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RESUMO

Monteiro da Silva, Beatriz. Propriedades fenotipicas e moleculares associadas aos aspectos
evolutivos deEnterococcus faecium: analise comparativa de estratégias de um patogeno
oportunista.2017. 153 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) -Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Enterococcus faecium se destaca como uma espécie bacteriana frequentemente multirresistente
aos antimicrobianos, associada a infecgdes hospitalares em todo o0 mundo. O objetivo deste estudo foi
investigar comparativamente as caracteristicas de duas amostras de E. faecium: SS-1274 (derivada da
amostra tipo da espécie) e CL-6729 (amostra clinica proveniente de infeccdo urindria de origem
hospitalar). Estas amostras foram caracterizadas quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos, presenca
de determinantes genéticos de resisténcia e de viruléncia e métodos de tipagem molecular PFGE, MLVA
e MLST. Foi também avaliada a capacidade de formacé&o de biofilmes e as caracteristicas associadas a
sua arquitetura, por microscopia confocal a laser (CLSM). A resposta de macrdfagos da linhagem J.774
as células planctonicas e aos biofilmes foi identificada por quantificacdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
6 e IL-10 (através de ensaio imunoenzimético), dosagem de dxido nitrico e CLSM. AvaliagBes por ESI-
Q-TOF foram empregadas para determinacdo do perfil protedmico de biofilmes e do crescimento
planctonico, a partir de resultados prévios obtidos por SDS-PAGE. Foi também realizado o
sequenciamento do genoma completo (WGS) da amostra clinica CL-6729 com auxilio da plataforma
Illumina Hiseq e anotacdo dos genes pela PATRIC 3.2.75.Nossos resultados demonstraram que CL-
6729 é multirresistente e alberga 0s genes vanAe esp; € pertencente a0 MT-12 e ao ST-78,
consequentemente faz parte do complexo clonal 17 (CC17). Esta amostra apresentou resisténcia
constitutiva a vancomicina. Analises da integridade do Tn1546 revelaram a presenca de 1S19 inserida no
gene vanS. Pela reunido de dados obtidos por qPCR e sequenciamento parcial dos genes envolvidos, a
presenca de 1S19 parece estar influenciando direta ou indiretamente na alteragdo da expressdo da
resisténcia. A expressdo constitutiva da resisténcia a vancomicina foi detectada tanto para o cultivo
plancténico como em biofilmes. Biofilmes de E. faecium apresentaram biomassa rica em proteina apos
24 h de incubagdo e em DNA ap6s 72 h. Dados relativos a interacdo por 24 h de CL-6729 macrofagos
J.774 demonstraram uma modulacéo negativa da producéo de nitrito pelos macréfagos. Por outro lado,
em relacdo ao estimulo & producéo de citocinas, os dados sugerem uma inducdo na producdo das
citocinas, TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10, tanto por biofilmes quanto células plancténicas de ambas as
amostras bacterianas. Além disso, CLSM revelou que macrofagos sdo capazes de penetrar na estrutura
dos biofilmes. Os resultados relativos a espectrometria de massa sugerem que células de biofilmes de E.
faeciumparecem estar ativas, diante da identificacio de um considerdvel nimero de proteinas
relacionadas ao metabolismo e diviséo celular. Analises por WGS revelaram um tamanho de 2,9 Mb,
com 3.125 genes preditos, dentre os quais cerca de 2.000 genes estdo associados ao metabolismo de
carboidratos e de acidos ntcleicos e a divisao celular. Foram anotados genes associados a resisténcia aos
antimicrobianos, viruléncia, sequéncias de insercdo, fagos e plasmideos. Nossos dados apontam para um
processo evolutivo dinamico e especializado, que indica alteragdes significativas entre amostras de uma
mesma especie. Tais alteracdes demonstram capacitar esta espécie, anteriormente identificada como
patdgeno de baixo potencial de viruléncia, ao status de um microrganismo capaz de atingir gravemente a
saude humana. Consideramos que nossos resultados agregam informagdes que reafirmam a necessidade
do acompanhamento continuo das infeccBes causadas por microrganismos desta espécie, diante de suas
habilidades de adaptacgdo e persisténcia.

Palavras-chave: Enterococcus faecium. Biofilmes.Viruléncia. Tnl1546. Diversidade genética.

Genoma E. faecium.



ABSTRACT

Monteiro da Silva, Beatriz. Phenotypic and molecular properties associated with evolutionary
aspects of Enterococcusfaecium: comparative analysis of the strategies of an opportunistic
pathogen.2017. 153 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Enterococcus faecium stands out as a bacterial species that have been often associated
with hospital-acquired infections around the world. The aim of this study was to compare the
characteristics of two E. faecium strains SS-1274 (type strain) and CL-6729 (clinical isolate from
nosocomial urinary tract infection). The bacterial strains were characterized by antimicrobial
susceptibilities, presence of genetic determinants of virulence and resistance and molecular typing
methods as PFGE, MLVA, and MLST. It was also evaluated the biofilm formation and
architecture by confocal laser scanning microscopy (CLSM). The response of macrophages J.774
to biofilms and planktonic growth was identified by enzyme-linked immunosorbent assay
quantification of cytokines TNF-a, IFN-y, IL-6 and IL-10, determination of nitric oxide
concentration and CLSM. Proteomic profiles of the bacterial cells from biofilms and planktonic
growth were carried out by ESI-Q-TOF mass spectrometry methodology from prior results
achieved by SDS-PAGE. It was also investigated the whole genome sequencing (WGS) of CL-
6729 using Illumina Hiseq platform and genes annotation was performed on PATRIC 3.2.75. Our
results showed that CL-6729 is multi-drug resistant and harbored the genes vanA and esp. This
isolated was molecular typed as MT-12 and ST-78, therefore belonging to the clonal complex 17
(CC17). This isolate also showed constitutive resistance to vancomycin, an unusual characteristic
for the species. Analysis of Tn1546 revealed the presence of 1S19 inserted into the gene vansS.
According to the data obtained from gPCR and partial sequencing of the genes involved with
vancomycin resistance, the presence of 1S19 seemed to be influencing directly or indirectly on the
changes of the resistance mechanisms expression as was identified from both biofilms and
planktonic growing. Biofilms of E. faecium showed protein-rich and DNA-rich biomass after 24 h
and 72 h of formation, respectively. Interaction assays demonstrated a negative modulation of
nitrite production by macrophages J.774. On the other hand, the data suggest ainduction of
cytokines production, TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10, by biofilms and planktonic cells from both E.
faecium strains. In addition, CLSM has shown that macrophages were able to penetrate the
biofilms structure. The results relating to mass spectrometry suggest that biofilm cells of E.
faecium had seemed to be metabolicaly active, according to the identification of a significant
number of proteins related to metabolism and cell division. WGS revealed a 2.9 Mb size, with
3,125 predicted genes, among which about 2,000 genes are associated with the carbohydrates and
nucleic acids metabolisms, and cell division. Genes associated with antimicrobial resistance,
virulence, insertion sequences, phage and plasmids were annotated. Our data point to a dynamic
and evolutionary process, indicating significant changes between samples of the same species.
These data highlights the continuous evolution process of this species that changes the concept
from an ordinary opportunistic pathogen with low virulence potential to a severely problem to
human health. We believe that our results reaffirm the need of continuous monitoring the
infections caused by these microorganisms, considering their skills of adaptation and persistence.

Keywords: Enterococcus faecium. Biofilms. Virulence. Tn1546. Genetic diversity.E. faecium

whole-genome sequence.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Esquema representativo das regibes de anelamento dos 24
oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacBes de PCR de
sobreposicéao para a caracterizagao dos tipos de
LI L SR
Dendrograma representativo do arranjo obtido pela metodologia de
PFGE1, reunindo dados adicionais de tipagem por MLVA e MLST,
susceptibilidade a vancomicina e ano de isolamento das amostras
clinicas de ENteroCOCCUS faBCIUM..........coveiueeieiieiiie et e
Diagrama representativo do relacionamento filogenético dos tipos
determinados por metodologia de tipagem por sequenciamento
multilocus (MLST), localizando os ST 78 (sequence type 78) associados
as amostras de pacientes hospitalizados da América do Sul.....................
Geis representativos dos produtos de amplificacdo obtidos dos genes que
compdem o conjunto génico vanA em Tnl1546 das amostras E. faecium
CL-6729 e E. faecalisA256 (amostra controle)...........cccecvveveeieiverninennn.
Gel representativo dos produtos da amplificacdo obtidos com a
composicdo de oligonucleotideos iniciadores com a finalidade de
detectar alteracGes em regides intergénicas no conjunto génico vanA em
amostras de EnterococCus(CL-6729 € A256)........cccccverecieiiereiieeneeieenns
Gel representativo da deteccdode 1S19 associada ao gene vanS na
amostra de E. faecium CL-6729.........cccceivriieniininncne e
Alinhamento das sequénciasde referéncia M97297.1 (vanS Tn1546) e
AF169285.1 (1S19) obtidas do GenBank com a sequéncia do segmento
obtido da amostra E. faeciumCL-6729..........ccccevviiriniiniieniiecinecseene,
Predicdo dos valores de hidrofobicidade indicativos de dominios
transmembrana ao longo da sequéncia de aminoacidos da proteina vanS
sem alteracdo (A) e com inser¢do de IS19 (B) como evidenciado na

amostra E. faeCium CL-6729... ... e

48

69

70

71

72

73

74



Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Predicdo da organizacdo estrutural da modelagem da proteina VanS sem
alteracdes (A) e com a insercdo de I1S19 (B) na amostra de E. faecium
CL-6729, indicando o indice de confianca da predicdo, a presenca de
alfa-hélices, folhas-beta e alcas nos modelos de estrutura secundaria
definida com auxilio do aplicativo PSIPRED.........cc.ccccooiiinnniiiinnine
Niveis de expressdo do gene vanA nas amostras E. faecium CL-6729 e
E. faecalis A256 (controle) na forma planctonica e em biofilmes e na
presenca e auséncia de VanCOMICING. ........cvevererieririe s
Niveis de expressdo dos genes vanS(A) e vanR (B) nas amostras E.
faecium CL-6729 e E. faecalis A256 (controle) na forma plancténica e
em biofilme e na presenca e auséncia de vancomicCina...........ccccccevvrrvennene.
Curvas de formacdo de biofilmes pelas amostras de E.faecium SS-1274
(A) 8 CL-6729 (B)...veeereieecteieee ettt ettt ev et

Biofilmes formados pelas amostras de E. faecium com 72 h de
formacdo, corados com os fluorocromos Syto9 (especifico para DNA) e
SYPRO Ruby Protein (especifico para proteinas) e visualizados por
microscopia confocal @ IaSer............cccvvvvviiiiciie e
Concentracédo de nitrito (NO;") presente no meio de cultura, apos ensaio
de interacdo entre as amostras de E. faecium CL-6729 (A) ou SS-1274
(B) com macrofagos pertencentes a linhagem J.774.........cccccoevveveceennene,
Concentracdo de TNF-o presente no meio ap6s ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das
amostras deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274 (B, D e F).............
Concentracdo de INF-y presente no meio ap0s ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das
amostras deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274 (B, D e F).............
Concentracdo de IL-6 presente no meio apds ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das
amostras deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274 (B, D e F).............
Concentracdo de IL-10 presente no meio apds ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das
amostras deE. faeciumCL-6729 (A, CeE) e SS-1274 (B,D e F).............

77

78

79

80

81

82

84

85

87



Figura 19 -

Figura 20 -

Imagens representativas das andlises por microscopia confocal de
varredura a laser da interagdo entre biofilmes deE. faecium(amostra CL-
6729) e macrofagos da linhagem J.774........ccoovevieieneiie e
Mapa circular do genoma da amostra CL-6729 de E. faecium..................



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

Quadro 4 -

Quadro 5 -

Quadro 6 -

Quadro 7 -

Quadro 8 -

Quadro 9 -
Quadro 10 -

LISTA DE QUADROS

Genes e oligonucleotideos iniciadores utilizados no esquema de tipagem
por MLSTpara amostras de Enterococcus faecium...........cccocvvvvereenvennnnnn
Caracteristicas dos loci que compdem a metodologia de andlise do
polimorfismo numérico de segmentos repetitivos em multiplos loci
(MLVA) e sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
reacOes de amplificagdo em cadeia da polimerase (PCR).......cc.cccovvvvvruenne.
Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacbes de PCR por
sobreposicéo (overlapping PCR) para a caracterizacdo de polimorfismos
BIM TNLOAB. ... ittt et e e sr e sraeenae s
Oligonucleotideos iniciadores utilizados na detec¢do de sequéncias de
(1T oF: o T TP T TP UR PR
Oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo da expressdo dos
genes VanA, vansS, VaNR € ITS........cccuiiiiiiiiin st
Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e tamanhos dos produtos
obtidos nas reaces de PCR multiplex para caracterizacdo de fatores de
VIrUIENCia €M ENEIOCOCCUS........coveieieiiesiisie sttt ettt s
Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das amostras de Enterococcus
faecium utilizadas Neste StUO. ..........cuevrieiirieiei e
Caracterizagdo das proteinas de amostras de Enterococcus faecium,
provenientes de células planctonicas e biofilmes, apds separacdo por
SDS-PAGE e identificacdo por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF)..
Profagos identificados no genoma da amostra CL-6729 de E. faecium.....
Sequéncias de Insercdo (IS) identificadas no genoma da amostra CL-
6729 de E. fABCIUM.......oiviiiiiiieiieee e

43

45

47

49

53

54

68

91
96



AFLP
AS
asal
AtlIA
ATCC
BHI
BLAST
C

CC
CDC
CLSI
CLSM
CIM

Ct

cylA
D-Ala
D-Ala-D-Ala
D-Lac
DMEM
DNA
dNTP
D-Ser -
EDTA
ELISA
EMAs
EPS

ESI-Q-TOF MS

esp
EUA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenina

amplified fragment length polymorphism
aggregation substance

substancia de agregacgéo

autolisina A

American Type Culture Collection

Brain Heart Infusion Broth

Basic Local Alignment Search Tool
Citosina

Complexo Clonal

Centers for Disease Control and Prevention
Clinical and Laboratory Standard Institute
confocal laser scanning microscopy
Concentracéo InibitériaMinima

cycle threshold

Citolisina

D-alanina

D-alanina-D-alanil

D-lactato

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleotideos Fosfatados
D-serina

Acido Etileno Diamino Tetracético
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
enzimas modificadoras de aminoglicosideos

extracellular polymeric substance

ElectroSpray lonisation-Time-of-Flight Mass Spectrometry

proteina de superficie de enterococos

Estados Unidos da América



gelE

HLAR
HLGR
HLSR

mL
MLST
MLVA
MJ
MSCRAMMs
MT
NCBI
NCTC
NHSN
NIH
NNISS
ORF
pb
PBPs
PBS
PCR
PFGE

Guanina

Gelatinase

high-level aminoglycoside resistance
high-level gentamicin resistance
high-level streptomycin resistance
Hialuronidase

Interleucina

Interferom

infecgBes relacionadas a assisténcia em salde
Sequéncias Invertidas Repetidas
Sequéncia de Inser¢éo
L-leucina-B-naftilamida
Leu-Pro-X-Thr-Gly

Mueller-Hinton Agar
Mueller-Hinton Broth

Micro

Mililitro

multilocus sequence typing

multiple-locus variable number of tandem repeats

Macrofagos

Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules

MLVA Type
National Center for Biotechnology Information
National Counterterrorism Center

National Healthcare Safety Network

National Institutes of Health

National Nosocomial Infections Surveillance System

Open Reading Frame

Pares de bases
penicillin-binding proteins
fosfato de s6dio monobasico
Polimerase Chain Reaction

pulsed-field gel electrophoresis



PY
PMN

PYR
RAPD
ROI
SS

ST

TNF
UEMP
UFC
UFRJ
UTI
UPGMA
VRE
VNTRs
WGS

Picograma

Polimorfonucleares
L-pirrolidonil-B-naftilamida

Random Amplified Polymorphic DNA
intermediarios reativos de oxigénio

Standard strain

Sequence Type

Timina

Fator de necrose tumoral

Unidade de Espectrometria de Massas e Protedmica
Unidade Formadora de Coldnia
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Unidades de Terapia Intensiva
Unweighted-Pair Group Method of Averages
vancomycin-resistant enterococci

Variable Number of Tandem Repeats

whole genome sequencing



211
212

2.1.3

214
2.15

2.1.6

2.1.7

2.1.8
2181

2.1.8.2
2.1.8.3
2.1.8.4
2.1.85

SUMARIO

INTRODUGAO.......ooioieieeetee e ee et es s se s sa s anes e s
OBUIETIVOS. ...ttt e a et te e e srae e e nrae e e naeeas
MATERIAIS E METODOS.....c..ciiieiieeeieeisiieeiss e eses s seessses e
Determinacdo de Aspectos Fenotipicos e Genotipicos de E. faecium:
Caracteristicas Gerais, Susceptibilidade aos Antimicrobianos e Tipagem
[ =T U |- 1 SRS

Testes fiSiolOgiCOS CONVENCIONAIS. .. .veeeet oottt eeee e ee et e e e e e s ee et rereeeeeeseeaaees

Avaliacdo da Susceptibilidade aos Antimicrobianos Através do Método de
Disco Difusdo (KirbY-Bauer, 1966).......uuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeeeeesereeseereeeseenenens
Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) para Vancomicina por

Metodologia de MicrodiluiCA0 €M CaldO........ueuwereeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e eeeeeeans

Deteccdo dos Determinantes de Resisténcia a VancomiCing..........eeeeevveeeevnenenn..

