;

b) Caracterizar fenotipicamente as resisténcias aos antibidticos: vancomicina (30
ug), teicoplanina (30 ug), ampicilina (10 pg), eritromicina (15 pg), tetraciclina
(30 pg), minociclina (30 pug), quinuspristina—dalfopristina (15 pg),
ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), linezolida
(30 pg), elevadas concentracbes (HLR) de gentamicina (120 pg) e HLR de
estreptomicina (300 ug);

c) Determinar através de PCR quais 0s genes de resisténcia albergados pelas

bactérias;

d) Determinar através de PCR a presenca de genes que codificam factores de

viruléncia (gel, asal, cyl, esp e hyl);

Recorreu-se a testes presuntivos, como a coloracdo de Gram para verificar se de
facto as bactérias se tratavam de cocos de Gram positivo, a catalase, escurecimento do
meio contendo bilis-esculina e crescimento em NaCl a 6,5%.

Seguidamente foram realizados antibiogramas, pelo teste de Kirby Bauer da
difusdo em placa com os antibioticos descritos anteriormente.

Por Gltimo, recorreu-se a métodos moleculares para identificar as espécies de
enterococos, 0s genes que conferem resisténcia a determinados antibidticos e os factores
de viruléncia. A técnica utilizada foi a reaccdo em cadeia da polimerase, na qual sdo

amplificados &cidos nucleicos.
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O trabalho experimental foi iniciado em Marco de 2009 e concluido em Julho do
mesmo ano, tendo sido executado no CEBIMED (Centro de Estudos em Biomedicina).
A pesquisa bibliografica foi iniciada em Dezembro de 2009.

Das 75 espécies de enterococos isolados, mais de 50% eram resistentes a pelo
menos a ciprofloxacina, tetraciclinas e quinupristina-dalfopristina e 57% eram
multirresistentes a mais de 3 antibidticos de diferentes familias simultaneamente. Os
genes de resisténcia as tetraciclinas, eritromicina e gentamicina foram encontrados em
vérias espécies de enterococos (E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus e
outros Enterococcus spp) nas seguintes proporcdes: tetM-46%, tetL-14%, tetS-5%,
ermB-22%, aac(6°)-le-aph(2)-12%. Os factores de viruléncia gel e asal estavam
presentes em 28% e 16% dos isolados.

1. A Célula Bacteriana

As células sdo a unidade basica de vida, desde a bactéria até as plantas e
animais. As células de animais, plantas e fungos sdo eucariotas e possuem o DNA
envolvido num involucro. As bactérias sdo procariotas, ndo possuem nucleo
individualizado, nem organelos membranares, nem aparelho mitotico. Verifica-se a
existéncia de um cromossoma haploide, ndo associado a histonas, em contacto intimo
com o citoplasma (o nucleoide). Esta também presente DNA plasmidico que confere
caracteristicas adicionais, como as resisténcias que podem ser passadas intra e inter-
-espécies. Possuem ribossomas 70S e, a maioria, possui uma parede celular com
peptidoglicano que envolve a membrana celular, protegendo a bactéria de um ambiente
hostil (Murray et al., 2001 e Sousa, 2006).

A parede celular € uma estrutura que reveste externamente a célula bacteriana,
anexa a estrutura citoplasmatica, excepto em Mycoplasma e Ureaplasma. Os
antibidticos antiparietais actuam nesta estrutura, impedindo a sua sintese. E esta

estrutura que garante a sobrevivéncia das bactérias em ambientes com condi¢Ges nao
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fisiologicas, pelo que um antibidtico que comprometa a integridade da parede celular
causa a sua lise e consequente morte celular (Sousa, 2006).

A parede celular determina a forma da célula bacteriana e é composta por
polimeros de peptidoglicano. A porcao glicana é constituida por duas subunidades de
monossacarideos de N-acetilglucosamina (NAG) e &cido N-acetil-murénico (NAM),
dispostos revezadamente, ligados por ligacdes glicosidicas p1-4. J& a porcéo peptidica €
composta por uma cadeia pequena de 4 aminoécidos. Estes aminoacidos realizam
ligacGes cruzadas entre o 3° aminoacido de uma cadeia com 0 4° amino4cido da cadeia

vizinha, originando uma malha resistente (Sousa, 2006 e Strohl et al., 2001).

A estrutura da parede celular bacteriana permite explicar o comportamento face
a coloragdo Gram, sendo que algumas bacterias coram de roxo (Gram positivo) e outras
de vermelho (Gram negativo) devido as diferengas quimicas e morfoldgicas entre as
paredes celulares dos dois tipos. Na figura 1 estdo representadas as diferencas

estruturais entre bactérias de Gram positivo e de Gram negativo.
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Gram Negativo Gram Positivo

Membrana
Exterior

Peptidoglicano

Parede Membrana Membrana Parede
Celular Celular Celular Celular

Figura 1: Diferencas estruturais entre bactérias de Gram positivo e de Gram negativo
(adaptado de Read, 2010).

As bactérias de Gram positivo possuem uma parede celular bastante espessa,
externa a membrana celular, com uma grande quantidade de peptidoglicano. Na maioria
das espécies de bactérias de Gram positivo o peptidoglicano encontra-se ligado

covalentemente ao &cido teicoico (Strohl et al., 2001).

Os acidos teicoicos sdo polimeros sollveis na agua e sao constituidos por
residuos de ribitol ou glicerol, unidos por ligac6es fosfodiester e admite-se que estejam
distribuidos por toda a parede celular. Ha uma pequena por¢éo dos acidos teicoicos com
glicerol que estdo associados ao folheto exterior da membrana celular, denominados
acidos lipoteicoicos que se prolongam até & superficie da parede celular, constituindo os

antigénios (Sousa, 2006).

Flagelo
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As paredes celulares das bactérias de Gram negativo sdo estruturalmente mais
complexas. Apresentam uma quantidade inferior de peptidoglicano que esté localizado
na camada R. Externamente, possuem uma bicamada fosfolipidica, com lipoproteinas,
lipopolissacarideos e polissacaridos (membrana externa - OM). O espago
periplasmético, situado entre a membrana citoplasmatica e parede celular, € um
compartimento para enzimas hidroliticas, que clivam macromoléculas do metabolismo.
As enzimas podem ser proteases, fosfatases, lipases, nucleases, etc. No caso de bactérias
de Gram negativo patogénicas podem encontrar-se colagenases, hialuronidases,
proteases e B-lactamases. N&do existem &cidos teicéicos ou lipoteicoicos (Sousa, 2006 e
Strohl et al., 2001).

O peptidoglicano das bactérias de Gram negativo € muito semelhante ao das
Gram positivo. No entanto, apresenta menos pontes interpeptidicas, que se estabelecem
entre o grupo amina do acido-meso-diaminopimélico e o grupo carboxilo da D-alanina
da cadeia peptidica vizinha. A membrana exterior é impermeavel a macromoléculas a
resistente a compostos que intervém na defesa do hospedeiro, como a lisozima, B-lisinas
e proteinas dos leucocitos, sais biliares e enzimas digestivas, impede a entrada dos

antibidticos por difusdo e contém receptores para bacteriofagos e colicinas.

Os lipopolisacarideos (LPS), tambeém designados por endotoxinas, sao
poderosos estimuladores do sistema imunitario. Os LPS estimulam a activacdo dos
linfocitos B e induzem a libertacdo de interleucina-1 e interleucina-6 e factores de
necrose tumoral, é responsavel pelo aumento da temperatura corporal, inflamacéo e pelo
choque séptico. O LPS é uma molécula anfifilica, possuindo duas regides: uma
hidrofoba que estd ancorada na OM e outra hidrofila que se estende para o exterior da
célula, pelo que € responsavel pela carga electronegativa a superficie da célula. Assim,
os catides bivalentes interagem com a porcdo hidréfila, aumentando a estabilidade da

OM e diminuindo a penetracdo dos antibidticos, detergentes e corantes (Sousa, 2006).

Os fosfolipidos compreendem a fosfaditilcolina, o fosfaditilglicerol e a
cardiolipina. A OM e a membrana citoplasmatica por vezes estabelecem zonas de
contacto, as zonas de adesdo, que permitem o transporte de macromoléculas entre o
citoplasma e a membrana externa e de fosfolipidos da membrana citoplasmaética para a

membrana externa. Estas zonas de adesdo podem ainda apresentar receptores para
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bacteriéfagos, assim como ser uma via de entrada de compostos a utilizar no

metabolismo bacteriano (Sousa, 2006).

As proteinas existentes na membrana externa estdo presentes em grande
quantidade e acumulam diversas fungdes. Estas proteinas, onde se incluem
lipoproteinas, porinas, proteinas OmpA, permitem a difusdo de moléculas hidréfilas de
tamanho pequeno e por outro lado sdo uma barreira a antibioticos hidr6fobos e enzimas
como a lisozima. Podem ainda ser encontradas proteinas da familia OprM relacionadas
com o efluxo de substancias da célula. As lipoproteinas representam as proteinas mais
abundantes na OM. (Sousa, 2006).

