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Resumo

As infecBes nosocomiais sao consideradas um problema mundial de sadde pablica. A sua
disseminacdo tem contribuido para aumento das taxas de mortalidade e morbilidade, a
maioria das vezes devido as limitadas ou mesmo inexistentes opcdes terapéuticas.

Enterococcus faecalis é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa, presente na
flora comensal do trato gastrintestinal de humanos e animais. Apesar da sua suposta
inocuidade, nas Ultimas décadas E.faecalis tem-se revelado um patogénio oportunista,
representando a segunda e a terceira maior causa de infe¢fes hospitalares a nivel mundial.
Esta bactéria é apontada como uma das principais causas de endocardites, bacteremias,

infecBes do trato urinério, intra-abdominais e de feridas contraidas em hospitais.

As suas carateristicas fisioldgicas permitem-lhe sobreviver a altas temperaturas, a
elevados valores de pH e concentracdes salinas. Esta bactéria resiste também em
ambientes hostis, em situacGes de subnutricdo, de stress oxidativo e as técnicas

tradicionais de limpeza.

Apresenta inimeros fatores de viruléncia nomeadamente proteinas de superficie, enzimas
hidroliticas e capacidade de formag&o de biofilmes, o que auxilia esta bactéria a invadir,

colonizar e infetar tecidos hospedeiros.

Enterococcus faecalis exibe uma resisténcia intrinseca a algumas classes de antibidticos
como PB-lactdmicos, lincosamidas, trimetropim-sulfametoxazol, fluoroquinolonas e
baixas concentracdes de aminoglicosideos. Devido a sua capacidade mutagénica e
adaptativa, este microrganismo desenvolve e adquire novas resisténcias, atraves de
mutagdes cromossomais ou por transferéncia de genes. Como é o caso do gene vanA e

vanB, que lhe conferem resisténcia a vancomicina (VRE).

E.faecalis tem-se revelado uma constante ameaca de vida em todo o mundo, por isso é
urgente controlar a disseminac&o desta bactéria. E importante desenvolver novos métodos
terapéuticos, tendo em conta a ineficacia dos atuais e aplicar estratégias, a nivel

hospitalar, que diminuam ao maximo a transmissdo do microrganismo.



Abstract

The nosocomial infections are nowadays a worldwide issue in terms of health. Its
dissemination has been the cause of the rising of mortality and disease rates, most of the
time due to limited or even nonexistent therapeutic options.

Enterococcus faecalis is a Gram-positive anaerobic facultative bacterium witch is found
in the flora of the gastrointestinal tract of humans and animals. Despite its alleged
harmlessness, lately E.faecalis has been proved to be an opportunistic pathogen,
representing the second and the third leading cause of hospital-acquired infections
worldwide. This bacterium is being pointed as a mainly cause of endocarditis, fast
progressing bacteremia may present, urinary tract infections, intra-abdominal and wounds

contracted in hospitals.

Its physiological characteristics allows this bacterium to survive at high temperatures,
high PH values and highly concentration salts. It can also resist in hostiles environments

such as malnutrition, oxidative stress and traditional cleaning technics.

It feature numerous virulence factors including surface proteins, hydrolytic enzymes and
ability of biofilm formation, which helps the bacterium to invade, colonize and infect the
host tissue.

Enterococcus faecalis displays an intrinsic resistance to some classes of antibiotics such
as B-lactam, lincosamides, trimetropim-sulfamethoxazole, fluoroquinolones and low
concentration of aminoglycosides. Due to its mutagenic capacity and adaptive skills, this
micro-organism develops and acquires new resistances, through chromosome mutations
or by genetic transferences e.g. gene vanA e vanB, witch confers resistance to
Vancomycin (VRE).

E. faecalis has proved a constant threat of life throughout the world, so there is an urgent
need to control the spread of this bacteria by developing new therapeutic methods, having
regard to the ineffectiveness of current ones and looking for new strategies inside

hospitals that will reduce as much as possible the transmission of the micro-organism.
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Introducéo

A infecdo hospitalar € um problema de saude publica, que dificulta o tratamento adequado
dos pacientes e apresenta um enorme impacto a nivel da morbilidade e mortalidade.
Estima-se que em paises desenvolvidos as taxas de infecdo hospitalar variem entre 5 a
10% de todas as infecdes (DGS, 2007).

A Infecdo Associada aos Cuidados de Saude (IACS), anteriormente denominada infecdo
nosocomial ou hospitalar é definida como uma infecdo adquirida apds a admissao do
paciente e cuja manifestacdo ocorreu durante a internacdo ou apds alta, podendo ser
relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares. Uma IACS é entdo
considerada uma infecdo que ndo estava em incubacdo & data de ingresso e que se
manifesta apenas ap0s 48 horas da admissdo hospitalar, periodo que corresponde ao
tempo de incubacdo mais comum em infe¢BGes bacterianas. Visto que existem varios
agentes etiolégicos com periodos de incubacdo diferentes, cada caso deve ser avaliado
individualmente consoante as suas caracteristicas. Como se pode verificar em pacientes
submetidos a cirurgia cujo tempo de ocorréncia de IACS é de 30 dias apos a alta e pode
ser aumentado para 1 ano em pacientes submetidos a introducao de proteses (Andersen
et al., 2009, Boas et al., 2004, Rosenthal et al., 2005).

As bactérias do género Enterococcus spp sdo consideradas importantes agentes
patogénicos oportunistas. Apresentam uma capacidade notavel de desenvolver e adquirir
resisténcias contra varios grupos de agentes antimicrobianos, dificultando cada vez mais

a escolha de estratégias terapéuticas eficazes (Lopes et al., 2005, Kayaoglu et al., 2004).

E.faecalis pertence a flora comensal de humanos e animais. Pode também ser encontrado
em diversos alimentos, normalmente produtos cruz de origem animal, mas também em
locais com poucas condigdes de higiene, onde a sua presenca indica contaminacao fecal
(Martin., et al 2008).

Durante anos pensou-se que as infegdes por Enterococcus eram adquiridas através da
propria flora comensal do paciente, mas as novas técnicas moleculares e epidemiologicas
confirmaram que estes organismos conseguem espalhar-se pelas instalagcdes hospitalares,

sendo umas das espécies mais comuns associadas a infe¢fes clinicas (Klein et al., 2003).

E.faecalis e responsavel por inimeras infecbes, nomeadamente do trato urinario,

endocardites, infecGes de feridas cirdrgicas, bacteremias (principalmente associadas a
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cateteres), abcessos intra-abdominais, sepsis neonatal e hepatobiliar. Atualmente estima-
se gue mais de 90% das infecdes humanas provocadas por Enterococcus sdo causadas por
E.faecalis (Gomez-Gil et al., 2009).

Devido a sua resisténcia inata e adquirida a maioria dos antibidticos, o seu tratamento
encontra-se muito limitado e por vezes impossivel. Assim tendo em conta o nimero de
clones, que aprecem em hospitais, com multiplas resisténcias os clinicos tém cada vez
mais dificuldade em encontrar agentes terapéuticos eficazes. O desenvolvimento de
novos antibioticos, para combater as novas espécies multirresistentes exige um elevado
conhecimento a nivel fisioldgico e genético das mesmas, sendo urgente 0 melhoramento

de técnicas de andlise genética (Dibo et al., 2004).

Atualmente a bactéria apresenta resisténcia a diversos antibacterianos, como é o caso da
vancomicina. O primeiro Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) foi identificado
ha& vinte anos enquanto que Enterococcus resistente aos glicopéptidos (GRE) foram
identificados recentemente, levando a um aumento crucial da taxa de mortalidade (Kainer
et al., 2007).

E.faecalis € um patogéneo versatil e inimeros fatores determinam a sua viruléncia, como
a capacidade de colonizar o trato gastrointestinal, que € o habitat natural da espécie, ou a
aderéncia a matriz extracelular de um grande ndmero de proteinas incluindo
trombospondina, lactoferrina e victonectina (Billstrom et al., 2008). A producdo de
biofilmes € também fundamental na maioria das infecdes, nomeadamente do trato

urinario, em casos endoddnticos assim como em endocardites (Deng et al., 2009).

Este estudo, tem por objetivo principal realizar uma pesquisa bibliogréafica atual sobre as
infecBes nosocomiais por E.faecalis. Irdo ser abordadas as caracteristicas desta bactéria,
de modo a explicar a associa¢do deste microrganismo com a problemaética das infe¢Ges
nosocomiais. Pretende também ser uma chamada de atencdo quanto a realidade atual da
maioria dos hospitais no que toca a infecdes por bactérias multirresistentes. Este é um
tema preocupante, que cada vez mais carece da atencdo de todos os profissionais de salde,

no sentido da investigacao, prevencdo e educacgao populacional.



1) Caracteristicas de Enterococcus faecalis

1.1) Taxonomia

Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas, de catalase negativa sem formacdo de
esporos, anaerodbias facultativas, geralmente dispGem-se aos pares e em curtas cadeias.
Pertencem a um grupo de organismos conhecidos como bactérias do acido lactico (LAB)
(Fisher et al., 2009). Tém capacidade de sobreviver em grandes niveis de stress e
ambientes hostis, como temperaturas entre 0s 5-65°C, valores de pH entre 4.6-9 e também
altas concentragcOes de sais (6,5%NaCl). Pertencem ao grupo D de Lancefield, cujo
antigénio é o acido lipoteicdico (LTA) encontrado em quase todas as bactérias Gram-
positivas. Produzem leucina aminopeptidase (LAP) e ndo possuem enzimas citocromos
(Portenier et al., 2003, Wanda et al., 2000).

A glicose e outros hidratos de carbono sdo metabolizados por fermentacdo e o 4cido
lactico é o principal produto desse metabolismo. Hidrolisam a esculina na presenca de
40% de sais biliares, a L-leucina-pB-naftilamida e a grande maioria hidrolisa o L-
pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) (Sood et al., 2008).

Ao longo dos anos foram feitos varios estudos para distinguir Enterococcus da espécie
Streptococcus. Inicialmente o investigador Sherman dividiu os Streptococcus em quatro
categorias, organizadas consoante as rea¢fes hemoliticas, o grupo de antigénio a que
pertencem e o seu fendtipo. Os quatro subgrupos eram o0 grupo pyogenes, o grupo lactico,
0O grupo viridans e 0 grupo  enterococcus. Este  ultimo  era
constituido por bactérias de origem fecal incluindo Streptococcus faecalis, Strep.

liquefaciens, Strep. zymogenes e Strep.durans (kobayakawa et al., 2005).

Através de técnicas de hibridizagdo do DNA e da sequenciagdo da por¢do 16S do rRNA
foi provado que as espécies Streptococcus faecium, Strep. faecalis, Strep. avium e
Strep.gallinarum eram bastante distintas dos restantes Streptococcus, e assim propds-se
a sua transferéncia para o género Enterococcus (Facklam et al., 2002, Foulquié-Moreno
et al., 2006).



Até ao momento mais de 30 espécies ja foram transferidas do grupo Streptococcus para
o Enterococcus. O grupo lactico foi reclassificado e englobado num novo género
denominado Lactococcus, embora as suas carateristicas ndo sejam as mesmas que as

descritas para o subgrupo lactico (Figural) (Poeta et al., 2005).