Definicdo dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossdémico por

Eletroforese em Campo Pulsado — PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)........

Tipagem por Sequenciamento de Multilocus — MLST (multilocus sequence

Analise do Polimorfismo Numérico de Segmentos Repetitivos em Multiplos

Loci — MLVA (multiple-locus variable number tandem repeat analysis)............

Investigacdo Estrutural e Molecular de TN1546......cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Determinacdo do Desenho Estrutural de Tn1546 através de Metodologia de
PCR POr SOBIrEPOSICAD. ......ceeveciieciie ittt
Deteccdo de Sequéncias de INSErcdo em VaNnS...........cccccevvveveeiesiese s
Sequenciamento de VANS..........ccccoviieiie ittt st e
Anaélise de Predicdo de Estruturas de Modelagem para a Proteina VVans.............
Anélise por PCR em Tempo Real - qPCR da Expressdo dos Determinantes de
Resisténcia a Vancomicina vanA, vanR e vanS em Biofilmes e Células

Planctonicas de E. faeCiUmMCL-6729.... ... e

2.1.8.5.1 Obtencdo de Células Plancténicas e de Biofilmes para Extracdo de RNA Total..
2.1.8.5.2 EXtragdo do RNA OAl.........coeeiiiiiie e s e

2.1.8.5.3 Expressdo de vanA, vanS € VanR.........ccceiiiiiiiiiiiiice e

18
36
38

38
38

39

40
40

41

43

44
46

46
48
49
50

50
51
51
52



2.2

221
2.2.2
2.2.3

224

2241
2242
2.2.43
2244

2.2.45
2.2.45.1
2.2.45.2

2.2.45.3
22454

2.3
231
2311
2.3.1.2
2.3.1.3

2.3.2

Aspectos Relacionados a Viruléncia de E. faecium: Principais
Determinantes Genéticos e Formacao de Biofilmes...........cccooeveiieiiiiicnn,
Caracterizacd0 do Genotipo de VIFUIBNCIA. .........couvveriereriireiiec e

Curva de FOrmacio de BioTilmMe. ......oee e et ettt ee e e en

Avaliacdo da Arquitetura do Biofilme por Microscopia Confocal de Varredura

a Laser (CLSM, confocal laser scanning MiCroSCODRY).....ooeeeereeeerereseseeisianseseenns

Interacdo de Macréfagos com Células Plancténicas e Biofilmes das Amostras

0 [o = =TT o 10 SRS
Obtengd0 d0OS MaCrOTAgOS. ......c.cuviueieeiiie ettt
Obtencao de Células PlanctiniCas............ccovveverieieierieie e
Obtengdo doS BIOTIIMES........coviieiie e
Padronizacdo do numero de unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFCTML) ettt ettt sttt st er b s e ere e
Ensaios de Interagdo com Macrofagos J.774.......ccocoveieiinieninieeeiee e
D0sagem de OXid0 NILFICO..........oeveverriieeeer et ssse e senes
Avaliacdo da Resposta de Macrofagos J.774 Apds Interacdo com Células
Planctonicas e Biofilmes de E. faeCium.........ccccooveriiiiiiiiice e
ANALISES ESTALISTICAS. ... evivve sttt e
Avaliacdo por CLSM da Interacdo entre Biofilmes e Células Plancténicas de E.
faeciumCL-6729 com Macrofagos J.774.........ccvveeeiieeecece e

Panoramas Proteico e Gendmico de E. faeCium.........cccoovvvviieniiniene s

Analise dos Perfis Protéicos de Biofilmes e Células Planctbnicas de E. faecium.

Extrac@o das Proteinas TOLaIS. .......c.ciiueveiieerieaie st
SDS-PAGE. ..ottt ettt e ere s
Anélise das Proteinas por Espectrometria de Massas - ESI-Q-TOF MS
(electrospray ionisation time-of-flight mass spectrometry)..........cccccceveeievnrnenn,

Sequenciamento do Genoma Completo (WGS — whole genome sequencing) da
Amostra E. faeCIUMCL-6729.........c.coueiiiiieiiie i

RESULTADOS.......oototcte ettt ettt sn et sn s

Determinacdo de Aspectos Fenotipicos e Genotipicos de E. faecium:

Caracteristicas Gerais, Susceptibilidade aos Antimicrobianos e Tipagem

MOIBCUIAT ... e

53
53
54

55

56
56
57
57

58
58
59

59
61

61
62
62
62
63

64

65

67

67



Aspectos Relacionados a Viruléncia de E. faecium: Principais

Determinantes Genéticos e Formacao de Biofilmes...........cccoceveininiiiennn, 80
Panoramas Proteico e Gendmico de E. faeCium..........ccccccvevvvinvenieciicne s 89
DISCUSSAO. ..ottt sttt 98
CONCLUSAO ..ottt 119

REFERENCIAS. ..o et e e oo e e ee et et e e e er et e e e en s 121



18

INTRODUCAO

O género Enterococcus, descrito por Schleifer & Klipper-Balz, em 1984, consiste de
cocos Gram-positivos, catalase negativa, ndo formadores de esporos, anaerobios facultativos,
que ocorrem dispostos isolados, aos pares ou em cadeia curtas, apresentando comumente
morfologia ovéide e as coldnias sdo, em geral, ndo hemoliticas. Além disso, destacam-se por:
crescer em uma faixa de temperatura de 10°C a 45°C, em meio contendo concentragfes
elevadas de cloreto de sodio (6,5% de NaCl) e em caldo com pH ajustado para 9,6; resistir a
temperatura de 60°C por 30 minutos; possuir a capacidade de hidrolisar a esculina em
presenca de sais biliares; e produzir as enzimas pirrolidonilarilamidase (que hidrolisa o
substrato L-pirrolidonil-B-naftilamida - PYR) e também leucina aminopeptidase (que
hidrolisa L-leucina-p-naftilamida - LAP) (RAMSEY; HARTKE; HUYCKE, 2014;
TEIXEIRA et al., 2015).

Estes microrganismos estdo amplamente distribuidos na natureza, isto porque uma
variedade de caracteristicas intrinsecas favorece que crescam e sobrevivam em diferentes
condicdes (mesmo que aparentemente adversas). Por apresentarem esta distribuicao
ubiquitaria,sdo encontrados no solo, alimentos, agua e em diversos hospedeiros animais. Em
seres humanos fazem parteda microbiota do trato gastrointestinal, bem como geniturinario e
cavidade oral (TEIXEIRA et al., 2015).

Atualmente, de acordo com Euzeby J.P. no sitio List of Procaryotic Names with
Standing in Nomeclature(http://www.bacterio.cict.fr; acesso em marco de 2017), o género
Enterococcusconta com 50 espécies e duas subespécies. Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium se destacam em frequéncia tanto como colonizadores, quanto agentes
de infeccBes enddgenas ou exdgenas (KAISER, 2003; SOOD et al., 2008). Outras espécies,
incluindo Enterococcus avium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus hirae, Enterococcus durans, Enterococcus mundtii e Enterococcus raffinosus,
também tem sido isoladas de infeccdes humanas (ALOTAIBI; BUKHARI, 2017; CELIK;
CAKIRLAR; TORUN OKADA, 2014; HANGAI; ODA, 2015; SHARIFI-RAD et al., 2016).

A expressdo de resisténcia intrinseca a uma gama de antimicrobianos, comumente
empregados no tratamento de infeccBes causadas por Gram-positivos(tais como,
cefalosporinas, lincosaminas, trimetoprim-sulfametoxazol, beta-lactamicos e
aminoglicosideos), também ¢é caracteristica do género Enterococcus. Adicionalmente, esses

microrganismos ainda exibem a habilidade de adquirir elementos genéticos moveis, que
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carreiam genes de resisténcia aos antimicrobianos. Mecanismos adquiridos decorrentes da
aquisicdo de DNA extracromossdémico, como plasmideos e transposons, além de mutacdes,
induzem resisténcia a niveis elevados de uma variedade de antimicrobianos, principalmente
aminoglicosideos (comogentamicina e estreptomicina), beta-lactdmicos, clindamicina,
cloranfenicol, eritromicina, fluorogquinolonas, glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) e
tetraciclina. Esse perfil flexivel de aquisicdo de determinantes genéticos de resisténcia, que
permeia as varias classes de antimicrobianos, contribui para o desafio do controle da
disseminacdo de amostras multirresistentes, que nos ultimos 20 anos vém se impondo com
reconhecido impacto no cenario hospitalar em todo o mundo(BAYLAN et al., 2011;
CATTANEO et al., 2010; CERCENADO, 2011; CHOU et al., 2008; FACKLAM et al., 2002;
FAKIH et al., 2017; KAK; CHOW, 2002; GAWRYSZEWSKA et al., 2017;KLARE et al.,
2003;KWON et al., 2012;MURRAY, 1998; RUDY et al., 2004, VALDEZATE et al,
2009;YAZGI et al., 2002).

Amostras exibindo resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (fendtipo HLAR,
high-level aminoglycoside resistance) e/ou resisténcia aos glicopeptideos reconhecidamente
retratam os principais dilemas para o tratamento das infeccdes enterococicas (ASLANGUL et
al., 2005; BAYLAN et al., 2011;CERCENADO, 2011; FILIPOVA et al., 2005;KLARE et al.,
2003; KWON et al., 2012). Em parte, isso se deve ao fato de que a combinagdo de um agente
ativo contra a parede celular (normalmente ampicilina) e um aminoglicosideo (como
gentamicina) é o esquema terapéutico indicado para o tratamento das enterococcias graves,
como bacteremias acompanhadas ou ndo de endocardite. O uso desta associacdo esta
fundamentado na resisténcia intrinseca que esses microrganismos apresentam para as duas
classes de antimicrobianos, devido a um defeito na energizacdo oxidativa da membrana
celular bacteriana, resultando em uma reducéo da permeabilidade para os aminoglicosideos, e
na presenca constitutiva proteinas ligadoras de penicilina (PBPs, penicillin-binding proteins)
de baixa afinidade (por exemplo, PBP5) (CERCENADO, 2011; FONTANA et al., 1996;
ZAPUN et al., 2008). O emprego concomitante de ambas as classes, se sobrepde a resisténcia
intrinseca e resulta em efeito sinérgico de baixa toxicidade e eficaz (CHOW, 2000; KLARE et
al., 2003).

Por outro lado, a resisténcia adquirida € na maioria das vezes decorrente da expressao
de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMASs, codificadas por elementos genéticos
extracromossdmicos) ou mutagdes nos sitios alvo. Portanto, as infec¢fes causadas por
amostras que exibem resisténcia adquirida a niveis elevados desses antimicrobianos sdo

refratarias ao tratamento usual, e nesses casos, na maioria das vezes o emprego de
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vancomicina passa a ser o preconizado (ASLANGUL et al., 2005; BAYLAN et al., 2011;
CHOW, 2000; FILIPOVA et al., 2005; KLARE et al., 2003).

Entretanto, amostras de enterococos exibindo mecanismos de resisténcia adquirida a
vancomicina - VRE (do inglés vancomycin-resistant enterococci), vém sendo relatadas em
frequéncia elevada. Amostras VRE, cuja emergéncia se deu na segunda metade dos anos 1980
(LECLERCQ et al., 1988; UTTLEY et al., 1988), demonstram elevada capacidade de
disseminagdo, sendo rapidamente transmitidas de paciente para paciente, configurando
situagbes de surto e/ou endemicidade, em vérias instituicbes de todo o mundo
(CHOTIPRASITSAKUL et al., 2016; HAMMOND et al., 2016; HENSEL et al., 2017;
HERRERA et al., 2017; JOLIVET et al., 2016; LAl et al., 2017; MCGOWAN, 2004).

A prevaléncia de VRE tem aumentado drasticamente desde os anos 90. Dados do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, GA, EUA) mostraram um
aumento de 0,3% em 1989 para mais de 25% em 1999 (Kurup et al, 2008).
Aproximadamente, 25% das infec¢des enterocdcicas em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
foram relacionadas a VRE (LEE et al., 2016; MAZZEFFI et al., 2017; NNISS, 2003; RICE et
al., 2004; SABOUNI et al., 2017).

No Brasil, os primeiros relatos de isolamento de amostras VRE portadoras de vanA
ocorreram em 1997, em Séo Paulo (ZANELLA et al.,1999). Em 2000, nosso grupo descreveu
0 primeiro caso em nosso Estado (ALBUQUERQUE, 2000). Logo em seguida, ocorreram
relatos no Rio Grande do Sul (D'AZEVEDO; DIAS; TEIXEIRA, 2006). O surgimento e
disseminacdo dessas amostras no Sul e Sudeste foram precoces em relagdo as demais regides
do pais. Entretanto, a presenca de amostras VRE ja foi identificada nos estados das diversas
regibes brasileiras (CORREA et al., 2015; COSTA, 2012; PALAZZO et al., 2011,
RESENDEget al., 2014;RIBAS et al., 2007;VILELA et al., 2006)

Os glicopeptideos atuam ligando-se com alta afinidade ao pentapeptideo precursor do
peptideoglicano, componente basico da parede celular, especificamente na porcdo C-terminal
do dipeptideo D-alanina-D-alanil (D-Ala-D-Ala). Sendo assim, bloqueia a transglicosilacao
dos demais precursores a cadeia de peptideoglicano nascente; e evita a subsequente ligacéo
cruzada, através de transpeptidacédo, para a formacdo da parede celular. A resisténcia € devido
a presenca de genes que codificam enzimas para a sintese de precursores com baixa afinidade
pelo antimicrobiano, nos quais o residuo C-terminal D-Ala é substituido por D-lactato (D-
Lac) ou D-serina (D-Ser), modificando, portanto, o sitio de ligagdo da vancomicina
(COURVALIN, 2006).
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Os fenotipos de resisténcia ja descritos sdo: VanA, VanB, VanD e VanM
caracterizados pela sintese de D-Lac como principal precursor do peptideoglicano; além de
VanC, VanE, VanG, VanL e VanN que produzem D-Ser. Estes fen6tipos determinam niveis
variados de resisténcia aos glicopeptideos, sendo VanA e VanB o0s mais amplamente
estudados.(HEGSTAD et al., 2010; KLARE et al., 2003; LEBRETON et al., 2011; WERNER
et al., 2008; XU et al., 2010). Em geral, dentre os fendtipos de resisténcia adquirida aos
glicopeptideos, VanA ¢é o mais difundido entre os enterococos, tendo como principal
reservatorio a espécie E. faecium. Eresponsavel pela resisténcia induzida a niveis elevados de
vancomicina (concentracao inibitéria minima - CIM > 64pug/mL) e de teicoplanina (CIM > 8-
32ug/mL) (COURVALIN, 2006; KLARE et al., 2003; LANDERSLEVet al., 2016; VAN
HAL et al., 2016; WARDAL et al., 2017).

O fenotipo VanA é codificado por um conjunto de sete genes, denominado conjunto
génico vanA (vanSRHAXYZ), normalmente presentes no transposon Tn1546 ou relacionados,
localizados em um plasmideo de alta frequéncia de transferéncia (ARTHUR,;
QUINTILLIANI, 2001; DEPARDIEU et al., 2007; KOTEVA et al., 2010; TALEBI et al.,
2008). Os setes genes que participam da expressdo deste fenotipo estdo divididos em trés
grupos funcionais: (i) os genes vanS e vanR participam da regulacdo da resposta e sdo 0s
responsaveis pela expressdo de proteinas relacionadas a deteccdo da presenca do
antimicrobiano no meio extracelular e na sinalizacdo intracelular; (ii) os genes vanH, vanA e
vanX participam do mecanismo efetor da resisténcia; e vanY e vanZ sdo considerados genes
acessorios, cuja funcdo de seus produtos ainda ndo estd bem definida (ARTHUR;
QUINTILLIANI, 2001; KOTEVA et al.,, 2010). A proteina quinase VanS reconhece o
estimulo que sinaliza a presenca de vancomicina no ambiente acarretando na autofosforilacdo
de um residuo de histidina na porcao citoplasmatica da proteina. A porcéo fosforilada, por sua
vez, transfere o grupo fosforil para um residuo de aspartato presente na proteina reguladora
VanR, o qual se dimeriza, aumentando a ligacdo aos dois promotores localizados no l6cus van
e consequente aumento da transcricdo de ambos — genes de resisténcia e reguladores
(DEPARDIEU; COURVALIN; KOLB, 2005).

