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RESUMO

O desenvolvimento de formas de resisténcia a antimicrobianos em bactérias € um fendmeno
bioldgico natural que foi acentuado a partir da introducéo desses farmacos nas medicinas hu-
mana e veterinaria e, também, por seu uso indiscriminado em larga escala como promotores de
crescimento em animais de producdo. Essa pesquisa teve como objetivos investigar a emergén-
cia da resisténcia a oxazolidinona linezolida em cepas de enterococos resistentes ao glicopep-
tideo vancomicina (LVRE, Linezolid-Resistant Vancomycin-Resistant Enterococci) e analisar
a epidemiologia dessas cepas multirresistentes no Brasil. A busca de artigos foi realizada com
o0 auxilio da plataforma PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov). Os trabalhos relatando ce-

pas VRE (Vancomycin-Resistant Enterococci) no Brasil datam a partir de 2001 com referéncia
ao primeiro caso em 1996, e esses relatam a resisténcia apenas em Enterococcus faecalis e
em Enterococcus faecium. Relatos de cepas LVRE sdo ainda escassos no pais e foram registra-
dos, apesar da crescente emergéncia de VRE precedentemente, apenas em 2014 e 2016 em
cepas clinicas de E. faecalis (ST525 e ST526) e E. faecium (ST412 e ST987) de origem humana
no estado de SP. Com base nos artigos publicados, E. faecalis ST525 e ST526 foram registrados
até 0 momento apenas em ambientes hospitalares no Brasil, nas regifes sudeste e nordeste. Ja
a circulacdo de E. faecium ST412 se mostra amplamente distribuida tanto no Brasil como em
outros paises, especialmente em ambientes hospitalares. O ST987 foi identificado inicialmente
no Brasil e poucos sdo ainda os registros dessa nova linhagem no mundo; contudo o ST987 é
relacionado geneticamente aos ST316 e ST78, responsaveis por surtos de infeccbes em hospi-
tais na China. Dado o0 exposto, vale mencionar a necessidade de monitoramento microbiolégico
e medidas preventivas para reduzir a disseminacéo de cepas VRE em hospitais, na agropecuaria,

e no meio ambiente, 0 que consequentemente retardaria a emergéncia de cepas LVRE.

Palavras-chave: VRE, linezolida, vancomicina, resisténcia, Brasil.



ABSTRACT

The development of antimicrobial resistance in bacteria is a natural biological phenomenon that
has been accentuated since the introduction of these drugs in human and veterinary medicine
and, also, by their indiscriminate wholesale use as growth promoters in food-producing animals.
This research aims to investigate the emergence of oxazolidinone linezolid resistance in enter-
ococci strains resistant to the glycopeptide vancomycin (LVRE, Linezolid-Resistant Vancomy-
cin-Resistant Enterococci) and to analyze the epidemiology of these multidrug-resistant strains

in Brazil. The search for articles was performed using the PubMed platform (https://pub-

med.ncbi.nlm.nih.gov). Studies reporting vancomycin-resistant enterococci (VRE) strains in
Brazil date from 2001, with reference to the first VRE case in 1996, and they report vancomycin
resistance only in Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. Reports of VLRE strains
were found to be scarce in the country and were recorded, despite the previous increasing emer-
gence of VRE, only in 2014 and 2016 in clinical strains of E. faecalis (ST525 and ST526) and
E. faecium (ST412 and ST987) of human origin in the state of SP. Based on the data published,
E. faecalis ST525 and ST526 have been recorded up until now only in healthcare settings in
Brazil, in the southeast and northeast regions. On the other hand, the circulation of E. faecium
ST412 is widely distributed both in Brazil and in other countries, especially in hospital envi-
ronments. ST987 was initially identified in Brazil and there are still few records of this new
lineage in the world; however, ST987 is genetically related to the ST316 and ST78 lineages,
which are responsible for hospital infection outbreaks in China. Given this context, it is worth
mentioning the need for microbiological monitoring and preventive measures to reduce the
VRE spread in hospitals, livestock and in the environment, which would consequently delay

the emergence of LVRE strains.

Key words: VRE, linezolid, vancomycin, resistance, Brazil.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), 25% das mortes ocorridas no
mundo sdo causadas por infec¢des. Devido a dificuldade em se relacionar um microrganismo a
determinada doenga, o diagnostico tardio e até mesmo a incerteza diagnostica levam a uti-
lizacdo de terapias errbneas, 0 que ocasiona uma terapéutica ineficaz e uma utilizagdo des-
necessaria de medicamentos (Wannmacher, 2004). A resisténcia bacteriana geralmente ocorre
quando cepas de microrganismos se multiplicam na presenca de concentragdes relativamente
altas de antimicrobianos, acima das doses terapéuticas habituais. O desenvolvimento de re-
sisténcia é um fendbmeno bioldgico natural que foi acentuado a partir da introducao de antibioti-
cos na prética clinica devido ao uso indiscriminado e desnecessario desses agentes; as taxas de
resisténcia variam localmente de acordo com o consumo pontual, sendo assim, um grave prob-
lema mundial (Wannmacher, 2004).

As infec¢Bes bacterianas, em sua maioria, ocorrem em ambientes hospitalares, onde o
paciente infectado por esses microrganismos possui um estado vulneravel e comumente é sub-
metido a procedimentos invasivos que permitem a sua proliferacdo. As infeccdes relacionadas
a assisténcia a saude (IRAS) sdo adquiridas nas unidades hospitalares e podem ser manifestadas
durante a internacdo ou apos a alta hospitalar. Apesar de serem adquiridas em qualquer setor
da unidade hospitalar, as IRAS sdo extremamente preocupantes em pacientes internos nas uni-
dades de terapia intensiva (UTI) devido a vulnerabilidade dos mesmos a aquisicao de infeccdes
e a resposta imunoldgica comprometida que apresentam. Devido a essa vulnerabilidade e inter-
vengdes/procedimentos médicos realizados, em muitos casos utilizam-se antimicrobianos de
amplo espectro, que favorecem a selecdo de microrganismos multirresistentes. Segundo a So-
ciedade Brasileira de Microbiologia (SBM), cerca de 700 mil 6bitos por bactérias multirre-
sistentes sdo registrados anualmente, as estimativas sdo de que até 2050 ocorram em torno de
10 milhdes de mortes por ano (Souza, 2019).

De acordo com Franco et al. (2015), existem alguns fatores que contribuem para o alto
indice do uso de antimicrobianos, entre eles: a) no Brasil, estima-se um nimero grande de
farmacias e drogarias, em torno de 82.204 estabelecimentos, um numero dificil de ser con-
trolado pelos oOrgéos fiscalizadores e onde pode ocorrer a venda de antibioticos sem receita
médica; b) davidas no diagndstico entre infecg¢bes virais ou bacterianas, bem como indicacéo
errada quanto a dosagem e o tempo de tratamento, o que pde em risco a salde do paciente e
aumenta o risco do desenvolvimento da resisténcia bacteriana; e c) falta de programas governa-

mentais de orientacdo quanto ao uso racional destes medicamentos. O profissional farmacéutico
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envolve-se diretamente no controle do uso indiscriminado, pois esta presente na dispensacéao
dos medicamentos e possui 0 papel de orientar quanto ao uso correto e conferir as prescricoes.
O controle requer um trabalho conjunto da equipe multidisciplinar uma vez que é necessario a
anamnese correta para uma prescricdo com indicacdo correta, a dispensacdo adequada, a ad-
ministracdo com dosagem, horério e duragéo de tratamento precisa, além da conscientizacdo de
toda equipe e orientagdes pertinentes aos pacientes.

O uso de antimicrobianos é imprescindivel tanto no &mbito hospitalar quanto no ambito
veterinario, contudo, o uso intensivo na producdo animal, de forma profilatica e/ou terapéutica
no tratamento de infec¢Oes bacterianas, ou mesmo como promotores de crescimento (aditivo
de racdo), é descrito como uma das principais causas de aquisi¢do de resisténcia em enter-
opatdgenos (Phillips et al., 2004; Picéo et al., 2010 & Picéo et al., 2009). O uso indiscriminado
e muitas vezes imprudente na veterinaria € um fator de risco adicional para a pressao seletiva e
o0 surgimento de microrganismos multirresistentes. A maioria dos patégenos animais multirre-
sistentes pode colonizar e/ou infectar humanos por contato direto ou indireto atraveés do meio
ambiente (Costa, Loureiro & Matos, 2013). Diante disso, a OMS reconhece a multirresisténcia
bacteriana aos antimicrobianos como um problema de saude publica essencial e importante,
uma vez que a satude humana esta intimamente ligada a saide dos animais e do meio ambiente
em que vivem (Robinson et al. 2016). Os desafios enfrentados em infec¢des adquiridas por
animais estdo associados a higiene do paciente, a lambedura de feridas e aos programas de
controle de infeccdes menos difundidos (Klevens et al., 2007; Stull & Weese, 2015). Como na
medicina humana, os principais patdgenos associados as infeccdes hospitalares em medicina
veterinaria sdo: Staphylococcus resistentes a meticilina (Methicillin-resistant staphylococci,
MRS), Enterococcus resistentes a vancomicina (Vancomycin-resistant enterococci, VRE), bem
como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii produtores de cefalosporinases
e/ou de beta-lactamases de espectro estendido (Extended Spectrum g-lactamases, ESBL) e
produtores de carbapenemases (carbapenemase-producing Enterobacteriaceae, CP-E) (Mller
et al. 2014, Wieler et al. 2015, Stull & Weese 2015). Alguns pontos séo considerados cruciais
na contaminacdo e disseminacdo desses microrganismos, como celulares, computadores, ma-
canetas, interruptores, materiais médicos (estetoscopios e termoémetros) e, principalmente, a
higiene pessoal dos funcionarios que com as falhas na desinfeccdo aumentam as chances de
infeccdes e possiveis contaminagdes homem-animal, visto que, esses microrganismos podem
colonizar e infectar homens e animais.

Os microrganismos multirresistentes sdo um desafio para os profissionais de salde, uma

vez que, dificultam a escolha da antibioticoterapia e com frequéncia concebem mecanismos
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que diminuem ou anulam a acdo dos antibidticos. Dentre esses microrganismos, devem ser
destacados os que integram o grupo ESKAPE, abreviacgdo para as bactérias: Enterococcus fae-
cium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp. (Lin et al., 2018; Pletzer et al., 2018 & Boucher et al., 2009)
apud (Esposito, 2018). Em 2017, a OMS publicou uma lista global de bactérias resistentes a
antibidticos que devem ter prioridade na investigagdo de novos farmacos.

Poucos antimicrobianos estdo disponiveis para o tratamento de infec¢Ges causadas por
certas bactérias Gram-positivas multirresistentes como, por exemplo, S. aureus resistentes a
meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA), estafilococos coagulase-neg-
ativos resistentes a meticilina (Methicillin-Resistant Coagulase-Negative Staphylococci,
MRCOoNS), Enterococcus faecalis e E. faecium resistentes a vancomicina (Vancomycin-Re-
sistant Enterococci, VRE) e Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina. Dentre essas
poucas opcdes terapéuticas, as oxazolidinonas sdo consideradas uma das mais importantes.
VVem ocorrendo, entretanto, um crescente aumento no nimero de relatos de cepas bacterianas
resistentes a essa classe de antimicrobianos (Santos, 2004). Esse problema se agrava ainda mais
guando essa resisténcia ocorre em cepas que também apresentam resisténcia a vancomicina,
um importante glicopeptideo utilizado no combate das infec¢des causadas por esses patdgenos
multirresistentes (Tavares, 2000).

Enterococos sdo bactérias que constituem a microbiota intestinal humana e de varias
espécies animais. Por essa razdo, essas bactérias sdo constantemente submetidas a pressdo se-
letiva do uso de antimicrobianos tanto em hospitais como em ambientes de cria¢do de animais
de producdo, onde existe um uso continuo e intenso desses farmacos. Séo bactérias reconhe-
cidas por sua promiscuidade genética, pois sdo extremamente habilidosas para adquirir e trans-
ferir segmentos de acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid, DNA) contendo genes
de resisténcia a antimicrobianos, o que favorece a disseminacao e a transmissao dessas resistén-
cias entre humanos e animais (Xavier, Bernal & Titze-de-Almeida, 2006).

Considerando esse contexto, essa pesquisa teve como propoésito investigar a dissemi-
nacdo atual e a epidemiologia de cepas de enterococos que apresentam resisténcia tanto a line-
zolida (oxazolidinona) e a vancomicina (glicopeptideo), dois importantes antimicrobianos uti-
lizados na pratica clinica humana. A compreenséao da natureza das formas de resisténcia a essas

classes é fundamental para o desenvolvimento de estratégias que preservem a sua eficécia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Mapear a emergéncia da resisténcia a linezolida em cepas VRE (Linezolid-Resistant Vancomy-
cin-Resistant Enterococci, LRVRE) e analisar o curso evolutivo dessas cepas enterocécicas no

Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
« Apresentar os mecanismos de atuacdo das oxazolidinonas em bactérias;
« Caracterizar as formas de resisténcia as oxazolidinonas descritas até 0 momento;
* Apresentar os mecanismos de atuacdo da vancomicina em bacteérias;
« Caracterizar as formas de resisténcia a vancomicina descritas até o0 momento;
* Investigar a ocorréncia e a disseminacao de cepas LVRE no Brasil;

*Analisar a filogenia dessas linhagens LVRE por meio de Multilocus Sequence Typing (MLST).