Leuconostoc
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Streptococcus
10 % Sequence divergence

Figural- Posicao Filogenética do género Enterococcus, Streptococcus e Lactococcus (adaptado de Fisher et al.,
2009).

A principal diferenga entre Enterococcus e Streptococcus encontra-se na presenca do
antigénio do grupo D de Lancefield, visto que apenas Streptococcus bovis,
Strep.alactolyticus e Strep.equinus apresentam o serotipo deste grupo. Estes ultimos sdo
distinguidos dos Enterococcus devido ao ndo crescimento a uma concentragdo de 6.5%
de NaCl e a 10°C (Schleifer et al., 2002).

1.2) Caracteristicas fisioldgicas

O género Enterococcus tem capacidade de crescimento entre os 5 e 50°C, sendo a sua

temperatura 6tima 42.7°C em condicdes aerobicas, embora o desenvolvimento possa

também ocorrer em atmosferas anaerdbicas. Enterococcus faecalis consegue mesmo



sobreviver durante 30 minutos e temperaturas que rondam os 60°C, capacidade que 0s
distingue dos Streptococcus. Estudos demonstram que esta competéncia esta relacionada
com a estrutura da membrana, nomeadamente com os lipidos e acidos gordos (Folquié
Moreno et al., 2006). Esta situacdo deve-se a alteracdo quantitativa e qualitativa do perfil
de &cidos gordos da membrana plasmatica quando sujeita a situacdes se stress. A
modificacdo da composicdo da membrana lipidica afeta, principalmente, a sua fluidez.
Embora este mecanismo de resisténcia ndo esteja completamente esclarecido, sabe-se que
com o aumento do teor de gorduras e a diminuic¢do dos niveis de acidos gordos saturados
a temperaturas elevadas, a membrana plasmética tem demonstrado ter menos resisténcia
(Marinho et al., 2013).

E.faecalis desenvolve-se num intervalo de pH entre 4.6 e 0s 9., sendo o seu pH 6timo de
7.5, esta resisténcia deve-se a durabilidade e impermeabilidade da membrana aos &cidos.
Tolera a presenca de 40% de sais biliares e cresce em elevadas concentragcGes salinas
(6.5% NaCl) (Nakajo et al., 2006). Durante a fase de crescimento a varidvel crucial é
mesmo 0 pH, enquanto que a temperatura e a concentragdo em sal tém menos
importancia, j& na fase estaciondria esta bactéria apresenta maior resisténcia ao calor.
E.faecalis pode, inclusivamente, tornar-se menos sensivel a niveis letais de sulfato de
sodio, a hiperosmoloridade, ao etanol e peroxido de hidrogénio (Ogier et al., 2008, Stuart
et al., 2006).

1.3) Carateristicas epidemioldgicas

Enterococcus faecalis forma uma parte essencial da microflora de animais e humanos, a
sua distribuicdo é similar em ambos. Estas bactérias encontram-se, principalmente, no
trato gastrointestinal e geniturinario, quando presentes em outros locais do organismo séo

consideradas uma espécie patogénica oportunista (Cauwerts, 2007).

Devido & sua localizagdo, sdo muitas vezes isolados em diversos tipos de alimentos,
especialmente de origem animal, como carne, peixe. A comida contaminada deve-se a
alta resisténcia dos E.faecalis as elevadas temperatura, como é o caso do processo de
esterilizacdo (Segley et al., 2004).



Visto ser uma bactéria oportunista, apresenta uma grande incidéncia em pacientes
hospitalizados, ndo s6 devido a sua viruléncia, mas também, porque o proprio hospital se
torna uma incubadora (Brown et al., 2006). De acordo com NNIS (National Nosocomial
Infection Surveillance), Enterococcus faecalis é o terceiro patogénico mais comum a
nivel mundial nas seguintes infecGes hospitalares: trato urinério, intra-abdominal,

cirdrgica e associadas a cateteres (Aslam, 2010, Rosenthal et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos indicam que nos Estados Unidos da América 12% dos isolados
associados a infegdes durante o tratamento de saude correspondem a E.faecalis. Ja em
Portugal a sua prevaléncia é de 5,14% (Hidron et al., 2008).

Estes microrganismos estdo também bastante relacionados com endocardites,
bacterimeas, septicemias e sdo constantemente isolados em falhas endodonticas,
nomeadamente nos canais radiculares. Cerca de 90% destas infecOes devem-se
exclusivamente a E.faecalis encontrado em canais obturados (Folquié Moreno et al.,
2006).

As infegdes por Enterococcus faecalis podem ser oriundas da flora microbiana comensal
do paciente, onde estes microrganismos poderdo ser transferidos de individuo para
individuo ou adquiridos através do consumo de dgua ou alimentos contaminados (Werner
etal., 2008). S&o entdo uma ameaga para a saude humana, principalmente devido a grande
resisténcia que tém vindo a adquirir contra um largo nimero de antimicrobianos, o que
impossibilita a sua erradicacdo. Alguns fatores ndo microbioldgicos, como é o caso do
consumo de agentes antimicrobianos de forma incorreta ou desnecessaria e mesmo a falta
de higiene, contribuem para a evolucéo e perda de controlo desta infecdo (Vignaroli et
al., 2011).

1.4) Fatores de Viruléncia

Os fatores de viruléncia, sdo compostos ou estratégias que as bactérias utilizam para
colonizar e invadir os tecidos do hospedeiro, de modo a percorrerem as células epiteliais
escapando ao sistema imunitario. Estdo muito relacionados com as estirpes nosocomiais,
pois estas, devido ao ambiente onde estdo inseridas, ttm maior facilidade de adquirir
fatores exogenos, aumentando a sua capacidade de infecdo em relacdo as estipes

comensais (Paradella et al., 2007).



O aumento da resisténcia aos agentes antibacterianos e proteinas de superficie, permite
gue 0s microrganismos nosocomiais em causa colonizem uma maior variedade de nichos

em relacdo as outras estirpes (Mundy et al., 2000).

Alguns destes fatores sdo codificados por plasmideos conjugativos, ou rearranjos no
genoma em ilhas de patogenicidade. A sua expressao ndo é essencial para a sobrevivéncia

da estirpe, mas contribui para a gravidade da infe¢do provocada. (Ogier et al., 2008).

Vaérios fatores séo cruciais para determinar a viruléncia de Enterococcus faecalis, como
é 0 caso da capacidade de colonizar o trato gastrointestinal, a aderéncia ao epitélio do
trato urinario, da cavidade oral e as células embrionarias dos rins. Visto que a maioria das
infecBes sdo enddgenas, estas acontecem por translocacdo da bactéria entre as células
epiteliais atraves do intestino, o que consequentemente causa uma infecdo dos nodulos
linfaticos e posteriormente disseminacdo por todas as células do corpo (Omar et al.,
2004).

1.4.1) Formacéao de Biofilme

O biofilme consiste numa populagdo de células ligadas irreversivelmente em vérias
superficies bioticas e ndo bidticas, contidas numa matriz hidratada composta por varias
substancias, como proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos (Mohamed et al., 2007).
A sua formacdo estabelece-se através de um processo complexo de interagdo entre células
e a sua imobilizacéo, dando origem a um biofilme firme e tridimensional (Tendolkar et
al., 2004).

A capacidade de formacdo de biofilme permite a colonizacdo de superficies inertes e
bioldgicas, a protecdo contra agentes antimicrobianos e fagocitarios, mediando a adesao

e invasdo de células do hospedeiro (Baldassari et al., 2005).

Os nutrientes contidos no meio de crescimento séo fatores essenciais para a producao de
biofilme, como glucose ou sérum, mas também a concentragdo em CO2, pH,
osmolaridade e temperatura. Outro fator € o metabolismo de carbohidratos que regula a
producdo deste composto em varios Gram-positivos, incluindo E.faecalis (Pillai et
al.,2004).



A regulacdo da expressdo de genes bacterianos, nomeadamente para a producdo de
biofilme, é controlada através de um mecanismo denominado Quorum Sensing (QS) ou
seja, € feita em resposta a densidade populacional de células, dependendo de sinais
moleculares extracelulares. Os mecanismos QS tém como base a libertagdo de pequenas
moléculas que atuam como um sinal quimico, intituladas por “autoinducers”. Estas
acumulam-se no meio extracelular e desencadeiam uma serie de respostas por parte das
células, nomeadamente a ativacao transcricional de um conjunto de genes, incluindo os

genes envolvidos no processo de viruléncia (kong et al., 2006).

A capacidade de E.faecalis produzir biofilme é fundamental em varias infeces,
nomeadamente no trato urinario, em endodontia e em endocardites. Os biofilmes maduros
conseguem tolerar antibioticos em altas concentracdes, estas bactérias tornam-se também
resistentes a fagocitose. Sao estruturas extremamente dificeis de erradicar, levando muitas

vezes a infecOes cronicas (Lewis, 2001).

S&o varios 0s componentes tanto de proveniéncia microbiana como do hospedeiro, que
contribuem para a formagéo do biofilme. Um dos principais fatores sdo as fimbrias,
responsaveis pela anexacao a outras superficies da célula hospedeira. Os Enterococcus
ndo conseguem produzir biofilme sem a presenca deste elemento, ou seja, uma bactéria
sem esta capacidade fica com a sua competéncia de infecdo bastante reduzida. As fimbrias
estdo consequentemente correlacionadas com as endocardites e infe¢des do trato urinario

provocadas por E.faecalis (Gilmore et al., 2005, Mandlik et al.,2008).

O operao associado a formacao de fimbrias € o ebp (endocarditis- and biofilm- associated
pili) (Figura2), constituido pelos genes ebpA, ebpB, ebpC. Este composto é constituido
por filamentos cruzados de multiplas proteinas precursoras acionadas por sortases,
enzimas procariotas, que modificam as proteinas de superficie através do reconhecimento
e clivagem do grupo carboxilo terminal (Hendrickx et al., 2009, Nallapareddy et
al.,2006).

Figura2- Oper&o ebp, o ebpR ¢ o regulador transcripcional (Adapatado de Hendrickx et al., 2009).



1.4.2) Proteinas de Superficie

a) Substancia de Agregacao (Agg)

A substancia de agregacdo é uma glicoproteina de superficie presente nos plasmideos de
E.faecallis. E induzida por feromonas e promove a formagéo de agregados durante a
conjugacao bacteriana, assim auxilia a transferéncia de plasmideos e impulsiona a adesdo
de superficie das células eucariotas, tornando o contato entre celulas mais eficaz (Poeta
etal., 2005). A presenca desta proteina aumenta a hidrofobicidade da superficie da célula,
promovendo a localizacdo do colesterol para o fagossoma, prevenindo ou atrasando a
fusdo com as vesiculas lisossomas (koch et al., 2004).

A sustancia de agregacao € um fator de viruléncia que medeia a ligagdo especifica ao
epitélio intestinal, as células epiteliais renais, neutréfilos humanos e macrofagos,

facilitando assim a colonizacédo e formacdo de vegetacdes (Folquié Moreno et al., 2006).