Adicionalmente, ha substanciais evidéncias que VanS funciona como uma fosfatase
para VanR sob condicBes ndo indutoras, como uma forma de prevencdo da ativacdo da
expressao pela fosforilacdo da proteina VanR por outras quinases presentes na célula ou via
autofosforilacdo a partir do grupamento acetil-fosfato (DEPARDIEU; COURVALIN; KOLB,
2005). Como resultado, a atividade de fosfatase da proteina VVanS é critica na manutencdo da

via sinalizadora, quando na auséncia do antibidtico indutor. MutagBes que danificam a
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atividade de VanS (ou inativam a proteina completamente) levam a expressdo constitutiva dos
genes de resisténcia (ARTHUR; QUINTILIANI, JR., 2001; DEPARDIEU et al., 2004;
PANESSO et al., 2010).

Enterococcus podem causar diversas infeccdes monomicrobianas e polimicrobianas,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. Nos Ultimos vinte anos, estes
microrganismos tém atingido destaque significativo como agentes de infec¢des relacionadas a
assisténcia em saude (IrAS), particularmente as hospitalares.As espécies E. faecalis e E.
faecium s&o globalmente reconhecidas como prevalentes em infecgdes humanas, contribuindo
com 80%-90% e 5%-10% dos casos, respectivamente. Com relagdo as infec¢des causadas por
VRE, estas tém sido consideradas como endémicas na maioria dos hospitais e a sua
prevaléncia, entre as enterocococcias,ja chegou a atingir patamares em torno de 28% nos
EUA e superiores a 40% na Europa (ABELE-HORN et al., 2006; DESHPANDEz¢t al., 2007,
EARSS 2006; FREITAS et al.,, 2016; HARTHUG et al., 2002; HOGARDTet al., 2015;
LEAVIS et al., 2006; MENDES et al., 2016; MONTESERIN et al., 2016; SIEVERT et al.,
2013; TORELL et al., 2003; TREITMAN et al., 2005).

Entretanto, um fato curioso é que tem sidoevidenciado um aumento consideravel na
participacdo da espécie E. faecium em IRAS nas Gltimas duas décadas. Alguns estudos ja
reportaram que em unidades complexas, como a de UTI, e naquelas que atendem a pacientes
especiais, como hemodialise, pediatria e hematologia oncolédgica, a quase totalidade das
infecgBes foram atribuidas a espécie E. faecium (AKTURK et al., 2016;BILLSTROM et al.,
2008; CILO et al., 2014; GALLOWAY-PENAet al., 2009; HIDRON et al., 2009;
KUZDANEet al., 2014; LARRU et al., 2016; LEAVIS et al., 2006; LESTER et al., 2008;
RENK et al., 2015; TOP et al., 2008; 2012; YAMAMOTO et al., 2015).

A espécie E. faecium apresenta resisténcia intrinseca a um nimero maior de
antimicrobianos do que E. faecalis (HOLLENBECK; RICE, 2012; AGUDELO HIGUITA;
HUYCKE, 2014). Também, é reconhecido que a frequéncia de amostras clinicas de E.
faeciumapresentando caracteristicas adquiridas de resisténcia a vancomicina, ampicilina e a
niveis elevados de aminoglicosideos € igualmente elevada em estudos de diferentes regides do
mundo, atingindo valores superiores a 50% (EMANEINI et al., 2016; MIRNEJAD et al.,
2016; YIM et al., 2017). De certa forma, tais situacdes sustentariam em parte uma maior
capacidade de sobrevivéncia, manutencdo e disseminacdo de E. faecium nas condi¢cdes
adversas do ambiente hospitalar. Além disso, apesar da presenca de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos e aos macrolideos também ser frequente entre amostras clinicas

de E. faecalis, a quase totalidade das amostras clinicas desta espécie tem se mantido sensivel a
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vancomicina e a ampicilina, por razdes que ainda ndo foram elucidadas (ARABESTANI et
al., 2017; DJURIC et al., 2016; LEE et al., 2017; SHOKOUHlIet al., 2017).

A estrutura populacional de amostras de E. faecium resistentes a vancomicina foi
identificada em estudos que empregaram ferramentas moleculares em investigacdes
epidemioldgicas e permitiram caracterizar os padrfes de descendéncia evolutiva desses
microrganismos. Os dados obtidos apontaram a existéncia de uma subpopulagéo distinta, que
passou a ser formalmente conhecida como linhagem C1, caracterizada em estudos iniciais
pela metodologia de andlise do polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP, amplified fragment length polymorphism). Com o emprego de técnicas mais
modernas de tipagem molecular, como MLST (multilocus sequence typing), a linhagem
descrita foi melhor caracterizada como um complexo clonal, denominado CC17 (CATTOIR,;
GIARD, 2014; GALLOWAY-PENA et al., 2012; KWON et al., 2012; LEAVIS et al., 2006;
TOP et al., 2008; WERNER et al., 2010; WILLEMS et al., 2005; 2011).

O CC17 apareceu como responsavel pela grande maioria das infecgdes nosocomiais e
surtos causados por E. faecium. Logo ap0s os estudos iniciais, que descreveram este
complexo clonal, publicagbes adicionais confirmaram a presenca desta subpopulacdo nédo
apenas em hospitais dos EUA (pais presumivelmente com maior numero de infeccdes
enterococicas), mas disperso nos cinco continentes (AKPAKA et al., 2017; BONORA et al.,
2004; 2007; KHAN et al, 2010; KO et al., 2005; KOH et al., 2006; LEAVIS et al., 2006;
LOPEZ et al., 2009;PANESSO et al., 2010; SHOKOUHI et al., 2017; WERNER et al., 2008;
WHELTON et al., 2016; WILLEMS et al., 2005; YANG et al., 2015).

O sucesso ecoldgico de CC17 no ambiente hospitalar esta, em parte, relacionado com
seus atributos de resisténcia aos antimicrobianos e de viruléncia. Amostras pertencentes a este
complexo séo resistentes a ampicilina e quinolonas e contam, também, com a presenca de
uma putativa ilha de patogenicidade. Esses dados apontam a dinamica evolutiva das
populacbes de enterococos associadas a infeccBes nosocomiais. Considera-se que
modificagdes provavelmente cumulativas contribuiram para a predominancia de
subpopulacBes altamente especializadas. Estas sdo capazes de sobreviver e se disseminar, de
forma mais eficiente, por ambientes que exigem adaptacdo continua, como um hospital (CHANG
et al., 2010; COQUE et al., 2002; LEAVIS et al., 2006; WILLEMS et al., 2005; 2009).

Complementar aos estudos utilizando MLST, as andlises recentes de sequenciamento
do genoma total tém permitidouma investigacdo da diversidade de Enterococcus a uma
profundidade antes ndo atingida. No primeiro estudo baseado em genoma de E. faecium, sete

isolados foram sequenciados. Com base numa analise filogenética dos alinhamentos
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concatenados de 649 sequéncias de proteinas, foi demonstrado que a estirpe comensal humana
estava distantemente relacionada com os outros seis isolados de E. faecium, o que sugeria a
existéncia de uma divisdo profundamente ramificada dentro da espécie (VAN SCHAIK et al.,
2010).Curiosamente, uma divisdo semelhante entre dois clades ou subpopulagfes principais
dentro de E. faecium tinha sido previamente sugerida por estudos baseados em RAPD, AFLP
e PFGE (VANCANNEYT et al., 2002, VANKERCKHOVEN et al., 2008). A divisdo em dois
cladestambém ja foi encontrada em andlises por MLST e em estudos adicionais baseados em
sequenciamento do genoma (DE BEEN et al., 2013; GALLOWAY-PENA et al., 2011; 2012;
PALMER, et al., 2012; QINet al., 2012; RAVEN et al., 2016). Lebreton e colaboradores
(2013) descreveram as seguintes subpopulagdes de E. faecium:(i) cladeAl, a qual inclui a
maioria dos isolados clinicos, os quais foram previamente classificados como pertencentes ao
CC17; (ii) cladeA2, incluindo a maioria das amostras isoladas de animais; e (iii) cladeB,
contendo amostras comensais humanas.

Apesar do conhecimento da viruléncia em E. faecium ainda ser limitado, estudos
recentes indicam que estruturas de superficie associadas a formacédo de biofilmes poderiam
estar contribuindo para a manutencdo e disseminacao dessas amostras no ambiente hospitalar
(HEIKENS et al., 2007; HENDRICKX et al., 2009; NAGARAJANEet al., 2016; SAVA et al.,
2010; VAN WAMELet al., 2007; ZOU et al., 2016). A associacdo entre as infeccOes
enterococicas nosocomiais com a habilidade desses microrganismos em formar biofilmes é
mais evidente quando ha o envolvimento de dispositivos medicos (como cateteres venosos
centrais, urinarios e proéteses). Por exemplo, o cateterismo vesical € um dos procedimentos
mais comumente utilizado em pacientes hospitalizados. O risco de infec¢do associado a esses
dispositivos esta diretamente relacionado ao seu tempo de permanéncia que facilita o
estabelecimento de comunidades de microrganismos e formacao de biofilmes (AZEVEDO et
al., 2016;BUIJSSEN et al., 2017; DONLAN; COSTERTON, 2002; KIRMUSAOGLU et al.,
2017; SOOD et al., 2008).

No final dos anos 1980, Lemoine e Hunter (1987) notaram um aumento de 11% para
20% de isolamentos de enterococos a partir da urina de pacientes cateterizados, em um
periodo de seis anos de analise. Dados do sistema NHSN (National Healthcare Safety
Network, CDC), classificaram 0s enterococos como 0 terceiro patdgeno mais frequente
relacionado as infecgdes do trato urinario associadas a cateteres no periodo de 2006 a 2007,
ficando atras apenas de E. coli (21,4%) e Candida sp. (21%) (EDWARDS et al., 2009). Mais

recentemente, estes microrganismos permanecem COmo importantes patégenos nessas
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infeccdes, tendo sido relacionados a um percentual que pode variar de 15% a 30% das
infeccOes urinaria associadas a cateter (ROUSSEAU et al., 2016).

Além desses, 0s cateteres intravasculares e valvulas cardiacas protéticas, que
permanecem em contato direto com o fluxo sanguineo e passam a ser revestidos por
plaquetas, plasma e proteinas de matriz extracelular como fibronectina, colageno, fibrinogénio
e lamininasdo constantemente associados ao desenvolvimento de infec¢bes como endocardites
e bacteremias. A presenca dessas proteinas do hospedeiro, associadas ao dispositivo, resulta
na formacdo de um filme condicionante altamente propicio a instalacdo de biofilmes
(DONLAN, 2011; PRADEEP et al., 2013; SOOD et al., 2008; YOUSIF; JAMAL; RAAD,
2015; ZHANG et al., 2014; 2016). Em 2003, dados do NNISS (National Nosocomial
Infections Surveillance System), pertencente ao CDC, indicaram que 13,5% das infec¢cOes
sanguineas associadas a cateteres intravasculares eram causadas por Enterococcus,
representando um aumento de 8% em relacdo a dados anteriores de 1986 a 1989.

Sabe-se, atualmente, que os biofilmes sdo importantes reservatorios de
microrganismos no ambiente hospitalar. Contudo, foram os estudos pioneiros de Costerton e
colaboradores, em 1970 e 1980, que revelaram que 0s microrganismos podem aderir a
superficies e formar agregados celulares, diferentemente de conceitos anteriores onde se
acreditava que cresciam somente em suspensdo (apud COSTERTON, 1987). O conceito da
existéncia dos microrganismos em forma de biofilmes mudou o paradigma da Microbiologia e
revolucionou o0s estudos sobre as doencas infecciosas. Também, é reconhecido que 0s
biofilmes sdoo formato preferencial de crescimento dos microrganismos na natureza (HALL;
MCGILLICUDDY; KAPLAN,2014; ORELL; FROLS; ALBERS, 2013). Adicionalmente,
tem sido demonstrado que 80% de todas as doencas infecciosas estdo relacionadas a presenca
de biofilmes, o que demonstra a importancia dos estudos sobre este fenémeno microbioldgico
(DELCARU et al., 2016; DONLAN; COSTERTON, 2002; HUGHES; WEBBER, 2017;
LEWIS, 2001; PERCIVAL, 2017; ROWSON & TOWNSEND, 2016).

Biofilmes consistem de células isoladas e microcoldnias embebidas em uma espessa e
hidratada matriz composta, predominantemente, de exopolimeros e aderidas a uma superficie
bidtica ou abidtica, ou mesmo a interfaces (DONLAN; COSTERTON, 2002). Séo
encontrados sob diversas condi¢cGes ambientais, do protegido e especializado ambiente dentro
de hospedeiros mamiferos ao extremo de sobrevivéncia biolégica (DE MULDER et al., 2016;
KRISHNAN et al., 2017; O’TOOLE et al., 2000;PUZON et al., 2017; RASMUSSEN, 2000;
WESTALL et al., 2001; WU et al., 2017).
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A formacdo de biofilme ocorre em um processo sequencial de desenvolvimento,
culminando em uma estrutura organizada. Todo processo é regulado por quorum sensing, que
é determinado por moléculas sinalizadoras, chamadas autoindutores, que dirigem a expressdo
génica em resposta a densidade populacional. Envolve adesdo, interacdo célula a célula,
formacdo de microcolonias, de um biofilme confluente e, por fim, de uma estrutura
tridimensional (DONLAN, 2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004;
HOFER, 2016; KAHRSTROM, 2012; O’TOOLLE et al., 2000).

O mecanismo de formagdo ocorre em eventos distintos. Inicialmente, tém-se
organismos denominados colonizadores primarios. Essa colonizacéo inicial é mediada por
interacbes fisico-quimicas com a superficie, geralmente contendo proteinas ou outros
compostos organicos que formam um filme condicionante, facilitando a aproximagdo do
microrganismo com o substrato. No entanto, a formacao de estruturas maduras € dependente
de condi¢cbes ambientais, através de fatores e vias de regulacdo que afetam os elementos
enzimaticos e estruturais, que sao necessarios para a formacéo e dispersdo. Essas condicdes
incluem temperatura, pH, niveis de oxigénio, hidrodindmica, osmolaridade e presenca de
determinados ions, nutrientes e fatores derivados do meio biotico (COSTERTON et al., 1987;
DUNNE Jr, 2002; GOLLER; ROMEO, 2008; LAPPIN-SCOTT; BASS, 2001).

Em condi¢bes adequadas, os colonizadores primarios se desenvolvem originando
microcol6nias, que passam a atuar como substrato para a aderéncia dos secundarios,
formando verdadeiras comunidades bacterianas (RICKARD et al., 2003). De manera
concomitante, ocorre o aumento da producdo de uma substancia polimérica extracelular (EPS,
extracellular polymeric substance) para criar uma matriz em torno das células constituintes.
Grupos de células sdo separados por canais, através dos quais ha a passagem de nutrientes e
fons necessarios para o desenvolvimento do biofilme (STEWART; FRANKLIN, 2008).

Uma vez o microrganismo estando irreversivelmente aderido ao substrato, inicia-se o
processo de maturacdo. A densidade dos grupos celulares e a complexidade aumentam,
caracterizando os biofilmes. Esta populacdo se expande até atingir o equilibrio, onde as
células mais externas comecam a se destacar, o que determinard a colonizacdo de outros
substratos (DUNNE Jr, 2002; MARSHAL, 1992). Este destacamento pode ocorrer pelo fluxo
de fluidos ou por um processo ativo por parte das bactérias que secretam enzimas que
quebram a matriz estrutural (NADELL et al., 2009; TELGMANN et al., 2004).

A funcdo da EPS ainda ndo foi bem esclarecida, mas parece promover a adesédo e
providenciar suporte estrutural. Mutantes deficientes para a producdo de EPS ndo foram

capazes de formar biofilmes (NADELL et al., 2009). As propriedades fisicas e quimicas das
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substancias poliméricas extracelulares podem variar. S&0 predominantemente anidnicas,
podendo ser compostas por ions metalicos, cétions divalentes e outras macromoléculas como
proteinas, DNA e polissacarideos (BRIANDET et al., 2001; DONLAN; CONSTERTON,
2002; DUNNE Jr, 2002; GHIGO, 2003).