3. METODOLOGIA

A revisdo de literatura realizada nessa pesquisa se baseou na analise de artigos
cientificos disponiveis na base de dados PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/)
utilizando-se como filtros de sele¢cdo os termos: linezolid, vancomycin, enterococci,
enterococcus, resistance e Brazil. Para a busca no PubMed foi determinado como periodo
inicial das buscas 0 ano 2000, uma vez que a introducéo da linezolida na pratica clinica se deu
nesse ano. A pesquisa bibliografica para esse estudo foi de 2000 a junho de 2021. Todos 0s
artigos disponibilizados dentro das especificagdes mencionadas acima foram incluidos para
leitura e andlise.

O desenvolvimento dessa pesquisa, com base nos dados disponiveis nos artigos
selecionados, se deu com o intuito de responder as seguintes questdes:

e Em quais espécies enterocdcicas tem se observado a coexisténcia das
resisténcias a vancomicina e a linezolida no Brasil?

e Haevidéncias de surtos e/ou disseminacéo de cepas LVRE em diferentes estados
brasileiros? Em quais tipos de amostras estdo sendo identificadas essas cepas?

e A ocorréncia de LVRE esta restrita a linhagens geneticamente relacionadas ou
se expandindo em diferentes complexos clonais (CC) determinados por MLST

em Nnosso pais?



17

4. DESENVOLVIMENTO
4.1 IRAS

De acordo com Carvalho e Marques (1999), desde 1869 iniciou-se a primeira
observagéo de casos de IRAS, através do médico escocés James Simpson. Por conta disso, foi
criado o termo hospitalismo que se referia aos inerentes riscos hospitalares. Contudo, a
vigilancia hospitalar avancou no periodo de 1950 a 1960, nos Estados Unidos (EUA) devido a
participacdo do Centro de Controle de Doencas (Centers for Disease Control - CDC) em
investigacGes epidemioldgicas de surtos de cepas emergentes de Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina em maternidades, UTI e bercarios. Dessa forma, em 1958, a Associacdo
Americana de Hospitais, indicou que todos os hospitais dos U.S. desenvolvessem programas
de Controle de Infeccdo, com a intencao de controlar as IRAS (Ribeiro, 2015).

A infeccdo hospitalar € uma infecgdo relacionada a hospitalizacdo ou a procedimentos
hospitalares e pode ocorrer apds a admissdo hospitalar do paciente, durante a internagdo ou
apos a alta (BRASIL, 1998). O termo “infeccdes hospitalares” caiu em desuso, sendo
substituido por “InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude” (IRAS), sendo este um termo
abrangente que engloba infeccBes relacionadas a assisténcia em qualquer ambito. As IRASs
sdo definidas pelo CDC como uma condicdo resultante de uma reacdo adversa a presenca de
um agente infeccioso adquirido apds a admissao nos servicos de salde, sejam elas resultantes
de intervencdes diretas ou do contato com o ambiente hospitalar (Oliveira, Silva & Lacera,
2016; Guest et al., 2020). Dentre as infeccdes hospitalares, as IRAS constituem uma importante
causa de mortes em decorréncia de doencas especificas associadas as pessoas submetidas a
procedimentos clinicos invasivos, como procedimentos cirdrgicos, ventilagdo mecanica e
cateterismos.

No Brasil, a Portaria 2.616/98 do Ministério da Saude considera as IRASS como risco
significativo a salde dos usuarios dos servicos, sendo necessarias medidas de qualificacdo de
assisténcia hospitalar para a sua prevencdo e controle, e define-as como qualquer infeccao
adquirida ap6s a admissdo do paciente no servico de saide, manifestadas apos 48 horas da
admissdo ou antes desse periodo quando relacionada a procedimentos invasivos (Brasil, 1998).
Sendo assim, um problema de salde publica relevante que acarreta altos indices de
complicagdes hospitalares e mortalidade, intimamente associando-se aos fatores que dependem
da gravidade da doenca que motivou a internacdo (como imunocomprometidos e outras
condigdes graves), ao tipo de procedimento e ao uso prolongado e/ou inadequado de

dispositivos invasivos. A auséncia de equipe especializada no controle de infeccdo e condicdes
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de higiene insatisfatdrias, o sitio da infeccdo e a escolha da antibioticoterapia também
constituem fatores importantes e predisponiveis para o aparecimento desses eventos adversos.
Para o diagnostico, utilizam-se critérios que se relacionam com o surgimento das manifestacdes
clinicas e a comprovacao laboratorial obtida a partir da realizacdo de exames microbiologicos,
soroldgicos ou histopatoldgicos apos 72 horas de internacdo do paciente, podendo ainda o
paciente expressar manifestacdes em um periodo de tempo menor quando a infeccdo €
resultante de procedimentos invasivos (OMS, 2008).

As IRAS podem classificar-se mediante o sitio de infec¢do, sendo predominantes em
infeccOes do trato respiratorio, infecces do trato urinario, infeccbes do sitio cirtrgico, sepse
clinica, infeccbes gastrointestinais e menos frequente em infec¢Ges da corrente sanguinea. As
maiores ocorréncias de IRAS sdo observadas frequentemente em pacientes nos servigcos de
terapia intensiva, oncologia, cirurgia e nos extremos da idade (Machado et al., 2001). O
ambiente hospitalar constitui um importante meio de disseminagdo de microrganismos,
infeccbes adquiridas nesse meio possuem uma grande diversidade de microrganismos que
colonizam determinados sitios com mais facilidade. Estudos demonstram que bactérias Gram-
positivas sao mais comumente encontradas, dentre essas destacam-se S. aureus, Staphylococcus
coagulase-negativos (SCoN), Enterococcus spp., e S. pneumoniae (Tavares, 2000). Com
relacdo aos microrganismos Gram-negativos fermentadores do grupo das enterobactérias sdo
preocupantes alguns patégenos, como K. pneumoniae, E. coli e Enterobacter spp., assim como
alguns bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, particularmente, P. aeruginosa, A.
baumannii e Stenotrophomonas spp. (Brasil, 2007; Lisboa et al., 2007).

A forma de controle disponivel das IRAS consiste no tratamento com antibi6ticos. As
bactérias costumam responder as mudancgas do microambiente no qual estdo inseridas, logo o
uso continuo de antimicrobianos pode aumentar a probabilidade de desenvolvimento de formas
resistentes, principalmente em casos de uso indiscriminado de certos antimicrobianos, o que
promove 0 aumento da pressao seletiva e culmina na selecdo de microrganismos resistentes e
multirresistentes. O aparecimento dessas formas de resisténcia possui relacdo com o quadro
imunoldgico apresentado pelo paciente, o tipo de bactéria e o sitio de infec¢do, o antimicrobiano
escolhido e seu mecanismo de acéo, apresentando-se, portanto, como uma dificuldade gradativa
no tratamento das IRAS ao passo que surgem mais facil e rapidamente novas formas de
resisténcia, enquanto o desenvolvimento de novos farmacos ocorre de forma mais lenta. O
paciente que adquire infec¢es no &mbito hospitalar possui maior risco de morbimortalidade e
deve-se considerar, ainda, o prolongamento no periodo de internacdo incidindo diretamente na

elevacdo dos custos com a assisténcia ao paciente, bem como, o favorecimento e a selecéo de
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cepas resistentes aos antibioticos e sua consequente disseminagdo, que constituem fatores que
afetam negativamente a qualidade dos servicos de salde (Santos, 2004).

Desde 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgdo
encarregado por acbes nacionais de prevencdo e controle de IRAS em servicos de saude
elaborando um programa nacional vigente durante um quadriénio (Brasil, 2021), que norteia as
acOes das coordenacdes Distritais/Estaduais/Municipais de controle de IRAS, promovendo a
implementacdo e o fortalecimento do programa de prevencdo em todos os niveis de gestdo e
assisténcia atraves de acdes estratégicas nacionais como elaboracdo e publicacdo de materiais
técnicos, implementacdo de guias de recomendacdo, desenvolvimento de estratégias para a
implantacdo e monitoramento dos protocolos de prevencédo, prevenindo a disseminacdo de
microrganismos multirresistentes (Brasil, 2021).

De acordo com Neves & Bulgareli (2019), nos EUA os custos com as IRAS sdo
estimados entre US$ 17-29 bilhdes por ano. Em média, cada infec¢do adquirida demanda um
custo de US$ 15.000 délares ao hospital, esse valor pode chegar a US$ 40.000 dolares a
depender do tipo de infeccdo, o que se apresenta como um custo significativo para a instituicao
de saude. O CDC aponta que apesar dos avancos significativos quanto a prevencao de infeccbes
associadas a assisténcia médica, em um determinado dia, aproximadamente 31 pacientes de um
hospital adquirem pelo menos uma infec¢do associada aos cuidados de salde, e que, apenas nos
EUA os custos diretos com IRAS para os hospitais variam de US$ 35,7 a 45 bilhdes anuais, ja
na Europa o impacto econémico anual pode chegar a € 7 bilhdes (CDC, 2020). No Brasil, Kiffer
et al. (2015) realizaram um estudo que estimou 0s custos de ocupacdo-dia total e médio por
paciente com IRAS ou sem IRAS e concluiram que o custo diario do paciente com IRAS foi
55% superior ao de um paciente sem IRAS. O custo para a aquisicdo de antimicrobianos
representa em torno de 20% a 60% dos gastos na maioria dos hospitais. Além dos fatores
mencionados que aumentam os custos da internagdo, vale salientar que o paciente que adquire
IRAS, em grande parte dos casos, € acometido por infeccbes multirresistentes que requerem o
uso de antibioticos de ultima geracdo, de valor elevado, ou a associacdo de mais de um
medicamento, 0 que aumenta os custos finais para o hospital (Macedo et al., 2005).

Os custos com IRAS possuem um grande impacto dentro do ambito hospitalar e atingem
ndo somente as instituicbes, mas principalmente os pacientes, os familiares e ainda os
profissionais de saude, empresas correlacionadas e planos de satde, com danos financeiros e/ou
psicolégicos. Esses custos podem se dividir em: diretos, indiretos e intangiveis. Os custos
diretos sdo oriundos do aumento do tempo de internagéo, 0 aumento na demora em admitir

novos pacientes por conta do bloqueio de leitos, gastos com consultas e uso de equipamentos
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para diagnostico e afins, além dos custos com materiais e exames (culturas, antibiogramas,
radiografias, testes laboratoriais), gastos adicionais com antibioticoterapia tradicional e com
medicamentos mais potentes e consequentemente mais caros, 0s custos com a equipe de saude
em geral, com desinfeccdes e descontaminacfes, além de eventuais processos judiciais e
indenizagdes financeiras. Os custos indiretos abrangem a diminuicdo da produtividade no
trabalho em decorréncia do tempo de afastamento e eventuais sequelas decorrentes da aquisigéo
de infeccdo, a interrupcéo no trabalho com o 6bito do paciente por IRAS, a perda de renda por
um membro da composicdo familiar, o aumento da morbidade e mortalidade, o tempo
demandado da familia para cuidados com o paciente e custos com viagens e visitas. Ja 0s custos
intangiveis sdo, como o préprio termo sugere, intateis, engloba as alteragdes psicoldgicas, a dor
e a imagem negativa para o hospital (Neves & Bulgareli, 2019).

Vale ressaltar que grande parte das IRAS é evitavel quando se executam medidas
eficientes de controle e prevencgdo, quando os servigos de salde e suas equipes sdo treinados e
possuem conhecimento acerca das infecgdes e sua respectiva gravidade, aumenta-se a adeséo
as medidas de controle e prevencao, podendo ser reduzido em aproximadamente 70% o risco
de desenvolvimento de algumas infec¢cbes como, por exemplo, as infec¢bes da corrente
sanguinea (CDC, 2020).

4.2. RESISTENCIA BACTERIANA

De acordo com Vatopoulos et al. (1996), a utilizacdo de antimicrobianos de forma
indiscriminada para o controle das infeccBes, esconde o risco de sele¢cdo de microrganismos
resistentes, muitos dos quais ndo serdo mais controlados, se causarem futuras infecgfes. A
resisténcia aos antibidticos € inevitavel e irreversivel, trata-se de uma consequéncia natural da
adaptacdo do microrganismo a exposi¢do aos antibidticos, porém o uso intenso de antibioticos
na medicina, na agricultura e na producao de alimentos para animais tem causado um aumento
na resisténcia em todo mundo.

O estudo de Panlilio et al. (1992) apontam que, no Brasil, 0 panorama da resisténcia
bacteriana € preocupante, pois tem sido observado o crescente surgimento de novas amostras
de bactérias resistentes nos hospitais brasileiros, o que vém causando grande preocupacao entre
os profissionais de saude. O mesmo afirma que a utilizacdo dos antibacterianos esta ligada
diretamente a este aumento da incidéncia da resisténcia bacteriana, ou seja, 0 uso inadequado
de antibidticos aumenta o risco de selecdo de cepas bacterianas resitentes. A chamada “Era dos
antibidticos” comecou a partir de 1928 com o descobrimento da penicilina por Alexander

Fleming, nas décadas seguintes, houve um aumento exponencial na criacdo de novas classes
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desses agentes, principalmente em paises desenvolvidos (Riverdn et al., 2003). Segundo
Silveira et al. (2006), apés a Segunda Guerra Mundial, o uso extensivo de penicilina
desencadeou o surgimento das primeiras cepas de bactérias Gram positivas resistentes a esse
antimicrobiano, denominadas como PRSP (Penicillin-Resistant Streptococcus pneumoniae).
Tavares (2000) define a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos como um fendémeno
genético, relacionado a existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acdo dos agentes antimicrobianos. Riveron
et al. (2003) apontam que a taxa do surgimento de novos antibidticos ndo € igual a rapidez com
que 0s microrganismos multirresistentes surgem, ou seja, em breve pode ndo haver novos
agentes para o tratamento de doentes com sepsia grave.