As porinas sdo proteinas que se organizam de forma a formar poros ou canais
que permitem a passagem de pequenas moléculas hidrofilicas, de tamanho inferior a
700 daltons. Encontram-se distribuidas por toda a OM e s&o responsaveis pelo influxo
de nutrientes. Desta forma, as porinas podem representar uma boa via de influxo de
antibidticos, no entanto, nesta perspectiva, bactérias com reduzido nimero de canais de
porinas ou porinas de pequeno tamanho apresentam uma resisténcia intrinseca a
antibidticos (Sousa, 2006).

As autolisinas sdo enzimas hidroliticas sintetizadas pela prdpria bactéria que
actuam no peptidoglicano, de forma a regular o crescimento bacteriano. Nas bactérias
de Gram positivo, o0s antibidticos inibidores da sintese do peptidoglicano séo
bacteriostaticos, visto que inibem apenas o crescimento, sendo que a lise celular ocorre

devido a accédo das autolisinas (Sousa, 2006).

I11.  Enterococcus spp

Os Enterococcus foram inicialmente identificados como cocos de Gram positvo
de origem entérica, e incluidos no género Streptococcus. Nos anos 30, com a
implementacdo dos testes serologicos de Lancefield, os Enterococcus foram
classificados como Streptococcus do grupo D e foram diferenciados dos Streptococcus

do grupo D de origem ndo entérica, como o Streptococcus bovis, através de
8
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caracteristicas bioquimicas. Sherman prop6s, em 1937, uma éarvore filogenética para
caracterizar os enterococos e mais ainda, propos que fossem apenas designados por
“Enterococcus” os Streptococcus que crescessem a 10 e 45°C, a pH de 9.6, e num meio
com concentracdo de 6,5% de NaCl e sobrevivessem durante 30 min a temperatura de
60°C. Estes organismos possuem ainda a capacidade de hidrolisar a esculina na
presenca de bilis (Cetinkaya et al., 2000 e Huycke et al., 1998).

Em 1980, os Enterococcus foram removidos do género dos Streptococcus e
passaram a ser considerados também como um género, devido as diferencas genéticas
existentes. As espécies anteriormente identificadas passariam agora a ser precedidas de
Enterococcus em vez de Streptococcus. A analise filogenética do género de cocos de
Gram positivo, catalase negativa baseada na comparacdo de sequéncias de genes de 16S
rRNA demonstrou que o0s Enterococcus estdo mais proximos dos Vagococcus,
Tetragenococcus e Carnobacterium do que dos Streptococcus e Lactococcus, aos quais
se encontravam associados (Murray, 1990). Na figura 2 esta representada a relagédo

filogenética entre varias espécies.

Apesar de terem sido identificadas varias espécies, apenas algumas sdo mais
prejudiciais ao Homem, na medida em que sdo frequentemente causadoras de infeccdes,

como o E. faecalis e E. faecium (Huycke et al., 1998).
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Enterococcus pseudoavium LMG 114267 (AJ301837)
Enterococeus hirae LMG 6399" (AJ301834)

Enterococcus fagcium LMG 114237 (AJ301830)
Enterococcus durans DSM 206337 (AJ276354)
Enterococeus villorum LMG 122877 (AJ271329)

Enterococcus munctii LMG 107487 (AJ301836)
Enterococcus raffinosus NCIMB 129017 (¥18296)
Enterococcus malodoraius LMG 107477 (AJ301835)

Enterococcus avium LMG 10744T (AJ301825)
Enferococcus dispar LMG 135217 (AJ301829)
Enterococcus asini ATCC 7009157 (Y11621)
Enterococcus gallinarum JCM 87287 (AJ301833)

Enterococcus flavescens LMG 13518" (AJ301832)
Enterococcus casselifiavus JCM 87237 (AJ301826)

Enterococcus sulfureus LMG 130847 (AJ301841)
Enterococcus saccharolyticus JCM 87347 (AJ301839)

Enterococcus columbae LMG 117407 (AJ301828)
Enterococcus cecorum JCM 87247 (AJ301827)
qwr Enterococcus moraviensis LMG 194867 (AF286831)
J‘i&reroooccus haemoperoxics LMG 194877 (AF286832)
Enterococcus faecalis JOM 5803" (AJ301 831)
@] Tetragenococous muriaticus JCM10006" (D88824)
o Enterococcus solitarius JCM 87367 (AJ301840)

ﬂg@mm‘m halophitus JCM 58887 (AJ301843)
Bacillus subtiis NCDO 1769" (X60646)

K|

98

Figura 2 : Arvore filogenética baseada na analise das sequéncias genéticas de 16S
rRNA de varias espécies de Enterococcus (adaptado de Ennahar e Cai, 2005).

Os membros do género Enterococcus, como referido anteriormente, sdo cocos
de Gram positivo, catalase negativa, que se podem agrupar em cadeias curtas ou surgir
isolados. Apds 24h do isolamento em gelose sangue € possivel visualizar colénias com
cerca de 1 a 2 mm de didmetro, apesar de haver coldnias com diametro inferior. A
grande maioria das espécies sao a-hemoliticas ou ndo hemoliticas, a excepcao do E.
faecalis que pode ser B-hemolitico em meios que contém sangue de coelho, cavalo e

humano e E. durans que apresenta -hemdlise independentemente do meio.

Os Enterococcus sdo geralmente anaerdbios facultativos e produzem acido
lactico resultante da fermentacdo da glicose, ndo produzem gas e possuem um
crescimento Optimo a 35°C, podendo subsistir a outras temperaturas. Além da hidrélise
da esculina na presenca de bilis, podem ainda hidrolisar a leucina-p-naftilamida pela
producdo de leucina aminopeptidase. Algumas espécies apresentam mobilidade (E.
casseliflavus e E. gallinarum) e outras sdo pigmentadas (E. cassilflavus, E. gilvus, E.
(Murray, 1990 e Cetinkaya et al., 2000).

10
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IVV.  Antibidticos

1. Historia da Antibioterapia

Os antibidticos tém sido usados ha varios séculos. Ha relatos de que o Homem
pré-historico ja utilizava uma grande variedade de substancias organicas e inorganicas

no tratamento da enfermidade, através do conhecimento empirico.

Foi apenas no século XIX que os cientistas comecaram a examinar mais
atentamente vérias substancias para desvendar exactamente como e porqué eram
eficazes. Nesta época, as doencas infecciosas consideradas mortais (sifilis, lepra,
tuberculose, infeccbes pulmonares e meningite bacteriana) alastravam a um ritmo

galopante, pelo que era necessario tomar medidas (Sousa, 2006).

Em 1889 surge o termo antibiotico, criado por Vuillemin. Alguns anos mais
tarde em 1944, Waskman utiliza este termo para classificar antibioticos naturais, obtidos
atraves de reaccOes metabdlicas de microrganismos como fungos. Em 1928, por
acidente, Alexander Fleming descobre a penicilina (Tabela 1), o primeiro antibiotico
natural produzido por um fungo do solo, o Penicillium notatum, que impede o

crescimento bacteriano ou causa a sua morte celular (Rolinson, 1998, Sousa, 2006).

11
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Antibioticos Data da sua descoberta Origem

Penicilina 1928 Penicillium notatum
Sulafanilamida 1935 Sintese quimica
Estreptomicina 1944 Streptomyces griseus
Gramicidina 1944 Bacillus brevis
Bacitracina 1945 Bacillus licheniformis
Cloranfenicol 1947 Streptomyces venezuelae
Polimixina 1948 Bacillus polymyxin
Cefalosporinas 1952 Cephalosporium spp
Eritromicina 1953 Streptomyces eritreus
Tetraciclina 1956 Streptomyces spp
Vancomicina 1957 Strepromyces orientalis
Rifampicina 1962 Streptomyces mediterranei
Acido Fusidico 1962 Fusidium coccineum
Gentamicina 1963 Micromonospora purpura

Tabela 1: Descoberta e origem de antibidticos (adaptado de Sousa, 2006).

A estreptomicina foi também descoberta a partir de culturas de Streptomyces
griseus por Waksman e outras moléculas se seguiram. A geracdo pos-Segunda Grande
Guerra foi a primeira a beneficiar de um sistema de satide moderno, cujo objectivo era a
eliminacdo da dor e desconforto de muitas doencas infecciosas que dizimavam

populacdes no passado (Bennet, 2008).

Nos anos 50 e 60 apareceram novas moléculas e, devido aos avancos técnicos,
passou a ser possivel sintetizar e modificar quimicamente moléculas ja existentes. Um
exemplo disso é o é&cido 6-aminopenicilamico (6-APA), que surgiu da digestdo
enzimatica da benzilpenicilina e permitiu obter novos antibioticos semi-sintéticos a
partir da modificacdo das cadeias laterais do nucleo de penemo. A partir do 7-APA
(acido aminocefalosporanico) foi possivel obter derivados da cefalosporina C, por

introducdo de radicais quimicos nas cadeias laterais de ntcleo de cefemo (Sousa, 2006).