Sabe-se que a formacdo de biofilmes ndo é um evento isolado dos demais fatores de
viruléncia. H&4 uma série de interacdes entre a expressao de determinados fatores que juntos
operam para o sucesso da “engenharia dos biofilmes” (DI ROSA et al., 2006; DWORNICZE
et al., 2012; HANCOCK; PEREGO, 2004; MOHAMED; MURRAY, 2005; SANDOE et al.,
2003; TENDOLKAR et al., 2004; TOLEDO-ARANA et al., 2001). Muitos dos fatores
envolvidos na viruléncia de Enterococcus tém sido descritos como coadjuvantes no processo
de desenvolvimento dos biofilmes. Dentre eles, adesinas, proteases, autolisinas, glicolipidios
e acidos lipoteicdicos contribuem direta ou indiretamente para a aderéncia inicial nos
processos de formacdo e, possivelmente, nas interacdes intercelulares e com moléculas
presentes no ambiente (BAO et al., 2015; BERNE et al., 2015; DEMUYSER; JABRA-RIZK;
VAN DIJCK, 2014; FERNANDEZ et al., 2017; FONG & YILDIZ, 2015; KLEIN et al., 2015;
PAGANELLI; WILLEMS; LEAVIS, 2012).

Dentre as adesinas de Enterococcus estudadas destaca-se Esp — do inglés,
enterococcal surface protein — uma grande proteina ancorada na parede celular, com um peso
molecular de aproximadamente 200 KDa (HENDRICKX et al., 2009). Foi detectada
primeiramente em uma amostra da espécie E. faecalis, resistente a gentamicina e altamente
virulenta e responsavel por um grande surto hospitalar em meados dos anos 80, em Madison,
nos EUA (SHANKAR et al., 1999). Esp esta relacionada com a colonizacdo e aderéncia as
células epiteliais do trato urindrio. Tem sido encontrada em uma frequéncia elevada de
amostras de E. faecalis e E. faecium isoladas de infec¢des, quando comparadas as obtidas de
colonizacdo, reforcando sua importancia na patologia das enterococcias (HEIKENS et al.,
2007; SHANKAR et al., 1999).

Esp possui 1.873 aminoacidos e seu gene estd localizado em uma ilha de
patogenicidade inserida no cromossoma bacteriano. A regido N-terminal (do aminoacido 50
ao 743) revela que os primeiros 49 aminoacidos servem como uma sequéncia sinal,
direcionando a exportacdo da proteina madura. O dominio N-terminal ndo possui regifes
repetidas e ndo apresenta similaridade com outras proteinas catalogadas em bancos de dados
publicos. A regido central (do aminoacido 744 ao 1665) é constituida de trés dominios
compostos de regides repetidas em tandem, denominadas A, B e C e 0 nimero destas

repeticOes varia entre amostras distintas. A regido C-terminal de Esp (do aminoécido 1666 ao
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1873) possui uma regido hidrofébica que contém [Y/F]JPXTG, sendo uma varia¢do do motivo
ancora LPXTG (Leu-Pro-X-Thr-Gly, onde X é qualquer aminoécido seguido por um dominio
hidrofébico C-terminal e uma cauda de residuos carregados positivamente em sua maioria)
encontrado na maioria das proteinas ancoradas na superficie da parede celular. Este motivo
serve como sitio de reconhecimento de uma sortase, que possui atividade de transpeptidase e
atua no ancoramento de Esp na superficie das células de enterococos (HENDRICKX et al.,
2009; SHANKAR et al., 1999; TOLEDO-ARANAEet al., 2001).

Esp esta associada com a formacdo de biofilmes por amostras das espécies E. faecium
e E. faecalis, por auxiliar na adesdo inicial ao substrato e contribuir com o aumento da
hidrofobicidade da superficie celular (TENDOLKAR et al., 2004). Um estudo pioneiro para
analisar esses fatores foi feito por Toledo-Arana e colaboradores (2001). Os autores
detectaram a similaridade estrutural de Esp com uma proteina da superficie celular de
Staphylococcus aureus, também envolvida com a formacgdo de biofilmes, denominada Bap.
Entretanto, os mesmos autores também observaram que, aparentemente, a formacdo de
biofilmes pode ocorrer por mecanismos independentes da presenca de Esp, que foram
identificados em estudos empregando mutantes. A formacdo de biofilmes por vias
independentes de Esp foi também demonstrada por Kristich et al. (2004).

Porém, a importancia da participacdo de Esp na formacdo de biofilmes por
enterococos foi referendada posteriormente por Tendolkar e colaboradores (2005), que
demonstraram que mutantes que expressavam Esp com auséncia da regido N-terminal
formavam quantitativamente menos biofilmes que amostras selvagens. Neste mesmo estudo,
amostras que expressavam somente a regido N-terminal acoplada a uma proteina heterologa,
para ancorar esta regido na superficie celular, formavam biofilmes quantitativamente similares
as amostras que possuiam o gene inalterado.

Adicionalmente, sabe-se que a persisténcia de enterococos no ambiente hospitalar,
particularmente E. faecium VRE, tem sido associada a expressao de Esp (GALLOWAY-
PENA et al., 2012; HARRINGTON et al., 2004; KWON et al., 2012; LEAVIS et al., 2006;
TOP et al., 2008; WERNER et al., 2010; WILLEMS et al., 2005; 2011). Esta caracteristica ja
foi apontada como um importante marcador de grupos clonais mais adaptados a uma
determinada instituicdo, ou mesmo regido geogréafica, e potencialmente aptos a emergir em
situacOes epidémicas. A maioria absoluta das amostras pertencentes ao CC-17 apresenta o
gene esp, sugerindo que esta seja uma das caracteristicas que foram fundamentais a expansao
global deste complexo clonal (LOPES et al., 2012).
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Amostras de E. faecium, sdo capazes de secretar fatores com atividade proteolitica
contra diferentes células eucaridticas e bacterianas, também comuns a outras espécies do
género como E. faecalis. Dentre os fatores ja descritos destacam-se a gelatinase, que é uma
zinco-metaloprotease extracelular e é reconhecida por contribuir potencialmente com a
viruléncia, atuando na hidrdlise de gelatina, caseina, colageno, hemoglobina, componentes do
sistema imune e outros compostos bioativos (JETT et al., 1994; QIN et al., 2000; THURLOW
et al., 2010;VERGIS et al., 2002). Essa enzima foi caracterizada por Pirkko-Liisa Mé&kinen e
colaboradores, em 1988, e teve a sequéncia de seu gene, gelE, determinada por Su e
colaboradores, em 1991. Na espécie E. faecalis a proteina GelE estd amplamente distribuida
tendo sida identificada em amostras obtidas de diferentes fontes, incluindo humanas, animais,
de alimentos e de diversas fontes ambientais (ABRIOUEL et al., 2008; BARBOSA-RIBEIRO
et al., 2016; CRETI et al., 2004;GULHAN et al., 2015; HEIDARI et al., 2017). Apesar de
menos frequente, também ja foi descrita em amostras de E. faeciumde diversas origens
(FERGUSON et al., 2016; NIU et al., 2016;0LIVEIRA et al., 2016; STRATEVA et al., 2016;
WU et al., 2016).

O gene gelE juntamente com sprE,responsavel por codificar uma serina protease,
estdo localizados em um unico 6peron (gelE/sprE), cuja ativacdo é regulada pelo sistema
quorum sensing derivado do lécus fsr (E. faecalis regulator), que apresenta consideravel
homologia com o l6cus agr (accessory gene regulator) de S. aureus (QIN et al., 2001).

Estudos tém revelado a influéncia da gelatinase na viruléncia de Enterococcus. Qin e
colaboradores (2000) demonstraram que amostras que contém os genes fsrABC, modificados
por mutacdo, foram significativamente menos virulentos em modelo animal (peritonite em
ratos). Em outro estudo, mutantes para fsrA, fsrC, gelE e sprE apresentaram viruléncia
atenuada, pela reducdo das taxas de morte do modelo Caenorhabditis elegans (SIFRI et al.,
2002). E considerado, também, que a gelatinase e a serina protease exercam um papel critico
no desenvolvimento de biofilmes por Enterococcus. Estudos anteriores demonstraram que
mutantes para o locus fsr apresentaram reducdo na capacidade de formacdo de biofilmes.
Adicionalmente, a producdo de biofilmes por mutantes defectivos nesse l6cus foi restaurada,
apos adicdo de gelatinase purificada ao meio (HANCOCK; PEREGO, 2004; MOHAMED et
al., 2004).

A participacdo de gelatinase e serina protease tem sido explicada através de um
mecanismo denominado fratricidio, ja observado em diversas espécies bacterianas. Em E.
faecalis, a gelatinase ativa a lise de uma subpopulacdo de bactérias, catalisando a liberacéo de

DNA genémico, um componente crucial da matriz dos biofilmes. Uma subpopulacdo é
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considerada como a “populagdo predadora” por produzir gelatinase, um efetor da morte
bacteriana, sendo refrataria em virtude da co-transcricdo de serina protease; enquanto que,
uma segunda populacdo, considerada como a “populagdo presa”, € susceptivel a lise por nao
produzir as duas proteases. Assim, em resposta a0 aumento da concentracdo de GBAP, as
“células predadoras” co-secretam gelatinase e serina protease. Neste sistema, a gelatinase
possui como alvo a autolisina A (AtlA), uma N-acetilglicosaminidase, localizada na superficie
celular, importante para a separacao das células durante o processo de divisdo celular. Essa
autolisina, quando atingida, é liberada por protedlise dos dominios N e C-terminal, assumindo
uma conformacdo ativa e capaz de levar a lise das células vizinhas. A subpopulacdo de
“células predadoras” ndo sofre lise por AtlA, devido a expressio de serina protease,
comumente considerada como um fator de “imunidade” (ECKERT et al., 2006).

Thomas et al. (2009) demonstraram que a serina protease modifica AtlA da “célula
predadora”, aumentando sua afinidade pela parede celular e, consequentemente, prevenindo
contra proteolise pela gelatinase. Além disso, as formas soluveis de AtlA (ativas),
provenientes das células presas, sdo susceptiveis a uma segunda proteélise por gelatinase,
determinando um controle adicional para que as “células predadoras” ndo sofram lise. Em
outro estudo, Guiton e colaboradores (2009) demonstraram que E. faecalis mutantes para
AtlA apresentaram decréscimo na capacidade de formacdo de biofilmes, pela reducdo da
liberacdo de DNA.

Este mecanismo foi também proposto para E. faecium em experimentos demonstrados
por Paganelli e colaboradores (2013) que através da inativacdo da AtIA obtiveram
significativa resisténcia a lise, reducéo da liberacdo de DNA extracelular, deficiente aderéncia
celular, decréscimo da formacgdo de biofilme e diminuicdo da hidrdlise da parede celular
quando comparados ao controle com o gene da autolisina intacto.

Ha uma série de outros fatores de viruléncia ja descritos com papel acessorio no
desenvolvimento dos biofilmes de Enterococcus, particularmente os que desempenham papel
de adesinas (ARIAS; MURRAY, 2012). Um grupo de proteinas que tem sido muito estudado
é a familia de proteinas de substancia de agregacdo (aggregation substance proteins - AS
proteins). Essas proteinas sdo codificadas por plasmideos, que também carreiam genes de
resisténcia aos antimicrobianos, e que sao responsivos a feroménios. Dentre os plasmideos
responsaveis pela expressdo de substancias de agregacdo, o pADL, que carreia 0 gene asal é o
mais estudado. Sequéncias especificas, presentes na proteina ASAL, reconhecem receptores

do tipo integrinas em células eucaridticas, e interage com fibrina, fibronectina, vitronectina,
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colageno do tipo | e trombospondina (HIRT et al.,, 2002; ROZDZINSKI et al., 2001;
SCHLIEVERTet al., 2010;WIRTH, 2000).

As proteinas denominadas Ace e Acm, caracteristicas de E. faecalis e E. faecium
(NALLAPAREDDY et al., 2003), respectivamente, pertencem a subfamilia de adesinas
bacterianas designadas MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules) um conjunto de proteinas que sdo consideradas importantes elementos nos
estagios iniciais de infeccdo pois especificamente interagem com integrantes de matriz, como
colageno, fibronectina e laminina (DUPRE et al., 2003). Entretanto, a participacdo direta
dessas adesinas na formacdo de biofilmes ainda ndo esta definida.

Potencializando a participacdo dos fatores de viruléncia,mencionados na formacéo de
biofilmes por enterococos, estd a capacidade dessas estruturas de resistir a acdo de
antimicrobianos. Biofilmes maduros podem tolerar concentragdes até 1.000 vezes superiores
aquelas necessarias para matar as células plancténicas (BOUDJEMAA et al., 2016;CHUAet
al., 2016; GARRISONet al., 2016; HOLMBERG; RASMUSSEN, 2016; LEWIS, 2001,
URISHet al., 2016). Considera-se que um dos motivos para o aumento dos niveis de
resisténcia aos antimicrobianos esteja relacionado a atividade metabdlica reduzida que €
admitida nas celulas que compdem essas estruturas. Como a maioria dos antimicrobianos age
sobre moléculas envolvidas em processos de sintese, é plausivel que o lento ou 0 nédo
crescimento das células do biofilme as tornem menos susceptiveis a acdo da droga (HZIBY et
al., 2010; RANI et al., 2007). Adicionalmente, a natureza estrutural do biofilme também
contribui para a maior resisténcia aos antimicrobianos. Para atingir as células alvo, os
antimicrobianos encontram uma barreira difusional formada pela matriz extracelular,
constituida de DNA, proteinas e polissacarideos. Tais constituintes podem interagir com o
antimicrobiano, influenciando sua atividade, ou mesmo limitar o seu acesso as células dentro
do biofilme (DONLAN; COSTERTON, 2002). A interacdo dos componentes da matriz do
biofilme com os antimicrobianos tem sido alvo de estudos. Como exemplo, pode-se citar a
natureza aniénica do alginato, reconhecido constituinte majoritario do EPS de biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa, que retém antimicrobianos catiénicos interferindo em sua acdo
(ANDERSON; O’TOOLE, 2008).

Além disso, a estrutura do biofilme possibilita a aquisicdo de determinantes de
resisténcia, por facilitar os processos de transferéncia de genes (DAVEY; O’TOOLE, 2000).
Em biofilmes, a resisténcia aos antimicrobianos, decorrente das caracteristicas inerentes a sua
estrutura e as condigdes metabolicas das células, pode ser ainda mais significativa

considerando-se o arsenal de determinantes genéticos frequentemente presentes
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nessesmicrorganismos. Assim, a transmissao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos,
como também de viruléncia, entre 0s microrganismos que estejam coexistindo em uma
mesma estrutura, particularmente em biofilmes mistos ou multiespecificos, se traduz como
uma preocupacdo adicional as acdes terapéuticas e ao controle das IRAS (AZEVEDOet al.,
2016; BHARDWAJet al., 2017; OBST et al, 2006;PEREZet al., 2014; ROBERTS;
MULLANY, 2010;WEIGEL et al., 2007).

O entendimento do comportamento das células que constituem os biofilmes,
particularmente em comparacdo aquelas em estado planctnico tem sido alvo de estudos que
ja envolveram diferentes espécies bacterianas (BOOTH et al., 2011; CABRAL et al.,
2011;FLETCHER, 1991; GOODMAN; MARSHALL, 1995; JOUENNE et al., 2004,
LATTIF et al., 2011;LEN et al., 2003; RATHSAM et al., 2005; SHIN et al., 2009; SILVA et
al., 2011; WANG et al., 2012;WELIN et al., 2004). Esses estudos tém se preocupado em
compreender o perfil de expressdo génica de células sésseis, a fim de elaborar estratégias de
controle da formagdo e manutencdo de biofilmes microbianos. Nesse sentido, o
desenvolvimento e aplicacdo de metodologias de analise protedbmica trouxeram importantes
avancgos ao estudo do conjunto de proteinas expresso pelas células, tornando-se ferramenta
fundamental para a comparacao das variadas nuances de expressdo génica entre o crescimento
plancténico e em biofilmes (LIAO et al., 2016; MOCHE et al., 2015;MUKHERJEE;
CHATTERIJI, 2008; PARK et al., 2015; PHILLIPS; BOGYO, 2005; QAYYUM et al., 2016;
STIPETIC et al., 2016; WANG et al., 2016).