Esta proteina contem também duas sequéncias de aminoacidos Arg-Gly-Asp,
reconhecidas por integrinas (recetores membranares). O epitélio intestinal apresenta estas
integrinas, permitindo a translocacdo da bactéria através da barreira epitelial. Este fator
promove a aderéncia e invasdo dos microrganismos que o apresentam (Aberna et al.,
2011).

Em E.faecalis os genes codificadosres da Agg sdo o aspl, ascl0 e asal e os respetivos
plasmideos de conjugacdo sdo pPD1, pCF10 e pAD1. A expressdo da proteina é induzida
por feromonas e as células que o conseguem fazer podem formar agregacdes maiores do
que as que ndo tém esta capacidade, visto que Agg medeia a ligacdo entre a célula dadora

e a potencial célula recetora (Hendrickx et al., 2009).

b) Proteina Extracelular de Superficie (Esp)

Os Enterococcus expressam uma proteina extracelular de superficie (Esp), que promove
a adesao, colonizacdo e invasao do sistema imunitario, aumentando assim a resisténcia
da bactéria aos antibioticos. A proteina é constituida por 1873 aminoacidos e apresenta
um dominio N- terminal sem significativa similaridade com outras proteinas nos bancos

de dados. Apesar da sua funcdo ainda néo ser completamente esclarecida, alguns estudos



defendem que a regido N-terminal pode contribuir na interacdo com o tecido hospedeiro
(Paradella et al., 2007, Tolledo-Arana et al., 2001).

Esta proteina de elevada massa molecular é codificada cromossomicamente pelo gene esp
detetado em casos de bacteremia, mas ndo em individuos saudaveis. Contribui para a
transmissdo nosocomial e para a persisténcia de Enterococcus nas células endoteliais do
trato urinario e na matrix extracelular do hospedeiro humano (Carlos et al., 2010).

Segundo alguns estudos esta proteina estd correlacionada com a producéo de biofilme.
Através da comparacdo entre E.faecalis esp positivo e E.facalis esp negativo, pode-se
concluir que a produgéo de biofilme aumenta em grande escala apds a introducdo do gene

responsavel pela expressdo da proteina (Tendolkar et al., 2005).

Apesar da ligacdo demonstrada entre a proteina e a formacéo de biofilme, estudos mais
recentes comprovaram que a proteina Esp ndo é obrigatoria para a criacdo do complexo,
embora seja evidente o aumento dos niveis de producdo quando esta estd presente.
Concluindo-se assim que 0s mecanismos envolvidos na correlagdo entre a producédo de
biofilme e Esp continuam a ser estudados para resultados mais evidentes (Di Rosa et
al,.2006).

c¢) Fator de Colonizacéo

O fator de colonizac#o resulta da expressdo do gene ace. E uma proteina de superficie
collagen-binding e pertence a familia. MSCRAMM (microbial surface components
recognizing adhesive matrix melecules). Esta adesina tem capacidade de mediar ligacOes
entre a célula bacteriana e o tecido do hospedeiro através da interagdo com o colagénio
tipo 1 e 1V, dentina e laminina. A proteina € produzida em condicdes fisioldgicas
especificas, tendo um papel importante em algumas infe¢bes provocadas por

Enterococcus, nomeadamente em endocardites (Koch et al., 2004).

A expressao desta proteina parece aumentar na presenca de certos estimulos ambientais,
como a presenca de soro, sais biliares e altas temperaturas. Alguns estudos revelam que
as estirpes de E.faecalis mutadas para este gene, apresentam um decréscimo acentuado,

podendo-se concluir que Ace é um importante fator de viruléncia. O gene ace é ubiquo

em E.faecalis e esta bastante conservado. (Lebreton et al., 2009, Singh et al., 2010).
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1.4.3) Enzimas Hidroliticas

a) Citolisina

A citolisina, também denominada hemolisina, foi um dos primeiros fatores de viruléncia
a ser estudado. A sua atividade contribui elevadamente para a citotoxicidade das infecdes
causadas por E.faecalis. Esta enzima tem acdo bactericida contra um amplo espetro de
bactérias Gram-positivas e esta relacionada com o aumento do risco de morte stbita em

casos de bacteriemia nosocomial (Izumi et al., 2005).

A citolisina é codificada em plasmideos transmissiveis ou em cromossomas em ilhas de
patogenicidade. Consiste num sistema de dois componentes peptidicos (CylL_ e CylLs),
no entanto € produzida através de um processo complexo que requer o produto de 8 genes
que perfazem o seu operdo: cylR1, cylR2, cylL., cylLs, cylM, cylB, cylA e cyll (Figura3).
Os genes cylL. e cylLs correspondem as unidades estruturais da enzima, os genes cylM,
cylB, cylA séo responsaveis por modificagdes traducionais e o gene cyll é responsavel
pela imunidade celular. Estes seis genes s@o transcritos como uma unidade e 0s genes
cylRl e cylR2 tém funcbes reguladoras e correspondem & segunda unidade
transcripcional. As duas subunidades (CylL. e CylLs) estruturais sdo, por fim,
modificadas pelo produto do gene cylM e transportadas para o meio extracelular, aqui sao
ativadas por uma protease codificada por cylA, resultando numa citolisina funcional
(Coburn et al., 2003, Shankar et al., 2004).

cyiR, cyiR,cyll cyllg cylM cylB cylA cyll

Figura3- Esquema do operéo cyl ( Adapatado de Gaspar et al., 2009).

Esta enzima é regulada por mecanismos quorum-sensing, embora altera¢cbes na
concentracdo em oxigénio também possam influenciar a sua expressdo. Neste caso,

condicgdes anaerobicas induzem uma maior producao de citolisina (koch et al., 2008).

Este fator tem demonstrado um importante papel na primeira etapa dos processos

infeciosos, ainda na fase assintomaética, contribuindo para a penetracdo nos tecidos
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intestinais. As estirpes de E.faecalis que expressdo o gene cyl tém apresentado um nivel

de viruléncia mais acentuado do que as restantes (Cox et al., 2005).

b) Hialuronidases

As hialuronidades fazem parte do grupo de enzimas hidroliticas que potenciam a
viruléncia de E.faecalis, sdo codificadas pelo gene cromossomal hyl. Estdo associadas a
danos tecidulares, pois atuam de modo degradativo no acido hialurénico que € um
glucosaminoglicano encontrado no tecido conetivo, neural e epitelial (Semedo et al.,
2003).

A hialuronidase tem capacidade de despolimerizar os mucopolissacarideos do tecido
conjuntivo, facilitando a colonizacdo dos microrganismos nos tecidos do hospedeiro e
consequentemente das suas toxinas (Kayaoglu et al., 2004). Outro papel importante
desta enzima é o fornecimento de nutrientes a bactéria, pois 0s produtos de degradacédo
do seu substrato sdo dissacaridos, que podem ser transportados e metabolizados pelo

microrganismo (Hynes et al., 2000).

A importancia clinica deste fator tem vindo a aumentar, pois foi descrita uma nova open
reading frame (ORF), ou seja, uma sequencia de DNA compreendida entre o coddo de
inicio de traducdo e um codao de terminacdo. Sugerindo assim, que as bactérias que
possuam esta enzima possam estar associadas, também, a doencas invasivas (Worth et
al., 2008).

c) Gelatinase e Serina Protease

A gelatinase € uma metaloprotease de zinco extracelular. A principal funcao das
preoteases bacterianas é prover nutrientes peptidicos ao organismo, no entanto é
possivel que causem danos nos tecidos do hospedeiro, e dai serem apontadas como

fatores de viruléncia (Thomas et al., 2008).

A gelatinase tem capacidade de hidrolisar um largo espetro de substratos do hospedeiro,
incluindo o colagénio, fibrinogénio, fibrina, gelatina, caseina, LL-37 e também
componentes do complemento como C3 3 C3a. E codificada pelo gene gelE e

constituida por residuos de histina, cujos locais de ligagcdo sdo ocupados pelos ides de
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zinco. O seu pH 6timo encontra-se entre 0 6-8, e apresenta uma natureza hidrofdbica
(Lance et al., 2010). Esta enzima é geralmente produzida por Enterococcus provenientes

de infegBes nosocomiais, fecais ou de isolados clinicos (Lopes et al., 2006).

Tanto a gelatinase como a serina protease sdo codificadas através do operdo gelE-sprE,
cuja expressao € regulada por quorum sensing, codificado pelo locus fsr (Qin et al.,
2001).

O fsr locus (E.faecalis regulater) contem os genes fsrA, fsrB e fsrC (Figura4). O fsrB
liberta um péptido de sinal, uma feromona GBAP (gelatinase biosynthesis-activating
pheromone), processado através do sistema quorum sensing. Quando o GBAP se
acumula, transitando da fase exponencial para estaciondria, 0s genes gelE e sprE sdo
induzidos. Estes encontram-se imediatamente a seguir do regulador fsr e codificam
entdo as proteinas gelatinase e serina protease (Nakayama et al., 2002).

G.clecljattinasz—pfositivleT _E fsrA >EfsrB fsrC gelE sprE
wild-type E. faecalis ’, >_E >.( o

fsrD

AN

Figurad- Locus fsr (adaptado de Nakayama et al, 2006).

Estudos posteriores evidenciaram uma correlacéo entre a formacéo de biofilme e a
presenca do gene gelE controlado pelo operao fsr. Ou seja, quando existem mutagdes a
nivel do locus fsr (fsrA, fsrB e fsrC), ocorre uma diminuicdo da produgéo de biofilme.
A gelatinase é entdo um dos elementos fundamentais para a formagéo do complexo, por
iSsO a sua auséncia tem um efeito mais acentuado do que o da serina protease
(Mohamed et al,. 2007).

1.4.4) Acido Lipoteicéico (LTA)

E.faecalis liberta um importante fator de viruléncia, o &cido lipoteicoico (LTA). Este é
estruturalmente e imunologicamente semelhante aos lipopolissacarideos provenientes das
bactérias Gram-negativas. O LTA atua como estimulador de leucdécitos, mondcitos e
macrofagos na libertacdo de mediadores inflamatérios, como o TNF-a (fator de necrose
tumoral), a interleucina-1-B, enzimas lisossomais e prostaglandinas E2 (Kayaoglu et al.,
2004).
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Encontra-se na superficie das células Gram-positivas e inibe a autdlise das paredes
celulares intactas ou isoladas. Apresenta uma potente acdo citotoxica, exercendo um
papel importante na formacdo de biofilme, o que promove uma maior resisténcia a
antibacterianos e desinfetantes. Durante a infecdo sdo criados anticorpos especificos
contra o LTA. Este composto tem também um importante papel na formagdo da
substancia de agregacdo e na transferéncia de plasmideos, contribuindo para a viruléncia

do microrganismo (Baik et al., 2008).

1.4.5) Producéo de Superdxido Dismutase

O anido superoxido, tal como as outras espécies de radicais de oxigénio (ROS) exercem
um efeito destrutivo sobre uma variedade de componentes biolégicos como lipidos,
proteinas e &cidos nucleicos. A producdo de superoxido pelos neutrofilos e por
outras células fagocitarias é essencial para a morte do microrganismo, no entanto,

sua producdo causa dano tecidual no local da inflamacao (Kayaoglu., et al 2004).

A superdxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima, codificada pelo gene sodA, que
catalisa a conversdo de superdxido em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio
molecular, sendo considerado um dos maiores mecanismos de defesa das células contra
0 stress oxidativo.

Tendo em conta que o anido superoxido esta diretamente envolvido em danos tecidulares
e reacBes inflamatdrias, auxilia assim a bactéria a colonizar mais facilmente membranas

celulares sem comprometer a sua sobrevivéncia (Verneuil et al., 2006).

1.4.6) Feromonas Sexuais

As feromonas s@o pequenos peptidos hidrofobicos, compostos por 7 ou 8 aminoacidos,
que tém como principal papel promover a transferéncia conjugativa de plasmideos
especificos entre estirpes bacterianas. Estes sdo codificados pelos genes cdp presentes no

cromossoma bacteriano (Eaton et al., 2001).

O seu ciclo processa-se da seguinte maneira: uma célula recetora secreta uma feromona
sexual especifica de um plasmideo que néo transporta, de seguida a célula dadora produz

um fator de agregacéo (Agg), permitindo o contacto entre as duas células e facilitando a
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transferéncia do plasmideo replicado (Figura5). ApoOs este processo o recetor expulsa
aquela feromona e comeca a secretar outras, especificas de plasmideos que ainda nao
contem. Este sistema facilita e aumenta em larga escala a quantidade de plasmideos

transferidos entre células (Kayaoglu et al., 2004).

;'/ o 6 X ‘) C N

. / | T—

Donor cell Recipient cell
(containing pCF10) (lacking pCF10)

Recipient cells secrete high
concentrations of the
oligopeptide pheromone cCF10

® "0 @ g, cCF10

Donor cells respond by
upregulating conjugation
factors such as ‘aggregation
substance’ or Asc10

(o N G pCF10 transferred to
o S ) S recipient cell

Figura5- Esquema representativo do processo de transferéncia do plasmideo conjugativo cCF10 da uma célula
dadora para uma recetora, induzido por uma feromona (Adapatado de Bennett et al., 2010).

2) Principais Infe¢cdes Nosocomiais por E.faecalis

Como ja foi referido E.faecalis pertence a microflora comensal intestinal, da cavidade
oral e do trato genital feminino. Visto ser um potencial patogénico em varios locais do
corpo, causa infecdes oportunistas com maior prevaléncia em individuos hospitalizados

devido a sua condicdo (Richard et al., 2000).

Visto que esta bactéria apresenta resisténcias naturais a algumas classes de antibioticos e
uma capacidade elevada de desenvolver e adquirir novas resisténcias, tanto provenientes
de microrganismos da mesma espécies, como de outros, a sua terapia esta cada vez mais
limitada. A falta de opcdes terapéuticas aumenta em grande escala a probabilidade de
disseminacéo de E.faecalis, contribuindo para o agravamento das infe¢Ges hospitalares e
consequentemente ambientais e alimentares (Sedgley et al., 2004).
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Em ambiente hospitalar, E.faecalis é considerada a segunda e terceira maior causa de
infecGes nosocomias, nomeadamente em infecdes do trato urinario e endocardites. A sua
elevada viruléncia e capacidade mutagénica faz deste microrganismo uma das principais
causas de endocardites, septicemias, infe¢des do trato urinério, cirdrgicas, endodonticas
e até infecdes de feridas (Dahlen et al., 2012).

Esta bactéria é também responsavel por perigosas bacteriemias. Maioritariamente
contraidas em hospitalar, afeta pacientes em estado grave, geralmente submetidos a
procedimentos invasivos e tratamentos prévios com antibioticos de largo espetro (Estévez
et al., 2010). Devido ao elevado nimero de resisténcias é importante ter em conta quais
os fatores de predisposicdo para a aquisicao de bacteriemia, a fim de se estabelecer qual

o tratamento adequado (Silva et al., 2014).

E.faecalis pode também provocar infecdes intra-abdominais, nomeadamente doencas
relacionadas com a inflamac&o intestinal, tal como colite ulcerosa ou doencga de Crohn
(Steck et al., 2011).

2.1) Endocardite Infeciosa

Atualmente E.faecalis é considerado um dos principais causadores de endocardite
infeciosa (EI) contraida em hospitais. Trata-se de uma infecdo, por invasdo do tecido
endocardico atingindo as valvulas do coracdo ou do revestimento interno, o que pode

levar a destruicdo valvular e consequentemente a morte (Fernandez et al., 2007).

Como ja foi referido, varios fatores de viruléncia estdo relacionados com este tipo de
infecdo. Nomeadamente a proteina de superficie Ace, que interage com o colagénio,
promovendo uma rapida agregacdo celular. A substancia de agregagdo € outra proteina
de superficie relacionada com a endocardite, mediando a aderéncia da bactéria as células
do hospedeiro e promovendo a formacao de vegetacdes e producao precoce de biofilme.
A secrecdo de protease, gelatinase e expressam da proteina de superficie esp, também
contribuem para a formacdo de vegetacBes bacterianas e sdo fatores também

referenciados na formacdo de biofilme (Johansson et al., 2013).

O sistema Fsr, para além de controlar a expressdo de gelatinase e da serina protease

através do sistema quorum-sensing, regula também, outros genes importantes para a

16



viruléncia, como € o caso do locus codificante do Ebp (endocarditis and biofilm
associated pili), cujas subunidades sdo codificadas pelo operao ebp, formado por ebpA,

ebpB, ebpC associados a srtC (codificante da sortase C) (Bourgogne et al., 2010).

Mais recentemente encontrou-se uma correlacdo entre a capacidade de agregacao
plaquetéria e a formacdo de colonias nas valvulas. A ativacao de plaquetas, por E.faecalis,

pode entdo também contribuir como fator de viruléncia em casos de El (Sava et al., 2010).

A aquisicdo de multiplas resisténcias fez com que a endocardite infeciosa se torna-se uma
constante ameaca de vida, sendo necessario uma alternativa eficaz as estratégias
antibacterianas atualmente utilizadas. Alguns estudos demonstram que a sua terapéutica
deveria passar pela imunoprofilaxia ou imunoterapia (Sreedhar et al., 2006). Deste modo
tém sido pesquisadas proteinas alvo, que sejam expressadas in vivo e que tenham um
importante papel de viruléncia. E o caso das proteinas microbianas de superficie, pois
podem ser potencias candidatas a antigénios, para o desenvolvimento de imunoterapias.
A mesma situacao tem sido também estudada para as proteinas associadas a formacéo de

biofime, como por exemplo ebpA,ebpBe ebpC. (Tendolkar et al., 2006).

2.2) Infe¢é@o do Trato Urinario

A infecdo do trato urinario (ITU) é uma das causas mais comuns de infecdo na populacéo
em geral, tendo uma representacdo cada vez maior em pacientes internados em unidades
hospitalares (Roriz-Filho et al., 2010).

Em ambiente hospitalar 80% das ITU sdo provocadas pelo uso de um cateter urinario
permanente, sendo a maioria delas diagnosticadas por um bacterilria assintomaética.
Nestes casos a probabilidade de adquirir a infecdo depende do método, do tempo de
permanéncia do cateter, dos cuidados hospitalares e da suscetibilidade do doente. As ITU
associadas a cateteres, geralmente, séo adquiridas por pacientes de idade avancada ou em
estado debilitado. Neste tipo de ITU o risco de ser aplicado o tratamento empirico
inadequado é bastante elevado, por isso 0 uso de cateteres para este fim deve ser limitado
e controlado a nivel hospitalar, de modo a diminuir a disseminacéo das ITU e 0s grupos
de risco (Ortega et al., 2013, Richard et al., 2000)
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Quando a ITU ¢é adquirida em ambientes hospitalares os agentes etioldgicos possiveis sdo
bastantes diversificados, predominando as enterobacterias, em destaque a espécie
Enterococcus faecalis. Devido a dificuldade de estratégias antimicrobianas aplicadas
neste microrganismo, novos estudos demonstraram a eficacia de uma nova cefalosporina
(aprovada recentemente) em casos de ITU, a ceftobiprole medocaril. (Kavindra et al.,
2012). Esta cefalosporina de quinta geracdo apresenta atividade contra as bactérias
resistentes a vancomicina e as P-lactamases positivas. E importante a pesquisa da
terapéutica correta para evitar bacteremias, muito relacionadas também a infecfes por
E.faecalis (Arias et al., 2007).

2.3) Infegdes associadas a Cateteres e Implantes Ortopédicos

Enterococcus faecalis € também considerada um dos principais causadores de
bacteremias associadas a cateteres venosos e sdo frequentemente isolados de pacientes

ventilados mecanicamente (Baldassari et al., 2005).

Mais recentemente esta espécie tem sido reportada como um dos principais agentes
etioldgicos de infe¢cGes em implantes ortopédicos. Sendo necessario ter em consideracédo
que as infecBes sdo as complicacBes mais graves em cirurgia ortopédica e a principal
causa para a falha do implante (Campoccia et al., 2006).

E.faecalis apresenta uma rapida mutabilidade genética, juntamente com a sua capacidade
de transferéncia de resisténcias para outras bactérias e o seu grande nimero de fatores de
viruléncia, adequados para aderir aos biomateriais (tal o como a producéo de biofilme), e
colonizar os tecidos. Tendo em conta todos estes aspetos, conclui-se que esta bactéria
detém as qualidades certas para se tornar um perigoso patogénico de infe¢fes implantares.
(Arciola et al., 2007).

2.4) InfecGes Endodonticas

Enterococcus faecalis tem sido reportada como sendo uma das principais causas
microbianas dos insucessos em tratamentos endodonticas. Por vezes, podem ser isolados
em baixos niveis na mucosa oral de individuos saudaveis, mas a sua frequéncia ocorre

predominantemente em estado de infecdo. Esta bactéria persiste em periodontites,
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abscessos periradiculares e principalmente canais radiculares obturados, sdo mais

raramente encontradas em peri-implantites (Kayaoglu et al., 2004).

A distribuicdo da espécie na mucosa oral ou nas infe¢Ges orais profundas € muito similar
as infecBes ocorridas nas outras partes do corpo. Sendo um microrganismo oportunista,
usualmente ocorre em pacientes imunodeprimidos e na maioria das vezes internados.
(Dahlén et al., 2012).

Esta infecdo € um problema no tratamento de dentes comprometidos endodonticamente,
pois € uma bactéria fortemente resistente as substancias quimicas utilizadas nos
procedimentos de limpeza e desinfecdo dos canais obturados. E.faecalis estd quase

sempre relacionada com o insucesso do tratamento endoddntico (Gomes et al., 2008).

Quando estes microrganismos e 0s seus produtos estdo presentes no sistema de canais
radiculares, ocorre uma difusdo em direcdo a polpa, levando a inflamacéao e necrose da
mesma. Estes aderem a cavidade pulpar, formam biofilmes e de seguida invadem 0s
tecidos periapicais. Apds esta invasdo promovem a destruicdo tecidular, resultando no

desenvolvimento de les6es (Siqueira et al., 2009).