O aparecimento de antibidticos e a sua aplicacdo no tratamento de infec¢cbes

revolucionou a Medicina. No entanto, a sua utilizacdo em grande escala promoveu o
12
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aparecimento de resisténcias, o que diminuiu as opgGes terapéuticas. Logo apds o uso da
penicilina foram identificadas estirpes de Staphylococcus resistentes. Hoje em dia, cerca
de 80% das estirpes de Staphylococcus sdo resistentes a penicilina (Sousa, 2006). Em
1953, foi encontrada a primeira Shigella resistente a sulfanilamidas. Assim, ainda nos
anos 60, surgiu uma segunda geracdo de antibidticos, os derivados da penicilina. S&o
antibioticos semi-sintéticos, sintetizados com o objectivo de ultrapassar os problemas
ligados ao aparecimento de resisténcia a penicilina, como a meticilina e ampicilina.
Isolaram-se, mais tarde, outros compostos, como o &cido clavulanico em 1976, que
inibe as B-lactamases. Em 1981, associou-se este composto a amoxicilina para aumentar
0 seu espectro de accdo. A década de 90 assistiu a emergéncia de superbactérias,
bactérias que resistem a todos 0s tipos de antibidticos conhecidos. A tuberculose tornou-
se entdo uma infeccdo extremamente dificil de tratar e, neste momento, é a maior causa

de morte por doengas infecciosas em todo o0 Mundo (Sousa, 2006).

O principal desafio dos dias de hoje reside numa busca rapida de compostos

eficazes e que excedam a capacidade bacteriana de mutar e adquirir resisténcias.

2. Antibidticos Antiparietais

Os antibioticos antiparietais actuam em diversas fases da sintese do
peptidoglicano. Apenas 0s antibioticos que actuam na fase citoplasmatica necessitam de
atravessar a membrana bacteriana. Actuam na fase membranar como a vancomicinia,
bacitracina e ristocetina e outros, como o0s B-lactamicos, actuam na fase parietal da
sintese do peptidoglicano. Em bactérias de Gram positivo, como Enterococcus spp, a
penetracdo de antibioticos na membrana celular esta facilitada, comparativamente com
as bactérias de Gram negativo, cuja composicdo quimica e coeficiente de partilha da
parede celular representam um obstaculo. N&o obstante, esta classe de antibidticos
possui apenas actividade bacteriostatica em bactérias em crescimento e em ambiente
hipotonico, sendo que o efeito bacteriolitico € uma consequéncia da activacdo do efeito

autolitico enddgeno bacteriano (Sousa, 2006).
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A vancomicina e a teicoplanina sdo ambos antibidticos bacterioliticos, com uma
mecansimo de ac¢do muito semelhante. Sdo ambos glicopeptidos que inibem a sintese
de peptidoglicano na fase membranar, activos contra bactérias em crescimento, sendo a
teicoplanina mais activa contra Enterococcus e Staphylococcus. Estes antibacterianos
ligam-se, através de ligacdes de hidrogénio e interacgdes hidrofdbicas, aos péptidos D-
alanil-D-alanina precursores do peptidoglicano, impedindo a transferéncia destas
unidades para a matriz parietal, culminando na lise da célula bacteriana que se encontra
em crescimento, por ac¢do das autolisosinas enddgenas (Sousa, 2006 e Jung et al.,
2009).

De um modo geral, a vancomicina e a teicoplanina ndo possuem actividade
contra bactérias de Gram negativo, pois ndo conseguem atravessar 0s canais de porina
na membrana externa. Algumas bactérias de Gram positivo adquiriram resisténcia a
estes antibioticos através de um ou varios mecanismos. Ainda ndo estd completamente
clarificada a origem dos genes de resisténcia a vancomcina. Alguns organismos na
natureza (Amycolatopsis orientalis, Streptomyces toyacaensis) sdo naturalmente
produtores de glicopeptidos, pelo que possuem genes de resisténcia a vancomicina.
Estes genes podem ter sido transferidos de alguma forma para Enterococcus. Por outro
lado, a disseminacao de Enterococcus Resistentes a Vancomicina (VRE) podem ter sido
disseminada entre os humanos atraves do uso da vancomicina na pratica clinica ou pela
utilizacdo de avoparcina na alimentacdo animal como promotor de crescimento. Até
hoje, foram identificados seis genotipos de resisténcia aos glicopéptido em
Enterococcus: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG. Em organismos resistentes a
vancomicina 0os compostos intermediarios do peptidoglicano séo alterados D-alanil-D-
lactato (vanA, vanB e vanD) ou D-alanil-D-serina (vanC, vanE e vanG) ao invés de D-
alanil-D-alanina, reduzindo assim a afinidade da vancomicina e aumentando a CMI.
(Sousa, 2006, Cetinkaya et al., 2000, Levine, 2006).

Os antibidticos B-lactamicos sdo antibidticos muito utilizados, pois sé actuam na
sintese do peptidoglicano, sendo altamente especificos para células bacterianas e
eficazes com baixa toxicidade. Os antibidticos pertencentes ao grupo dos f-lactdmicos
possuem um anel PB-lactimico constituido por trés atomos de carbono e um de
nitrogénio com radicais substituintes. Nas cefalosporinas, o anel B-lactdmico encontra-

se fundido com um anel dihidrotiazina (nas penicilinas estd fundido com um anel de
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tiazolidina). Pela modificacdo dos radicais ligados aos anéis pode-se alterar o espectro
de accdo, aumentar a resisténcia ao suco gastrico e até a farmacocinética, aumentando a
sua absorcdo. As penicilinas ligam-se as D-D-carboxipeptidases-transpeptidases, que
sdo enzimas que promovem as pontes interpeptidicas entre cadeias peptidicas vizinhas
do peptidoglicano na fase parietal. As D-D-carboxipeptidases sdo denominadas
colectivamente por PBP (Penicillin-Binding-Proteins). As bactérias desenvolveram
mecanismos para escapar ao efeito bacteriolitico dos antibidticos: por producdo de B -
lactamases, por modificacdo dos PBPs e por bombas de efluxo (Sousa, 2006).

As B-lactamases sdo enzimas excretadas pelas bactérias que hidrolizam o anel p3-
lactdmico, inactivando o antibidtico. Dependendo da sua especificidade, as f-lactamases
podem ser chamadas penicilases, cefalosporinases e carbapenemases e séo as principais
determinantes da resisténcia bacteriana (Sousa, 2006).

Outra forma de as bacterias escaparem a accdo dos antibioticos € pela
modificacdo dos PBPs, através de mutaces nos genes produtores de PBPs,
recombinac6es homologas entre os genes de PBPs com sintese de novos PBPs com
pouca afinidade para os B-lactamicos, conferindo assim resisténcia a esta classe de
antibidticos (Sousa, 2006).

Um outro factor importante de resisténcia é a presenca de proteinas de efluxo na
membrana, designadas de bombas de efluxo. A sua funcéo é exportar moléculas através
do envelope bacteriano, impedindo a acumulacdo de compostos toxicos intracelulares.
Se estas bombas estiverem presentes em grande quantidade podem ser responsaveis por
resisténcia cruzada, ja que conferem, pelo mesmo mecanismo, resisténcia a varios
antibidticos (Sousa, 2006).

3. Antibidticos Inibidores da Sintese Proteica

Uma vez que existem diferencas entre as unidades ribossomais bacterianas e das
células humanas, € possivel utilizar antibiéticos que inibam a sintese proteica sem
efeitos adversos graves para o hospedeiro. No entanto, como as mitocondrias das
células eucariotas possuem ribossomas 70S, podem ser susceptiveis a antibidticos,

especialmente se se tratar de moléculas muito lipdfilas, cuja concentragdo intracelular é
15
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muito elevada, podendo provocar a inibi¢do da sintese proteica mitocondrial (Sousa,
2006).

O complexo ribossomal 70S ¢é formado pela associacdo das subunidades 30S e
50S, sendo que as diversas moléculas de antibidticos actuam numa subunidade ou na

outra. De um modo geral, 0 mecanismo de accéo é bacteriostatico (Sousa, 2006).

Os antibidticos aminoglicosideos-aminociclitdis pertencem a esta classe. Séo
constituidos por 2 ou mais agucares aminados unidos por ligacdes glicosidicas a um
nacleo aminociclitol. Para que estes antibioticos exercam ac¢do ao nivel do ribossoma é

necessario que haja a penetracdo através do involucro bacteriano (Sousa, 2006).

A estreptomicina € um antibiético aminoglicosideo-aminociclitol obtido a partir
de culturas de Streptomyces griseus. Uma vez no citoplasma, a estreptomicina liga-se a
proteina da subunidade 30S dos ribossomas, evitando a formacdo de complexos de
iniciacdo. A sintese proteica esta assim impedida pela formacdo destes complexos

anormais irreversiveis que se acumulam nas células bacterianas (Sousa, 2006).