A resisténcia bacteriana pode ocorrer por varios mecanismos, que podem ser intrinsecos
a uma determinada espécie ou género ou adquiridos de forma horizontal. A resisténcia
intrinseca ocorre de forma natural, como parte de um processo de evolucdo bacteriana, ja a
resisténcia adquirida ocorre por meio da pressao seletiva exercida pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos, podendo resultar em mutacGes genéticas ou trocas de genes de resisténcia
entre as especies bacterianas (Macedo, 2016). O uso indiscriminado e incorreto dos
antimicrobianos na comunidade e no ambiente hospitalar é reconhecidamente um importante
fator de risco para o aparecimento e a disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos (Brasil,
2013).

A resisténcia bacteriana pode ser de dois tipos, natural e adquirida. A natural
corresponde a uma caracteristica da espécie, ou seja, sdo naturalmente resistentes a certo tipo
de antibidtico, € um processo decorrente da auséncia de estruturas de atuacdo de
antimicrobianos ou a impermeabilidade, por parte de estruturas periféricas das bactérias. A
adquirida € caracterizada por mecanismos genéticos diversos, tais como a producdo de enzimas
inativadoras, interferéncia com entrada e acimulo de droga na bactéria, alteracdo do receptor
para acdo da droga e via metabdlica alternativa (Silveira et al., 2006; Tavares, 2000; Riverdn et
al., 2003)

Os principais mecanismos de resisténcia bacteriana sao:

Producéo de enzimas: A degradacdo do antimicrobiano por enzimas é o mecanismo
de resisténcia bacteriano mais frequente e importante. As S-lactamases hidrolisam a ligacao
amida do anel beta-lactdmico, e assim destroem o local onde os antimicrobianos g-lactamicos
ligam-se as proteinas de ligacdo a penicilina (Penicillin Binding Protein, PBPS) bacterianas e

através do qual exercem seu efeito antibacteriano. Essas enzimas sdo codificadas em sitios
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extracromossdmicos através de plasmideos, transposons ou cromossomos, podendo ser
produzidas de modo constitutivo ou induzida (Riverén et al., 2003).

Entrada e saida do farmaco: O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
intracelular para o extracelular do microrganismo, isto é, o seu efluxo ativo, produz uma
resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos. Um exemplo é a resisténcia as
tetraciclinas, codificada por plasmideos em Escherichia coli, que é resultado deste efluxo ativo
(Riveron et al., 2003).

Alteracdo da permeabilidade: A permeabilidade limitada constitui uma propriedade
da membrana celular externa de lipopolissacarideo das bactérias Gram negativas. A
permeabilidade dessa membrana reside na presenca de proteinas especiais, as porinas, que
estabelecem canais especificos pelos quais as substancias podem passar para 0 espaco
periplasmatico e, em seguida, para o interior da célula. A permeabilidade limitada é responsavel
pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina
e vancomicina e pela resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ao trimetoprim (Riverén et al.,
2003).

Alteracdo do sitio de acdo: A alteracdo do local alvo onde atua determinado
antimicrobiano, de modo a impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitorio ou bactericida,
constitui um dos mais importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem adquirir um
gene que codifica um novo produto resistente ao antibidtico, substituindo o alvo original, como
ocorre no Staphylococcus aureus (Riveron et al., 2003).

Para Santos (2004), o problema da resisténcia bacteriana € algo muito sério no ambiente
hospitalar, principalmente em clinicas de terapias intensivas, onde 0s microrganismos
multirresistentes estdo se tornando cada vez mais comuns, e com mecanismos engenhosos de
sistemas de inativacdo das drogas. Medidas de controle e prevencdo sdo necessarias e englobam
0 uso correto dos antibidticos e educacgdo dos profissionais da salde para evitar a disseminacao

de tais microrganismos.

4.3 OXAZOLIDINONAS: MECANISMOS DE ACAO EM BACTERIAS
De acordo com Rang & Dale (2016) as oxazolidinonas foram inicialmente denominadas
como “a primeira classe de agentes antibacterianos a chegar ao mercado em vérias décadas”,
inibindo a sintese de proteinas por meio de um mecanismo inovador. As oxazolidinonas
constituem uma nova classe de antimicrobianos potencialmente ativos contra cepas de
patdégenos Gram-positivos resistentes aos B-lactamicos e glicopeptideos. Linezolida foi a

primeira oxazolidinona a ser desenvolvida (Moellering, 2003), sendo aprovada em 2000 pelo
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Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de infecgdes causadas por cepas de
MRSA, MRCoNS, VRE, e S. pneumoniae resistentes a penicilina (Diekema & Jones, 2001).
Em 2014, tedizolid ou fosfato de torezolid TR-701/DA-7218 (Im et al., 2001) também foi
aprovada pelo FDA e tem, desde entdo, demonstrado excelente atuacao contra cepas resistentes
a linezolida. A maior eficécia dessa segunda oxazolidinona deve-se a incorporacdo de um novo
anel (anel D) que aumenta sua solubilidade em agua, a um grupo fosfato adicionado ao anel
oxazolidinona e a um grupo hidroximetil em substituicdo a acetamida presente na molécula da
linezolida (Locke et al., 2014). Tedzolida tem sido considerada bastante eficaz como opc¢éo
terapéutica para casos graves de infeccOes de pele (ABSSSI, acute bacterial skin and skin struc-
ture infection) causadas por S. aureus e Streptococcus pyogenes (Fala, 2015). Outras
oxazolidinonas como a radezolid, os compostos anti-tuberculose sutezolid e AZD5847, e o
composto anti-Clostridium difficile cadazolid se encontram atualmente em fase de avaliacdo
clinica.

Esta classe de antimicrobianos ndo estd aprovada para uso em medicina veterinaria em
todo o mundo, no entanto, a vigilancia ativa de enterococos resistentes as oxazolidinonas e a
deteccdo de genes de resisténcia transferiveis em animais de producdo aumentaram nos ultimos
anos (Wang et al., 2015; Elghaieb et al., 2019 & Lei et al., 2019). As oxazolidinonas sao
utilizadas como um dos ultimos recursos no ambito hospitalar. A resisténcia a essa classe de
antibidticos constitui um grande problema de salde publica e embora grande parte dos
patdgenos Gram-positivos ainda sejam sensiveis a a¢do desta classe, desde que foi introduzida

para uso clinico em 2000, diversos mecanismos de resisténcia a linezolida ja foram descritos.

43.1 ALVOSPARA A ACAO BACTERIANA E A SINTESE PROTEICA

As proteinas microbianas sdo os principais alvos dos medicamentos, uma vez que sao
componentes essenciais das rea¢des bioquimicas necessarias aos microrganismos. Dessa forma,
impedir ou atrapalhar esses processos fisiologicos permitem a destruicéo da bacteria. De acordo
com Brunton et al. (2012), os processos bioquimicos comumente inibidos em bactérias incluem
a sintese das paredes celulares das bactérias, as sinteses da membrana celular e das subunidades
ribossémicas 30S e 50S, e ainda o metabolismo dos acidos nucléicos. Apesar de a sintese
proteica ser comum as ceélulas procaridticas e eucarioticas, 0s antimicrobianos possuem
toxicidade seletiva decorrente da disting@o entre as estruturas dos ribossomos procarioticos e
eucaridticos; enquanto eucariotos possuem ribossomos 80S, procariotos tém ribossomos 70S,
sendo esses Ultimos formados pelas subunidades 50S e 30S, e essa diferenca elucida a

toxicidade seletiva dos antimicrobianos que agem na sintese de proteinas. A abreviatura S
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significa unidade Svedberg, que descreve a taxa de sedimentacdo relativa em uma centrifuga
de alta velocidade (Tortora, Funke, Case, 2012). O ribossomo bacteriano tem coeficiente de
sedimentacdo de 70S e é constituido de uma subunidade 30S e uma 50S. A subunidade 30S
contém a molécula de RNAr com 16S e 21 proteinas diferentes, enquanto a subunidade 50S
contém RNAr 16S, RNAr 23S, RNAr 5S e 34 proteinas diferentes. E o RNAr, em vez dos
componentes proteicos do ribossomo, o elemento responsavel por atividades chave do
ribossomo: decodificacdo do RNAm, ligacdo dos aminoacidos uns aos outros e translocagéo do
processo de translagdo. No ribossomo 70S héa dois sitios que se ligam aos RNAt durante a
translacdo: o sitio P ou peptidil, que contém a cadeia peptidica em crescimento, e o sitio A ou
aminoacil, também conhecido como sitio aceptor, que se liga as moléculas de RNAt que
chegam, transportando os diversos aminoacidos. Existe também um sitio E ou de saida (Exit),
que se ligas aos RNAt utilizados durante a translacdo antes de serem ejetados do ribossomo
(Golan et al., 2014).

A translagdo, como a transcricdo, pode ser dividida em trés etapas. Durante a iniciagéo
0s componentes do sistema de translacdo sdo montados. Primeiro, o RNAmM une-se a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano e uma molécula especifica de RNAt ligada a
metionina formilada, o primeiro aminodcido codificado por todo RNAm bacteriano. A
molécula de RNAt-metionina formilada (fMet-tRNA) liga-se ao seu cddon 5 de iniciacdo
(AUG) no RNAm. A seguir, a subunidade 50S une-se a subunidade 30S para formar o
ribossomo 70S completo (Golan et al., 2014).

4.3.2 AQAO DAS OXAZOLIDINONAS NO RIBOSSOMO BACTERIANO

Durante o processo de translacdo a sintese de proteinas € iniciada com a leitura de um
RNAmM pelo ribossomo, que se liga a subunidade 30S do ribossomo. Prontamente 0 RNAt liga-
se ao complexo formado pelo RNAm-subunidade 30S e assim a subunidade 50S se liga ao
complexo RNAt-RNAm-subunidade 30S, formando a subunidade 70S, sendo esta, o complexo
de inicializacéo, onde ocorrera a decodificacdo do RNAm e consequentemente a sintese da nova
proteina atraveés do processo de traducdo do material genético.

As oxazolidinonas agem inibindo a sintese proteica bacteriana em um estagio inicial,
apresentando assim um mecanismo de acdo completamente diferente dos demais
antimicrobianos, elas atuam bloqueando a formagdo do complexo de iniciacdo, ou seja, 0
processo de translacdo bacteriana (Kaiser et al., 2007). Os medicamentos dessa classe possuem
efeito bacteriostatico. A linezolida tem como sitio de ligagdo a subunidade 50S do ribossomo

bacteriano, bloqueando a ligacdo do aminoacil-RNALt ao sitio A do centro peptidil-transferase
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(PTC, peptidyl transferase center) (Figura 1). A presenca da linezolida no sitio A pode também
afetar indiretamente o posicionamento de fMet-tRNA no sitio P, provavelmente por induzir
uma alteracdo na conformacao do nucleotideo U2585, com o qual o farmaco estabelece pontos
de ligacdo. Como U2585 é essencial para o correto posicionamento de fMet-tRNA no sitio P,
essa nova conformacédo impede a formacdo do complexo de iniciagdo, o que acentua a acao
inibitdria da linezolida (Ippolito et al., 2008). As formas de atuagdo da tedizolida ainda nédo
foram totalmente elucidadas, mas sabe-se que seu sitio de ligacdo no ribossomo bacteriano é
similar ao da linezolida. O anel adicional D de tedizolid provavelmente liga-se a outros
nucleotideos no PTC, o que poderia explicar a melhor eficacia dessa nova oxazolidinona em

relagdo a linezolida (Im et al., 2011).

Figura 1- Sitio de ligagéo da linezolida na subunidade 50S do ribossomo bacteriano.

Fonte: Extraido de Ippolito et al., 2008.

4.4 DIFERENCAS FARMACOLOGICAS ENTRE LINEZOLIDA E TEDZOLIDA
44.1 ESTRUTURA QUIMICA
As oxazolidinonas sdo substancias quimicas formadas por compostos ciclicos, em sua

composigdo encontra-se um grupo carbonila e &tomos de oxigénio e nitrogénio (Figura 2).

Figura 2- Estrutura quimica da classe das oxazolidinonas

Fonte: Extraido de Machado et al., 2019.
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Diante disso, o primeiro farmaco representante desta classe, a linezolida (Figura 3)
possui essa estrutura basica com a inser¢do de um anel morfolinico, que confere uma melhor
solubilidade em agua. Além disso, € inserido a estrutura basica um grupo metilaminoaciliado
que se relaciona diretamente com a atividade bioldgica da molécula; no anel fenil incorpora-se
um substituinte amino que proporciona uma melhor agdo microbiana e no anel aromético
incorpora-se um atomo de fldor, que além de aumentar a atividade antimicrobiana também

proporciona uma boa absorcéo por via oral.

Figura 3- Estrutura quimica da linezolida
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Fonte: Extraido de Machado et al., 2019.