As infecoes por E.faecalis sdo maioritariamente assintomaticas e duradouras devido a
capacidade de sobrevivéncia desta espécie por extensos periodos de tempo em canais
radiculares obturados. Durante a invasao tecidular, os Enterococcus modelam a expressao
de fatores de viruléncia, cuja transcricdo de genes é ativada caso seja necessario,
nomeadamente em ambientes com limitada disponibilidade de nutrientes. Estes
microrganismos tém também capacidade de suprimir a acdo dos linfdcitos, potenciando

a sua persisténcia na patologia endodontica (Basrani et al., 2003, Burley et al., 2012).

Apresenta resposta ao pH alcalino, adaptando-se através da bomba de protbes capaz de
acidificar o citoplasma bacteriano, este processo justifica a sua resisténcia a
medicamentos intracanais a base de hidroxido de célcio. Outro farmaco muito recorrente
é a cloroexidina, utilizada mundialmente para prevenir a placa bacteriana e recentemente
tem sido sugerida como medicacdo intracanal. Esta molécula é reconhecida pela sua
ampla atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade, por estes motivos tem sido
proposta a sua utilizacdo na irrigacdo de canais radiculares durante o tratamento
endodontico, embora E.faecalis exiba, também, resisténcia a este composto (Nacif et al.,
2010, Zehnder, 2006).
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Devido a dificuldade de erradicacdo desta bactéria em infe¢cGes endodoénticas, novos
métodos tém sido investigados na tentativa de a eliminar. Destacando-se a associagéo da
terapia endodéntica convencional ao uso laser e terapia fotodindmica (PDT) (Poly et al.,
2010). Estudos recentes sobre a utilizacdo de PDT tém comprovado a sua eficidcia como
coadjuvante do tratamento endoddntico, devido a uma significativa reducdo da populacéo
microbiana, destruindo 0s microrganismos remanescentes nos sistemas de canais
radiculares. Esta é uma técnica de facil e rapida aplicacdo clinica, que pode ser utilizada
em tratamentos endodénticos realizados em sessfes Unicas ou multiplas (Bergman et al.,
2006, Fonseca et al., 2008).

3) Resisténcias Antimicrobianas por E.faecalis

Os antibidticos sdo definidos como produtos naturais ou sintéticos, que inibem o
crescimento microbiano ou tém efeitos microbicidas. Estes compostos s6 podem ser
empregues na terapéutica caso ndo produzam efeitos deletérios significativos sobre o

hospedeiro infetado (Sousa et al., 2005).

A resisténcia é um fendmeno que ocorre como resposta da bactéria, frente a um amplo
uso de antibidticos e a sua presenca no meio ambiente. A primeira bactéria resistente foi
isolada hd mais de 60 anos, a partir desse momento as resisténcias bacterianas difundiram-
se por todo 0 mundo e tornaram-se um problema usual nos cuidados de saude (Nicolaou
et al., 2009).

Anteriormente a resisténcia bacteriana ocorria, predominantemente, em ambientes
hospitalares, mas atualmente este processo esta associado a diversos ambientes atingindo
a comunidade. Muitas das bactérias adquiriram resisténcia a pelo menos um antibidtico
em trés ou mais classes, tornando-se microrganismos multirresistentes (MMR).
Consequentemente o tratamento destas infe¢fes tem-se complicado ao longo dos anos,
devido as opgdes limitadas de antibioticos ou mesmo a completa ineficacia dos mesmos
(Guimaraes et al., 2010).

A resisténcia bacteriana em meio hospitalar € uma ameaca para a saude publica e

compromete o tratamento apropriado dos pacientes. Durante a pratica clinica os medicos
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deparam-se muitas vezes com doentes infetados por microrganismos para 0s quais ndo ha
tratamento adequado ou 0s existentes sdo limitados. Por isso, a resisténcia aos
antimicrobianos é apontada, pelos profissionais de saide, como umas das maiores

dificuldades da sua pratica clinica (Dress et al., 2008, Lepape et al., 2009).

Em hospitais, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos é cada vez mais urgente
e as investigacdes nao tém oferecido perspetivas de resolucao do problema. Mais de 70%
das bactérias que causam infecdes hospitalares sdo resistentes a pelo menos um dos
antibidticos utilizados no seu tratamento. Tendo em conta que a maioria dos
medicamentos atualmente utilizados séo eficazes durante pouco tempo, a necessidade de
novos antibidticos € uma urgéncia, pois é inevitavel escapar a esta problematica
(Fischbach et al., 2009).

A resisténcia bacteriana, para além de comprometer a salde publica é também um
problema a nivel econémico. Estas infecdes ndo s6 sdo mais dispendiosas a nivel de
farmacos usados no tratamento como no periodo de tempo de internacdo que é muito
superior ao previsto (Tavares, 2000).

A resisténcia de uma bactéria a um antibiotico pode ser intrinseca ou extrinseca. A
resisténcia intrinseca ou natural esta relacionada com caracteristicas particulares de cada
microrganismo, como a sua estrutura (por exemplo a composi¢éo da parede celular ou
morfologia) e com a sua fisiologia. Esta € transmitida apenas verticalmente, faz parte da
heranca genética do microrganismo, ndo apresentando qualquer risco para a terapéutica,
pois € previsivel, bastando conhecer o agente etioldgico da infecdo e os mecanismos de

acdo do farmaco (Rice et al., 2005, Tenover, 2006).

A resisténcia extrinseca ou adquirida provém de mutacdes ou aquisicdo de genes de outros
microrganismos. Ocorre quando uma bactéria se torna resistente a um farmaco ao qual
era suscetivel. Existem quatro grandes mecanismos possiveis de resisténcia (Figura6):
alteracdo do local de acdo, mutacdes enzimaticas que alteram a estrutura quimica do

antibidtico, bomba de efluxo e alteracdo da permeabilidade da membrana (Sousa, 2005).
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Figura6- Esquema representativo dos mecanismos de resisténcia para as diferentes classes de antibidticos

(Adaptado de Schmieder et al., 2012).

A aquisicao do novo material genético pode ocorrer por conjugacao, que € a transferéncia
de genes através de um plasmideo, por transducdo, onde a transferéncia ocorre através de
um virus (bacteriofago), por transformagéo onde a transferéncia de genes da célula dadora
para a recetora acontece sem contacto entre elas ou por transposi¢do, onde os genes de
resisténcia podem ser transferidos entre plasmideos, cromossomas ou bacteriéfagos

através de um trasnposdo (Rice et al., 2005, Rossi, 2011).

O elevado numero de resisténcias intrinsecas adicionado a facilidade de aquisicdo de
novos genes, aumenta em larga escala o risco de infecdo por Enterococcus e a sua
disseminacédo. Possuem assim mecanismos de transferéncia genética capazes de alterar o
gene de transferéncia consoante o ambiente em questdo e troca-lo com espécies

filogeneticamente afastadas, incluindo as ndo patogénicas (Lester at al., 2006).

Este aumento drastico das resisténcias deve-se também a elevada prevaléncia de
E.faecalis em infecGes nosocomiais, ocorrendo um maior uso dos antimicrobianos em
hospitais, originando resisténcias aos antibidticos comumente empregues na terapéutica
(Ishikawa et al., 2011).
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3.1) Principais Resisténcias Associadas a E.faecalis

3.1.1) Resisténcia aos Glicopéptidos

Os glicopéptidos sdo uma classe de antibidticos da qual faz parte a vancomicina e
teicoplanina. A vancomicina € um antibiotico triciclico, introduzido na pratica médica
como alternativa ao tratamento por infecdo a estafilococos resistentes a penicilina
(Schwartz et al., 2003).

A vancomicina é um bacteriolitico, ativo contra bactérias em crescimento. Atua inibindo
a biossintese do peptidoglicano que compbe a parede celular bacteriana, através de
ligagBes de hidrogénio e interacGes hidrofdbicas ao terminal D-alanil-D-alanina da cadeia
peptidica. Como consequéncia da auséncia de transferéncia das unidades recém
sintetizadas para a matriz parietal, acontece a lise da célula bacteriana. Altera também, a
permeabilidade da membrana citoplasmatica, prejudicando a sintese de RNA. Devido ao
seu grande tamanho molecular é incapaz de penetrar na membrana externa de bactérias
Gram-negativas (Goodman et al., 2006, Mandel et al., 2009, Sousa, 2005).

A vancomicina foi o primeiro antibiotico, desta classe, a ser utlizado na area clinica e as
primeiras resisténcias foram descobertas apenas 15 anos depois, surgindo assim 0s
primeiros VRE (Vancomucin-resistant Enterococcus) (Fisher et al., 2009). Atualmente
sdo varias vezes aplicados em infecBes provocadas por bactérias Gram-positivas
multirresistentes ou em pacientes alérgicos a antibioticos B-lactamicos (Costa et al.,
2004).

O aumento da resisténcia a vancomicina tem sido associada a selecao positiva exercida
por alguns antibi6ticos, a transmissdo cruzada e horizontal, mas também a uma

capacidade de adaptacédo especial do ambiente hospitalar (Willems et al., 2007).

Diferentes mecanismos de resisténcia aos glicopéptidos foram descritos. Alguns sdo
adquiridos, como os genes vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, vanL, outros sdo intrinsecos

como o fenotipo vanC associado a Enterococcus moveis (Lopez et al., 2009).

O fendtipo VanA é codificado pelo gene vanA e esté associado ao alto nivel de resisténcia
a vancomicina e teicoplamina. JA o VanB esta relacionado com niveis induziveis de

resisténcia apenas a vancomicina, o fenétipo vanC induz baixos niveis de resisténcia a
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vancomicina e susceptibilidade a teicoplamina e o vanD confere resisténcia moderada a
ambos os antibidticos (Werner et al., 2008). A maioria dos Enterococcus faecalis
resistentes a vancomicina apresentam o0 gene vanA. Este & habitualmente adquirido
através do transposdao Tn1546 que faz parte de um plasmideo conjugativo, permitindo a
sua rapida transferéncia entre Enterococcus e outras bactérias Gram-positivas. A sua
capacidade de resisténcia deve-se a alteracdo do alvo D-alanil-Dalanina para D-alanil-D-
lactato ou D-alanil-D-serina, que se liga precariamente aos glicopéptidos, devido a

auséncia da ponte de hidrogénio (Figura7) (Cordeiro et al., 2004, Top et al., 2008).

Enterococo sensivel a vancomicina

A vancomicina possui alta afinidade pelos Vancomicina
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Figura7- Esquema representativo da resisténcia a Vancomicina por Enterococcus (Adaptado de Muray, 2000).