A gentamicina € produzida por Micromonospora purpurea e é constituida por

varios produtos.
As resisténcias podem ocorrer por:

e Inactivacdo enzimatica — quando diversas enzimas mediadas por plasmideos,
transposoes e integrées modificam as moléculas dos antibioticos pela acetilagdo
dos grupos —NH2, fosforilacdo dos grupos — OH e nucleotidilagdo dos grupos —
OH,;

e Alteracbes dos ribossomas por mutacdo — quando ocorre uma mutacéo ao nivel
das unidades 30S e 50S, deixando de haver afinidade entre os ribossomas e 0s

antibioticos;

e Reduzida difusdo através dos involucros bacterianos — as moléculas do
aminoglicosideo tém de atravessar o invélucro bacteriano, chegar ao citoplasma

e actuar nos ribossomas;

e Proteccdo ribossomal por metilacdo do 16S rRNA — impedem a ac¢do dos

antibioticos na subunidade 30S pela producéo de metilases (Sousa, 2006).
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4. Tetraciclinas e Gliciclinas

As tetraciclinas s80 um grupo de antibioticos que conttm um ndcleo
hidroxinaftaceno, constituido por 4 anéis benzénicos fundidos e possuem um
mecanismo bacteriostatico, quando utilizadas em dose terapéutica, e bactericida em
concentracdes mais elevadas. As tetraciclinas inibem primariamente a sintese proteica
bacteriana, actuando ao nivel da subunidade 30S dos ribossomas a semelhanca dos
aminoglicosideos (Chopra e Roberts, 2001).

As resisténcias as tetraciclinas sdo devidas a mutacdo ribossémica, a fraca
incorporagdo celular e ao efluxo de antibidtico e a protecgdo ribossomal. A fraca
incorporacdo do antibiotico é especificado por diferentes determinantes genéticos de
resisténcia (genes tet), que codificam proteinas TET (Chopra e Roberts, 2001).

5. Cloranfenicol

O cloranfenicol é um antibidtico de largo espectro, eficaz tanto em bactérias de
Gram positivo e de Gram negativo. E um antibi6tico bastante sollvel, o que permite a
sua excelente difusdo nos tecidos e fluidos corporais, pelo que penetre a barreira
hematoencefalica. Infelizmente, possui efeitos adversos como trombocitopenias e

anemias aplasticas irreversiveis, que condicionam o seu uso (Sousa, 2006).

O cloranfenicol actua por inibicdo da sintese proteica, na subunidade 50S
ribossomal, tendo uma actividade bacteriostastica. Atravessam a MC por solubilizacdo e
difusdo e atingem o citoplasma bacteriano sem a intervencao de transportadores (Sousa,
2006).

O mecanismo de resisténcia mais frequente é a inactivacdo enzimatica do
antibidtico, sendo que as resisténcias também ocorrem por impermeabilizacdo dos

involucros bacterianos, alteracdo ribossomica e bombas de efluxo (Sousa, 2006).
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6. Macrolidos

Os macrolidos sdo uma familia de antibidticos heterosidicos cujas geninas ou
agliconas apresentam funcdes lactonicas. A eritromicina foi o primeiro antibiotico
importante a ser isolado. Quimicamente é um macrolido cujo anel lacténico possui 14
atomos, sendo que existem macrélidos de 14, 15 e 16 atomos de carbono do anel
lactbnico. Devido as suas caracteristicas moleculares, a eritromicina liga-se
extensivamente as proteinas, tendo uma boa distribuicdo pelos tecidos e € eficaz contra

bactérias de Gram positivo e algumas de Gram negativo (Sousa, 2006).

Os macroélidos exercem a sua actividade antimicrobiana nos ribossomas
procariotas, ao nivel da subunidade 50S, com efeitos bacteriostaticos, inibindo a
transpeptidades/translocagio. A semelhanca das outras familias de antibiGticos
inibidores da sintese proteica, necessitam de atravessar a parede celular e a membrana
citoplasmatica para que ocorra efeito bacteriostatico. Os mecanismos de resisténcia sao

0S mesmos descritos anteriormente para o cloranfenicol (Sousa, 2006).

7. Estreptograminas A+B

As estreptograminas A+B mais utilizadas sdo a dalfopristina associada a
quinupristina, ambas derivadas da pristinamicina. Estas moléculas possuem um efeito

bactericida quando utilizadas em associacao e bacteriostatico usadas isoladamente.

A associacdo quinupristina-dalfopristina liga-se irreversivelmente a subunidade
50S ribossomal, formando um complexo tercidrio quinupristina-ribossoma-
dalfopristina. O seu mecanismo é muito semelhante ao dos macrdélidos ja que actua na

inibicdo da sintese proteica ao nivel da peptidil-transferase.

As estirpes bacterianas apresentam mecanismos de resisténcia diferentes para

cada uma das moléculas:
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e As estirpes resistentes a quinupristina apresentam resisténcia aos macrolidos,

mediada pelo gene erm.

e As estirpes resistentes a dalfopristina possuem acetiltransferases, mediadas pelos
genes vatA, vatB e vatC, que acetilam a molécula de —OH, tornando-a inactiva.
Pode dever-se também a presenca dos genes vgaA e vgaB que codficam bombas
de efluxo.

A presenca destas resisténcias limita o uso clinico do antibiético uma vez que a sua

accdo passa a ser somente bacteriostatica (Sousa, 2006).

8. Oxazolidinonas

As oxazolidinonas sdo uma nova classe terapéutica descoberta na década de 80.
Através de modificacBes estruturais foi sintetizada a linezolida. O linezolida € um
composto de sintese quimica, inibidor da sintese proteica, que ndo exibe reacgdes
cruzadas com outros antibioticos. Os seus efeitos sdo essencialmente bacteriostaticos
(Sousa, 2006).

O linezolida é um composto com afinidade para a subunidade 50S, na interface
com a subunidade 30S, impedindo que o complexo de iniciacdo, ou seja impedindo que
a subunidade 30S se associe a subunidade 50S. Como consequéncia impossibilita a
ligacdo e leitura do RNAm (Sousa, 2006).

As mutac6es que culminam em resisténcias estdo associadas exclusivamente ao

local activo da peptidiltransferase (Sousa, 2006).

9. Nitrofurantoina

A nitrofurantoina € um composto especifico para o tratamento e profilaxia da
infeccdo urinaria baixa (cistite). E um antibiético com boa absorcdo oral e com
eliminacdo rapida urinaria. Possui um poder bacteriostatico, no entanto, como atinge

concentracdes muito elevadas na urina acida, adquire um efeito bactericida contra
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agentes etioldgicos da infeccdo urinaria baixa (E.coli, S.saprophyticus, Enterobacter
spp., etc.) (Sousa, 2006).

O mecanismo de acgdo da nitrofurantoina ndo é bem conhecido, no entanto,
perturba varios sistemas enzimaticos bacterianos, com prejuizo do metabolismo, sintese
de DNA e RNA. Desta forma a nitrofurantoina tem um mecanismo de ac¢do
multifactorial, o que explica a baixa resisténcia bacteriana apesar dos varios anos de

utilizacdo terapéutica (Sousa, 2006).

10.  Quinolonas

A ciprofloxacina € uma 6-fluoroquinolona a qual foi adicionada um ciclo
aminado com a finalidade de aumentar o espectro antibacteriano, quando comparada
com o 4cido nalidixico, a molécula original. E activa contra bactérias de Gram negativo,
ndo tendo, no entanto, grande actividade contra bactérias de Gram positivo (Sousa,
2006).

As quinolonas actuam na topoisomerase 1V, nas bactérias de Gram positivo. A
DNA girase remove o0s superenrolamentos a frente da forquilha de replicacdo e a
topoisomerase 1V abre a molécula de DNA antes da forquilha de replicacdo. Assim, a
accdo das topoisomerases asseguram o correcto desdobramento do DNA para a
replicacdo. As quinolonas inibem a accdo da topoisomerase, comprometendo, desta
forma, a replicacdo do DNA, que culmina na morte celular, o que justifica o efeito
bactericida desta classe de antibidticos (Sousa, 2006).

As resisténcias podem ocorrer por efluxo do antibidtico, por mutacdo das
enzimas-alvo e por acetilagdo do radical piperazina, ocorrem rapidamente durante a
utilizacdo de fluoroquinolonas em terapéutica, sendo por isso de uso limitado (Sousa,
2006).
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V. Resisténcia de Enterococcus a agentes antimicrobianos

Tem sido dada especial atencdo aos Enterococcus ndo sé pelo aumento da
relevancia em infeccbes nosocomiais, como tambeém devido ao aumento de resisténcias
a agentes antimicrobianos. Estes dois factores encontram-se intimamente ligados, uma
vez que a existéncia de resisténcias permite aos Enterococcus sobreviverem num
ambiente em que os antibidticos sdo extensivamente utilizados e, por outro lado, a vasta
utilizacdo de antibidticos nos hospitais exercem pressao selectiva uma vez que eliminam
as bactérias susceptiveis e disseminam as resistentes através de infeccbes nosocomiais
(Murray, 1990).

A resisténcia a antibioticos pode dividir-se em intrinseca e adquirida. A
resisténcia inerente ou intrinseca € um tipo de resisténcia caracteristica das espécies
presente na maioria das variantes dessa espécie. Ja a resisténcia adquirida resulta de
uma mutacdo no DNA ou aquisicdo de novo DNA. As resisténcias intrinsecas mais
comuns expressas por Enterococcus incluem a resisténcia a penicilinas semisintéticas
resistentes a penicilases, cefalosporinas, baixa resisténcia a aminoglicosideos e
clindamicina. As resisténcias adquiridas incluem resisténcia ao cloranfenicol,
eritromicina, resisténcia a concentragcbes elevadas de clindamicina, tetraciclina,
resisténcia a concentraces elevadas de aminoglicosideos, a penicilina através da

producéo de penicilinases, fluoroquinolonas e vancomicina (Murray, 1990).