A molécula de tedizolida (Figura 4) possui uma estrutura quimica semelhante a linezol-
ida, contudo, a insercao de um anel D substituto que viabiliza uma maior interacdo por meio de
ligacbes de hidrogénio entre o farmaco e o ribossomo bacteriano, além de um grupo de
hidroximetila substituindo a acetamida da linezolida, séo substitui¢cdes cruciais para a atividade
clinica acentuada frente a alguns patdgenos resistentes a linezolida. A adi¢ao do fosfato do pro-
farmaco (Figura 5) permite uma maior solubilidade aquosa e biodisponibilidade da droga, sendo
assim, as modificacdes realizadas em sintese permitem a administracdo em doses inferiores e a

obtencdo de uma maior eficicia no tratamento com a tedizolida.



Figura 5- Estrutura quimica da tedizolida
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Figura 4- Estrutura quimica do pro-farmaco fosfato de
tedizolid

==

Adic&o de grupo
fosfato ‘

Fonte: Autor, 2021.

O fosfato de tedzolida (anteriormente fosfato de torezolida, TR-701, DA-7218) é o pro-

farmaco inativo biologicamente da porc¢éo ativa de tedzolida (TR-700, anteriormente torezol-

ida, DA-7157), que demonstrou uma potente atividade antimicrobiana contra uma ampla gama

de bactérias aerobias e anaerdbias Gram-positivas, principalmente frente a S. aureus sensivel a
meticilina (Methicillin-Susceptible Staphylococcus aureus, MSSA), MRSA, SCoNs, VRE, S.

pneumoniae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalatiae (Kanafani & Corey, 2012). O

local de ligacéo, PTC, é semelhante para tedizolida e linezolida, embora o anel D de tedizolida

possa envolver locais adicionais no ribossomo, sendo provavelmente responsavel pela maior
poténcia da tedizolida (figura 6) (Locke et al., 2014).

Figura 6- Modelos moleculares de tedizolida e linezolida no centro peptidiltransferase (PTC, peptidyl transferase
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4.4.2 MECANISMO DE ACAO

A linezolida é um antibiotico de acdo bacteriostatica contra patégenos Gram-positivos
aerobicos, incluindo MRSA e VRE. Ademais, tal antimicrobiano pode agir de forma bactericida
contra alguns patdgenos, como 0s estreptococos, e age por meio da inibicdo da sintese de
proteinas.

O local preciso de atuacdo e 0 mecanismo de acao dessa nova classe de antimicrobianos
sintéticos foram motivos de discussdo no final da década de 1990, especialmente em relacéo a
etapa da sintese protéica que poderia ser afetada pelas oxazolidinonas (Lin et al. 1997; Swaney
etal. 1998). Em 1999, o mapeamento de residuos do operon RNAr de mutantes Halobacterium
halobium selecionados com linezolida permitiu a identificagcdo de sete mutacdes que afetam
seis posicOes de uma regido central do dominio V do gene RNAr 23S, sugerindo que esse
segmento do RNAr seria o sitio de ligacdo primario da linezolida nos ribossomos procarioticos.
O fato de esse sitio ser parte do PTC da subunidade ribossémica 50S permitiu aos autores inferir
que a linezolida inibe a incorporacéo de fMet-tRNA no complexo de pré-iniciacéo, constituido
pelo RNAL, subunidade 30S do ribossomo e pelo RNAm. Além disso, a analise dos efeitos da
linezolida sobre a atividade da peptidil-transferase dos ribossomos de H. halobium excluiu a
hip6tese de que a linezolida e, provavelmente outras oxazolidinonas, poderiam inibir a tradugdo
por interferéncia direta na catélise da ligacdo peptidica, como ocorre com outros inibidores da
sintese protéica (Kloss et al. 1999) apud (Almeida, 2012).

Ainda no estudo de Ippolito et al. (2008), observou-se que a ligacdo da linezolida
promove mudancas no PTC. Ao realizar uma analise da linezolida ligada a subunidade 50S de
Haloarcula marismortui através de cristalografia, foi possibilitado a compreensao da acdo da
linezolida no ribossomo bacteriano (Figura 7). A linezolida promove um giro dos residuos
C2487 (E. coli 2452) e U2539 (E. coli 2504) em direcdo ao lumen do sitio ativo, permitindo a
formacdo de importantes interacbes (Figura 8). C2487 (E. coli 2452) oscila em direcdo a
linezolida aparentemente para otimizar sua interacdo com o anel fluorofenil, que completa a
interacdo dos aneis aromaticos, incluindo os nucleotideos C2487, A2488 e G2489 (E. coli 2452,
2453, 2454). A rotacdo de U2539 (E. coli 2504), também induzida pela ligacdo da linezolida,
resulta na acomodagéo desta base com o anel oxazolidinona. Este movimento altera a posi¢éo
do grupo fosfato da base G2540 (E. coli 2505), permitindo a formacéo de pontes de hidrogénio
com a acetamida da linezolida (Almeida, 2012). Por se sobrepor a parte aminoacil de um RNAt
ligado ao sitio A, provavelmente a linezolida possa competir com substratos que se ligam a esse

sitio.
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No entanto, essa forma particular de ligacdo ao sitio A ndo explica 0 modo como a
linezolida poderia bloquear a ligacdo de fMet-tRNAfMet com o sitio P durante a etapa de
iniciacdo da sintese proteica, como proposto por outros autores (Swaney et al. 1998) apud
(Almeida, 2012). Para essa outra forma de interferéncia da linezolida, Wilson et al. (2008)

sugeriram uma atuagéo indireta do antimicrobiano na Iigagéo de fMet-tRNA ao sitio P. A

provavelmente, induzindo uma alteracdo na conformacao do nucleotideo U2585 com o qual ela
estabelece pontos de ligacao (anel C). Como U2585 € essencial para o correto posicionamento
do P-tRNA no sitio P, essa nova conformacdo ndo seria produtiva para a formacéao da ligacao

peptidica, acentuando a acdo inibitoria da linezolida (Almeida, 2012).

Figura 7- Cristalografia da ligacdo da linezolida & subunidade 50S de Haloarcula marismortui.
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Fonte: extraido de Ippolito et al., 2008.

Figura 8- Representacdo cristalogréafica da conformacéo adotada por residuos de C2487 (Escherichia coli 2452) e
U2539 (Escherichia coli 2504) decorrente da ligagéo da linezolida no PTC.
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A linezolida ndo é muito eficaz contra bactérias Gram-negativas aerobias, anaerobias e
atipicas, entretanto, é, também, ativa contra Corynebacterium, Listeria spp., Clostridium
dificile e Mycobaterium tuberculosis. Nesse contexto, tanto a linezolida quanto a tedizolid
possuem 0 mesmo mecanismo de acdo, no qual essas drogas se ligam ao RNAr 23S da
subunidade 50S, impedindo a formacdo do complexo 70S (0 complexo de iniciagdo) e a
traducdo durante a primeira etapa da sintese proteica das bactérias. J& a tedizolid parece manter
atividade in vitro contra S. aureus resistentes a linezolida, estafilococos coagulase-negativos e
enterococos, em particular, estafilococos que abrigam a gene de resisténcia cfr
(chloramphenicol-forfenicol resistance). Desse modo, o espectro de acdo é parecido ao da
linezolida, embora a tedizolid tenha apresentado aumento da atividade contra todas as espécies
de estafilococos, incluindo MRSA, enterococos, incluindo VRE, e estreptococos (Machado et
al., 2019).

4.4.3 USO CLINICO

A linezolida é indicada em casos de infec¢des causadas por bactérias Gram-positivas e
de infec¢des decorrentes de microrganismos resistentes a drogas mais comumente utilizadas ou
em pacientes alérgicos aos beta-lactdmicos. Desse modo, é utilizada no tratamento da
pneumonia pneumocdcica grave da comunidade em pacientes alérgicos a penicilinas, nas
infeccdes pulmonares, da pele e do tecido subcutaneo causadas por MRSA e em infec¢bes por
enterococos (infeccdo urinaria, infeccdo intra-abdominal e sepse), principalmente nas
decorrentes de linhagens resistentes a ampicilina ou a vancomicina. Ademais, esse farmaco se
mostrou efetivo ao ser associado ao aztreonam no combate a pneumonia hospitalar, com um
indice de cura de 66%. A tedizolida tem ampla atividade contra bactérias Gram-positivas,
incluindo acdo contra organismos resistentes. Essa droga foi aprovada para o tratamento de
infeccOes agudas da pele causadas por S. aureus, incluindo MRSA e MSSA, S. pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus grupo anginoso, incluindo Streptococcus anginosus,
Streptococcus intermedius e Streptococcus constellatus, e E. faecalis. Além disso, apresenta
atividade in vitro contra outras bactérias Gram-positvas, organismos tipicamente causadores
de ABSSSIs, como SCoN, estreptococos menos comuns, Corynebacterium jeikeium e E.
faecium (incluindo VRE). Ademais, tem atividade in vitro contra alguns organismos atipicos,

micobacteérias e alguns organismos anaerobios (Machado et al., 2019).
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4.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA AS OXAZOLIDINONAS

DESENVOLVIDOS POR BACTERIAS

De acordo com Machado et al. (2019), a ocorréncia espontanea de resisténcia as
oxazolidinonas é relativamente baixa, porém estdo se tornando mais frequentes. Uma das for-
mas de resisténcia é a presenca de mutagdes do sitio de ligagdo da linezolida no RNAr 23S
(Katzung, Masters, Trevor, 2014). Programas de monitoramento de resisténcia a
antimicrobianos tém mostrado excelente atuacdo da linezolida contra patdogenos Gram-
positivos. De acordo com o Linezolid Experience and Accurate Determination of Resistance
(LEADER) — programa de monitoramento da resisténcia a linezolida nos Estados Unidos — o
namero de isolados bacterianos ndo sensiveis ou resistentes permanece pouco significativo
desde a aprovacao dessa oxazolidinona para o uso clinico. A eficacia da linezolida também vem
sendo reforcada pelo Zyvox® Annual Appraisal of Potency and Spectrum program (ZAAPS)
— outro programa de monitoramento, que inclui cerca de trinta paises localizados em cinco
continentes (Mendes et al., 2014).

Por outro lado, em menos de duas décadas — tanto no &mbito da medicina humana como
da veterinaria — uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia a linezolida foi detectada
em diferentes espécies de bactérias Gram-positivas:

 Mutagdes na regido central do dominio V do gene RNAr 23S (Gales et al., 2006; Kelly
et al., 2008 & Liakopoulos et al., 2009);

« Mutacdes nos genes rplC e rplD, codificadores, respectivamente, das proteinas
ribossémicas L3 e L4 (Locke et al., 2009; Mendes et al., 2010 & Almeida et al., 2013);

* Metilacdo do gene RNAr 23S na posi¢cdo A2503 promovida pela metiltransferase Cfr,
codificada pelo gene cfr (Kehrenberg et al., 2005; Long et al., 2006; Kehrenberg, Aarestrup &
Schwarz, 2007), e mais recentemente;

« a Expressdo dos genes optrA e poxtA, codificadores de proteinas (ABC)-F
recentemente reconhecidas por atuar por meio de protecao ribossémica, e ndo efluxo (Wang et
al., 2015; Cai et al., 2014 & He et al., 2016).

Mutacdes no dominio V do gene RNAr 23S, especialmente a transversdo G2576T, sdo
a causa mais frequente da resisténcia a linezolida e, geralmente, a selegdo de cepas mutantes
esta associada ao uso prolongado do antimicrobiano. A presenca de multiplas copias do gene
RNAr 23S no cromossomo de Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Streptococcus spp. foi,
no inicio dos anos 2000, uma razdo de otimismo em relacdo a eficacia da linezolida porque
seriam requeridas mutacOes nessas multiplas copias para a expressdo da resisténcia, entéo

acreditou-se que a selecdo de mutantes resistentes seria um processo raro. Uma curta
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experiéncia clinica, entretanto, mostrou que a emergéncia de cdpias mutadas do gene RNAr
23S em bactérias Gram-positivas poderia ser favorecida em ambientes hospitalares em poucos
dias de exposicao do patdgeno ao antimicrobiano.

Varios relatos de casos clinicos nos anos 2000 mostraram uma relacédo entre o niUmero
de copias mutadas do gene RNAr 23S e os niveis de CIM de linezolida apresentados por
bactérias Gram-positivas resistentes ao farmaco (Liakopoulos & Neocleous, 2009; Liakopoulos
et al., 2010 & Kosowska-Shick et al., 2010). A presenca de mutacbes especificas, como
G2576T, em mais de 50% do total do numero de copias do gene RNAr 23S geralmente estava
associada a niveis de CIM de linezolida acima dos breakpoints de resisténcia determinados pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), enquanto um menor nimero de copias
mutadas era associado a menores niveis de resisténcia.

Outro grave problema que comecou a ser identificado a partir dos anos 2000 e que
requer monitoramento foi a disseminacgédo do gene cfr (chloranphenicol-florfenicol resistance)
tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas em ambientes hospitalares e em ani-
mais de producdo. Inicialmente o gene cfr foi associado a resisténcia aos fenicdis (Schwarz,
Werckenthin & Kehrenberg, 2000), o que gerou sua denominacdo. Entretanto, a
metiltransferase cfr promove a metilagdo do nucletideo A2503 no gene RNAr 23S, conferindo
resisténcia a cinco importantes classes de antimicrobianos (fenicois, lincosamidas,
pleuromutilinas, estreptogramina A e oxazolidinonas) e, ainda, reducéo de sensibilidade aos
macrolideos com anel lacténico de 16 membros (Long et al., 2006). Ou seja, uma ampla
variedade de antimicrobianos utilizados tanto na medicina humana como na veterinaria pode
selecionar esse gene codificador de multipla resisténcia.