Assim varios estudos tém demonstrado que a causa principal do aumento acentuado de
VRE é a transferéncia do gene vanA. Este processo tem inumeras consequéncias, tal como
a disseminacdo da resisténcia a vancomicina ndo so entre Enterococcus, mas também
entre outas bactérias, como € o caso de Staphilococcus aureus, devido a transferéncia
génica horizontal do transposdo Tn 1546 (Figura8), onde esta localizado o cluster de
genes associados ao fenotipo em questdo (Palazzo et al., 2006). Por todos estes motivos,
diversos investigadores defendem que a pesquisa de vanA deveria ser introduzida nas

praticas de controlo em infecdes (Pourakbari et al., 2012).
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Figura8- Esquema do transposdo Tnl546 com o0s genes associados a resisténcia VanA. Os IRL e IRr sé0
extremidades de repeticao. (Adaptado de Arthur et al., 1996).

A estirpe E.faecalis V583 representa o primeiro isolado clinico resistente a vancomicina
que exibe o fenotipo vanB. Esta estirpe foi a primeira de Enterococcus cujo genoma foi
totalmente sequenciado e caracterizado, abrindo assim novas possibilidades para
obtencdo de informacdes relativas a biologia molecular deste microrganismo (Aakra et
al., 2005).

De acordo com os inumeros estudos realizados com base em Enterococcus resistentes a
vancomicina, provou-se que a sua prevaléncia difere de maneira significativa entre

regides geograficas, grupos de pacientes e localizagdo (Wang et al., 2013).

3.1.2) Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo um grupo bastante heterogéneo, do qual fazem parte alguns
antibiGticos como € o caso da estreptomicina, canamicina, neomicina, gentamicina,
sisomicina amicacina e isepamicina. Sdo bactericidas de amplo espetro, cujo mecanismo
de acdo se processa através da ligacdo ao componente 16S da subunidade 30S ribossomal
impedindo a correta ligacdo com a subunidade 50S, provocando uma leitura errada da
mensagem codificada pelo RNA mensageiro. Promovem erros de tradugdo através da
incorporacdo de aminodcidos inapropriados na cadeia peptidica, levando & morte celular
(Bomono et al., 2006). Esta classe de antibidticos pode também incorporar proteinas
membranares mal traduzidas na membrana citoplasmatica, aumentando a permeabilidade
celular e consequentemente elevando a concentragdo do antibacteriano no interior da
celula (Kohanski et al., 2010).

25



Apresentam eficacia contra microrganismos Gram-negativos e através de sinergismos
com outros antibacterianos sdo usados também no tratamento de infecbes por Gram-

positivos (Bourgoin et al., 2001).

Apesar da sua importancia, esta classe de antibidticos detém concentragdes séricas de
doses terapéuticas muito préximas das doses tdxicas, ou seja, tém um baixo indice
terapéutico. Causam também alguns efeitos secundarios, nomeadamente nefrotoxicidade,

otoxicidade e bloqueio muscular, por isso a sua utilizacao é limitada (Nash et al., 2002).

Os Enterococcus apresentam uma resisténcia intrinseca a baixos niveis de
aminoglicosideos, pois tém capacidade de diminuir a entrada de antibioticos através da
membrana. A aquisicdo de resisténcia a niveis elevados é mediada por genes
codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMES) que inativam o
antibidtico. Este ultimo mecanismo é o mais importante a nivel clinico. As enzimas
nucleotidiltransfrases, acetiltrasnferases e fosfotransferases, impedem a acdo do
antibiotico ao transforméa-lo num metabolito inativo, resultando em estirpes com valores
muito elevados de CMI (concentracdo minima inibitoria), tornando as bactérias muito
resistentes. Estas enzimas eliminam o efeito sinérgico entre as classes antibacterianas que
atuam na parede celular como os B-lactdmicos ou glicopeptidos e quase todos os

aminoglicosideos (Chan, 2008, Emaneini et al., 2008).

A partir de isolados clinicos de E.faecalis com elevados niveis de resisténcia a
aminoglicosideos, varios estudos demonstraram que a maioria possui 0S genes
codificadores das enzimas a cima referidas. Um dos mais importantes é o aph(2”)-Ic,
codificante de uma fosfotranferase responsavel pela resisténcia a gentamicina,
tobramicina, canamicina e dibecacina. Este gene € também responsavel pela eliminagédo
do sinergismo ampicilina/gentamicina. A aquisicdo de resisténcias a aminoglicosideos de
alto nivel é cada vez maior, sendo observada em todo o mundo, principalmente a nivel
nosocomial (Silva et al., 2013, Zarrili et al., 2005).

3.1.3) Resisténcias aos B-Lactamicos

De acordo com a sua estrutura quimica, os antibidticos 3-Lactdmicos estéo divididos em
penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos, monobactdmmicos e inibidores das f-
lactamases como o acido clavulanico, sulbactam,tazobactam (Wang et al., 2010).
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Esta classe é bacteriolitica, atuando ao nivel da biossintese da parede celular. Inibe as
enzimas transpeptidases, carbopeptidases, transglicosidases, responsaveis pela formacéo
do peptidoglicano. Esta inibicéo é catalisada pelas PBPs ( “Penicillin-Binging-Protein”),
proteinas que fixam o antibidtico e estdo presentes na membrana celular das bactérias. A
inibi¢do € atingida devido ao facto dos B-lactamicos serem analogos do dipéptido terminal
D-alanil-D-alanina do peptidoglicano, atuando como substratos das PBPs durante a fase
de transcricdo. Com esta ligacdo a estrutura da parede celular fica enfraquecida levando
a sua rutura. (Rice et al., 2006, Kohanski et al., 2010).

As bactérias E.faecalis apresentam uma resisténcia adquirida aos B-Lactamicos. Este
atributo difere entre os antibidticos desta classe, sendo as penicilinas, nomeadamente a
ampicilina, a surtir um maior efeito contra estes microrganismos, seguidos dos
carbapenemos e por fim as cefalosporinas. A resisténcia as ultimas é tao acentuada que
ndo podem ser aplicadas no caso de infegdes por Enterococcus, correndo o risco de

agravar a situacao (Lopes et al., 2005).

A primeira resisténcia adquirida por E.faecalis contra os B-lactamicos foi descrita em
1983, devendo-se a produgdo de B-lactamases mediadas por plasmideos transferiveis,
codificada pelo gene blaZ. Estas enzimas tém uma estrutura semelhante as PBPs e
hidrolisam o anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas. Criam uma barreira de
protecdo em redor da bactéria, inativando o antibiotico e impedindo que este se ligue as
proteinas alvo (PBPs) (Mundy et al., 2000).

Outro mecanismo de resisténcia associado a E.feacalis baseia-se na alteracdo ou
superproducéo de determinadas PBPs. Estas quando alteradas apresentam uma afinidade
diminuida a vérios antimicrobianos da classe em questdo. Originando assim muta¢des na
regido de ligacdo do farmaco, codificadas pelo gene pbp5.

As resisténcias adquiridas aos B-lactamicos comprometem nao so a eficacia desta classe
de antibioticos, como também a agdo sinérgica com outras classes, por exemplo com 0s
aminiglicosideos (Marothi et al., 2005, Macbride et al., 2007).

3.1.4) Resisténcia aos Macrolidos

Os macrolidos sdo antibidticos usados no tratamento de inimeras infecdes. Esta classe é

ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo as mais usuais a
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eritrimicina, claritromicina, clindamicina, roxitromicina e azitromicina. Por vezes sao

substitutos das penicilinas em caso de alergias ou outras reac6es (Cauwerts et al., 2009).

S&0o bacteriostaticos e 0 seu mecanismo de acdo passa pela ligacdo a subunidade 50S
ribossomal, impedindo o processo de transpeptidacdo e translocacéo, levando a libertagdo

prematura do péptido. Esta classe inibe entdo a sintese proteica (Hermann, 2005).

Atualmente varios mecanismos de resisténcia tém sido associados aos macrolidos, mas o
mais preponderante em E.faecalis € a metilagdo de um residuo de adenina presente na
porcao 23S da subunidade 50S do RNA ribossomal, através da presenca dos genes ermA,
ermB , ermC (erythromycin ribosome methylation). Estes genes alteram o local de ligacéo

ao ribossoma, impedindo a entrada do antimicrobiano (Fracalanzza et al., 2007).

Outro mecanismo de resisténcia destes antibioticos acontece devido a presenca do gene
mefA e mefE), que codifica uma proteina de efluxo que expulsa o macrélido da bactéria,

embora ndo esteja tao presente em Enterococcus (Zou et al., 2011).

Atualmente a maioria dos estudos demonstram que grande parte das amostras isoladas de
E.faecalis apresenta resisténcia a eritromicina devido, principalmente, ao gene erm(B) e
de seguida erm(A), embora este ultimo com muito menos frequéncia. (Lopéz et al., 2009).
Em alguns casos mais raros séo mesmo identificas os dois tipos de genes ermA e ermB
(Cariolato et al., 2008).

A correlacdo entre esta resisténcia e os genes de viruléncia desenvolvidos pela bactéria
tem sido bastante positiva. Alguns investigadores pdem até a hipotese de transmisséo da
resisténcia juntamente com o fator de viruléncia entre os microrganismos No caso da
resisténcia a eritromicina o gene de viruléncia mais determinante e comum é o gelE
(Velenzuela et al., 2009).

3.1.5) Resisténcia ao Cloranfenicol
O cloranfenicol € um antibiotico com amplo espetro de agdo antimicrobiana, atua através

da ligagdo a subunidade 50S ribossomal, interferindo com a incorporagdo de novos
aminoacidos, inibindo a sintese proteica. Este antibiotico apresenta uma agdo
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bacteriostatica, causa efeitos de toxicidade no figado e nas células estaminais da medula

0ssea, por isso 0 seu uso é muito limitado (Sefton, 2002).

A resisténcia a este farmaco é habitualmente causada por uma acetiltranferase. Esta
enzima é codificada pelo gene cat, proveniente tanto de plasmideos como de
cromossomas. Os derivados acetilados do cloranfenicol ndo conseguem atingir o
ribossoma (Marothi et al., 2005). As proteinas CAT séo divididas em trés tipos CATI,
CATII e CATIII, sendo a CATI a mais prevalente em Enterococcus facalis (Biswas et
al., 2012).

Atualmente uma grande percentagem de estirpes de E.faecalis apresenta resisténcia ao
cloranfenicol, principalmente, quando isoladas a nivel hospitalar (Fracalazza et al., 2007).
A utilizacdo deste antibiotico, a nivel sistémico, tem aumentando nos Gltimos tempos,
como consequéncia do aparecimento de cada vez mais casos de VRE. O cloranfenicol
apresenta eficacia contra estas bactérias, o que quer dizer que o aumento de resisténcias
contra este farmaco pode aumentar muito a gravidade de infe¢Ges provocadas por
Enterococcus. Embora sempre que possivel deva ser substituido devido a sua elevada

toxicidade e ao alto nivel de discrasias sanguineas (Casal, 2009).

3.1.6) Resisténcia a Tetraciclina

A tetraciclina é um antibidtico ativo contra bactérias aerdbias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo de efeito bacteriostatico amplamente utilizado. Inibe a sintese de
proteinas bacterianas, através da ligacdo a subunidade 30S do ribossoma bacteriano,
evitando que o acesso do aminoacil-tRNA ao local recetor no complexo mRNA.-

ribossoma (Goodman et al., 2006).