Estudos de transcriptoma e protedmica tém demonstrado que genes e proteinas nas
células dos biofilmes sdo expressos diferentemente da forma de crescimento plancténico
(CABALLERO et al., 2013; DE ANGELIS et al., 2015; HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY, 2004; LOSENSKY et al., 2016; QAYYUM et al., 2016; SAUER, 2003;
WANG et al., 2012; YI et al., 2014). Tais variacfes sdo previsiveis, pois biofilmes sdo
regidos por uma interacdo complexa entre fatores fisico-quimicos e as propriedades
fisiologicas e genéticas das células que o constituem. Em um biofilme, a densidade celular é
substancialmente maior que em uma cultura com células plancténicas. A maioria das células
constituintes encontra limitacbes de nutrientes e oxigénio, bem como altos niveis de
metabolitos secundarios e fatores secretados. Consequentemente, dentro de um biofilme sdo
encontradas subpopulacdes localizadas em regides diversas, que apresentam diferentes perfis
de expressdo génica (SENEVIRATNE et al.,, 2012; SPORMAN, 2008). Essa expressao
diferencial é causa, também, da prépria heterogeneidade encontrada dentro de um biofilme,

no que tange ao gradiente de difusdo em microescalas e pode variar dependendo da espécie
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bacteriana (STEWART; FRANKLIN, 2008). Por exemplo, em Escherichia coli ja foi
demonstrado que as vias da pentose fosfato e gliclise encontram-se reprimidas nas células de
biofilmes (MUKHERJEE et al., 2011). Em contraste, em S. aureus as células permanecem
metabolicamente ativas nas fases tardias do desenvolvimento do biofilme (RESCH et al., 2006).

Varios estudos tém investigado as interacdes entre os biofilmes e as células do sistema
imune inato na tentativa de elucidar a capacidade de evasdo e persisténcia dessas estruturas.
Apesar de ainda pouco esclarecido, a resisténcia as células do sistema imune do hospedeiro tem
sido explicada pelo paradigma de sua baixa penetracdo nessas estruturas e pela observacéo da
aparente menor habilidade de fagocitar as bactérias, um processo que tem sido chamado de
“fagocitose frustrada” (CASTRO et al., 2017; COSTERTON, 2001; HANKE et al., 2012;
HZIBY et al., 2001; STEWART; GERTRUD et al., 2012; THURLOW et al., 2011).

A maioria dos estudos disponiveis foi realizada com amostras das espécies P.
aeruginosa, S. aureus e Staphylococcus epidermidis, que sobreviveram a acdo bactericida das
células do sistema imune. Nesses estudos foi observado que, apesar dos polimorfonucleares
(PMNs) terem sido capazes de fagocitar as bactérias nos biofilmes, produziram espécies
reativas de oxigénio em niveis reduzidos, quando comparado a resposta as células bacterianas
plancténicas (JENSENet al.,1990;JESAITIS et al.,2003;KRISTIAN et al., 2008; MITTAL et
al., 2004; WALKER et al., 2005). Este fato sustenta o interesse em avaliagdes que auxiliem o
entendimento da resposta do hospedeiro a presenca de biofilmes, particularmente quando se
considera que PMNs possuem um potente arsenal de compostos bactericidas, incluindo
defensinas, catelicidinas e lisozimas(NATHAN, 2006; NAUSEEF, 2007); além de uma
atividade bactericida notavel pela habilidade de produzir grandes quantidades de
intermediarios reativos de oxigénio (ROI), catalizados por NADPH oxidase. Em adicdo a
producdo de ROI, PMNs também secretam citocinas pro-inflamatoérias, incluindo TNF-a e IL-
1B, bem como quimiocinas como CXCL-2, CXCL-1 e CCL3(NATHAN,2006; WITKO
SARSATEet al.,2000).

Da mesma forma, diversos estudos ja sugeriram que biofilmes bacterianos sdo capazes
de modular a resposta de macrofagos, levando a diferenciacdo em populacdes ndo eficazes na
sua erradicacdo. Sabe-se que macréfagos, comparativamente aos PMNSs, além de possuirem
uma meia vida maior, produzirem niveis elevados de mediadores pré-inflamatorios, serem
potentes células fagociticas presentes virtualmente em todos os tecidos, exibem uma notavel
plasticidade e podem mudar sua fisiologia em resposta a estimulos diversos gerados ap06s
injuria ou infeccdo (DAVIES; TAYLOR, 2015; GINHOUX et al.,, 2014; GONZALEZ-
MEJIA; DOSEFF,2009; SERBINA et al.,2008; SILVA; CORREIA-NEVES, 2012).
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Tais estimulos sdo tipicamente produzidos por diferentes células do sistema imune
inato. Apesar dos prdoprios macrofagos expressarem, também, muitos fatores que influenciam
na sua propria morfologia, incluindo as alteracBes que ocorrem durante o processo de
fagocitose.Essas estimulos originam um espectro de populacdes de células com funcbes
distintas, representado em um extremo pela populacdo de macréfagos designada de M1 e em
outro M2 (MOSSER; EDWARDS, 2008). Nessa classificacdo, a designacdo M1 foi reservada
para macrofagos classicamente ativados, através de receptores do tipo Toll e interferon-y
(IFN-y). Os macrdofagos M1 sdo importantes efetores microbicidas que exercem suas funcoes,
em parte, através da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, em adicdo a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Ja a designacdo M2 € representada, particularmente,
por aqueles alternativamente ativados por IL-4 ou IL-13, que expressam arginase-1 (Arg-1),
receptores de manose e receptor-a de IL-4 (MOSSER, 2003). Contudo, a classificacdo de M2
foi expandida, passando a incluir essencialmente todos os outros tipos de macréfagos, mesmo
sabendo-se que células com diferengas bioguimicas e fisiologicas significativas passaram a
ser incluidas neste grupo (BRAGA et al, 2015, CHAVEZ-GALAN et al., 2015;
COMALADA et al., 2012; EDWARDS et al., 2006; MARTINEZ et al., 2008; MOOSER;
EDWARDS, 2008; NOVAK; KOH, 2012).

Todas as observacgdes ja relatadas a respeito das interacdes biofilme/resposta imune
sdo decorrentes de modificacGes genéticas em ambas as células, bacterianas ou fagociticas,
em resposta a troca de informacdes enviadas pelos produtos secretados. Contudo, células
bacterianas quando no estado de biofilmes ja apresentam modificacbes na expressdo de
diversas proteinas se comparadas ao estado plancténico. Diante disso, Scherr e colaboradores
(2013) demonstraram que macréfagos alteram o perfil de expressdo génica de biofilmes.
Anaélise por transcriptoma de biofilmes de S. aureusapds exposicdo a macréfagos revelaram
uma baixa regulacdo de mais de 550 genes dentro de uma hora. Essa repressao transcricional
foi atenuada apds 24h, e foi explicada pelo significativo grau de morte dos macrofagos nesse
intervalo. Em contraste, PMNs ndo foram capazes de alterar o transcriptoma dos biofilmes no
mesmo periodo avaliado (SCHERR et al., 2013).

Existem poucas investigacdes sobre a resposta imune a biofilmes de Enterococcus e
pode-se dizer que os estudos com E. faecium sdo praticamente inexistentes. Porém, em
relacdo a espécie E. faecalis, Baldassari e colaboradores (2005) utilizando amostras
isogénicas desta espécie e visando avaliar o papel dos exopolissacarideos, concluiram que
esses microrganismos na condi¢do de biofilmes séo capazes de sobreviver dentro de células

fagociticas. Da mesma forma, Mathew e colaboradores (2010) demonstraram que amostras de
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E. faecalis recuperadas de biofilmes, formados em dentina, foram capazes de aderir e
sobreviver dentro de macrofagos in vitro. Os autores relataram que os estas células infectadas
com E. faecalis recuperados de biofilmes produziram quantidades baixas de citocinas pré-
inflamatorias, quando comparados aos infectados com aquelas provenientes do cultivo
planctonico. Mais recentemente, Daw e colaboradores (2012) investigaram a interagdo de
macrofagos e células dendriticas com biofilmes e células plancténicas de E. faecalisin vitro.
Os autores revelaram que macrofagos e células dendriticas foram tanto capazes de fagocitar
0s microrganismos na forma de biofilmes, quanto plancténica. Porém, as bactérias associadas
aos biofilmes sobreviveram por mais tempo no interior dos macréfagos, que secretaram niveis
baixos de citocinas pré-inflamatérias.

Assim, diante do exposto, torna-se claro que os membros do género Enterococcus,que
foram reconhecidos durante muitos anos como microrganismos colonizadores do trato
gastrointestinal de seres humanos e animais, tém se mostrado capazes de exibir atributos, que
reunidos parecem ter favorecido sua persisténcia e adaptabilidade a diferentes condicGes
ambientais e hospedeiros. Dessa forma, nas Ultimas décadas, os membros deste género tém
recebido destaque especial dentre os mais importantes microrganismos resistentes a maltiplos
antimicrobianos associados as IRAS (ARIAS; MURRAY, 2012; CATTOIR; LECLERCQ,
2013; JIMENEZ-ALCAIDE et al., 2015; LOBDELL; STAMOU; SANCHEZ, 2012; ORSI;
CIORBA, 2013; VAN TYNE; GILMORE, 2014).

Particularmente amostras VRE pertencentes a espécie E. faecium, passaram a integrar
recentemente uma lista de patdgenos prioritarios divulgada pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2017; disponivel em http://www.who.int/medicines/ publications/WHO-PPL-
Short_Summary 25Feb-ET_NM_WHO.pdf?ua=1 - acesso em Marco, 2017), como
microrganismos de alta prioridade, pelo elevado risco a salude dos seres humanos, mesmo
diante das mais recentes estratégias terapéuticas. Além de exibirem um variado elenco de
genes de resisténcia e poderem estar munidos de diversos determinantes de viruléncia,
albergam complexos clonais de dispersdo global, que vem promovendo a sua escalada do
anonimato comensal para o protagonismo nos quadros infecciosos. Também, ja se mostraram
eximios na formacdo de biofilmes, que contribui para sua persisténcia, impactando
diretamente nas estratégias de controle e erradicacdo (particularmente do ambiente

hospitalar), tanto nos casos de colonizacdo quanto de infecgéo.
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O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente as diferentes caracteristicas

genotipicas e fenotipicas apresentadas por dois representantes da espécie E. faecium, sendo

uma amostra de referéncia e sensivel a diversos antimicrobianos, isolada em um periodo

anterior a Era Antibidtica e uma amostra multirresistente, oriunda de infeccdo urinaria e

isolada de uma instituicdo hospitalar no Estado do Rio de Janeiro em um periodo de surto, no

ano de 2005. Foi utilizada uma gama de metodologias moleculares e fenotipicas para

investigar as peculiaridades que distinguem duas amostras pertencentes a0 mesmo género

obtidas em épocas bastante diversas. Assim, foram objetivos especificos deste estudo:

a)

b)

d)

empregar técnicas fenotipicas e genotipicas para a caracterizagdo
fisiologica da espécie, avaliacdo da susceptibilidade a 19 antimicrobianos e
deteccdo do determinante genético envolvido na expressao da resisténcia

aos glicopeptideos (genesvan);

caracterizara amostra clinica de E. faecium, de acordo com metodologias de
tipagem molecular como eletroforese em campo pulsado — PFGE, tipagem
por sequéncia multilocus — MLSTe analise do polimorfismo numérico de

segmentos repetitivos em maltiplos loci- MLVA;

investigar determinantes genéticos de resisténcia aos antimicrobianos e de

viruléncia através de metodologia de PCR;

caracterizar elementos genéticos mdveis associados a resisténcia a
vancomicina e identificar aspectos evolutivos associados através da
investigacdo da integridade estrutural desses elementos pelo emprego de

metodologias de PCR de sobreposicéo e sequenciamento;

avaliara formacdo de biofilmes, através da medida da biomassa aderida
pelo método semiquantitativo do cristal violeta, a arquitetura dessas
estruturas e a distribuicdo dos constituintes macromoleculares (DNA e
proteinas) na substancia polimérica extracelular por microscopia confocal

de varredura a laser (CLSM);

investigar a resposta de macrofagos pertencentes a linhagem J.774 apds

interacdo com células planctdnicas ou biofilmes de ambas as
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h)
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amostras,através da dosagem de nitrito por metodologia colorimétrica e da
producdo das citocinas IFN-y; TNF-o; IL-6 e IL-10 por ensaio

imunoenzimatico;

avaliar visualmente a interacdo de macrofagos J.774 com células
planctonicas e biofilmes de ambas as amostras bacterianas pelo emprego de
CLSM;

empregar metodologia de espectrometria de massas (do tipo ESI-Q-TOF)
para identificar e comparar proteinas sintetizadas por células planctdnicas

versus biofilmes nas amostras bacterianas em estudo;

avaliar o genoma da amostra clinica CL-6729 através de sequenciamento

completo do genoma (WGS) através da plataforma Illumina.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Determinagdo de Aspectos Fenotipicos e Genotipicos de E. faecium: Caracteristicas

Gerais, Susceptibilidade aos Antimicrobianos e Tipagem Molecular

Foram avaliadas duas amostras pertencentes a espécie Enterococcus faecium.SS-1274
(derivada de NCTC 7171; ATCC 19434"), amostra tipo da espécie, de origem humana e, de
acordo com as informagdes que constam nas colecdes de cultura onde foi originalmente
depositada, € susceptivel a diversos antimicrobianos e derivada de um isolamento primario
anterior a introducdo da prética da antibioticoterapia (Orla Jensen, 1919; de acordo com dados
em http://www.hpacultures.org.uk). Ja a CL-6729 é uma amostra clinica oriunda de infecgéo
urinaria, isolada no ano de 2005 de uma paciente do sexo feminino atendida em uma
instituicdo hospitalar federal no estado do Rio de Janeiro.

As amostras bacterianas encontravam-se mantidas a -20°C em solucdo de leite
desnatado a 10% (Skim Milk, BD Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EUA) acrescido de 10% de
glicerol e integram a colecéo de culturas do Laboratdrio de Apoio Biotecnologico, do Instituto
de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IM/UFRJ), sob a coordenacéo
da Prof® Llcia Martins Teixeira. A partir dos estoques, as amostras foram reativadas apos
semeadura em meio agar sangue de carneiro (Plast-Labor Ind. e Com., Rio de Janeiro, RJ) e

incubacdo por 18 h — 24 h a 36°C+1°C, para avaliacdo da pureza e viabilidade das culturas.

2.1.1Testes Fisiolégicos Convencionais

A caracterizacdo de ambas as amostras foi reavaliada, para confirmacdo de dados,
através do emprego de testes fisioldgicos convencionais com base no proposto por Teixeira et
al. (2015). A confirmacdo do género Enterococcus foi determinada pelas caracteristicas
morfotinturiais em esfregacos corados pelo método de Gram, bem como por testes de
producdo da catalase; hidrolise da esculina em presenca de sais biliares; crescimento em
presenca 6,5%; de NaCl; hidrélise do L-pirrolidonil-p-naftilamida (PYR) e de L-leucina-p-

naftilamida (LAP). A confirmacdo da espécie foi realizada através da avaliacdo da produgéo
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de pigmento; motilidade; descarboxilagdo da arginina; utilizacdo do piruvato de sddio; e
producdo de &cidos a partir da utilizacdo dos agUcares L-arabinose, manitol, metil-a-D-
glicopiranosideo, D-rafinose, sacarose, sorbitol e D-sorbose (todos obtidos da Sigma —
Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA).Os testes foram realizados a partir de crescimento
bacteriano recente, definido como culturas puras obtidas ap6s incubacdo por 18 h — 24 h a
36°C£1°C e em meio agar sangue. A leitura dos resultados foi realizada em até sete dias de
incubagdo.As amostras de referéncia E. gallinarum SS-1228; E. casseliflavus SS-1229; E.
faecalis SS-1273 e E. faecium SS-1274 foram utilizadas como controle da qualidade dos
testes.

2.1.2 Avaliacdo da Susceptibilidade aos Antimicrobianos Através do Método de Disco
Difusdo (KIRBY-BAUER, 1966)

As amostras bacterianas foram avaliadas quanto a susceptibilidade a 19
antimicrobianos. Para tal, a partir de um cultivorecente foi feita uma suspensao bacteriana em
solucéo salina (0,85% de NaCl, USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) estéril, ajustada para
uma turbidez equivalente a escala de 0,5 McFarland (aproximadamente 1,5 x 10 UFC/mL).
Com auxilio de swabs, as suspensbes foram semeadas em &gar Miueller-Hinton (MHA,
Mueller-Hinton Agar, BD Diag.), para obtencdo de crescimento semiconfluente. Discos de
papel de filtro impregnados com os antimicrobianos foram colocados sobre o indculo. A
leitura dos halos de inibicdo foi feita apds incubacéo de 16 h — 18 h a 36°C+1°C, exceto para a
vancomicina, cujo periodo foi de 24 h.