Geralmente o gene cfr é encontrado em plasmideos, embora casos de sua ocorréncia no
cromossomo bacteriano ja tenham sido relatados (Toh et al., 2007). A ocorréncia do gene cfr,
desde seu primeiro relato em um isolado de Staphylococcus sciuri de origem bovina na
Alemanha em 2000 (Schwarz, Werckenthin & Kehrenberg, 2000), parecia estar restrita a
linhagens de Staphylococcus spp. provenientes de animais (Shen, Wang & Schwarz, 2000). No
entanto, a identificacdo de uma cepa clinica MRSA cfr-positiva isolada de um paciente
internado em um hospital na Colémbia em 2007 (Toh et al., 2007). mostrou quase uma década
depois que o curso do gene ndo estava limitado a isolados provenientes de hospedeiros animais.
Desde entdo, um numero significativo de linhagens de Staphylococcus de origem humana
portadoras de cfr comecou a ser relatado (Mendes et al., 2010; Mendes et al., 2012; Diaz et al.,
2012). Hoje, o curso do gene cfr se estende a outros géneros como Bacillus, Macrococcus,

Jeotgalicoccus, Proteus e Escherichia, sendo nesses casos todos os isolados de origem suina
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(Shen, Wang & Schwarz, 2013). Em Enterococcus spp., relatos da presenca de cfr datam de
2009 e sdo, ainda, escassos, e quase todos de isolados de origem animal na China (Shen, Wang
& Schwarz, 2000).

Proteinas pertencentes a familia ABC-F sdo compostas por um Unico polipeptideo que
contém dois dominios ABC conectados por cerca de aproximadamente 80 aminoacidos. A
subfamilia ABC-F esté presente tanto em eucariotos como em bactérias, e vem sendo associada
a varios processos bioldgicos, como reparo de DNA, controle da traducdo, alem da resisténcia
a antibioticos por meio da sintese de proteinas bacterianas. Tais proteinas sdo comuns em
bactérias Gram-positivas. O grupo ABC-F confere resisténcia as classes de antimicrobianos
que tém como alvo a subunidade maior (50S) do ribossomo bacteriano, entre eles: cetolideos,
lincosamidas, macrolideos, oxazolidinonas, fenicdis, pleuromutilinas e estreptograminas dos
grupos A e B (Sharkey & O'neill, 2018).

Durante algumas décadas discutiu-se a forma de atuagdo das proteinas da familia ARE
ABC-F. Supostamente tais proteinas conferiam resisténcia aos antimicrobianos por meio do
mecanismo de efluxo, caracterizado por exportar os antibiéticos para fora da célula. No entanto,
surgiram evidéncias de que as proteinas ABC-F causam resisténcia por meio de um mecanismo
de protecdo ribossémica. Sua atuacgao consiste na protecao do alvo, um mecanismo em que uma
proteina de resisténcia se associa fisicamente com o alvo do antibidtico, ou seja, se liga ao
ribossomo bacteriano para efetuar a liberacdo de antibiéticos direcionados ao seus respectivos
alvos (Sharkey & O'neill, 2018). Sendo assim, 0s genes optrA e poxtA codificam proteinas da
familia ARE ABC-F, conferindo, portanto, resisténcia por meio de protecao ribossémica e ndo
por mecanismo de efluxo. O gene optrA confere resisténcia as oxazolidinonas, inclusive as de
segunda geracdo (tedizolida) e aos fenicdis, enquanto poxtA confere resisténcia ndo s6 as
oxazolidinonas e fenicdis, mas também as tetraciclinas. Em 2019 foi relatado pela primeira vez

a coexisténcia dos genes poxtA e optrA em um isolado bacteriano (Hao, W., 2019)

4.6 VANCOMICINA
A vancomicina e a teicoplanina sdo antibioticos da classe dos glicopeptideos, classe que
exibe espectro de acdo limitado, amplamente utilizada frente a cocos Gram-positivos. A
vancomicina foi isolada pelo grupo Eli Lilly pela primeira vez em 1956 e seu nome originou-
se da expressdo inglesa “to vanquish” relacionando-se com aniquilar ou destruir (Silveira et al.,
2006). O mecanismo de agdo consiste na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, por

meio da ligac&o terminal com as unidades precursoras da parede celular, D-alanil-D-alanila.
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A vancomicina originou-se de um actinomiceto (bactéria filamentosa ramificada,
Amycolatopis orientalis), e consiste em um glicopeptideo triciclico (figura 9) modificado,
sendo utilizado como alternativa em casos que nao ¢é possivel a utilizacdo de penicilina e p-
lactdmicos no tratamento de infecgdes causadas por cocos Gram positivos (Moellering Jr,
1992). A sua producdo comecou no fim da década de 50 principalmente para o tratamento de
infeccOes causadas por estafilococos, porém, s6 foi amplamente implantada no final da década
de 70 por conta de cepas MRSA. De acordo com Acosta (2011), a vancomicina esta disponivel
nas apresentacOes de capsula e intravenosa. A capsula é geralmente utilizada para o tratamento
de algumas colites, ja que a sua forma oral € mal absorvida pelo aparelho gastrintestinal. A
apresentacdo intravenosa (ausente de etapa de absorcao), na forma de p6 estéril para solucao, é

indicada para o tratamento de infeccdes sistémicas.

Figura 9 — Estrutura quimica da Vancomicina

Fonte: extraido de Vila et al. (2007).

4.6.1 FARMACOCINETICA DA VANCOMICINA

Absorcdo: O farmaco, na administracdo oral, é pouco absorvido. Na via parenteral, a
vancomicina deve ser administrada como terapia intravenosa, porém, nunca por terapia
intramuscular (Macdougall & Chambers, 2012).

Distribuicao: A vancomicina nos adultos € administrada em dose Unica de 1g, em uma infuséo
de 1-2 h e produz concentra¢bes plasméticas de 15-30 pg/mL uma hora apds o término da
administracdo. O farmaco se encontra distribuido em varios liquidos do corpo, como liquido
cerebrospinal (LCS) em caso de inflamagé@o das meninges. A vancomicina liga-se em torno de

30% as proteinas plasmaticas (Macdougall & Chambers, 2012).
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Eliminacéo: Apo6s uma dose injetada de vancomicina, cerca de 90% é excretada atraves de
filtracdo glomerular, possuindo uma meia vida de eliminacéo sérica de aproximadamente 6 h.
Em caso de comprometimento renal do paciente o farmaco pode acumular no local,
necessitando um ajuste na dose. Com o método de hemodilise de alto fluxo, o farmaco pode
ser depurado do plasma com rapidez (Macdougall & Chambers, 2012).

O aumento do uso da vancomicina para o tratamento de infecgdes por MRSA pode estar
diretamente relacionado aos surtos de VRE (Harbath et al. 2002). Segundo Uttley (1989), 35
anos apos a utilizacdo da vancomicina, houve relato do isolamento de cepas VRE na Inglaterra,
em 1986.

4.6.2 MECANISMO DE ACAO

A vancomicina age impedindo a sintese da parede celular bacteriana pela complexacao
com o residuo dipeptidico terminal D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala). A complexacao impede
que o substrato esteja disponivel para a acdo da transpeptidase. Os glicopeptideos, em geral,
atuam com efeito bactericida nos cocos e bacilos Gram-positivos. Seu mecanismo de acao
consiste em inibir a sintese da parede celular durante sua multiplicacdo, resultando em lise
osmotica. Para exercer seu poder inibitdrio, a vancomicina age como antagonista competitivo
da polimerizacdo da cadeia peptideoglicana, responsavel pela constituicdo da parede celular
microbiana (Tavares, 2014).

4.6.3 USO CLINICO

Faz-se 0 uso da vancomicina em quadros de pacientes com infecgdes graves causadas
por estafilococos, em pacientes com hipersensibilidade as penicilinas e cefalosporinas, ou
ainda, em pacientes com infeccdes causadas por estafilococos resistentes a oxacilina e a
meticilina. E de vasta utilizacio em quadros de osteomielites, sepses, pneumonias, celulites,

abscessos, endocardites e meningoencefalites.

4.7 ENTEROCOCOS: CARACTERISTICAS GERAIS E A BASE MOLECULAR
DA RESISTENCIA A VANCOMICINA
Enterococos sdo bactérias que habitam o trato intestinal de seres humanos e de varias
espécies animais. S&o considerados provaveis membros da microbiota intestinal do altimo
antepassado comum de mamiferos, répteis, passaros e insetos no periodo Devoniano (Gilmore,
Lebreton & Van Schaik, 2013) e encontram-se hoje amplamente distribuidos no ambiente bem

adaptados a diferentes hospedeiros. Sdo bactérias Gram-positivas ndo formadoras de esporos
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classificadas inicialmente como pertencentes ao género Streptococcus. O género Enterococcus
foi oficialmente reconhecido apenas em 1984, com base em divergéncias na sequéncia do gene
RNAr 16S em relacdo as espécies estreptocdcicas. Enterococos sdo bactérias auxotroficas para
muitos aminoacidos, vitaminas e micronutrientes, porém sdo capazes de sobreviver e crescer
em uma ampla gama de temperaturas e pH (potencial hidrogeniénico), e, também, em
condigOes hipertonicas e hipotonicas. Podem ainda sobreviver em sedimentos, solos, na
superficie de vegetacdes aquatica e terrestre, e em aguas doce e marinha (Byappanahalli et al.,
2012; Sinton et al., 2002). Sdo bactérias particularmente bem posicionadas em ecossistemas
microbianos complexos, em contato intimo com uma grande diversidade de fontes de material
genético (Gill et al., 2006), o que favorece sua reconhecida promiscuidade genética. As espécies
de Enterococcus sdo classificadas morfologicamente como cocos Gram-positivos ndo
esporulados, dispostos principalmente em cadeias curtas, geralmente diplococos, ou isolados.
As principais espécies do género sdo E. faecalis e E. faecium por gerar colonizagéo e infeccoes
em humanos (Souza, Ribeiro & Primo, 2012). Durante muito tempo, espécies de Enterococcus
eram consideradas bactérias sem importancia clinica, pois sdo colonizantes naturais do trato
gastrointestinal nos seres humanos e animais e apresentam reduzida viruléncia em comparacao
com outros microrganismos Gram-positivos (Fisher & Phillips, 2009). Porém, nos Gltimos anos
algumas espécies enterococicas tém emergido como patégenos hospitalares de relevancia cli-
nica e epidemioldgica, devido ao uso generalizado de antimicrobianos de amplo espectro e
dispositivos invasivos, como cateter (Yameen et al., 2013). As infec¢bes por Enterococcus
podem se desenvolver por um mecanismo de transmissdo enddgeno, que ocorre através da acdo
de isolados da propria da microbiota normal do paciente, ou por um mecanismo exdgeno através
da troca de microrganismos de paciente/paciente ou profissional/paciente, e, ainda, pela
ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados. Desta forma, alguns fatores relacionados com
0 microrganismo e do hospedeiro sdo importantes para que Enterococcus colonizantes da
microbiota humana possam desempenhar um papel como patdgeno potencial associado as
IRAS.

Além de sua relevancia clinica e sua crescente prevaléncia, as espécies do género
Enterococcus tém mostrado mecanismos importantes que conferem resisténcia aos antibiéticos.
Desta forma, séo observados isolados intrinsecamente resistentes a uma grande quantidade de
antibidticos, além de mecanismos adquiridos por processos de mutacdes e/ou aquisicao de ge-
nes por conjugacdo utilizando plasmideos (Arrias & Murray, 2013; Nachtigall et al., 2013).
Esses mecanismos de resisténcia aos antibidticos levam a diminuicdo de sensibilidade aos

aminoglicosideos, penicilina, ampicilina e vancomicina e dificultam a escolha de uma opcéo
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terapéutica mais eficaz para as infec¢des enterococicas (Bender, Freitas & Barth, 2010). Outro
aspecto importante relacionado aos mecanismos de resisténcias aos antimicrobianos,
principalmente a vancomicina, adquiridos pelos enterococos, é a capacidade de transferéncia
de genes resistentes para outras bactérias Gram-positivas, como S. aureus, um patdgeno bem
mais prevalente e patogénico (Oliveira et al., 2006).

A ampla distribuicdo na natureza de espécies do género Enterococcus favoreceu,
provavelmente por centenas de milhdes de anos, a aquisi¢do horizontal de determinantes de
resisténcia a antimicrobianos ao longo de sua historia evolutiva, com algumas formas de
resisténcia se tornando intrinsecas em certas espécies. Os genes que conferem resisténcia aos
aminoglicosideos e ao glicopeptideo vancomicina em enterococos, para citar um breve
exemplo, estdo associados a operons de resisténcia presentes em organismos produtores de
antibioticos do solo. A relacdo entre antibidticos e o desenvolvimento de resisténcia como
mecanismo de defesa é algo que ja ocorre na natureza muito antes do homem comecar a
produzir esses farmacos. Substdncias com propriedades antibidticas sdo produzidas
naturalmente por certos microrganismos, enquanto outros precisam se adaptar a essas
substancias em seus processos evolutivos. No entanto, a producéo e liberacdo de centenas de
milhdes de toneladas de antibiéticos no ambiente ao longo das Gltimas décadas, além do uso
muitas vezes desnecessario ou inadequado desses farmacos, pode estar alterando o contexto
genético de linhagens de bactérias comensais como 0s enterococos.