1. Resisténcia Intrinseca
() p-lactdmicos

Os enterococos possuem como caracteristica do Género a resisténcia a
antibidticos B-lactamicos, isto é, sdo resistentes a todos os B-lactamicos e sobrevivem a
concentracdes superiores a concentracdo minima inibitoria. Este facto deve-se a fraca
afinidade entre os seus PBPs e os -lactdmicos. (Murray, 1990 e Cetinkaya et al., 2000).
Sao isolados excepcionalmente enterococos produtores de P-lactamases, sendo no

entanto ndo indutiveis e dependentes da quantidade de inculo (Cetinkaya et al., 2000).
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(i) Aminoglicosideos

Relativamente aos aminoglicosideos, 0s Enterococcus spp sdo pouco resistentes.
Os baixos niveis de resisténcia em E. faecalis parecem dever-se a baixa penetracdo dos
antibioticos. Quando se é administrado antibidticos inibidores da sintese da parede
celular, como a penicilina ou vancomicina, a penetracdo de aminoglicosideos é
aumentada, sendo a morte celular uma consequéncia do sinergismo presente entre estas

duas classes de antibiéticos (Murray, 1990).

2. Resisténcia Adquirida

Como referido anteriormente, a resisténcia a antibacterianos pode ser adquirida
atraves de mutacdo de DNA ou aquisicdo de novo DNA. Geralmente a aquisi¢do de
novo DNA ocorre por transformacéo, transdugdo ou conjugacao. Apenas se conhece a
conjugacdo como o processo de aquisicdo de resisténcias em Enterococcus spp, a qual
pode ocorrer de trés formas distintas: plasmideos de espectro ampliado, plasmideos de
espectro curto ou por transposdes conjugativos (Murray, 1990 e Harbottle et al., 2006).

A conjugacdo € um processo que envolve o contacto célula a célula para que
haja a disseminacdo de elementos moveis (plasmideos e transposdes) e mobilizaveis
(plasmideos, transposdes, integroes/cassetes de genes) que podem ser incluidos nos

meios moveis (Murray, 1990).

() Plasmideos

Os plasmideos sdo moléculas de DNA de cadeia dupla circular que contém
informacdo genética que codifica a resisténcia a antibioticos, genes de replicacao,
metabolismo, fertilidade, resisténcia a bacteriocinas e bacteri6fagos. Os plasmideos
podem ser considerados conjugativos, quando sdo maveis, ou ndo conjugativos quando
sdo mobilizaveis. Determinados plasmideos sdo aptos a ser transferidos entre apenas um
restrito numero de espécies bacterianas, enquanto outros sdo mobilizados entre
multiplas espécies (Bennet, 2008 e Harbottle et al., 2006).

E comum o mesmo plasmideo transportar genes que oferecem resisténcia a
varias classes de antibioticos, tornando a estirpe bacteriana multirresistente. Podem

também existir células bacterianas com varios plasmideos em que cada um codifica um
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tipo de resisténcia diferente (Bennet, 2008 e Harbottle et al., 2006). A transferéncia de
plasmideos, associados ou ndo a elementos genéticos mdveis (integrdes e transposoes),
entre diversas espécies bacterianas, provoca a disseminagdo de resisténcias (Bennet
2008 e Harbottle et al., 2006).

E de referir que os plasmideos ndo sio necessarios a sobrevivéncia das bactérias,
alids, na auséncia da pressdo causada pelos antibidticos podem mesmo desaparecer.
(Bennet, 2008 e Harbottle et al., 2006).

(i) Transposdes e sequéncias de inser¢ao

Os transposdes sdo sequéncias de DNA que se movem entre plasmideos, do
plasmideo para o cromossoma e do cromossoma para o plasmideo contribuindo para a
expressdo e disseminacdo de genes de resisténcia a antibioticos. Os transposdes podem
mover-se entre células bacterianas atraves de plasmideos ou podem autotransferirem-se,
sendo denominados transposdes conjugativos (Bennet, 2008 e Harbottle et al., 2006).

Os transposdes apresentam-se sob varias formas estruturais, de proximidade
genética e mecanismos de transposic¢do, podendo albergar varios genes de resisténcia.
Estes elementos mdveis ainda compreendem elementos mais pequenos denominados
por sequéncias de insercao (IS), representados na Figura 3 (Bennet, 2008).

As IS sdo pequenos elementos méveis, com cerca de 0,8 a 2,5 kpb e possuem
apenas a informacdo genética necessaria a transposicdo. As IS estdo frequentemente
ligadas a peguenas sequéncias que se repetem, orientadas invertidamente (IR)
(Depardieu et al., 2007).

-35/-10
-35
IS
— >
>—> - E——
DR IR Transposase IR DR

Figura 3: Caracteristicas de IS; DR- repeticdo directa; IR- repeticdo inversa (adaptado
de Depardieu et al., 2007).
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(iii)  Cloranfenicol

A resisténcia ao cloranfenicol estd disseminada entre os enterococos. Alias,
cerca de 20 a 42% dos enterococos sdo resistentes ao cloranfenicol. Esta resisténcia é

mediada por acetiltransferases (Murray, 1990).

(iv)  Eritromicina

A resisténcia a eritromicina ocorre como parte do fen6tipo de resisténcia aos
macrolidos-lincosamidas-estreptogramina, que adicionalmente esta relacionado com um
alto grau de resisténcia a clindamicina. O mecanismo envolve a metilagdo de um
residuo de adenosina presente no 23S rRNA. O gene responsavel pela resisténcia € o
ermB, transportado pelo transposdo Tn917, disseminado nos animais como no homem
(Murray, 1990).

(v)  Tetraciclina

Foram encontrados varios genes que conferem resisténcia as tetraciclinas: o tetL,
tetM, tetO, tetK e tetS. Estes genes conferem resisténcias através de dois mecanismos
diferentes: tetL media o efluxo activo da tetraciclina para o exterior das células,
enquanto tetM confere proteccdo aos ribossomas da inibicdo da tetraciclina. Um facto
curioso ¢ o de o plasmideo pAMal, que transporta o gene tetL, ser amplificado quando
0 hospedeiro se desenvolve em concentragdes subinibitdrias de tetraciclinas (Chopra e
Roberts, 2001 e Murray, 1990).

(vi)  Aminoglicosideos

De acordo com o que foi mencionado anteriormente, 0s enterococos possuem
uma resisténcia instrinseca baixa a aminoglicosideos. Se esta for a Unica resisténcia
expressa, entdo a adicdo de um composto inibidor da sintese da parede celular

aumentaria a taxa de morte das células bacterianas por efeito sinérgico (Murray, 1990).
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No entanto, algumas estirpes de enterococos adquiriram resisténcias a
aminoglicosideos e, consequentemente, ao efeito sinérgico também. As resisténcias
mais encontradas sdo a estreptomicina e gentamicina e podem ocorrer por dois
mecanismos: resisténcia ribossomal e modificacdo enzimética na adeniltransferase
(Cetinkaya et al., 2000, Murray, 1990, Harbottle et al., 2006).

(vii)  Enterococcus produtores de -lactamases

Na maioria das vezes o gene que codifica a producdo de PB-lactamase esta
inserido num plasmideo que também codifica a resisténcia a gentamicina. Muitas vezes
é dificil detectar a producdo de B-lactamase em testes de susceptibilidade, uma vez que,
quando o indculo estd em pequena quantidade, o resultado € negativo para a produgéo
de B-lactamases (efeito do inoculo); isto deve-se ao facto de que as células bacterianas,
em baixo numero, ndo produzirem B-lactamase em quantidade suficiente para serem

resistentes (Murray, 1990).

Geralmente, as pB-lactamases produzidas conseguem hidrolizar a penicilina,
ampicilina e piperacilina (assim como outros compostos ureidopenicilinicos); verifica-
se pouca ou nenhuma inactivacdo das penicilinas semisintéticas, cefalosporinas e

imipenemos (Murray, 1990).

(viii) Enterococcus resistentes a penicilina ndo produtores de p-lactamases

O aparecimento deste tipo de variantes pode ser um exemplo extremo de
resisténcia intrinseca, comum no E.faecium e associada a baixa afinidade dos PBPs ou

pode representar resisténcia adquirida (Murray, 1990).

(ix)  Vancomicina

A vancomicina foi utilizada durante mais de 30 anos sem o aparecimento de
resisténcias, no entanto em 1988 foram isolados em Inglaterra os primeiros E. faecalis e
E. faecium resistentes a vancomicina, desde entdo tém sido isoladas varias estirpes por

toda a Europa com este tipo de resisténcias (Levine, 2006 e Cetinkaya et al., 2000).
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Até agora foram reconhecidos seis padrdes de resisténcia : vanA, vanB, vanC,
vanD, vanE e vanG (Levine, 2006).