Existem 3 tipos de mecanismo principais de resisténcia contra este tipo de antibidtico. O
primeiro é a diminuicdo de concentracdo de tetraciclina em consequéncia de uma
diminuicdo do influxo ou aquisi¢do de bombas de efluxo, devido a presenca do gene tetL-
like. Outro mecanismo ¢ a producdo de uma proteina de protecéo ribossomica que desloca
o antibidtico do seu alvo, pela producdo de proteinas RPPS (ribosome protection
proteins), devido aos genes tetM-Like. A terceira resisténcia é produzida através da
inativacdo enzimatica da tetraciclina, devido ao gene tet(X), presente principalmente em
plasmideos (Goodman et al., 2006, Roberts, 2011).
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Embora existam mais do que um gene responsavel pela producdo de proteinas que evitem
a ligacdo da tetraciclina ao ribossoma, 0 mais comum em Enterococcus € 0 ja mencionado
tet(M). Este gene é tipicamente cromossomico e transportado pelo transposao Tn916 ou
transposdes conjugativos relacionados, por vezes é também em alguns plasmideos

conjugativos (Zhanel et al., 2004).

Ao longo dos anos outros genes de resisténcia foram inseridos nesta familia de
transposoes, carregando dois ou mais genes de resisténcia ao antibiotico. Por isso 0 gene
tet (M) esta muitas vezes relacionado com o gene erm(B) que confere resisténcia aos
macrolideos e lincosamidas. Da mesma forama o gene tet(M) esta muitas vezes ligado ao
gene cat proveniente da resistencia ao cloranfenicol e a uma fosfotrasnferase que codifica
resisténcia a canamicina. Estas associacdes ocorrem inimeras vezes em Enterococcus,

tornando-os multirresistentes (Cauwerts et al., 2007, Gilmore et al., 2002).

O aumento das resisténcias a tetraciclina tem sido um assunto cada vez mais sério e
debatido nos ultimos anos. Varias estirpes isoladas de E.faecalis apresentam resisténcia
a este antibiotico (Macribe et al., 2009).

Estudos apontam que a maioria de Enterococcus faecalis isolados em hospital, mas
também em alimentos, apresentam resisténcia a tetraciclina, devido principalmente ao
gene tet(M). Este gene é o responsavel pela elevada percentagem de resisténcia em quase
toda e Europa, incluindo Portugal (Poeta et al., 2005).

3.1.7) Resisténcia as Quinolonas

As quinolonas sdo antibidticos com ampla atividade antimicrobiana, mostrando-se
eficazes no tratamento de varias doencas infeciosas, a primeira descrita foi o acido
nalidixo. A introducdo das quatro quinolonas flouradas sendo estas a ciprofloxacina,
moxifloxacina, norfloxacina e gatifloxacina, representou um grande avanco terapéutico
(Goodman et al., 2006).

O seu mecanismo de acdo passa pela penetracdo no citoplasma da bactéria através da
camada fosfolipidica ou dos canais de porinas de modo a interferir na sintese dos acidos
nucleicos. Tém como objetivo a inibigdo da DNA-girase e a topoimerase 1V bacterianas.

Para a maioria das bactérias Gram-positiva a topoimerase IV € o alvo das quinolonas de

30



3° geracdo, enquanto que nas Garm-negativas é a DNA-Girase (Onodera et al., 2002,
Sousa, 2005).

A resisténcia a este tipo de antibioticos pode ocorrer por 3 mecanismos: por aumento da
impermeabilizacdo da membrana, por diminuicdo da expressao das porinas OmpF atraves
do efluxo do antibiotico ou através da mutacdo enzimatica do local alvo (Sousa, 2005).
As resisténcias associadas a maioria das bactérias Gram-positivas estdo relacionadas com
mutacOes enzimaticas dos genes gyr(A), gyr(C), gry(D) no caso do alvo ser a DNA-girase
e 0s genes parC e parE caso o alvo seja a topoimerase IV, por vezes ocorre também o
efluxo do agente bacteriano (Poeta et al., 2005).

E.faecalis apresenta uma resisténcia intrinseca a baixas concentracdes de quinolonas. A
resisténcia adquirida a maiores concentragdes ainda ndo esta totalmente esclarecida. Na
maioria dos casos ocorre uma mutacdo a nivel do gene parC e gyrA do DNA bacteriano
(Folquié Moreno et al., 2006).

Atualmente a taxa de resisténcia a ciprofloxacina é muito elevada em todo o mundo.
Estudos conluiaram que a maioria das estirpes de E.faecalis com alta resisténcia a este
antibidtico foram isolados em meios hospitalares, sendo que grande parte apresentava

resisténcias simultaneas a tetraciclina e eritromicina (Silva et al., 2014).

3.1.8) Resisténcia as Estreptograminas

As Estreptograminas pertencem ao grupo macrolideos,lincosaminas e estreptograminas
(MLS). Apesar de serem antibioticos quimicamente distintos, apresentam efeitos

similares ao nivel da inibicdo da sintese proteica (Bouchami et al., 2011).

A classe das Estreptograminas €é composta por micamicinas, pristinamicinas,
oestreomicinas e virginamicinas. Durante um longo periodo, o tratamento de infe¢6es por
Staphylococcus era feito através do uso oral e topico de pristinamicinas (Singh et al.,
2002).

Atualmente na terapéutica utiliza-se uma associacdo de duas estreptograminas, a
quinupristina, uma estreptogramina B com dalfopristina, uma estreptogramina A, numa
porporcao 30:70, que atuam de modo sinérgico. Estes compostos sdo derivados

semissintéticos de pristimanicinas de ocorréncia natural, produzidas por Streptomyces
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pristinaespirales. A quinupristina e a dalfopristina sdo derivadas mais sollveis da
pristinamicina 1A e da pristimanicina Il1A, por isso sdo apropriados para administracdo
venosa (Goodman et al., 2006, Raad et al., 2004)

Esta associacdo tem atividade bactericida, embora quando utilizados isoladamente sejam
bacteriostaticos. Inibem a sintese proteica, através da ligacdo a subunidade 50S
ribossomal. A quinupristina liga-se ao mesmo local dos macrolidos, inibe a cadeia
polipeptidica e ocorre a terminacdo precoce da sintese das proteinas, a dalfopristina liga-
se a um local proximo e interfere diretamente com a peptidiltrasnferase, aumentando

sinergicamente a ligacdo da quinupristina. (Solway et al., 2003, Sousa,2005).

Os principais alvos desta associagao S0 microrganismos resistentes e com poucas opcoes
terapéuticas, pois € eficaz contra em inimeras bactérias incluindo os VRE. Embora alguns
microrganismos ja tenham adquirido e desenvolvido mecanismos de defesa, entre 0s
quais a modificacdo enzimatica do local alvo, através de uma metiltrasnferase (Eliopoulos
et al., 2005).

A nivel de Enterococcus faecalis ndo existem resultados satisfatorios, pois apresentam
uma resisténcia intrinseca a esta classe de antibacterianos. Este facto deve-se a expressdo
de um gene cromossomal Isa, que confere a bactéria resisténcia a dalfopristina eliminando
a atividade sinérgica entre os dois componentes. Este tipo de resisténcia aplica-se também

a clindamicina (Rivero et al., 2007).

3.1.9) Resisténcia as Oxazolidinonas (Linezolida)

A linezolida € um antibidtico se sintese quimica da classe das oxazolidinonas. Inibe a
sintese proteica, é bacteriostatico e por ter um mecanismo de acdo diferente ndo provoca

reagdes cruzadas com outros antibacterianos.

Através da ligacdo ao local 23S da regido P da subunidade ribossomal 50S, impede a
formacdo do complexo fMet-tRNA-ribossomico, que da inicio a sintese proteica. Devido
ao seu mecanismo diferente, este antibiotico é ativo contra a maioria dos microrganismos
Gram-positivos (Staphylococcus, Streptococcus, cocos anaérobios e Bastonetes) e
bactérias multirresistentes, como € o caso dos Enterococcus resistentes a vancomicina
(Goodman et al., 2006, Sousa, 2005).
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Embora seja um antibiotico recente, ja existem bactérias munidas de resisténcias contra
este mecanismo de acdo alterado. Varios microrganismos isolados tém apresentado
resisténcia a este antibacteriano, incluindo E.faecalis. Neste caso o processo passa pela
mutacdo do 23S o rRNA, resultando de uma diminuicdo da afinidade de ligagdo. Visto
que existem multiplas copias de genes de rRNA de 23S, a resisténcia exige mutagdes em

duas ou mais (Livermore et al., 2007).

A lizenolida foi o primeiro antibiotico do grupo das oxazolidinonas a ser aprovado.
Atualmente apenas é permitido para uso hospitalar, apresentando alta eficacia no
tratamento de infegdes graves. Nos Ultimos anos tém sido relatados poucos casos de

E.faecalis resistentes a este antibacteriano (Long et al., 2012).

Alguns estudos demonstram que a maioria dos casos de E.faecalis resistentes a este
antibacteriano sao isolados de pacientes previamente infetados com outras bactérias e ja
tratados com linezolida. Sendo assim, a resisténcia é adquirida mais rapidamente caso o
paciente ja tenha sido exposto ao farmaco. Embora casos de resisténcia sem exposi¢cdo
prévia também ja tenham sido relatados, o que pode significar que a resisténcia pode ja

estar entre a populacéo de Enterococcus (Auckland et al., 2002, Gomez-Gil et al., 2009).

E.faecalis contem quatro cdpias do gene 23S rRNA e varios grupos investigadores tém
constatado uma relacdo direta entre o nimero de alelos contendo a mutagdo G25761 e o
nivel de resisténcia a linezolida. Esta mutacdo cria um novo local para a enzima de
restricdo Nhel nas copias mutados do operdo rRNA, este sitio esta ausente nos genes ndo
mutados (Wang et al., 2014).

4) Meétodos para diminuir a disseminacéo Bacteriana a nivel Hospitalar

Embora o arsenal terapéutico antimicrobiano se tenha expandido de forma acelerada, a
investigacdo ndo consegue competir com a capacidade bacteriana de desenvolver e

adquirir novas resisténcias.

O uso excessivo e durante largos periodos de tempo de antibioticos juntamente com a sua
toxicidade e efeitos adversos levam a consequéncias muito graves para a saude publica,

tal como o aumento da morbilidade e mortalidade, a disseminagdo de microrganismos
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resistentes, 0 aumento de infegdes e os elevados custos associados aos cuidados prestados
em salde. Tendo em conta que 25 a 50% dos pacientes internados sao sujeitos a terapias

antimicrobianas este & um assunto urgente nos dias que correm (Pittet et al., 2008).

Os Enterococcus, comparativamente com outros géneros bacterianos, tém-se revelado um
desafio a nivel hospitalar ao longo das Gltimas décadas. InUmeras estratégias tém vindo a
ser adotadas com o objetivo de controlar o desenvolvimento e propagacgédo desta bactéria.
(Freitas et al., 2006).

Tradicionalmente sdo apresentadas trés categorias de fatores de risco associados a
aquisicdo de infecGes hospitalares sendo estes: fatores inerentes ao proprio paciente,
fatores relacionados com os procedimentos invasivos e condi¢des do ambiente hospitalar.
Através da andlise dos pontos referidos devem ser orientadas e implementadas medidas
para controlar essas infecOes (Richards et al., 2003).