A interpretacdo dos resultados obtidos, com a leitura dos halos de inibicdo, foi
realizada de acordo com o documento M100-S25doClinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2015). Foram testados 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina (10ug);
ciprofloxacina (5ug); cloranfenicol (30pg); eritromicina (15ug); fosfomicina (200uQ);
levofloxacina (5ug); linezolida (30upg), nitrofurantoina (300ug), norfloxacina (10ug),
penicilina (10u),quinupristina-dalfopristina (15ug), rifampicina (5ug), tetraciclina (30uQ),
teicoplanina (30ug), vancomicina (30ug), tigeciclina (15ug), doxiciclina (5ug) e discos
contendo concentragdes elevadas de estreptomicina (300pg) e gentamicina (120ug). Todos os
discos foram obtidos da Oxoid Ltd (Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). Os resultados

obtidos com os discos de vancomicina e teicoplanina foram também avaliados para
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determinacdo do fendtipo de resisténcia aos glicopeptideos. Da mesma forma, o fenotipo
HLAR foi caracterizado através dos resultados obtidos com o emprego dos discos de
estreptomicina (HLSR, high-level streptomycin resistance) e gentamicina (HLGR, high-level
gentamicin resistance) em concentragdes elevadas.

As amostras de referéncia de E. faecalis ATCC 29212, A256 (resistente a
vancomicina) e ATCC 51229 (resistente a niveis elevados de estreptomicina e de

gentamicina) foram utilizadas como controle nos testes.

2.1.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para Vancomicina por

Metodologia de Microdiluicdo em Caldo

A CIM foi determinada de acordo com os padrdes estabelecidos pelo documento MO7-
Al10 CLSI (2015).Para tal, foram preparadas solucbes 10 vezes concentradas dos
antimicrobianos. Com essas solucdes, foram feitas diluicdes duplas e seriadas em caldo
Mdeller-Hinton (MHB, Mueller-Hinton Broth, BD Diag.) para vancomicina (Sigma — Aldrich
Co.). Aliquotas de 100 pl de cada diluigdo foram distribuidas em placas de microtitulacdo de
96 pogos e de fundo em “U” (Corning Inc., Acton, MA, EUA).

Os indculos constaram de suspensfes bacterianas com turvacdo semelhante a escala
0,5 McFarland em MHB, posteriormente diluidas na razéo de 1/20 no mesmo meio de cultura.
A partir desta, foram distribuidos 10uLL em cada pogo da placa, previamente preenchido com
100ul das diluigdes dos antimicrobianos. As microplacas foram incubadas porl8 h — 24 h a
36°C+1°C. Apds o periodo de incubacédo, a CIM foi considerada como a menor concentragdo
do antimicrobiano (em pg/mL) onde n3ao foi identificado, visualmente, crescimento

bacteriano.

2.1.4 Deteccdo dos Determinantes de Resisténcia a Vancomicina

A presenca do gene vanA foi confirmada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
segundo as recomendacdes de Clark et al. (1995) e Satake et al. (1997). O DNA molde foi

extraido com o Illustra bacteria genomicPrep Mini Spin kit (GE Healthcare Life Sciences,
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Uppsala, Suécia), conforme recomendacdes do fabricante e a partir de um crescimento recente
(18h a 36°C+1°C) em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth, BD Diag.). As amostras E.
faecalis A256 (portadora do gene vanA) e E. faecalis V583 (portadora do gene vanB) foram
utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

A mistura de reagédo constou de 0,5uM de cada iniciador, 0,2 mM de uma solucéo de
dNTP (100mM de cada), 2,5U de Platinum Taqg polimerase, 1,5 mM de cloreto de magnésio
(MgCly) e &gua Milli-Q para um volume final de 100pL (todos os reagentes obtidos da
Invitrogen — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Essa mistura foi submetida a um ciclo
de 95°C por 10 min, para lise e desnaturacdo do DNA, 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 58°C por
30 seg, 72°C por 30 seg e um ciclo final de 72°C por 10 min, em um termociclador (Veriti
Thermal Cycler, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As sequéncias (direcdo 5°-3”)
dos iniciadores utilizados foram:

vanAl (foward) - CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA; e
vanA2 (reverse) —- CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA.

A deteccdo dos produtos de amplificacdo foi feita por eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen — Life Tech.) a 1,2% em tampdo TBE 0,5X (45 mM Tris, 45 mM &cido bdrico, 1
mM EDTA, reagentes obtidos da Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Apos a corrida
eletroforética, por 1h a 100V, os geéis foram corados com 0,5 pg/mL de brometo de etideo por
30 min, descorados em agua por 2 h e, posteriormente visualizados e fotografados com
auxilio do sistema MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging System Ltd., Jerusalém, Israel). As
corridas eletroforéticas foram acompanhadas de um padrdo de pares de base (100 pb DNA
Ladder, Invitrogen — Life Tech.) possibilitando, assim, estimar o tamanho dos produtos
amplificados.Produtos de amplificacdo equivalentes a 1.030 pb, indicaram a presenca do

genotipo vanA.

2.1.5 Definicdo dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Cromossémico por Eletroforese em

Campo Pulsado — PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)

A metodologia utilizada seguiu as recomendacfes de Teixeira et al. (1997). O DNA
cromossdmico foi obtido pela técnica de lise in situ. A partir de um crescimento recente, em
meio agar sangue, foram preparadas suspensdes bacterianas em 500 pL de tampéo PIV (1M

NaCl, 10mM Tris, pH 7,6), com turbidez ajustada para o equivalente ao padrdo 8 da escala de
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McFarland. O mesmo volume (500 pL) de agarose de baixo ponto de fusdo (NuSieve GTG
Agarose,Lonza, Basiléia, Suica) a 2%, confeccionada, também, em tampédo PIV, foi
adicionada as suspensfes celulares. A mistura foi, imediatamente, vertida em moldes que,
apos solidificacdo, deram origem a pequenos blocos que foram tratados para obtencdo do
DNA bacteriano.

Os blocos foram incubados com uma solucdo de lise constituida de tampé&o EC (6mM
Tris, pH 7,6; 1M NaCl; 100mM EDTA,; 1% Sarcosyl, Bio-Rad Labs.) adicionado de 1 mg/mL
de lisozima e 5 U/mL de mutanolisina (ambas obtidas da Sigma — Aldrich Co.), por 18 h — 24
ha 36°C £1°C e sob agitagéo suave.

Em seguida, a solugdo de lise foi substituida por tampdo ESP (0,5mM EDTA, pH 9,5;
1% Sarcosyl; 1mg/mL de proteinase K (Sigma — Aldrich Co.) e incubagdo por 18 h-24 h a
50°C em banho térmico. Os blocos foram, entdo, submetidos a quatro etapas de lavagem em
tampao TE [10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA, pH 7,6 (Bio-Rad Labs.)], sendo duas por 30
min e as outras duas por 1h. Apds as lavagens, os blocos foram incubados, por 2 h, em 250
pL do tampéo especifico para endonuclease de restricdo Smal (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, MA, EUA). Apds a retirada do tampdo, cada bloco foi incubado com 2U da
respectiva enzima por 18 h-24 h a 25°C, em banho térmico.

Apos o periodo de digestdo com Smal, os blocos foram fundidos a 70°C e aplicados
em gel de agarose (Invitrogen — Life Tech.) a 1,2% em TBE 0,5X. Os fragmentos foram
separados em um sistema de eletroforese em campo pulsado CHEF DRIII Variable Angle
System (Bio-Rad Labs.), por 22h a 13°C com pulsos iniciais de 5 seg e finais de 35 seg,
angulo 120° e a 6V/cm. O gel foi corado com 0,5 pug/ml brometo de etideo por 30 min,
descorado em agua por 2 h e, posteriormente, fotografado conforme descrito no item 2.1.4.

Perfis eletroforéticos de representantes clonais resistentes a vancomicina e circulantes
no Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2004 a 2010, pertencentes ao banco de dados
mantido no Laboratorio de Apoio Biotecnoldgico (IM/UFRJ), foram utilizados para fins
comparativos com o obtido pela digestdo do DNA cromossdmico da amostra CL-6729. Para
tal, foram analisados com auxilio do aplicativo BioNumericsversdo 7.6(Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica), utilizando-se o coeficiente de Dice para determinacdo dos
percentuais de similaridade e o método UPGMA (unweighted pair-group method with

arithmetic averaging)para construcdo do dendrograma.
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2.1.6 Tipagem por Sequenciamento de Multilocus — MLST (multilocus sequence typing)

A tipagem por MLST foi realizada segundo as recomendagdes Homan et al. (2002).A
metodologia utilizada fundamenta-se na amplificagdo e sequenciamento de regides internas de
sete genes de manutencao celular (housekeepinggenes) de E. faecium.

O DNA da amostra foi obtido conforme descrito no item 2.1.4. Para deteccdo de cada
alelo, preparou-se reacdes de PCR, individuais para cada gene, que constaram de 0,3uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 1), 0,2mM de cada dNTP, 1U de Platinum Taq polimerase,
2mM de cloreto de magnésio (MgCl,) e 1pL da suspensdo do DNA molde, para um volume final
de 30 pL. As condicdes da PCR foram as seguintes: 1 ciclo de 95°C por 10 min, 30 ciclos de
94°C por 30 seg, para desnaturagdo do DNA, 50°C por 30 seg, para 0 anelamento dos
iniciadores, e 72°C por 30 seg, para extensao das novas fitas de DNA, e 1 ciclo de extensdo

final a 72°C por 5 min, em termociclador.

Quadro 1 — Genes e oligonucleotideos iniciadores utilizados no esquema de tipagem por

MLST® para amostras de Enterococcus faecium

OLIGONUCLEOTIDEO / SEQUENCIA TAMANHO DO

GENE / PRODUTO (direcio 5 — 3°) AMPLICON?

adk / adenilato quinase F: TATGAACCTCATTTTAATGGG 437
R: GTTGACTGCCAAACGATTTT

atpA/ subunidade o da ATP F: CGGTTCATACGGAATGGCACA

sintetase R: AAGTTCACGATAAGCCACGG g

ddl / D-alanina-D-alanina ligase F: GAGACATTGAATATGCCTTATG 465
R: AAAAAGAAATCGCACCG

gdh / glicose 6-fosfato F: GGCGCACTAAAAGATATGGT 530
desidrogenase R: CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA

gyd/ gliceraldeido 3-fosfato F: CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 395
desidrogenase R: CATTTCGTTGTCATACCAAGC

pstS / proteina transportadora de  F: TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGAG 583
cassete de ligacdo de ATP fosfato R: CGTGATCACGTTCTACTTCC

purk/ fosforibosilaminoimidazol ~ F: GCAGATTGGCACATTGAAAGT 492

carboxilase R: TACATAAATCCCGCCTGTTTC/T

Legenda: "MLST, Tipagem por sequenciamento multilocus; “Tamanho do amplicon em pares de base; F, foward;
R, reverse.
Fonte: A autora, 2017.
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Os produtos amplificados foram submetidos a corrida eletroforética a 100 V por 1 h
em gel de agarose (Invitrogen — Life Tech.) a 1,2% em tampdo TBE 0,5X. A corrida foi
acompanhada de um padrdo de pares de base (100 pb DNALadder). Os géis foram corados,
descorados, visualizados e fotografados, conforme descrito no item 2.1.4.

Os produtos amplificados foram purificados com auxilio doDNA and Gel Purification
kit (GE Healthcare), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida, a concentracéo
de cada produto foi quantificada empregando-se oQuant-IT dsDNA BR Assay kit e o
fluordmetro Qubit (Invitrogen — Life Tech.).

As reacOes de sequenciamento foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp
Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems) contendo: 0,32 pM dos
oligonucleotideos iniciadores, 1 pL do BigDyeTerminator v3.1CycleSequencing kit (Applied
Biosystems)e de 50 ng a 100ng de DNA para um volume final de 10 pL. O ciclo de
sequenciamento foi realizado em termociclador com os seguintes parametros: 25 ciclos de
96°C por 10 min, 50°C por 5 seg e 60°C por 4 min.

Os produtos da reacdo foram sequenciados no AB 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosytems). As sequéncias foram editadas com auxilio do aplicativo de dominio puablico
BioEdit — Biological Sequence Alignment v.7.0.4 (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA) e
submetidas ao BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Em seguida, foram analisadas
no banco de dados disponivel no endereco https://pubmist.org/efaecium, para comparacao e
determinacdo do alelo de cada locus. O conjunto dos alelos determina o tipo MLST (ST)
correspondente.

Os dados obtidos foram analisados com auxilio do aplicativo de dominio publico
eBURST V3 (Imperial College, Londres, Inglaterra) disponivel no endereco
http://eburst.mist.net. A analise dos dados, baseados nos STs, deu origem a construcao de
arvores representativas do relacionamento genético (FEIL et al., 2004) entre a amostra
avaliada neste estudoe as amostras obtidas em diversas localidades geogréaficas reunidas no

banco de dados mundial (https://pubmlst.org/efaecium).

2.1.7 Andlise do Polimorfismo Numérico de Segmentos Repetitivos em Multiplos Loci —

MLVA (multilocus variable number tandem repeat analysis)

A tipagem por MLVA foi realizada segundo as recomendagdes de Top et al., (2004).

A metodologia utilizada foi baseada na amplificagéo de seis loci que apresentam repeti¢oes



45

em tandem, designados como VNTR-1, VNTR-2, VNTR-7, VNTR-8, VNTR-9 e VNTR-10.
O DNA foi obtido conforme ja descrito no item 2.1.4.

Para deteccdo de cada segmento, foi preparada uma reacdo de PCR, que constou de:
0,5M do respectivo oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 0,2mM de cada dNTP, 2,5U de
Platinum Taq polimerase, 2,5mM de cloreto de magnésio (MgCl,) e 2uL da suspensdo do
DNA molde, para um volume final de 30 pL. As condi¢6es da PCR para os seis loci avaliados
incluiram igualmente uma desnaturacgéo inicial de 95°C / 15 min e uma extensdo final de
72°C / 5 min, além das seguintes etapas especificas para amplificacdo de cada I6cus: VNTR-
1, 35 ciclos de 94°C a 30 seg, 52°C a 30 seg e 72°C a 30 seg; VNTR-2 uma primeira etapa de
10 ciclos de 94°C / 30 seg, 70°C / 30 seg, com temperatura de anelamento diminuindo de 1°C
a cada ciclo (em protocolo touchdown, PCR-TD), e 72°C / 10 min, seguido de um segundo
PCR-TD, que incluiu 30 ciclos de 94°C / 30 seg, 55°C / 30 seg e 72°C / 10 min, com o0 tempo
de extensdo aumentando 20 seg a cada ciclo; VNTR-7, VNTR-8, VNTR-9 e VNTR-10, 10
ciclos 94°C / 30 seg, 65°C / 30 seg, com reducdo de 1°C na temperatura de anelamento a cada
ciclo (PCR-TD), e 72°C / 1min, posteriormente, foram realizados 30 ciclos de 94°C / 30 seg,
55°C /30 seg e 72°C /1 min.

Quadro 2 — Caracteristicas dos loci que compdem a metodologia de analise do polimorfismo
numérico de segmentos repetitivos em mdltiplos loci (MLVA) e sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reaces de amplificacdo em cadeia da

polimerase (PCR)

) TAMANHONDA N° DE A

LOCUS REZIEnTFI)E)AO REPETIQC)ES SEQUENCIA DOS INICIADORES
Wi be  LOTONTCCTGNE
wrawa COCeTIGCCTON
wme m CRcckTwcere
wms e CCCMCATMCuonceors

Legenda: pares de base (pb); foward (F); reverse (R)
Fonte: A autora, 2017.
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Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen — Life Tech.) a 2% para os loci VNTR-1, VNTR-7, VNTR-8, VNTR-9 e VNTR-
10 e a 1% para VNTR-2, em tamp&o TBE 0,5X, durante 1 h a 100V. Os géis foram corados,
descorados e fotografados como descrito anteriormente no item 2.1.4.

A interpretacédo dos resultados foi visual e a determinagéo do tamanho dos produtos de
amplificacdo foi baseada na comparacdo com padrdes de pares de base (100 pb e 250 bp DNA
Ladder, Invitrogen — Life Tech.). Os dados obtidos foram comparados com tabelas especificas
disponibilizadas no endereco http://www.umcutrecht.nl, possibilitando a determinagdo do
namero de repeticdes em cada l6cus. O conjunto dos niumeros de repeticdes determina o tipo
MLVA (MT) correspondente.

2.1.8 Investigacdo Estrutural e Molecular de Tn1546

2.1.8.1 Determinacdo do Desenho Estrutural de Tn1546 atraves de Metodologia de PCR por

Sobreposi¢édo

Oligonucleotideos iniciadores especificos para 0s genes e segmentos intergénicos
foram utilizados para a amplificacdo das regides polimérficas de Tnl546 através da
metodologia de PCR por sobreposicdo (overlapping PCR).