Os genes de resisténcia vanA, vanB e vanD sdo genes adquiridos que induzem
grandes resisténicas a vancomicina e teicoplanina. A expressao destes genes resulta na
sintese anormal dos percursores terminais do peptidoglicano em D-Ala-D-lactato em
vez de D-Ala-D-Ala. A vancomicina possui uma afinidade menor para o lactato, sendo
esta a causa da resisténcia. Curiosamente, a nivel da Europa, é mais comum isolar
bactérias que possuam o gene vanA e a nivel dos Estados Unidos o gene vanB é o0 mais
disseminado (Cetinkaya, 2000 et al. e Depardieu et al., 2007).

J& 0s genes vanC, vanE e vanG sdo semelhantes aos genes anteriores no seu
mecanismo de ac¢do, isto é, actuam na sintese anormal dos precursores do
peptidoglicano, substituindo o ultimo aminoacido de alanina por serina. A substituicao
de D-Ala por D-Ser traduz-se numa ligacdo mais fraca entre o peptidoglicano e a
vancomicina, tornando a bactéria resistente ao seu efeito (Levine, 2006 e Depardieu et
al., 2007).

Uma das maiores preocupacdes dos bacteriologistas ¢ o potencial que os VRE
possuem para disseminar genes de resisténcia entre outras espécies, em particular para
S. aureus (Levine, 2006).

VI. Factores de Viruléncia

A producdo de factores de viruléncia € mais um mecanismo adoptado pelas
bactérias do Género Enterococcus que lhes confere vantagem relativamente a bactérias
ndo produtoras deste tipo de péptidos (Dupont et al., 2008, Poeta et al., 2008, Sood et
al., 2008).

Os Enterococcus produzem péptidos antimicrobianos denominados
bacteriocinas, ou mais concretamente enterocinas com actividade inibitéria das estirpes

filogeneticamente mais proximas (Poeta et al., 2008).

Os sistemas utilizados podem ser producdo de citolisinas, substancia de
agregacao, proteinas de adesdo, superdxido extracelular, proteinas de superficie
extracelular, hemolisina e gelatinase. Os mecanismos pelos quais sdo expressados estes

factores ndo estdo completamente esclarecidos, no entanto, a grande maioria das
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bactérias que produz citolisinas produzem também substancias de agregacéo, pelo que
actuam por sinergismo (Dupont et al., 2008, Sood et al., 2008, Huycke et al., 1998).

Espécies produtoras de superdxido sdo destrutivas para o tecido dos mamiferos
(Sood et al., 2008).

As citolisinas sdo toxinas bacterianas que desencadeiam a actividade hemolitica
e bactericida e a sua producéo ¢é determinada pela presenca do gene cyl. E sugerido que
as bactérias produtoras de citolisinas possuem uma vantagem ecoldgica sobre as outras

que habitam o mesmo ecossistema (Poeta et al., 2008).

O gene asal é responsavel pela producdo de substancia de agregacdo e o gene
gel pela producéo de gelatinase (Billstrom et al., 2008).

Uma outra caracteristica associada a viruléncia de enterococos € a expressao de
proteinas de superficie, como 0 gene esp que aumenta a capacidade de ligacdo da célula
bacteriana a superficie das células epiteliais dos hospedeiros. O gene esp surge muitas
vezes em associacdo ao gene hyl, que codifica a producéo de hialorunidase, apesar de o
mecanismo ainda ndo ser completamente conhecido. (Billstrom et al., 2008). Desta
forma, os enterococos conseguem colonizar outros locais para além do intestino,
escapar ao sistema imunitario e obter todos o0s nutrientes necessarios a sua

sobrevivéncia (Huycke et al., 1998).

VIl. Material e Métodos

1. Recolha e Processamento das Amostras

Foram analisadas amostras de agua utilizada para 0 consumo humano e animal
em varias regides de Portugal, colhidas entre os anos de 2006 e 2008. Estas amostras
provinham de minas (n=18), fontes publicas (n=12), pocos privados (n=11) e po¢os
artesianos (n=4). Os locais de colheita encontravam-se inseridos em zonas residenciais,

agricolas, industriais, de producdo animal e/ou zonas florestais.

No laboratério as amostras foram filtradas por membranas estéreis de
nitrocelulose, com porosidade 0,45um, sob vacuo. Os filtros foram incubados em caldo
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de BHI, a 37°C, durante 24h, em aerobiose, promovendo o crescimento bacteriano néo-
selectivo. De seguida, 100l de cada cultura liquida foram semeados em placas de meio
selectivo Slanetz-Bartley suplementado com vancomicina—6mg/L, gentamicina—
125mg/L ou ampicilina-16mg/L. As placas foram incubadas a 37°C, durante 24h em
aerobiose. As colonias resultantes foram isoladas em meios ndo-selectivos e congeladas
a -70°C em TSB com 20% de glicerol.

2. Identificacdo

Recorreu-se a testes presuntivos, como a coloracdo de Gram para verificar se de
facto as bactérias se tratavam de cocos de Gram positivo. Na coloracdo Gram as
bactérias que possuem uma parede celular rica em peptidoglicano coram de violeta,
sendo denominadas de Gram positivo. As bactérias que apresentam um comportamento
de Gram negativo coram de vermelho ou rosa, devido a uma menor quantidade de
peptidoglicano e a existéncia de uma membrana exterior lipidica que é solubilizada
durante a descoloracdo com alcool-acetona, permitindo a saida do corante cristal de
violeta. A safranina confere a cor final a este tipo de bactérias.

Fez-se também a prova da catalase, na qual se pesquisa a presenca da enzima
catalase que degrada o peroxido de hidrogenio a agua e oxigénio molecular. Este
método consiste em adicionar uma porcao de bactéria retirada de uma cultura pura a
algumas gotas de uma solucdo de perdxido de hidrogénio numa lamina. A presenca da
enzima catalase € demonstrada pela libertacdo de oxigénio (efeverscéncia). Neste

trabalho, seleccionaram-se as bactérias catalase negativo (Sousa et al., 2005).

Muitas bactérias hidrolizam a esculina, no entanto apenas algumas, como o
enterococos, o fazem na presenca de elevada concentracdo de bilis. A esculina é um
glicosideo composto por glucose e esculeteina. Durante a hidrélise da esculina é
libertado para o meio glicose (utilizada depois metabolicamente pelas bactérias) e
esculeteina. A esculeteina reage com citrato de ferro, um indicador adicionado, que
provoca o escurecimento do meio (Sousa et al., 2005).

Por fim inoculou-se uma porcdo de bactéria num meio contendo NaCl na
concentracdo de 6,5%, no qual maioritariamente crescem 0s enterococos, devido a sua
capacidade de subsistir em meios hiperténicos. O crescimento € passivo de ser

observado pela turvacdo do meio (Ferreira e Sousa, 2000 e Sousa et al., 2005 ).
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3. Teste de Susceptibilidade aos Antibidticos

Seguidamente foram realizados antibiogramas, pelo método de Kirby Bauer da
difusdo em placa, no qual discos com quantidades exactas de diferentes antibioticos sdo
colocados no meio inoculado com a bactéria, o antibidtico difunde-se pelo meio
originando um halo em caso de susceptibilidade, onde ndo ha crescimento bacteriano,
passivel de ser medido (Sousa et al., 2005). Os antibioticos utilizados foram
vancomicina (30 pg), teicoplanina (30 pg), ampicilina (10 pg), eritromicina (15 pg),
tetraciclina (30 pg), minociclina (30 pg), quinuspristina—dalfopristina (15 pg),
ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), linezolida (30
ug), gentamicina (120 ug) e estreptomicina (300 ug). A técnica foi realizada de acordo
com as orientacdes presentes no Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Todos os isolados com susceptibilidade intermédia foram considerados resistentes.
Neste estudo foram incluidas as estires Enterococcus faecalis ATCC 2912 e

Staphylococcus aureus ATCC 29213 como controlo.

4. Caracterizacdo de resisténcia a antibioticos e factores de viruléncia

Por dltimo, recorreu-se a métodos moleculares para identificar as espécies
bacterianas e genes que conferem resisténcia a determinados antibioticos ou expressam
factores de viruléncia. A técnica utilizada foi a amplificacdo de acidos nucleicos (PCR).
Existem varios métodos ndo moleculares que permitem identificar as diferentes espécies
de enterococos: como MicroScan, APl 20STREP, ID 32STREP, entre outros (Arias et
al., 2006, Sader et al., 1995). Porém como se trata de espécies muito proximas
genotipicamente, a sua identificacdo pode ndo ser precisa. Os métodos de biologia
molecular sdo fiaveis e sensiveis. Entre estes encontra-se a PCR (Polymerase Chain
Reaction), que utiliza primers especificos para a identificacdo de espécies (Perez-
Hernandez et al., 2002, Arias et al., 2006).

O principio subjacente a esta técnica € muito simples. Um pequeno segmento de
DNA é delimitado por dois primers especificos e a sua amplificacdo ocorre por uma
DNA polimerase termorresistente. A reaccdo ocorre em varios ciclos de temperatura

sucessivos, nos quais inicialmente ha a desnaturagdo da cadeia de DNA, seguida da
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hibridacdo dos primers com as cadeias complementares (emparelhamento) e por fim a
sintese do fragmento de DNA que se pretende amplificar. Estes passos repetem-se em
cada ciclo, sendo que uma PCR geralmente possui entre 30 a 40 ciclos. Teoricamente, 0
nimero de fragmentos de DNA amplificado aumenta exponencialmente ao longo da
PCR (Ferreira e Sousa, 2000). E uma boa técnica de identificacdo, visto que é eficaz
com uma pequena quantidade de amostra, permite a amplificagdo de pequenos genes de
DNA ou RNA milhdes de vezes, sem a necessidade de cultivar previamente o
microrganismo durante um longo periodo de tempo e é altamente especifica e rapida
(Strohl et al., 2001 e Theron e Cloete, 2002).