Como se sabe, o glicopeptideo avoparcina foi amplamente utilizado como promotor de
crescimento animal em varios paises da Europa e na Australia (Acar et al., 2000; Wegener,
1998) antes e durante o surgimento de cepas VRE em ambientes hospitalares. Sabe-se também
que os genes de resisténcia a esse glicopeptideo ocorrem em elementos genéticos moveis
(Leclercq et al., 1988). O operon VanA que conhecemos hoje, prevalente ao lado de VanB em
isolados hospitalares de E. faecalis e E. faecium em diferentes paises, existe ha pelo menos
30.000 anos (Davies, 1990). Outros operons geneticamente relacionados contendo genes de
resisténcia & vancomicina também séo observados nos genomas de Enterococcus gallinarum e
Enterococcus casseliflavus (Palmer et al., 2012) indicando que tanto linhagens patogénicas em
ambientes hospitalares como linhagens comensais de diferentes espécies animais tiveram
razdes para manter elementos de resisténcia a vancomicina ao longo de sua historia evolutiva
(Van Tyne & Gilmore, 2014). Apés os primeiros casos de infeccdo por VRE relatados na
Inglaterra (Uttley et al., 1988) e na Francga (Leclercq et al., 1988), constatou-se que as linhagens
VRE isoladas da microbiota comensal dos europeus e de seus animais de producao (Devriese

et al., 1996; Bates, 1997) eram similares, porem diferentes das linhagens de animais de
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producdo isoladas nos Estados Unidos (Coque et al., 1996; Thal et al., 1995) onde n&o houve o
uso da avoparcina. Com a proibicdo, na Europa, da utilizacdo desse glicopeptideo na
agricultura, houve reducdes significativas na ocorréncia de VRE associados a animais de
producdo em paises europeus (Bager et al.,1999; Kempf et al., 2008) sugerindo a associa¢do
entre 0 uso da avoparcina e o fenotipo de resisténcia (Van Tyne & Gilmore, 2014). Por outro
lado, apesar do isolamento geografico, o problema da resisténcia & vancomicina por razdes
ainda ndo muito bem esclarecidas se deslocou para linhagens de enterococos que circulavam
em hospitais nos Estados Unidos (Martone, 1998) e outros paises (Bell et al., 1998; Kim &
Song, 1998; McCraken et al., 2013.) e, devido a pressdo seletiva constante dos glicopeptideos
nesses ambientes, linhagens VRE constituem até hoje um dos maiores problemas
epidemioldgicos e de resisténcia a antimicrobianos. A ocorréncia de VRE também é motivo de
preocupacdo e monitoramento no ambito da veterinaria, uma vez que o fenétipo VanA ja foi
documentado em animais de corte, carne e produtos derivados de carne (Robredo et al., 2000;
Jung et al., 2007; Harada et al., 2012)

No Brasil, o primeiro relato de VRE (Costa et al., 1998) ocorreu cerca de uma década
mais tarde em relacdo aos paises onde esse problema emergiu originalmente. Entretanto, a
ocorréncia de VRE aumentou de 4,4% em 2003 para 12,2% em 2008 (Gales et al., 2009) e, em
2011, o nmero de relatos de VRE no Brasil foi 0 maior entre os paises da América Latina,
correspondendo a 27% (Jones et al., 2011). Recentemente, linhagens de E. faecium vanA-
positivas foram identificadas em amostras de agua superficial dos rios Tieté e Pinheiros no
estado de Sdo Paulo. Essas linhagens apresentaram alguns dos perfis epidemiolégicos (STs,
Sequence Types) de linhagens que circulam em ambientes hospitalares (Sacramento et al.,
2016). A vancomicina interfere na sintese da parede celular bacteriana por inibir a liberacéo
das unidades de formacdo do peptidoglicano (um dissacaridio associado a um peptidio) da
molécula lipidica transportadora, o que impede a adi¢cdo dessas unidades a extremidade do
peptidoglicano em crescimento (Courvalin, 2006).

Os fendtipos de resisténcia VanA e VanB sdo 0s mais comuns em Enterococcus spp.
VanA é caracterizado por altos niveis de resisténcia a vancomicina e a teicoplanina, enquanto
VanB ¢é caracterizado por diferentes niveis de resisténcia a vancomicina e sensibilidade a
teicoplanina. VanA e VanB, fendtipos decorrentes da expressao, respectivamente, dos genes
vanA e vanB, sdo de extrema relevancia na clinica humana e, geralmente, estdo associados a
cepas de E. faecalis e E. faecium, enquanto o fenétipo VanC é intrinseco em E. gallinarum
(vanC1) e E. casseliflavus (vanC2). Ja os fen6tipos codificados pelos genes vanD, vanE e vanG

sdo identificados com menor frequéncia. O operon vanA é geralmente associado ao transposon
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Tn1546 e é constituido por cinco genes envolvidos com a resisténcia aos glicopeptideos
(vanHAXYZ) e dois genes reguladores (vanRS). O gene vanA codifica uma ligase que catalisa a
formacdo de D-Ala-D-Lac. Entretanto, é necessaria a atuacdo prévia da desidrogenase
codificada por vanH, que reduz o piruvato presente no meio a D-Lac. Enquanto isso, 0 gene
vanX, que codifica uma D, D-dipeptidase capaz de hidrolisar o dipeptideo D-Ala-D-Ala
formado pela ligase natural (Ddl), se encarrega de eliminar os precursores “sensiveis” a
vancomicina. Essa acdo é reforcada pelo produto do gene vanY, uma D,D-carboxipeptidase,
que elimina os terminais D-Ala que ainda restaram nos precursores. A variabilidade genética
do Tnl546 é alta, o que pode resultar em diferentes formas de transmissdo e na propria
expressdo do fendtipo VanA em cepas resistentes de origem humana, de animais e ambientais.
O grupo dos diferentes fenotipos Van aumenta conforme novas incorporagdes especificas de
D-Ala-D-Ser aos precursors do peptidoglicano sdo identificados (VanA, VanB, VanC VanD,
VanE, VanG, VanL, VanM e VanN) (Courvalin, 2006).

Algumas caracteristicas do metabolismo sdo importantes para a diferenciacdo das
espécies do género Enterococcus, embora ndo seja possivel sua identificacdo somente pela
caracterizacdo fenotipica. Geralmente sdo realizados testes que verificam a producdo da enzima
catalase (negativo para as espécies de enterococos), crescimento em caldo de NaCl 6,5%,
hidrélise da esculina e PYR (esses Ultimos positivos para as espécies do género). A capacidade
hemolitica das cepas de enterococos é verificada em agar contendo 5% de sangue, onde ocorre
um padrdo de B-hemolise neste substrato. Apesar de E. faecium e E. faecalis suportarem uma
temperatura de 60° C por até 30 minutos, seu crescimento geralmente ocorre em uma variagdo
de 10 a 45° C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento é 35° C (Fisher & Phillips, 2009;
Yameen et al., 2013). Métodos automatizados sdo usualmente utilizados de acordo com a rotina
laboratorial, sendo que possuem como vantagem com relacdo aos métodos manuais uma
rapidez na liberagéo da identificacéo e do teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

A aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos antibioticos, a facilidade de adaptacéo ao
ambiente para que ocorra a disseminacdo hospitalar, aliados com a presenca de genes que
codificam proteinas de adesdo sdo mecanismos determinantes para o estabelecimento do
microrganismo no ambiente hospitalar. Além disso, existem fatores intrinsecos que levam ao
aumento da sua patogenicidade, como a presenca de hemolisinas, bacteriocinas, proteases e
aglutininas (Perez, Martinez & Zhurbenko, 2010). Entre as condi¢Ges do hospedeiro que
favorecem a acéo patogénica das espécies de Enterococcus, a imunossupressdo em decorréncia
da acdo mecanica pelo uso cateter e antibioticoterapia de amplo espectro favorece o

desenvolvimento do processo infeccioso por estes agentes (Arias & Murray, 2013).
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4.8 ANALISE FILOGENETICA BASEADA EM MLST DAS CEPAS LVRE IDEN-
TIFICADAS NO BRASIL
48.1 MLST
Jolley et al (2004) definem MLST como um metodo de tipagem, baseado em
sequenciamento, que ajuda na diferenciacdo de isolados microbianos por meio da comparacao
de sequéncias de fragmentos de genes altamente conservados (housekeepings) em uma
determinada espécie. O software oferece um grande numero de formas de consultar os bancos
de dados e também proporciona decompor e exportar os resultados gerados. A técnica depende
da amplificacdo e sequenciamento de fragmentos internos de varios genes housekeepings que
estédo presentes em diferentes locais em um cromossomo, ou dos dados de sequenciamento de
genomas completos. A técnica de MLST tem como base o algoritimo e-Burst, uma ferramenta
amplamente utilizada para estudar o parentesco de isolados e para gerar hipoteses sobre padrées
de descendéncia evolutiva recente em bactérias. E usado para explorar e fornecer evidéncias
das relacdes filogenéticas entre linhagens de relevancia clinica, humana ou veterinaria (Feil et
al., 2004; Gilmore et al., 2014). MLST envolve, portanto, a obtencdo de sequéncias de
fragmentos internos de 5 a 7 genes housekeepings para cada espécie de um género especifico.
A combinacdo dos numeros desses genes, denominados como alelos, define o perfil alélico da
cepa, e cada perfil alélico diferente é definido como um ST, o perfil epidemioldgico de uma
cepa. MLST é amplamente utilizada para epidemiologia molecular, pois permite que cepas
estudadas por diferentes grupos, isoladas de diferentes hospedeiros e em diferentes localizacdes

geograficas, sejam comparadas e relacionadas (Aanensen et al., 2005).

4.8.2 BREVE HISTORICO DA OCORRENCIA DE CEPAS VRE NO BRASIL

Os enterococos, comparativamente aos estafilococos, estreptococos e pneumococos,
tém se tornado um desafio para os hospitais ao longo das ultimas décadas. Infeccbes com
consideravel morbidade e mortalidade causadas por VRE sdo descritas em pacientes
imunocomprometidos e pacientes de terapia intensiva (Freitas et al. 2006, Arias & Murray
2012). O surgimento de VRE em isolados clinicos iniciou-se em 1986, contudo, no Brasil, 0
primeiro VRE identificado foi o E. faecium, isolado em hemocultura de uma crianga com
anemia apléstica, na cidade de Curitiba, em 1996. A paciente tinha varias internacfes anteriores
e uso prévio de antibioticos, evoluindo a obito no 60° dia de internagdo (Dalla Costa et al. 1998).
Neste primeiro E. faecium resistente a vancomicina descrito no Brasil foi identificado o
fendtipo VanD-like, posteriormente classificado como VanD4 (Dalla Costa et al. 2000, Rossi

2011). Posteriormente, Zanella et al. (1999) descreveu um caso de E. Faecium com o fenotipo
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VanA, isolado de um paciente com meningite em S&o Paulo, Brasil. Sendo este, o primeiro
relato no estado. Desde o primeiro isolado no Brasil, as cepas VRE tém se tornado preocupacéo
frequente devido ao potencial das mesmas de disseminacéo, observado pelo aumento nos casos
descritos mesmo com o aumento do conhecimento e adocao de medidas preventivas. Os estudos
descrevem o aparecimento de VRE no Brasil ao fim da década de 90 e observa-se um aumento
de relatos de propagacdo de cepas intra e inter hospitalares nos ultimos anos que demanda
atencéo.

Em 2001, Reis e seus colaboradores relataram a presenca de E. faecium e E. faecalis
sensiveis a linezolida e resistentes a vancomicina, além de, teicoplanina e a associa¢do de
quinupristina-dalfopristina, com resultados de tipagem molecular sugestivos de disseminagao
inter hospitalar no Brasil, as cepas foram isoladas de pacientes do Hospital Sdo Paulo, Hospital
Oswaldo Cruz, Hospital do Servidor Pablico Estadual, Hospital Santa Marcelina, Santa Casa
de Misericérdia de S&o Paulo e Hospital de Clinicas do Parana e os autores concluiram que a
linezolida apresentou 100% de inibi¢do nos pontos de quebra susceptiveis.

Ja em 2007, Silva & Monteiro apresentaram o relato de caso de um paciente pediatrico
(20meses) com diagnostico de hidrocefalia com derivacdo ventriculoperitoneal e historia de
longa internacdo e uso de antibiéticos de amplo espectro, admitido na unidade de terapia
intensiva pediatrica com diagnodstico de ventriculite. O paciente foi submetido a
antibioticoterapia empirica com vancomicina e meropenem, a cultura do LCR evidenciou E.
faecium resistente a vancomicina, tendo a esterilizacdo do liquido cefalorraquidiano apds o uso
de linezolida intravenosa.