A mistura da reacdo foi composta de: 0,3uM do oligonucleotideo iniciador, 0,25mM
de cada dNTP (Invitrogen — Life Tech.), 2,5mM de MgCl,, 2,5U de HotStarTagDNA
polimerase e de 1X do tampéo aditivo Q-Solution1X (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Volumes
de 3pL dos produtos de amplificacdo de Tn1546 por PCR longo foram adicionados a mistura
de reacdo. As sequéncias dos oligonucleotidoes iniciadores utilizados e posicdo de
anelamento estdo apresentados no Quadro 3. A Figura 1 é representativa de Tn1546 indicando
as regibes de anelamento dos oligonucleotideos utilizados exemplicando, portanto, a
estratégia de amplificacdo utilizada e respectivos segmentos esperados.

As etapas de ciclagem foram: 94°C por 10 min; 35 ciclos de 94°C por 1 min, 51°C por
1 min e 72°C por 1 min; e extensdo final 72°C por 15 min. Para visualizagdo dos produtos

amplificados, realizou-se uma corrida eletroforética de 2 h a 100 V em gel de agarose a 0,9%
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em tampdo TBE 0,5X acompanhada de um padrdo de pares de base de 250 pb Ladder
(Invitrogen — Life Tech.). Os géis foram corados, descorados, visualizados e em seguida
fotografados, como descrito no item 2.1.4.

Quadro 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR por sobreposicéo

(overlapping PCR) para a caracterizagdo de polimorfismos em Tn1546

Denominag&o® Sequéncia de nucleotideos (5° — 3”) Posicao (pb%) Referéncia
IR_/ IRg (P1) GGAAAATGCGGATTTACAACGCTAAG 10839-10814 Biavasco et al., 2007
ORF1 F1 (P2) ACGTTAAGAAAGTTTTAGTGG 72-92
ORF1R1 (P3) GCCCTTTTAGGAATGG 1190-1175
ORF1 F2 (P4) CATACATGCGCCATTGAGATA 1085-1105 Junget al., 2006
ORF1R2 (P5) GACACTGCCGGTTACACT 773-756
ORF1R3 (P6) ACGCACCATACAGCATCA 324-307
ORF1 A (P7) AGGGCGACATATGGTGTAACA 170-190

Biavascoet al., 2007
ORF1 B (P8) TGGTGGCTCCTTTTCCCAGTTC 907-928
ORF2 F1 (P9) CTTGCTTCCCACACCATT 2524-2541
ORF2 R1 (P10) GTTAGTCCATCCTCGCTTGAT 2780-2760 Junget al., 2006
ORF2 F2 (P11) GCCATTCTGTATTCCGCTAA 3762-3781
vanR F1 (P12) AGCGATAAAATACTTATTGT 3979-3998
Donabedianet al., 2000

vanR R1 (P13) TCGGTGGGAGTAAGGGATAA 4457-4438
vanS F1 (P14) TTGGTTATAAAATTGAAAAATAA 4649-4671

Jung et al., 2006
vanS R1 (P15) TTAGGACCTCCTTTTATC 5803-5786
vanH F1 (P16) ATGAATAACATCGGCATTAC 6018-6037

Jung et al., 2006
vanH R1 (P17) CTATTCATGCTCCTGTCT 6986-6968
vanA F (P18) GGGAAAACGACAATTGC 7153-7170

Jung et al., 2006
vanA R (P19) GTACAATGCGGCCGTTA 7885-7869
vanX F1 (P20) ATGGAAATAGGATTTACTTT 8016-8035

Jung et al., 2006
vanX R1(P21) TTATTTAACGGGGAAATC 8624-8607
vanY F1 (P22) ATGAAGAAGTTGTTTTTTTTA 9052-9072

Jung et al., 2006
vanY R1 (P23) TTACCTCCTTGAATTAGTAT 9963-9944
vanZ F (P24) TTATCTAGAGGATTGCTAGC 10148-10168 Jung et al., 2006

Legenda: foward (F); reverse (R)
Nota: 1S19, sequéncia de insercdo comumente encontrada em Tn1546.
Fonte: A autora, 2017.
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Figura 1 — Esquema representativo das regides de anelamento dos 24 oligonucleotideos
iniciadores (P) utilizados nas reacdes de PCR de sobreposicdo para a
caracterizacdo de Tn1546

POP10 P14 P15 P18 P19
P2P7P6 P35 P8 P4 P3 P12 P13 P16 P17 P20P21 P22 P23 P24
K arfl vsz> van§ > vanH > vand > v(mX>— van¥ )
1Ry, IRy
Pl 10.851 pb Pl

Legenda: As setas largas representam os genes; IRL e IRR, regiGes repetidas flanqueadoras; 10,8 kb — tamanho
total do Tn1546 prot6tipo.
Fonte: Adaptado de Lopez et al., 2010.

2.1.8.2 Deteccdo de Sequéncias de Insercdo em vanS

A identificacdo de elementos de insercéo foi realizada por meio de PCR convencional.
O painel de oligonucleotideos iniciadores utilizados esta discriminado no Quadro 4 e foi
escolhido de acordo com a frequéncia desses elementos em Tn1546, observada em estudos
anteriores (BROWN et al., 2001;FOGLIA et al., 2003; FREITAS et al., 2013;GU et al., 2009;
JUNG et al., 2006; KAWALEC et al., 2007; LEE et al., 2004; OSKOUI et al., 2010;
PALEPOUet al., 1998; SLETVOLD et al., 2010; WILLEMS et al., 1999; WOODFORD et
al., 2001; ZHU et al., 2009).

Os produtos obtidos na amplificacdo de vanS(como descrito anteriormente, no item
2.1.8.1) foram purificados inicialmente com auxilio do Ilustra GFX PCR and Gel Band
Purificationkit (GE Healthcare) e em uma segunda etapa utilizando o reagente EXoSAP-IT
(Affymetrix-USB, Santa Clara, CA, EUA), de acordo com as instruces do fabricante. Os
produtos purificados foram utilizados como molde para as reacdes de PCR realizadas como ja
descrito no item 2.1.8.1. Os oligonucleotideos de vanS(vanSF1/vanSR1, Quadro 3) também
foram utilizados em conjunto com o0s demais iniciadores designados para deteccdo das

sequéncias de insercdo.
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Quadro 4 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na detec¢do de sequéncias de inser¢do em
E. faecium CL-6729

Denominago do Sequéncia de nucleotideos SR

oligonucleotideo (direcdo 5° —37)
1IS19.F3 CCTCATTTCTTGGGAGTTT Jung et al., 2006
1S1216V F4 TGGAAGCCATTCGAGGA

Jung et al., 2006
1S1216V R4 ATTCCACTTCTTGTCTAACCC
1S1542 NW F1 GAATCGCTTTTACTGCTTCTC
Oskoui et al., 2010

1S1542 NW R1 TTCTAAAGCTGCCATATTGC

Legenda: Foward (F); Reverse (R).
Fonte: A autora, 2017.

2.1.8.3 Sequenciamento de vanS

Os produtos de vanSpurificados como descrito anteriormente (item 2.1.8.2) foram
dosados, para obtencdo das concentragdes de DNA, com auxilio de um fluorémetro (Qubit
Fluorometer, Invitrogen — Life Tech.), empregando-se reagentes especificos que compdem o
Quant-IT dsDNA BR Assay kit (Invitrogen — Life Tech). Apos isto, foram sequenciados pelo
método de terminacdo com dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), utilizando os
mesmos iniciadores das reacdes de amplificacdo de vanS (Quadro 3). Para a mistura da reacao
foram incluidos 2 pL de DNA (180 ng / yL), 5 pL de agua MiliQ, 1,5 pL de tampéo (BigDye
Terminator Sequencing Buffer, Applied Biosystems), 0,5 uL do reagente BigDye (Applied
Biosystems) e 1,0 pmol / pL do iniciador, para cada poco da microplaca de PCR (Axygen,
Union City, CA, EUA). A reacdo foi realizada em triplicata para cada par de iniciadores e,
apos uma breve centrifugacdo, a placa foi submetida a uma reacdo de PCR para
sequenciamento, com um ciclo inicial de 96°C por 1 min e 35 ciclos de 96°C por 15 seg, 50°C
por 15 seg e 60°C por 1 min e 30 seg, em termociclador.

Os produtos foram precipitados pela adi¢do a cada poco da microplaca de 30 uL de
etanol absoluto e 2,5uL. de EDTA (0,125mM). Apds centrifugacdo por 45 min a 4°C e

descarte do sobrenadante, a placa foi submetida a uma centrifugagéo invertida até atingir 700
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rpm. Finalizada esta etapa, foram adicionados 30 pL de etanol 70% a cada um dos pocos,
seguido de incubacdo em temperatura ambientepor 15 min. Em sequéncia, foi realizada uma
nova centrifugacdo invertida por 1 min a 7000rpm e a microplaca foi deixada secar
naturalmente em ambiente escuro por 1 h.

Posteriormente, as sequéncias foram lidas com auxilio do sistema 3500 Genetic
Analyzer8-CapillaryArray (Applied Biosystems), editadas com auxilio do aplicativo MEGA
6.06 (TAMURA et al., 2007) e alinhadas com sequéncias disponiveis no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). As sequéncias utilizadas como referéncia foram
M97297.1 (E. faecium, transposon Tnl546) e AF169285.1 (IS19, Enterococcus

faeciuminsertion sequence 1S19putative transposase gene, complete cds — 1.038 pb).

2.1.8.4Anélise de Predicdo de Estruturas de Modelagem para a Proteina VVanS

Baseado nas sequéncias obtidas para o gene vanS de CL-6729 e naquelas disponiveis
no GenBank (para o transposon Tn1546, regido referente a vanS), foram contruidos modelos
de predicdo de estrutura molecular da proteina. As estruturas secundarias foram feitas usando
o programa PSIPRED (BRYSON et al., 2005) e a predicdo de dominios transmembrana
usando o aplicativo TopPred 1.10 (VON HEIJNE, 1992).

2.1.8.5 Analise por PCR em Tempo Real - qPCR da Expressdo dos Determinantes de
Resisténcia a Vancomicina vanA, vanR e vanS em Biofilmes e Células Planctbnicas
de E. faeciumCL-6729

A expressdo dos genes vanA, vanS e vanR foi investigada nas diferentes formas de
crescimento, plancténico e biofilme, e na presenca ou auséncia de concentracfes
subinibitorias de vancomicina para amostra CL-6729. A amostra E. faecalis A256, resistente a

vancomicina, foi utilizada como referéncia em diversas etapas dos ensaios.
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2.1.8.5.1 Obtencdo de Células Planctdnicas e de Biofilmes para Extracdo de RNA Total:

a) células planctonicas em caldo: crescimento em caldo BHI, por 24h a
36x1°C, suplementado ou ndo com subCIM, definida neste estudo como
equivalente a 1/4 da CIM de vancomicina obtida para a amostra de
referéncia SS-1274. A CIM para vancomicina foi determinada como ja
descrito no item 2.1.3;

b) células do biofilme: biofilmes foram crescidos em placas de poliestireno
com seis pogos, no meio BHI suplementado ou ndo com subCIM de
vancomicina, por 24h a 36°C +1°C;

c) celulas plancténicas oriundas de biofilme: células ndo aderentes (em
suspensao no meio), que foramrecolhidas apds o periodo de formagéo dos

biofilmes cultivados na presenca ou na auséncia do antimicrobiano.

Apos centrifugacdo a 3.500 x g em refrigeragdo (4°C/10 min) (Eppendorf 5424 R,
Hamburgo, Alemanha), os sobrenadantes foram descartados e as células foram lavadas (nas
mesmas condicBes de centrifugacdo) com solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) e centrifugadas
novamente nas mesmas condi¢des. O sedimento foi utilizado para obtencdo do RNA total. A
combinacgdo dos parametros avaliados resultou em 12 ensaios (trés condicdes distintas / duas
avaliacbes — com e sem antimicrobiano / duas amostras bacterianas) representativos das

analises com a amostra CL-6729 e com controle A256.

2.1.8.5.2 Extracdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada seguindo as recomendacdes do ToTALLY RNA
kit(Ambion, Invitrogen — Life Tech.). As células bacterianas (obtidas como descrito em
2.1.8.5.1) foram ressuspensas em 300 pL de tampédo TE adicionado de 1 mg/mL de lisozima e
incubadas por 5 min em temperatura ambiente.

Apos lise celular, foram adicionados 300 pL de solucdo desnaturante (Denaturation
Solution, Ambion, Invitrogen — Life Tech.) acrescentada do mesmo volume de uma solucéo

contendo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (nas proporgdes estabelecidas pelo kit
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comercial). A suspensdo foi vigorosamente homogeneizada em vortex por 15 seg e em
seguida deixada em banho de gelo 5 min. Apds centrifugacdo em refrigeracdo (12.000 rpm
por 5 min a 4°C), a fase aquosa foi transferida para outro tubo (tipo Eppendorf), sobre a qual
foram adicionados 60 pL de acetato de sodio e 300 uL de fenol &cido, homogeneizados em
vortex por 15 seg e posteriormente incubado, mais uma vez, em banho de gelo 5 min. Foi
entdo realizada nova centrifugacdo por 5 min a 12.000 rpm e a fase aquosa foi transferida
novamente (para um novo tubo) e, desta vez, adicionada de 600 pL de isopropanol. As
preparacGes foram incubadas a -20°C por 30 min ou até a formacdo de um precipitado branco.
Apos centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 min, o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se
300 pL de etanol 70% em temperatura ambiente.

O extrato foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 min e o sobrenadante desprezado. O
sedimentofoi deixado secar a temperatura ambiente e, em sequéncia ressuspenso em 25 L de
agualivre de RNAses tratado com DNase | (TURBO DNA-free kit, Ambion, Applied
Biosystems) para remoc¢do de DNA contaminante e 0s RNAs foram quantificados com auxilio
do espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA).

2.1.8.5.3 Expressdo de vanA, vanS e vanR

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 0,1 pug de RNA,utilizando-se
o ImProm-11 Reverse Transcription System (Promega Co., Madison, WI, EUA). Os transcritos
foram analisados por PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), utilizando-se SYBR Green
PCR Master Mix (Invitrogen — Life Tech.), o equipamentoABI7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystems) e o respectivo software especifico (7500 software v.2.0.1) para
mensurar o Ct (cycle threshold).Para padronizacdo das condicGes da reacdo e avaliacdo dos
resultados, foi determinada uma curva padrdo para cada gene, usando diluicdes seriadas de
DNA genémico e de RNA total das amostras avaliadas. Os niveis de RNA mensageiro para 0s
genes alvo foram comparativamente investigados (AACT — método onde é possivel se
comparar os valores de C;obtidos) e normalizados para os niveis de 16S rRNA. As sequéncias
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo dos genes estdo listadas na Quadro
5.
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Quadro 5 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo da expressdo dos genes
vanA, vans, vanR e rrs

Iniciadores /Sequéncia Tamanho anci
Gene (dirogo 5 q 3) doProduto  Referéncia
) (em ph)

vanA QVanA — F: GAATGGGAAAACGACAATTGCT 11 Choi et al., 2011
QVanA - R: TTGCCATGCAAAGCTGAAAA

vans VanS — F: CCGCTGCATACAGTGAGGAT 165 Neste estudo
VanS - R: CCGTATCGGAAGAACGAGCA

vanR VanR — F: GGCACAAGCGGCCTTACTAT 156 Choi et al., 2011
VanR — R: TAACTCCAGTGGGCGAAAGG

rrs Qrrs — F: GCTTTCGGGTGTCGCTGAT 79 Neste estudo
(16SrRNA) Qrrs —R: TCACCCTCTCAGGTCGGCTAT

Legenda: F, foward (F); reverse (R); pares de bases (pb).
Fonte: A autora, 2017.

2.2 Aspectos Relacionados a Viruléncia de E. faecium: Principais Determinantes

Genéticos e Formacéo de Biofilmes

2.2.1 Caracterizacdo do Genétipo de Viruléncia

A presenca de cinco genes relacionados a expressdo de fatores de viruléncia de
Enterococcus foi investigada, a saber: asal, que codifica para a expressdo da substancia de
agregacao; cylA, da citolisina; esp, da proteina de superficie de enterococos; hyl, da
hialuronidase; e gelE, da gelatinase.