A técnica de PCR utilizada foi a multiplex. Esta técnica é uma variante da PCR
basica na qual duas ou mais sequéncias sdo simultaneamente amplificadas na mesma
reaccdo. Este método tem sido aplicado com sucesso em muitas areas do estudo de
DNA, como andlises de deleccBes, mutacdes e polimorfismos, ensaios quantitativos e
PCR de transcricdo reversa (Henegariu et al., 1997). Os protocolos de PCR utilizados
neste trabalho, bem como as sequéncias dos primers e ciclos de amplificagdo foram os
publicados por Novais et al. (2005), Arias et al. (2006), Aarestrup et al. (2000) e
Vankerckhoven et al. (2004).

Os genes pesquisados para a resisténcia a glicopéptidos foram vanA, vanB,
vanCl e vanC2. Para os aminoglicosideos foram analisados os genes aac(6’)-le-
aph(2”’)-1a, aph(2”’)-1b, aph(2’)-1c, aph(2’’)-1d e aph(3°’)-11l; para macrélidos os genes
ermA, ermB, ermC; e para tetraciclinas os genes tet(M), tet(L), tet(O), tet(S), tet(K.) Foi
também analisada a presenca dos genes de viruléncia asal, gel, cyl, hylgm e esp.

E importante referir ainda que foram incluidos controlos positivos e negativos

em todas as reaccoes de PCR.

5. Visualizacdo dos resultados da amplificacao

Os produtos de ampilificacdo das reaccdes de PCR foram analisados apds uma
electroforese horizontal com gel de agarose a 2% em tampédo TAE, contendo 0.01% de
marcador fluorescente (Fluorescent-Sybr Safe DNA gel stain) como revelador de DNA.

Foram aplicados 10ul do produto de amplificacdo, assim como um marcador de peso
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molecular (Hiperladder 1V), nas condicdes referidas pelo fabricante. A electroforese foi
efectuada a 100 volts durante 30 minutos e os resultados foram posteriormente
observados num trasnsiluminador e adquiridos digitalmente com o programa Quantati
one version 4.6.1 Buidl 055.

VIII. Resultados

1. Isolamento de Bactérias

A partir da recolha das 45 amostras de agua (nascentes (n=18), fontes publicas
(n=12), pocos privados (n=11) e furos (n=4)) destinadas ao consumo humano e animal,
isolaram-se 76 espécies de Enterococcus. Na figura 4 esta representada a distribuicao
das amostras utilizadas no estudo em funcdo da sua origem de recolha e na figura 5
estdo representadas as espécies que foram isoladas.

Figura 4: Distribuicdo das amostras recolhidas em percentagem
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E. casseliflavus
4%

Figura 5: Distribuicdo dos isolados por espécie em percentagem

2. Espécies Bacterianas e Susceptibilidade

Nas quarenta e cinco amostras analisadas foram isoladas setenta e seis bactérias
pertencentes ao Género Enterococcus. As espécies e as taxas de resisténcia antibidtica
estdo descritas na Tabela 2 e representadas nas Figuras 6 a 10.

As espécies E.faecium e E.faecalis foram as que apresentaram mais isolados
resistentes a ciprofloxacina e aminoglicosideos, respectivamente.

Foi ainda detectada resisténcia igual ou superior a 3 antibidticos em 43 (57%)
dos isolados. A resisténcia multipla a tetraciclinas, eritromicina e ciprofloxacina foi
detectada em 16 (21%) dos isolados de 10 amostras de fontes, pocos artesianos e minas.
E ainda importante referir que todos os isolados foram susceptiveis a vancomicina,

teicoplanina e linezolida.
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Espécies N° isolados Tipo de Ambiente (n° de Regido  Ano Resisténcia a Antibi6ticos (n%)
Amostras amostras)

(n°) VAN TEC AMP TEC MIN ERY Q/D CIP CHL GEN STR NIT

LIN

E.faecalis 20 Zona de agricultura e Norte, 2006  0(0) 0(0) 0(0) 15(75) 15(75) 15(75)  15(75) 9(45) 0(0) 6(30) 2(10) 0(0)
Fonte (3); residencial (2; zona Centro 2008
Nascente (5) agricola e de produgéo
poco (3);  animal (2); agricultura,
Furo (1) producéo de animais
domésticos e
residencial (1); zona
residencial (3); florestal
(1); &rea industrial (1);
sem influéncia humana
e animal (2)
E.faecium 12 Aquacultura (1); area Norte 2006  0(0) 0(0) 0(0) 10(83) 10(83) 10(83) 2(17) 10(83)  2(17) 0(0) 0(0) 2(17)
Fonte (2); agricola (2); zona 2008
poco (3); agricola e de producéo
Furo (1) animal (2); agricultura,
producéo de animais
domésticos e
residencial (1); Zona de
agricultura e residencial

)

[e2]

E.hirae Nascente (1); Zona agricola (1)esem  Norte, 2006  0(0) 0(0) 0(0) 3(50) 3(50) 1(17) 1(17) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(17)
Poco (1) influéncia humana e Centro

animal (1)

E. Pogo (2) Avrea agricola e de Norte 2008  0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(33) 1(33) 1(33) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
casseliflavus animais domésticos ou
producéo intensiva (1);
Agricultura, produgdo
de animais domésticos
e ETAR (1)

Enterococcus 35 Poco (3); Avrea agricola e de Norte, 2006  0(0) 0(0) 0(0) 10(29) 7(20) 16(46) 15(43) 27(77) 0(0) 3(9) 0(0) 12(34)
spp Furo (1); animais Centro 2008
Mina (3); domésticos ou
Nascente (3) producdo intensiva (1);
Agricultura, produgao
de animais e ETAR (1);
zona agricola e de
producéo anima (1);
zona agricola(2); zona
florestal (1); residencial
(1); zona sem influéncia
humana e animal (3)
Total 76 0(0) 0(0) 0(0) 38(50) 35(46) 43(57) 38(50) 47(62) 2(3) 9(12) 2(3) 15(20)

w

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

Tabela 2:Perfil de resisténcia a antibi6ticos em enterococci de varias espécies isoladas de varias fontes de &guas de consumo em Portugal. Abreviaturas: VAN=vancomicina,
TEC=teicoplanina, AMP=ampicilina, TET=tetraciclina, MIN=minociclina, ERY=eritromicina, Q/D=quinupristina/dalfopristina, CIP=ciprofloxacina, CHL=cloranfenicol,
GENT=gentamicina, STR=estreptomicina, NIT=nitrofutantoina, LIN=linezolida.
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B E.faecalis

Figura 6: Distribuicdo do fendtipo de resisténcia a antibidticos em E. faecalis em
percentagem

B E.faecium

Figura 7: Distribuicdo do fenotipo de resisténcia a antibioticos em E.faecium em
percentagem
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W E.hirge

A &
FELETEL eSS

Figura 8:Distribuicdo do fendtipo de resisténcia a antibiéticos em E. hirae em
percentagem
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Figura 9:Distribuicdo do fendtipo de resisténcia a antibioticos em E. casseliflavus em
percentagem
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Figura 10 - Distribuicdo do fenétipo de resisténcia a antibioticos em Enterococcus spp
em percentagem.

3. Caracterizacéo de genes de resisténcia

Na analise dos isolados de Enterococcus procedeu-se a pesquisa de genes que
conferem as resisténcias atraveés da técnica de PCR, obtendo-se os resultados a seguir
apresentados (Tabela 3 e Figuras 11 a 15).

Relativamente a resisténcia as tetraciclinas, detectaram-se os genes tet(M) em 35
isolados (46%), tet(L) em 11 isolados (14%) e tet(S) em 4 (5%) dos isolados. A
resisténcia a eritromicina e a gentamicina estd codificada nos genes erm(B) em 17
(22%) dos isolados e aac(6’)-le-aph(2°") em 9 (12%) dos isolados, respectivamente. O
gene vanC2 foi apenas detectado num isolado de E. casseliflavus.