A vigilancia epidemiolégica é outro ponto crucial no sentido de controlar as infecdes
nosocomiais, estabelecendo taxas endémicas, através da monitorizacdo continua dos
casos hospitalares. A partir deste processo pode-se estabelecer uma relagéo causa- efeito
de surtos e casos isolados (Arantes et al., 2003).

As bactérias que causam infecdes hospitalares podem ser adquiridas de varias maneiras,
tendo em conta que geralmente a fonte primaria provém de um individuo infetado que €
internado ou de um profissional de satude tambem infetado (Michalopoulos et al., 2006,
WHO).

Estas podem ser oriundas da flora comensal ou transitéria do paciente, quando as
bactérias migram do seu habitat natural através da terapéutica ou danos nos tecidos,
causando infecdes enddgenas. Podem, também, ser transmitidas a partir da flora de outro
paciente ou de um membro hospitalar, causando infecfes exdgenas. A transmissdo
acontece através de contacto direto ou por objetos contaminados pelo paciente como
equipamentos, lencdis ou curativos de feridas. Outro meio de propagacdo é a meio
ambiental do préprio hospital, estas bactérias podem-se encontrar na agua, areas humidas,
em equipamentos médicos, nos alimentos ou mesmo em particulas do ar (Lawrence et al.,
2007).
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No caso dos pacientes, alguns fatores sdo determinantes para contrairem a infecdo. Os
mais relevantes séo a idade, o estado de imunidade, qualquer patologia subjacente, e as
intervencgdes a nivel de diagnodstico e terapéuticas aplicadas. As criancas e idosos sdo
grupos de maior risco, devido a sua menor resisténcia. Pacientes com doengas cronicas,
como tumores malignos, leucemia, Diabetes Mellitus apresentam uma maior
vulnerabilidade, assim como aqueles cuja terapéutica passa pela administracdo de

farmacos imunodepressores ou estdo sujeitos a radiacées (WHO).

A prevencdo e controlo da transmissdo de Infecdes Associadas aos Cuidados de Salde
(IACS) baseia-se na implementacdo de uma estratégia de boas préaticas e a sua
monitorizacdo (Figura9), tendo em conta alguns pontos fundamentais baseadas nas
Precaucdes Basicas, tais como (Dias., 2010):

e Higiene das maos - Este passo é vital na prestacdo de cuidados ao doente,

pois as maos sdo o veiculo mais comum de transmissdo cruzada de
agentes infecioso relacionados com as IACS apresentando uma elevada
relacdo custo-beneficio. A higienizagcdo das mé&os constitui uma agédo
simples e rapida e continua a ser uma das principais medidas para reduzir
estas infecdes em todo o0 mundo;

e Uso apropriado de equipamento de protecdo individual - O uso adequado

do equipamento diminui o risco dos profissionais de saude adquirirem 0s
microrganismos a que estdo expostos. A utilizagdo de luvas, batas,
maéscaras e prote¢do ocular/facial € um procedimento padronizado para 0s
profissionais que contactam com pacientes infetados;

e Desinfecdo e esterilizacdo dos dispositivos médicos;

e Boas préaticas nos procedimentos invasivos, como utilizacdo de técnica

assética;

e Controlo do ambiente hospitalar - O ambiente hospitalar desempenha um

papel crucial de reservatdrio de microrganismos, aumentando a exposicao
dos doentes aos diferentes patogénicos;
e Correta utilizacdo e rejeicdo objetos corto-perfurantes e residuos

hospitalares;
e Higiene respiratoria e etiqueta da tosse;

e Colocacdo correta de doentes conforme a patologia em causa;

e Uso racional de antimicrobianos;
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e Préaticas seguras para administracdo injetaveis;

e Plano de vacinacio

Todos os profissionais de saude devem conhecer e aplicar as precaucdes basicas de modo
a prevenir e controlar infe¢cGes em todas as situag¢fes (Lawrence et al., 2007, Pina et al.,
2010).

Tratamento da doenca Agente Infeccioso
de base érias, - ) ; ) .
Reconheos o factores uimﬁtfnngos. Ripida Identificacio dos Microrganismos
de risco do doente protozodrics...)
Hospedeiro Reservatorios Salide Ocupacional
] SU::EPI"NG‘IG (pessoas, Higiene Ambiental
imunodeprimidos, uipamento, gua Desinfeccdo e Esterilizacio Equipamento Clinico
diabéticos, queimados...) el o ¢ ot
I N \\
Profissionais
de Satde Porta de Saida EPL _
Porta de Entrada ,:sm?eg_ Higiene das Mios ) i
excreches Controlo das Sectegbes e Excregbes
(membranas mucosas, iy Triagem de Residuos/roups
trato gastrointestinal, pele, goticulas) e e esiduosionpa
respiratério,
pele lesada) /
Técnica Asséptica Via de Transmissao }[i if"a.l;f Id:.as MBos
Dispositivos Invasivos (contacto directo, (:}g:: ;;:;ZON
Cuidados com as Feridas superficies, Manipulacio de Alimentos
ingestio, via aérea) I:nlal!nnl:l!c; )

Figura9- Esquema de transmisséo de Infe¢Oes e respetivas Precaucdes (Adaptado de Pina et al., 2010).

O uso racional de antibidticos é entdo uma das maiores preocupacfes da medicina
moderna. Devido a importancia da questdo, existem atualmente varios hospitais com
comissdes de antibidterapia que definem linhas de racionalizagdo e orientagdo para a
prescri¢do de antibidticos. Estes devem ser utilizados por razdes terapéuticas de 3 modos:
especifico, ou seja, de acordo com a suscetibilidade microbiana, de maneira empirica ou

para fins profilaticos (Tunger et al., 2009).

De acordo com os critérios de escolha do antibidtico, o principio basico da terapia é a
determinacdo do agente causal da infecdo e a sua sensibilidade aos antimicrobianos, pois
as possibilidades etioldgicas sdo multiplas e os perfis de sensibilidade muito variaveis.
Assim € imprescindivel a elaboracdo de testes laboratoriais para uma maior efetividade
da terapéutica e diminuicdo da probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
(Deresinski, 2007, Kollef et al., 2005).
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O uso desnecessario de antimicrobianos nas varias vertentes de aplicagdo deve ser
totalmente evitado. Existem inumeros métodos para conseguir antever esta necessidade,
havendo até a possibilidade de distinguir colonizagéo e infecédo, devendo so ser instituida

terapéutica no segundo caso (Fiol et al., 2010).

Uma grande parte das aplicagbes antimicrobianas tem um objetivo profilatico, sdo
utilizados para prevenir o desenvolvimento de uma infecdo por microrganismos
especificos aos quais estdo expostos. Esta tecnica trouxe grandes beneficios para os
doentes e uma melhor relacdo custo-beneficio desses farmacos. Apesar de vantagens, o
uso inadequado desta técnica tem promovido um grande aumento de resisténcias
bacterianas. Muitos profissionais de saude optam por antibidticos de espetro mais
alargado do que o necessario (privilegiando os farmacos de ultima geracdo) e aumentam
0 periodo de administracdo com o objetivo de conseguir maior seguranca. Estes erros
promovem assim a selecdo de bactérias resistentes e expdem o0s pacientes a um maior

risco de efeitos secundarios (Bratzler et al., 2004, Fiol et al., 2010).

A prescricdo de doses adequadas, em intervalos corretos e otimizacao das condicGes para
serem obtidos niveis certos de concentragdo no local de infecdo sdo variaveis

determinantes na eficacia do resultado final (Kollef et al., 2005).

Visto que o uso prolongado de antibidticos aumenta o risco de infecdo por
microrganismos multirresistentes, atualmente tem-se optado por um conceito de ciclos
curtos de terapéutica antimicrobiana, que ndo exceda os 8 dias, exceto nos casos de

bacteriémia sobretudo na presenca de material protésico (Deresinski, 2007).

Diversas razoes justificam a necessidade urgente de novos agentes antibacterianos. O
aumento das resisténcias hospitalares e consequente taxa de mortalidade levam a
necessidade de agentes que atuem por mecanismos de acdo diferentes dos farmacos em
uso. Nos ultimos 10 anos somente foram aprovados a linezolida e a doptamicina com
novos mecanismos de agdo. Os investigadores tém investido em fontes naturais ainda
pouco exploradas, pois organismos obtidos de novos ecossistemas estdo associados a
nova diversidade quimica, com resisténcias a alteracdes drasticas de temperatura, pH e
humidade (Guimarées et al., 2010).
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5) Conclusédo

De acordo com este estudo de revisdo bibliografica conclui-se que Enterococcus faecalis
representa uma grande ameaca para a saude publica, nomeadamente a nivel hospitalar.
Esta bactéria detém inimeros atributos que a tornam uma das espécies com taxas de

mortalidade mais elevadas entre as infegdes nosocomiais.

Uma grande quantidade de fatores de viruléncia permite que este microrganismo,
colonize todo o tipo de tecidos e materiais, infetando com relativa facilidade diversos
orgdos, implantes, proteses e até cateteres. Esta defesa auxilia-o a resistir a um largo
espetro de temperaturas, pH e concentragdes salinas. E.faecalis sobrevive em ambientes
hostis, inclusivamente situacdes de subnutricdo, através da modelagcdo dos fatores de

viruléncia a cada situacg&o.

Devido a sua elevada capacidade mutagénica, consegue adaptar-se a novas condi¢des

contornando e por vezes controlando o sistema imunitario do hospedeiro.

As suas resisténcias inatas e adquiridas a numerosas classes de antibiéticos seleciona
desde logo a sua terapéutica, mas na atualidade é a capacidade de adquirir e desenvolver

novas resisténcias que preocupa os investigadores e profissionais de saude.

Nas Ultimas décadas E.faecalis tem demonstrado elevadas capacidades de aquisicédo de
multiplas resisténcias, tornando-se um microrganismo multirresistente a quase todos os

mecanismos de antibioterapia, inclusivamente aos de Ultima geracao.

Tendo em conta a gravidade da problematica, é urgente que todos os profissionais de
salde adaptem medidas de prevengdo, com o objetivo de controlar e minimizar a
disseminacdo desta bactéria. Por isso, em meio hospital é crucial ter em conta todos o0s

cuidados basicos interpessoais e higiénicos.

A necessidade de novos meios terapéuticos é cada vez mais alarmante entre as infecdes
nosocomiais. E crucial que uso racional de antibioticos seja uma prética realizada em
todas as instituicdes de saude. A prescricdo destes farmacos deve ser feita, sempre que
possivel, baseada em testes laboratérios, administrando sempre o antibiético mais
especifico possivel para cada situacdo, tendo em conta a concentracdo correta e duracao

do tratamento.
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Caso estas e outras medidas ndo sejam adotadas rapidamente, a bactéria tornar-se-a
resistente a todos os antibacterianos desenvolvidos até entdo, originando uma catastrofe

sem solucdo ao nivel de infecdes bacterianas.
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