Jones et al. (2007) obtiveram 4.216 isolados Gram-positivos de 16 nacdes e 0sS
submeteram a andlise de 6 grupos de organismos, incluindo S. aureus (54,0%), estafilococos
coagulase-negativos (CoNS) (14,6%), enterococos (10,0%), S. pneumoniae (9,4%),
estreptococos do grupo viridans (5,0%) e estreptococos beta-hemoliticos (7,0%). Linezolida
reteve atividade potente contra S. aureus, casos raros de resisténcia a linezolida foram
detectados em enterococos (2 isolados, China e Alemanha) e 1 E. faecium tinham mutac6es
G2576T documentadas. No geral, a linezolida permaneceu ativa contra 99,88% das cepas
testadas desta colegdo global, apesar da endemicidade de enterococos resistentes a vancomicina
(até 30,0%) em varios paises.

Apesar do aumento significativo da resisténcia a vancomicina entre enterococos durante
0 periodo de estudo, ao analisarem a eficacia do tratamento em centros médicos, Gales e seus
colaboradores (2009) constataram que a daptomicina e linezolida apresentaram excelente

atividade in vitro contra organismos Gram-positivos contemporaneos coletados em hospitais
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brasileiros, incluindo MRSA, VRE e outros organismos multirresistentes. Embora as taxas de
resisténcia a vancomicina no Brasil estivessem relativamente baixas em compara¢do com as
relatadas no mesmo periodo nos U.S., VRE surgiu e se disseminou rapidamente em alguns
centros médicos brasileiros.

Em 2008 foram amostrados 6 diferentes grupos de patdgenos em 24 paises, e
microrganismos linezolida resistentes foram raramente documentados, apenas 0,13% no geral,
sendo mais frequentes enterococos e SCoN. A atividade de linezolida permaneceu uniforme e
estavel em todas as regides geograficas amostradas nesse estudo (Jones et al., 2009).

Kobayashi et al. (2011) apresentaram uma investigacdo retrospectiva de dados de
suscetibilidade in vitro quantitativa para uma variedade de antimicrobianos frente aos isolados
de Enterococcus spp. e a avaliagdo da associacdo de resisténcia entre 0s agentes
antimicrobianos apontados como escolha para o tratamento de infeccdes causadas por VRE,
através do calculo do risco relativo. Dos 156 isolados de enterococos, associagao de resisténcia
elevada foi mais pronunciada entre os isolados de VREs com antimicrobianos alternativos e
primarios para o tratamento de infec¢cdes causadas por estes patdgenos, incluindo ampicilina
(100%, RR = 7,2), estreptomicina (90,9%, RR = 4,9), rifampicina (91,7%, RR = 3,1) e
linezolida (50%, RR = 11,5), apesar da alta taxa de suscetibilidade a esta droga (94,9%).

Rosa et al., (2014) relataram isolados de E. faecium resistentes & vancomicina que
apresentaram sensibilidade aos antibidticos linezolida, daptomicina e quinupristina-
dalfopristina; e a linezolida foi o Unico agente antimicrobiano com atividade in vitro
administrada a coorte (causa p/efeito).

Lisboa e seus colaboradores (2015) realizaram um estudo retrospectivo sobre 0 impacto
do uso empirico de linezolida na mortalidade em pacientes com hematologia colonizada por
Enterococcus spp. (VRE) resistentes a vancomicina e transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH). Ao avaliarem a relacdo da mortalidade hospitalar de pacientes
hematoldgicos diagnosticados com infecgdes da corrente sanguinea por VRE, com usuarios
empiricos de linezolida e ndo-linezolida, constataram que ndo havia diferencga significativa na

analise de sobrevida de Kaplan-Meier entre 0s pacientes.

4.8.3 CEPAS VRE COM RESISTENCIA SIMULTANEA A LINEZOLIDA
(LVRE) NO BRASIL

Foram realizadas buscas ativas na plataforma de pesquisa pubmed.com a fim de

encontrar relatos de resisténcia simultdnea & vancomicina e linezolida em enterococcos no

Brasil. Devido aos resultados escassos, a pesquisa foi ampliada utilizando a plataforma
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google.com com resultados que corroboram com a pesquisa inicial. Os relatos de resisténcia
simultanea foram descritos a partir do ano de 2014 no Brasil, apesar da emergéncia de VRE
precedentemente. Observou-se que a utilizacdo da palavra-chave “Linezolid” direcionou os
resultados para trabalhos que relataram a presenca de VRE e que realizaram testes in vitro ou
in vivo com o antibiotico, sendo assim, em concordancia com o intuito da pesquisa.

Com a utilizagéo de termos como (Linezolid, Resistance, Vancomycin, Enterococcus e
Enterococci) foram encontrados 9 (100%) trabalhos com cepas VRE que utilizaram
antibioticoterapia com linezolida, onde, apenas 2 (22,22%) ndo apresentaram eficacia no
tratamento, sendo considerados dois isolados de LVRE encontrados em 2014 e 2016.

Ao analisarem uroculturas e hemoculturas durante o periodo compreendido entre agosto
de 2009 a dezembro de 2011, obtidas de pacientes gravemente enfermos, internos em uma
unidade de terapia intensiva (UTI) e em tratamento com linezolida em um hospital brasileiro,
Almeida et al. (2014) obtiveram cinco cepas de E. faecalis e uma cepa de E. faecium
apresentando CIMs de (256 mg/L) e (8 a 64 mg/L) a vancomicina e linezolida respectivamente.
Foram explanados os esquemas de tratamento adotados em cada paciente, onde o0 paciente 1
apresentou uma cepa de E. faecalis isolada de uma hemocultura e apds 10 dias iniciou-se 0
tratamento com linezolida, esse regime foi alterado para ampicilina seguido do ébito apds 5
dias. Os dados do paciente 2 ndo foram acessados. O paciente 3 recebeu linezolida por um
periodo de 27 dias. Duas cepas de E. faecalis que eram indistinguiveis por eletroforese em gel
de campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) foram isolados de duas
hemoculturas deste paciente. A primeira cepa (37/245), resistente a linezolida, foi isolada no
27° dia do curso total de tratamento com esta droga, e a outra (38/443), com resisténcia
intermediaria ao linezolida, no dia 53. O paciente 4 recebeu linezolida por 30 dias. Oito dias
apos o final do tratamento, duas cepas de espécies diferentes em locais diferentes, uma cepa de
E. faecalis de uma cultura de urina (40 /1258) e uma cepa de S. hominis de uma cultura de
sangue, foram obtidos. O paciente 6 recebeu linezolida por um total de 32 dias de tratamento.
A cepa de E. faecium 42/448 foi isolada 9 dias apds o final do tratamento. O gene vanA foi
identificado em todos os isolados. A mutacdo G2576T, que confere resisténcia a linezolida, foi
identificada no gene 23S rRNA em todas as cepas resistentes a linezolida, e a digestdo
incompleta do dominio VV com Nhel sugeriu a presenca de fragmentos com mutante G2576T
do tipo selvagem sequéncias nessas cepas. O gene cfr ndo foi identificado em nenhum isolado.
A analise de tipagem por MLST revelou que a resisténcia a linezolida ocorreu em duas novas
sequéncias tipo (STs) de E. faecalis (ST525 e ST526) e em ST412 de E. faecium. Os autores

alertam para a emergéncia de LRVRE e a destacam como uma questdo preocupante.
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O segundo relato de cepas LVRE no Brasil descreveu geneticamente um isolado de E.
faecium resistente a vancomicina obtido da corrente sanguinea e com resisténcia simultanea a
linezolida. O estudo objetivou rastrear a incidéncia de colonizacao e infeccéo por isolados VRE
sensiveis a linezolida em uma unidade de transplante de medula dssea por um periodo de 10
anos. As técnicas utilizadas foram PCR para a determinacdo dos genesvanA e vanB,
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e teste de sensibilidade antimicrobiana
(vancomicina, teicoplanina, linezolida e aminoglicosideos). Trés isolados, incluindo o LVRE,
foram selecionados para sequenciamento do genoma inteiro por lon Torrent TM, com E.
faecium CP006620-Aus0085 usado como referéncia. Oitenta e sete VRE sensiveis a linezolida
foram analisados; todos foram vanA positivos e sensiveis a linezolida, exceto por um isolado
de sangue de um paciente febril neutropénico colonizado por VRE sensivel a linezolida que
recebeu linezolida por 12 dias e desenvolveu uma infeccdo na corrente sanguinea por VRE
resistente a linezolida com (CIM > 8 pug/mL). A resisténcia a linezolida foi associada & mutacéo
G2576T no gene 23S RNAr. A anélise por PFGE demonstrou que os 87 isolados pertenciam a
quatro grupos principais. No entanto, o isolado LVRE apresentou similaridade de apenas
50%. Trés tipos de STs foram identificados: ST412 (o clone predominante, que era mais
virulento em comparacdo com os outros isolados); ST478 (VRE sensivel a linezolida); e um
novo ST, ST987 (VRLRE), que apresentou a mutacdo G2576T.

4.8.4 EPIDEMIOLOGIA BASEADA EM MLST DAS CEPAS LVRE IDENTI-
FICADAS NO BRASIL

Dos trabalhos publicados no Brasil que reportam isolados de Enterococcus com

resisténcia a vancomicina e linezolida simultaneamente, disponiveis na plataforma

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/, foram extraidos os STs encontrados em circulacdo no pais e

listados na tabela abaixo (tabela 1).
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Tabela 1- Relacdo entre espécies e STs LVRE encontrados no Brasil

Espécie ST Referéncia

E. faecalis ST525 Almeida et al., 2014

E. faecalis ST526 Almeida et al., 2014

E. faecium ST412 Almeida et al., 2014; Prado
etal., 2015

E. faecium ST987 Prado et al., 2015

Fonte: Autor, 2021

Apds um levantamento dos dados disponiveis sobre os STs das cepas LVRE foi possivel
estabelecer as relagGes evolutivas entre essas linhagens e investigar a estrutura populacional
dos CCs onde esse fenotipo estd emergindo. Para determinar com precisdo a relacdo genética

de isolados de patdgenos bacterianos foi necessario acessar o site https://pubmilst.org/.

As relagdes entre os isolados de espécies bacterianas foram exibidas com um algoritmo
de agrupamento, eBurst, que identifica gendtipos intimamente relacionados mostrando 0s
padrdes de descendéncia evolutiva dentro dos grupos, ou CCs (FEIL et al., 2004). Foram
gerados diagramas para 0 ST525 de E. faecalis, e para os ST412 e ST987 de E. faecium; para

0 ST526 de E. faecalis eBurst ndo retornou resultado.

ST525 (E. faecalis)

O ST525 foi documentado apenas no Brasil, a principio na regido sudeste do pais, onde
relatou-se pela primeira vez a nova sequéncia de E. faecalis ST525 oriunda de urocultura e
hemocultura em pacientes hospitalizados (Almeida et al., 2014). Posteriormente, 0 ST525 foi
relatado em um estudo realizado com pacientes hospitalizados na cidade de Natal (nordeste do
Brasil) no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2016. Foram recuperados 55 isolados de
VRE obtidos de esfregacos perianais de 44 pacientes internados em 5 hospitais de Natal
(publicos e privados) e de 3 pacientes ambulatoriais recebendo cuidados de enfermagem
domiciliar. A maioria dos pacientes apresentou hospitaliza¢do prévia e todos os isolados VRE

possuiram o gene vanA (CIM de vancomicina: 16 - >256 mg/L). Um paciente foi colonizado
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por clones ST525 coletados com intervalo de 14 meses, € as replicases dos plasmideos contendo
vanA dos 18 E. faecalis foram idénticas (rep 9 de plasmideos pTEF2/pAD1 responsivos a
feromonas). Esse tipo de plasmideo é reconhecido por se transferir de forma altamente eficiente,
0 que poderia ter aumentado a propagacdo da resisténcia a vancomicina por transferéncia
horizontal de genes (Oliveira et al., 2020). Vale salientar que 0 ST525 ndo foi descrito até o
momento fora do Brasil e que relatos de sua existéncia, ainda que escassos, em regides distintas
do pais sugerem a dispersdo de cepas relevantes dessa linhagem.

O diagrama gerado por eBurst para 0 ST525 demonstra que até o presente momento
existem poucos registros de Single Locus Variants (SLV) e Double Locus Variants (DLV) dessa

linhagem (figura 10).

Figura 10- Complexo clonal (CC) do ST525 gerado por E-burst. O circulo em azul representa os DLVSs, en-
guanto o circulo em rosa representa os SLVs. O circulo central cinza mostra o provavel ancestral comum desse
CC.

Fonte: Extraido de https://pubmist.org/organisms/enterococcus-faecalis?

ST412 (E. faecium)

O ST412 de E. faecium possui maior frequéncia em relatos de diferentes paises. Alves
et al. (2017) identificaram em Vitoria-ES, durante 2012-2013, E. faecium resistentes a
vancomicina obtidos de pacientes em 13 hospitais do municipio. Todos os isolados continham
0 gene vanA e pertenciam ao ST412, um clone de alto risco, adaptado a ambientes hospitalares.

Palazzo et al. (2011) coletaram cepas de E. faecium resistentes a vancomicina

responsaveis por um surto e casos esporadicos em hospitais de Campinas-Brasil, comparando-
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as com outras cepas de VRE do pais. Vinte e dois de 23 E. faecium eram resistentes a
vancomicina e abrigavam o gene vanA. Uma cepa de E. faecium sensivel & vancomicina tam-
bém foi incluida neste estudo porque foi isolada de um paciente que uma semana depois abrigou
um VRE. Tanto a analise por PFGE quanto a tipagem por MLST revelaram que as cepas VRE
e VSE apresentavam uma relagdo clonal. Novos STs foram identificados por MLST nesse es-
tudo, como ST447, ST448, STA78 e ST412, porém todos pertencentes ao CC17, indicando que
cepas de VRE pertencentes ao CC17 poderiam ser predominantes no Brasil como ocorre em
outros paises.