Todos os genes acima descritos foram pesquisados em isolados com fenotipo de
resisténcia detectado previamente por antibiogramas. Porém, os genes tet(M) e tet(L)
foram detectados num isolado susceptivel as tetraciclinas e o gene ermB em 6 isolados
com resisténcia intermédia e 7 isolados susceptiveis & eritromicina. E importante ainda
referir que ndo foram amplificados genes de resisténcia em 3 isolados resistentes a
tetraciclina e 7 isolados resistentes a eritromicina. Foi detectada a presenca de mais de

um gene de resisténcia nos seguintes casos:
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E. faecium - 2 isolados com tet(M)+tet(L), 1 isolado com tet(M)+tet(S), 1 isolado
com tet(L)+ermB e 1 isolado com tet(M)+tet(L)+ermB;

E. faecalis — 1 isolado com tet(M)+tet(L), 1 isolado com tet(M)+tet(L)+ermB, 1
isolado com tet(M)+tet(L)+erm(B)+aac(6’)-le-aph(2’’), 2 isolados com
tet(M)+tet(L)+aac(6’)-le-aph(2’’) e 2 isolados com tet(M)+ermB+aac(6’)-le-
aph(2”);

Enterococcus spp — 1 isolado com tet(M)+tet(L), 1 isolado com tet(S)+ermB, 2
isolados com tet(M)+ermB e 2 isololados com tet(M)+tet(L)+ aac(6’)-le-

aph(2”);
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Genes® Fendtipo da Espécies (n°)
Resisténcia i i i i
L ) E.faecali E.faecium E.hira E.casseliflavus Enterococcus
antimicrobia
S e spp
na
tet(M) Tetraciclina R 14 9 3 - 8
S - - - - 1
tet(L) Tetraciclina R 4 3 - - 3
S - - - - 1
tet(S) Tetraciclina R 1 2 - - 1
erm(B) R 2 1 - - 1
Eritromicina | 2 1 1 1 2
S - - 2 - 4
aac(6’)-le- Gentamicina R 6 - - - 3
aph(2)*
vanC2 Vancomicin S - - - 3 -
a

Tabela 3: Distribuicdo dos genes de resisténcia a antibidticos de varias espécies de
enterococos isolados de amostras de aguas de consumo; ® Os genes vanA, vanB, vanC1
(resisténcia a vancomicina), aph(2’’)-1d (resisténcia a aminoglicosideos), ermA, ermC
(resisténcia a macrélidos), tet(O) e tet(K) ndo foram detectados; ® No detectados; © A
presenca do gene aac(6’)-le-aph(2’’) foi sé pesquisada em isolados resistentes a altas
concentracdes de gentamicina.
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Figura 11-Genes de Resisténcia presentes em E. faecalis
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Figura 12—-Genes de Resisténcia encontrados em E. faecium
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Figura 13 - Genes de resisténcia presentes em E. hirae
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Figura 14 - Genes de resisténcia presentes em E. casseliflavus
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Figura 15 - Genes de Resisténcia presentes em Enterococcus spp.

4. Caracterizacao dos factores de viruléncia

Na pesquisa de factores de viruléncia o gene gel foi detectado em 12 E. faecalis,
em 2 E. faecium, 1 E. casseliflavus e 5 outros Enterococcus spp, o seu total representa
28% dos isolados (Figura 16).

O gene asal foi detectado em 7 E. faecalis e 5 outras espécies de Enterococcus,
constituindo um total de 16% dos isolados. Foram detectados os dois genes de
viruléncia em 11 isolados provenientes de 5 amostras de fontes, pogos e nascentes
naturais. A excepcdo de dois isolados, todos os isolados resistentes a gentamicina
possuem ambos os genes asal e gel e foram recolhidos de duas nascentes naturais,

representando a maioria dos isolados gque transportam o gene asal.
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Figura 16-Distribuicdo dos genes de viruléncia em Enterococcus em percentagem.

IX. Discussdo

Este Projecto de Graduacdo tem como principal objectivo o estudo do perfil de
resisténcia a antibidticos em enterococos presentes em aguas para consumo nao tratadas.
De acordo com a bibliografia publicada na area, este € um estudo inovador a nivel
europeu e o primeiro em Portugal. Os Enterococcus foram detectados num numero
elevado de amostras, sugerindo que muitos portugueses consomem agua que ndo se
encontra dentro dos padrdes de qualidade nacionais. Esta ameaca a saude publica torna-
se ainda mais preocupante na medida em que estdo presentes isolados resistentes a
varios grupos de antibiéticos.

E alarmante o facto de mais de 45% dos enterococos isolados serem resistentes a
ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclinas, que sdo antibioticos utilizados em grande
escala em humanos e animais como agentes terapéuticos. Também foi possivel verificar
a presenca simultanea de genes que codificavam resisténcia as tetraciclinas e macrdélidos
em varias amostras. A grande dispersdo destes genes pode estar relacionada com a sua
co-localizacdo em plasmideos conjugativos como, por exemplo, pRE25 e pKL0018 ou

transposfes como Tn5382, Tn6002 e Tnl545, previamente encontrados em varias
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bactérias de Gram positivo de variados nichos ecoldgicos (Schwarz, 2001 et al. e
Cochetti et al., 2008).

Os fenGtipos e gendtipos com resisténcia as tetraciclinas e eritromicina néo
foram concordantes nalguns isolados. Alguns isolados possuiam susceptibilidade aos
antibidticos ou resisténcia intermédia e continham genes tet ou ermB, o que sugere a
ocorréncia de fenomenos de combinacdo que afectam a expressdo da resisténcia
fenotipica. Adicionalmente, a auséncia de genes que codificam a resisténcia a
tetraciclinas e eritromicina em isolados resistentes indicam que pode haver uma
predominancia genética de outros factores determinantes (Portillo et al., 2000, Poeta et
al., 2006).

A ocorréncia de elevados indices de resisténcia a gentamicina e estreptomicina
sdo de especial preocupacdo, visto que sdo antibidticos utilizados no tratamento de
infeccbes por enterococos. Teme-se que dentro um periodo de tempo relativamente
curto ndo haja arsenal terapéutico eficaz para o0 combate destas infeccdes.

Os locais de recolha de amostra localizam-se nas proximidades de terrenos
agricolas, criacdo de animais domésticos, instalagcdes onde ocorre producdo animal
intensiva e/ou zonas residenciais, sugerindo que animais e humanos poderdo estar na
origem da contaminacdo microbioldgica das dguas ndo tratadas, destinadas ao consumo
humano. Alguns autores sugerem que as infrastruturas destinadas a producéo animal
podem ser 0s reservatdrios para microrganismos que possuem resisténcias a antibioticos
ou genes de resisténcia. Sapkota et al. (2007) detectaram enterococos resistentes a
tetraciclina e eritromicina, assim como Koike et al. (2007) detectaram varios genes de
resisténcia as tetraciclinas, ambos em amostras de dguas subterraneas adjacentes a locais
de producdo de suinos. Quando os enterococos multirresistentes estdo presentes em
aguas ndo tratadas, destinadas ao consumo, estamos diante de um problema que suscita
particular preocupacdo, quando comparado com o0s outros ambientes aquaticos que por
vezes contactam com os humanos em actividades de recreio ocasionais. Esta agua
contaminada é consumida diariamente e utilizada nas mais diversas tarefas domesticas,
pelo que ha uma grande probabilidade de haver colonizacdo do intestino do homem e
animais, havendo, por conseguinte a troca de genes entre 0s enterococos e as bactérias
da flora normal do intestino. Um exemplo disso foi a deteccdo dos mesmos fendtipos e

genotipos de resisténcia a antibidticos em enterococos recolhidos em amostras de agua,
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em fezes de humanos saudaveis e em carcagas de animais de aviario noutros estudos
prévios (Novais et al., 2005 e Novais et al., 2006).

Devido ao caracter inovador do tema e apesar da presenca de enterococos
multirresistentes em &guas ndo tratadas destinadas ao consumo humano ser um
problema de salde publica, ha poucos estudos publicados nesta area, pelo que é dificil
ter uma perspectiva global da realidade actual.

E importante ainda referir que neste estudo ndo foram considerados enterococos
viaveis mas ndo cultivaveis, descritos previamente noutros estudos em ambientes
aquaticos uma vez que a metodologia utilizada selecciona previamente as estirpes
cultivaveis. Desta forma, os resultados podem subestimar a presenca de enterococoss

portadores de genes de resisténcia a antibiéticos (Lleo et al., 2005).

X. Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram o perfil de resisténcia a
agentes antimicrobianos e factores de viruléncia dos enterococos. Este estudo contribui
com informac&o recente sobre a presenca de enterococos resistentes a antibioticos em
agua ndo tratada, de um pais desenvolvido. Neste trabalho experimental ficou
demonstrado que algumas das nascentes e fontes portuguesas, de agua natural ndo
tratada, estdo a ser contaminadas com bactérias resistentes a antibioticos, provavelmente

provenientes de nichos ecoldgicos adjacentes.

Assim, as conclusdes finais deste estudo sdo as seguintes:

e Os enterococos sao indicadores de contaminacgdo fecal e estavam presentes num

grande nimero de amostras de agua;

e Quase metade dos isolados (45%) apresentavam perfil de resisténcia as
tetraciclinas, ciprofloxacina e eritromicina, antibiéticos utilizados em grande

escala tanto em humanos como animais;
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e Foi detectada resisténcia a concentragdes elevadas de gentamicina e

estreptomicina, antibiéticos utilizados no tratamento de agentes infecciosos;

e Foram detectados factores de viruléncia na grande maioria dos isolados (gene
gel e gene asal);

Uma vez que as aguas das minas, fontes, pogos e furos sdo muito utilizadas na
Europa Ocidental, com destaque para Portugal, é de extrema importancia que as
populacBes tenham acesso a agua potavel para consumo, pelo que séo justificaveis e de

extrema utilidade mais estudos sobre este tema.
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