Tavares et al. (2019) relataram a sequéncia do genoma do isolado E. faecium UEL170,
produtor de biofilme e multirresistente, ST412, isolado de um paciente hospitalizado com
infeccdo do trato urinario colonizado por VRE interno no Hospital Universitario de Londrina
(UHL), um hospital universitario e importante centro de referéncia no norte do Parana, Brasil.
Esta cepa é membro do CC17, como mencionado acima, um clone globalmente associado a
hospitais.

Melo et al. (2016) obtiveram linhagens especificas de E. faecium comensal pertencente
ao CC17, especialmente ST412 que abrigam genes de resisténcia a antibidticos e fatores de
viruléncia, isolando-as de pacientes em varios hospitais em todo o mundo. Os autores relataram
a sequéncia do genoma desse isolado e destacaram as caracteristicas de E. faecium VRE16, um
representante deste ST encontrado no Brasil.

O ST412, como mencionado no item 4.8.3, foi também identificado no estudo de Prado
et al (2015), em isolados de E. faecium resistentes a vancomicina obtidos de hemoculturas de
pacientes internados no HC-SP. Nesse estudo, o ST412 se mostrou mais virulento em
comparagao com os outros isolados identificados pertencentes ao ST478 e até mesmo ao ST987
(LVRE).

Silva et al. (2012) descreveram as caracteristicas genéticas e relagdes clonais de 53 E.
faecium resistentes a vancomicina isolados de pacientes em 2 hospitais em Ribeirdo Preto, S&o
Paulo/ Brasil, durante 2005-2010. Os genes de viruléncia predominantes foram acm e esp. A
andlise por MLST permitiu a identificagdo de 9 tipos de STs, sendo 5 novas sequéncias (ST656,
ST657, ST658, ST659 e ST660). No entanto, os STs predominantes foram 0 ST412 e 0 ST478.

Ao analisarem 132 isolados clinicos de enterococos obtidos de pacientes com cancer
atendidos em um Centro de Referéncia em Cancer no Brasil entre abril de 2013 e marco de
2014, Santos et al. (2017) obtiveram 9 de 10 isolados de E. faecium analisados por MLST e
concluiram que pertenciam a um tnico CC, composto principalmente por linhagens ST412.
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Marchi et al. (2018) caracterizaram isolados de infecgéo e colonizacdo por VRE, bem
como seu impacto no resultado de pacientes em hematologia usando um modelo logistico de
regressao e observaram que as cepas de E. faecium foram atribuidas a 7 diferentes STs (ST78,
ST412, ST478, ST792, ST896, ST987, ST963), todos incluidos no CC17.

Melo, Dabul & Camargo (2015) analisaram isolados obtidos em 2009 durante vigilancia
em um hospital brasileiro, no qual muitos pacientes foram confirmados como colonizados por
VRE. Os 47 isolados de E. faecium desse estudo abrigavam um marcador hospitalar, a 1IS16, e
trés desses isolados escolhidos aleatoriamente pertenceram ao ST412, CC17. Todos apresenta-
ram resisténcia a penicilina e ampicilina.

Em outro trabalho, Sacramento e seus colaboradores (2017) relataram mudancas na
epidemiologia molecular de enterococcos contendo vanA durante a disseminacao intra e inter-
hospitalar de clones de alto risco no sudeste do Brasil. Os autores puderam inferir que VRE
faecalis predominou durante 1998 a 2006, contudo, uma reversdo foi observada nos ultimos
anos, onde linhagens VRE faecium pertencentes aos ST114, ST203, ST412, ST478 e ST858 se
tornaram endémicas.

O diagrama para o ST412 gerado por eBurst reflete a existéncia de multiplas SLVs e

DLVs dessa linhagem circulando pelo mundo (figura 11).

Figure 11- Complexo clonal (CC) do ST412 gerado por E-burst. O circulo em azul representa os DLVs, enquanto
o circulo em rosa representa os SLVs. O circulo central cinza mostra o provavel ancestral comum desse CC.

Fonte: Extraido de https://pubmlst.org/organisms/enterococcus-faecium?
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As infecgdes causadas por VRE costumam causar surtos hospitalares de alta duragéo e
tém se apresentado como uma dificuldade de tratamento para as equipes hospitalares. Observa-
se um aumento na incidéncia de E. faecium a medida que se estabelece uma sequéncia
cronoldgica dos achados. Os desafios estabelecidos por esses isolados podem ser relacionados
a expansdo e disseminacédo de cepas do CC17. Isolados de E. faecium sdo mais frequentemente
do tipo ST412, que integra o CC17, e com frequéncia encontram-se em pacientes
hospitalizados. Contudo, recentemente, foram isolados E. faecium ST412 contendo vanA em
rios urbanos (Tieté e Pinheiros) da maior e mais populosa regido metropolitana do Brasil, S&o
Paulo. Achado esse que reforga a importancia do monitoramento e controle desta linhagem que
representa uma grande ameaca a saude publica (Sacramento et al., 2015).

ST987 (E. faecium)

O ST987 de E. faecium foi identificado em um estudo realizado no Hospital das Clinicas
da Universidade de S& Paulo no qual foram analisadas hemoculturas de pacientes
hospitalizados na unidade de transplante de medula 6ssea. O isolado com ST987 tinha o gene
erm que confere resisténcia aos macrolideos e 0 gene tet, associado a resisténcia a tetraciclina.
O novo ST987 estéa intimamente relacionado ao ST316, diferindo desse por apenas um alelo, e
¢ associado com o ST78 também por uma diferenca de alelo. Os ST316 e ST78 foram
relacionados anteriormente com surtos em hospitais na China. Os autores descrevem ainda que
0 ST316 ndo foi relatado no Brasil, em contrapartida, o ST78 é uma linhagem adaptada no
ambito hospitalar. O novo ST987 foi considerado pan-resistente e abrigava varios genes de
resisténcia, bem como a mutacdo G2576T, responsavel por altos niveis de CIM de linezolida
(Prado et al., 2016).

Em outro estudo, Marchi et al. (2018) caracterizaram a viruléncia e o perfil de
resisténcia de 86 isolados (80 E. faecium e 6 E. faecalis) de 76 pacientes colonizados e
infectados por VRE. Todos os isolados continham o gene vanA. Os isolados de infec¢do VRE
foram mais virulentos do que os isolados de colonizagéo e abrigaram mais frequentemente o
gene gelE. As cepas de E. faecium foram atribuidas a sete STs dos quais vale ressaltar o ST412

e 0 ST987, que coincidem com os STs de interesse do presente trabalho (figura 12).
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Figure 12- Complexo clonal (CC) do ST987 gerado por E-burst. O circulo em azul representa os DLVS, en-
guanto o circulo em rosa representa os SLVs. O circulo central cinza mostra o provavel ancestral comum desse
CC.

2
S

Fonte: Extraido de https://pubmlst.org/organisms/enterococcus-faecium?
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5. CONCLUSOES

A relagdo entre antibioticos e o desenvolvimento de resisténcia como mecanismo de
defesa € algo que ja ocorre na natureza muito antes do homem comecar a produzir esses
farmacos. Substancias com propriedades antibidticas sd@o produzidas naturalmente por certos
microrganismos enquanto outros precisam se adaptar a essas substancias em seus processos
evolutivos. No entanto, a producdo e liberacdo de centenas de milhdes de toneladas de
antibioticos no ambiente ao longo das Ultimas décadas, além do uso muitas vezes desnecessario
ou inadequado desses farmacos, pode estar alterando o contexto genético de algumas linhagens
de bactérias comensais como enterococos, por exemplo. Com o presente trabalho foi possivel
observar um aumento significativo no surgimento de cepas VRE com o passar dos anos e a
reducdo da efetividade de alguns farmacos, com énfase no desenvolvimento de resisténcia a
linezolida em cepas VRE. Cepas LVRE comprometem o controle clinico das infec¢cdes de
forma a afetar diretamente o curso do tratamento, o tempo de internacédo e a disseminacéo de
IRAS.

Foi possivel observar a predominancia de espécies de E. faecium pertencentes ao CC17
nos achados de publicacbes brasileiras, porém sem um padrdo relacionado aos sitios de
infeccdo. Ressalta-se o aparecimento de linhagens VRE disseminadas tanto no ambito
hospitalar como em amostras ambientais. Com relagdo a ocorréncia de cepas LVRE no Brasil,
houve apenas dois relatos, em amostras clinicas de origem humana, o que ndo permite inferir
uma circulacédo reduzida dessas linhagens em hospitais brasileiros, em ambientes de animais de
producdo ou no meio ambiente, uma vez que 0 monitoramento microbioldgico desse fenotipo
praticamente inexiste no pais.

Vale salientar que o ST525 de E. faecalis (LVRE) até o presente momento é de
circulacdo exclusiva no Brasil, ndo havendo trabalhos publicados fora do pais, corroborando
com a escassez de informagdes sobre o mesmo. O aparecimento dessa linhagem em regiGes
distintas do pais, contudo, sugere a dispersao de cepas relevantes dessa linhagem. A auséncia
de achados envolvendo o ST526 de E. faecalis (LVRE) sugere uma reduzida circulagdo dessa
linhagem no Brasil e em outros paises até o presente momento. Em E. faecium, a ocorréncia da
resisténcia a vancomicina associada a linezolida parece estar circunscrita até entdo a CCs bem
adaptados a ambientes hospitalares (ST412 e ST987).
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Resumo

Poucos antimicrobianos estdo disponiveis para o tratamento de infecgoes causadas por bactérias Gram-

positivas multi-resistentes como, por exemplo, Staphylococcus spp. resistentes & meticilina e Enterococcus spp.
resistentes & vancomicina. As oxazolidinonas sd3o uma dessas ultimas opgbes terapéuticas. O gene cfr
(chloranphenicol-florfenicol resistance), que promove a metilagdo do gene RNAr 23S na posicio A2503, e o gene
optrA (oxazolidinone phenicol fransferable resistance), codificador de uma proteina (ABC)-F recentemente
reconhecida por atuar por meio de protegdo ribossdmica tém emergido em certas espécies de bactérias e
direcionado o curso da disseminagao da resisténcia as oxazolidinonas tanto no ambito da medicina humana
como na veterinaria. Por meio dessa pesquisa investigamos e caracterizamos os ambientes genéticos contendo
0s genes cir e opfrA em uma cepa de Enterococcus faecalis isolada de suino no Brasil, e determinamos o seu
Sequence Type (ST) por MLST. O sequenciamento do genoma foi realizado com a utilizagao da plataforma
llumina MiSeq e o depdsito da sequéncia completa, efetuado no banco de dados GenBank/NCBI (CP018004)

Palavras-chave: antimicrobianos; multi-resisténcia; suinos.
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FIRST REPORT OF A cfrloptrA-CARRYING ENTEROCOCCUS FAECALIS ISOLATE IN
BRAZIL

Background

Oxazolidinone linezolid 1s one of the most important last-line antibiotics to treat infections caused
by multidrug resistant Gram-positive bacteria. The spread of linezolid resistance has been driven
mainly by the plasmid-borne or chromosomal 23S rRNA methyliransferase gene c¢fir and the
ribosomal protection gene oprd. We determined the complete genome sequence of a linezolid-
resistant Enterococcus faecalis isolate of animal origin that carried plasmids containing ¢fr and

optr4d (CPO18004.1).
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IDENTIFICATION OF THE NEW [nu(G)-CARRYING TRANSPOSON Tné6371 IN
ENTEROCOCCUS FAECALIS ISOLATED FROM SWINE IN BRAZIL

Background

The lincosamides lincomyein, clindamycin and pirlimyein are highly important veterinary

4 fate includi

antimicrobial agents. Resistance to lincosamides in bacteria from food-p

zoonotic pathogens, has emerged due to multidrug resistance genes coding for 23S rRNA

.

methylases, ATP-bi g porters, and li

d

nucleotidyltransferase /nu genes

coding enzymes that inactivate the antibiotic by adenylylation. Here we report an ST710

i : T

Enterococcus faecalis isolate from swine that carried multiple li , a

new chromosome-borne Inu(G)-carrying transposon.
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Characterization of the Tn554-araC- hp-optrA-Carrying Pl. id pL1S in us faecalis
Isolated from Swine in Brazil
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Abstract:
Background: Oxazolidinones are one of the most important last-line antibiotics to treat infections
caused by multidrug-resistant Gram-positive bacteria. Transferable resistance due to the

lidi /phenicol e gene optrA has emerged in bacteria of both human and animal
origin. We recently identified an 11.007-bp optrA gene array (Tn554-araC-hp-optrA) in Enterococcus
faecalis strains isolated from swine in six Brazilian states. Therefore, we aimed to assess how the
transfer of this optrA array has occurred.

Methods: Conj ion by filter ing assay was performed at a 1:1 donor/recipient ratio using E
faecalis OG1RF as recipient strain. OG1RF transconjugants were selected on BHI medium supplemented
with chi henicol and li lid concentrations ranging from 4 to 25 pg/ml. Conjugation efficiency

(CFU/ml of transconjugants per CFU/ml of donors) was determined. Genomic DNA of E faecalis L15
(danar and OC1RF tranceani were o (111 Micenl a hled (C1C & 0 2 and
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