O DNA molde foi obtido conforme descrito no item 2.1.4 e o protocolo para reacdo de
amplificacdo seguiu as recomendacdes de Vankerckhoven e colaboradores (2004). A mistura
de reacdo constou de 0,8 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Quadro 6), 0,2 mM de cada
dNTP, 2,5U de Platinum Tag polimerase, 3 mM de MgCl, e 5 pL da suspensdao do DNA
molde, para um volume final de 50 pL. As condi¢bes da PCR foram as seguintes: 1 ciclo de
94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, para desnaturacdo do DNA, 56°C por 1 min,
para anelamento dos iniciadores, 72°C por 1 min para extensdo das novas fitas de DNA, e 1

ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min, em termociclador. A detec¢do dos produtos de
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amplificacdo foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampédo TBE 0,5X. Apds
a corrida eletroforética, por 1 h a 100V, o gel foi corado, visualizado e fotografado como
descrito anteriormente no item 2.1.4. As amostras de referéncia E. faecalis OG1xpAM714
(cylA™, esp”), E. faecalis OG1RF (gelE™), E. faecalis UERJ101 (asa’, esp”) e CL 8020 (hyl")

foram utilizadas como controles dos testes.

Quadro 6 — Sequéncias' dos oligonucleotideos iniciadores e tamanhos dos produtos obtidos

nas reacfes de PCR multiplex para caracterizagdo de fatores de viruléncia em

Enterococcus.
Gene / produto OIigonugIeoEide? / seguéncia Taman_ho do Referéncia
(diregdo 5° —3”) amplicon

asal/ substancia de ASA 11: GCACGCTATTACGAACTATGA 375 Vankerckhoven et al.,

agregacéo ASA 12: TAAGAAAGAACATCACCACGA 2004

el af T CYT I: ACTCGGGGATTGATAGGC 688 Vankerckhoven et al.,
CYT Ilb: GCTGCTAAAGCTGCGCTT 2004

esp/ proteina de superficie ESP 14F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510 Vankerckhoven et al.,

de enterococos ESP 12R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG 2004

hyl fhialuronidase HYL nl: ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276 Vankerckhoven et al.,
HYL n2: GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 2004

gelE/ gelatinase GEL F: ACCCCGTATCATTGGTTT 405 Gomes et al., 2008

GEL R: ACGCATTGCTTTTCCATC

Legenda: F, foward (F); reverse (R); pares de bases (pb).
Fonte: A autora, 2017.

2.2.2 Curva de Formacdo de Biofilme

Foi realizada uma analise quantitativa da biomassa aderida ao substrato em diferentes
periodos de incubacdo para construcdo de uma curva de formacéo dos biofilmes produzidos
pelas amostras bacterianas em estudo.

A metodologia utilizada para a formacdo e quantificacdo dos biofilmes de
Enterococcus foi baseada na descrita por Tendolkar et al. (2004), com algumas modificacdes.
A partir de suspensdes bacterianasem caldo BHI, com turvacdo equivalente a escala 0,5 de
McFarland, foram distribuidos 200 pL por poco de placas de microtitulacdo de poliestireno
(Corning Inc.), de fundo chato e com 96 pocos. Cada amostra bacteriana avaliada foi
distribuida em uma fileira vertical, correspondendo a oito réplicas. As placas foram incubadas
a 36°C+1°C por tempos de 2, 4, 6, 8, 18, 24, 26, 48, 72 e 74 horas. Para estes quatro Gltimos

tempos de formacédo dos biofilmes, o meio de cultura foi trocado a cada periodo de 24h.
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Imediatamente apds cada tempo de formacdo determinado, o sobrenadante contendo
as células planctonicas foi removido e os pogos lavados uma vez por adigdo de 200 pL de
solucdo salina estéril.Para quantificacdo, os biofilmes foram fixados durante 15 min pela
adicdo, a cada um dos pocos, de volumes de 100 pL de metanol 99% (Vetec Quimica Nova
Ltd., Rio de Janeiro, Brasil). Apds este periodo, o metanol foi retirado e a microplaca foi
deixada em temperatura ambiente para secagem. Em seguida, uma solucdo aquosa de cristal
violeta a 0,2% (Merck & Co. Incorporated, NJ, EUA) foi adicionada em todos 0s pocos e,
apés 15 min em temperatura ambiente, o0 excesso do corante foi removido por lavagem em
agua corrente e as microplacas foram deixadas por mais 30 min, em temperatura ambiente,
para secagem. O corante impregnado no biofilme, relativo a quantidade de massa aderida, foi
solubilizado por adi¢do de 150 pL de uma solucdo aquosa de acido acético a 15% (Quimibras
Industria Quimica S.A., Rio de Janeiro, RJ).

A quantificacdo foi realizada pela determinagdo da absorvancia, mensurada a A=570
nm, em um leitor de microplacas (Microplate Reader Model 550, Bio-Rad Labs.). Como
critério de analise, os resultados foram equivalentes a média das leituras de seis para cada oito
réplicas por amostra, ndao sendo utilizados no célculo o maior € o menor valor de densidade
otica (DOs7onm). Os valores médios obtidos foram utilizados para a construcdo de uma curva

de formacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata em oito réplicas de cada.

2.2.3 Avaliacdo da Arquitetura do Biofilme por Microscopia Confocal de Varredura a Laser

(CLSM, confocal laser scanning microscopy)

Para as avaliagdes por microscopia confocal, os biofilmes foram formados a partir de 1
mL das suspens@es celulares com turvacdo equivalente a escala 0,5 McFarland, em meio BHI,
que foram incubadas em sistemas comerciais que constam de camaras proprias
confeccionadas sobre de laminas de vidro para microscopia (Chamber slide with cover glass,
NalgeNunc International, NY, EUA) por 24h e por 72h a 36+1°C. Apds o periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi retirado e os biofilmes foram lavados com 1 mL de tampéo
fosfato-salina (PBS, 0,1M fosfato de sdédio monobasico; 0,1M fosfato de sodio dibasico; pH
7,0), para retirada das células em suspensdo (ndo aderidas ao biofilme).

Posteriormente, foi adicionada, a cada uma das cdmaras, uma solucéo de fluorocromos
contendo 1 mL de SYPRO Ruby Protein e 0,167 puM de SYTO9 (ambos obtidos Molecular
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Probes — Life Tech., Eugen, OR), para coloracéo das regides ricas em proteinas e em DNA,
respectivamente. A metodologia utilizada seguiu as recomendacfes de Frank & Patel (2007).
Apo6s incubacdo por 30 min, no escuro e em temperatura ambiente, as preparacfes foram
visualizadas em um microscopio modelo TCS-SP5 (Leica Microsystems Inc., Bannockburn,
IL, EUA) pertencente a Unidade de Microscopia Confocal, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro — ICB/UFRJ.

Para as analises ao microscopio, as condicBes utilizadas para os fluorocromos
utilizados foram as seguintes: SYPRO Ruby Protein, excitagdo a A=476 nm e emissdo
monitorada al= 610-670 nm; SYTQ9, excitacio a A=488 e emissdo a A=525 nm. As
preparacOes foram visualizadas em objetiva de 63 X,step size de 3 UM e as imagens foram
adquiridas de trés campos escolhidos de forma aleatdria.

As imagens foram analisadas com auxilio do aplicativo ImageJ 1.45 (NIH, National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) e do aplicativo Leica LAS AF versdo 2.2.0
build 4758 (Leica Microsyst. Inc.).

2.2.4 Interacdo de Macrofagos com Células Planctdnicas eBiofilmes das Amostras de E.

faecium

Para determinar os efeitos de biofilmes e de células planctdnicas sobre macrofagos da
linhagem J.774 foram realizados ensaios de interacdo em diferentes tempos de incubacéo e
avaliadas a resposta através da dosagem do nitrito e da producédo de citocinas (INF-y; TNF-a;
IL-6 e IL-10).

2.2.4.1 Obtencdo dos Macréfagos

Macrofagos da linhagem J.774 estavam mantidos em nitrogénio liquido (-196°C) na
Colecdo de Cultura da Disciplina de Microbiologia e Imunologiae foram gentilmente cedidos
pelo Prof. Jodo Ramos da Costa Andrade do Departamento de Microbiologia, Imunologia e

Parasitologia, da Faculdade de Ciéncias Médicas, UERJ.
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A partir do estoque, os macréfagos foram processados em 5 mL deDulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM) suplementado com 5% de glutamina e 10% de soro fetal
bovino (SFB) distribuidos em frascos T-25 (Sigma — Aldrich Co.), até a obtencdo de uma
camada confluente de células. Apo6s confluéncia acima de 95%, o tapete decélulas foi lavado
duas vezes por adicdo de PBS aquecido a 37°C (5 mL por vez)eadicionado de EDTA 0,02M
refrigerado a 4°C. Em seguida os macrofagos foram recuperados por raspagem (Cell Scraper,
TPP Techno Plastic Products AG, Suica) e ressuspensos em DMEM. Paraa avaliacdo da
viabilidade celular e contagem, foi utilizado o ensaio de excluséo do azul de tripan, para isso
foi preparada uma solucdo contendo 75 pL de PBS 1X adicionados de 1 pL da suspensao
celular e 24 pL da solugdo de Azul de tripan 0,1% (v/v). Posteriormente, 10 pL da solugéo
resultante foram adicionados a camara de Neubauer para contagem. Essemétodo permite
detectar células inviaveis, cuja membrana, por apresentar danos, permite aincorporagdo do
corante e coram-se em azul; enquanto que as células viaveis, porapresentarem membrana
integra, blogueiam a passagem do corante, ficando transparente. Suspensfes de macrofagos
em meio DMEM ajustadas para 5 x 10° células/mL, foram distribuidas em placas de cultura

de células com 12 pocos (1 mL / poco).

2.2.4.2 Obtencéo de Células Planctdnicas

As amostras bacterianas foram cultivadas em meio BHI, durante 24 h a 36°C+1°C.
Apos o periodo de incubacdo, os tubos correspondentes ao crescimento plancténico em BHI
foram centrifugados por 10 mim a 14.000 x g, o sedimento foi lavado uma vez por adi¢cdo de

1 mL de PBS e em seguida as células bacterianas foram ressuspensas em meio DMEM.

2.2.4.3 Obtencdo dos Biofilmes

Para formacdo dos biofilmes, volumes de 3 mL de suspensbes bacterianas
confeccionadas em meio BHI e apresentando turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland

foram distribuidos em placas de poliestireno, de fundo chato com 12 pocos. Apos incubacdo
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por 24h a 36°C+1°C, os biofilmes aderidos ao fundo dos pocos das placas foram lavados uma

vez com PBS e ressuspensos em DMEM para os ensaios de interagdo com macrofagos J.774.

2.2.4.4 Padronizacdo do numero de unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL)

A contagem de células planctdnicas foi obtida a partir de um cultivo em 3 mL de BHI.
Apds 24h de incubacgdo a 36°C+1°C, foram realizadas dilui¢Oes seriadas de cada amostra em
salina fisioldgica estéril até 10°. A sequir, 10 pL de cada diluicdo foram semeadas em meio
BHI agar e incubados por 24h a 36°C+1°C. Apos o periodo de incubacdo, as colénias foram
contadas e o valor das unidades formadoras de coldnia por mililitro calculado. As placas
utilizadas para contagem foram as que apresentaram entre 30 e 300 col6nias.

Biofilmes foram formados a partir de suspensdes bacterianas em caldo BHI, com
turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland, foram distribuidos 3 mL por poco de placas
de microtitulacdo de poliestireno (Corning Inc.), de fundo chato e com 12 pocos (TPP Techno
Plastic Products, Trasadingen, Suica). Apos 24h de incubacao a 36°C+1°C, biofilmes foram
lavados uma vez com 500 pL de salina fisioldgica estéril (NaCl 0,85%). Biofilmes foram
retirados por raspagem e ressuspensos em 1 mL de solucdo salina estéril. A solucdo de
biofilme foi adicionada a 9 mL de salina esteéril e sonicado em banho (Bransonic Ultrasonic
Cleaner 2210R-MT) por 5 min a 40 Hz. Em seguida foram realizadas dilui¢bes seriadas em
solucdo salina estéril até 10°. Em seguida, 10 pL de cada diluicdo foram semeadas em meio
BHI &gar e incubados por 24h a 36°C+1°C. Ap0s o periodo seguiu-se como descrito

anteriormente para as células planctonicas.

2.2.4.5 Ensaios de Interacdo com Macrofagos J.774

Volumes de 25 pL das suspensdes bacterianas padronizadas, a uma taxa de
multiplicidade de infeccdo de 10:1 (bactéria/macrofago), foram distribuidas em pocos
distintos para os ensaios de interacdo das amostras de E. faecium CL-6729 e SS-1274 com

macrofagos.
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Os ensaios bactérias planctonicas ou biofilmes versus macrofagos foram incubados a
36°C£1°C, em atmosfera enriquecida com 5% de CO,, por periodos de 30 min, 2 h e 24 h.
Apos cada periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram coletados, filtrados com poro 0,22
um (Kasvi; Curitiba, Brasil) e estocados a -20°C ou imediatamente avaliados, quanto aos
parametros especificados a seguir.

2.2.4.5.1 Dosagem de Oxido Nitrico

A concentragdo de Oxido nitrico nos sobrenadantesprovenientes dos ensaios de
interacdo foi determinada pelo empregoda metodologia do reativo de Griess (DING et al.,
1988). Aliquotas de 50 pL, coletadas apds cada um dos periodos de interagdo com
macrofagos (30 min, 2 h e 24 h), foram adicionadas a igual volume do reativo de Griess,
constituido de 1:1 da solucdo A (1% (p/v) de sulfanilamida em 5% de &cido ortofosférico) e
da solucédo B(0,1% (p/v) de naftiletileno diamina dihidroclorido). Apds incubagdo por 10 min
em temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorvancia, em leitor de microplaca
(Microplate Reader Model 550, Bio-Rad Labs.) a A = 540 nm. A concentragdo de nitrito
(NO2) nos ensaios foi determinada utilizando uma curva padrdo confeccionada para uma

faixa de concentracdo de 1 uM — 100 puM de nitrito de sddio (NaNO,).

2.2.45.2 Avaliacdo da Resposta de Macréfagos J.774 ApoOs Interacdo com Células

Planctonicas e Biofilmes de E. faecium

Os niveis das citocinasTNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10 foram quantificados nos
sobrenadantes ap0Os interacdo de E. faecium com macrofagos J.774 por ensaio
imunoenzimatico de captura — ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se o
OptiEIA ELISA kit (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e de acordo com as recomendac6es
do fabricante, com algumas modificacdes. Para tal, placas de poliestireno contendo 96 pocos
de fundo chato e apropriadas para ELISA (Maxsorp, Thermo Fisher) foram sensibilizadas
com 50 pL, em cada poco, de anticorpo de captura (1:250 em tampdo carbonato de sddio

0,1M, pH 9.5) e incubadas overnight a 4°C. Apds incubacdo, os pogos foram lavados trés
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vezes com 200puL / pogo de solucdo de lavagem (PBS; 0,05% Tween-20) e bloqueadas com
200 pL / pogo de solugdo de PBS acrescido de SFB a 10%, durante 1h em temperatura
ambiente. Posteriormente, os pocos foram lavados por trés vezes com 200 pL de solucgéo de
lavagem por poco e adicionados de 50 pL dos sobrenadantes coletados apds os ensaios de
interacdo. Apos incubagdo por uma noite a 4°C, os pocos foram lavados por cinco vezes e
adicionados de uma solucéo (working detector) contendo o anticorpo de deteccdo biotinilado
(IFN-y, IL-6 ou IL-10) e o complexo streptavidina conjugada aenzima peroxidase (SAv —
HRP). A solucdo foi preparada por adigdo do anticorpo de deteccdo na proporgéo 1:250 (para
IL-6 faz-se 1:500) em PBS (acrescido de 10% de SFB) e adicionada do complexo enzimatico
de forma a também obter uma propor¢do de 1:250. Foram distribuidos 50 pL / poco da
solugéo de working detector e incubados por 1h em temperatura ambiente.

Para deteccdo de TNF-a, o anticorpo foi diluido 1:250 em solugdo de PBS (contendo
10% de SFB), adicionados 50 pL aos pocos e a placa incubada por 1h em temperatura
ambiente. Ap0s incubacdo, os pocos foram lavados 5x como descrito anteriormente e
adicionados de 50 pL do complexo enzimatico diluido 1:250 em solucéo de PBS acrescido de
SFB a 10%. A placa para deteccdo de TNF-a foi incubada por 30 min em temperatura
ambiente.

Apos o tempo de incubacdo determinado, os pocos foram lavados por sete vezes pela
adicdo de 200 pL de solucdo de lavagem e adicionados de tetrametilbenzidina (TMB,
ThermoFisher) em tampéo citrato-fosfato (0,1 M &cido citrico; 0,1 M Na,HPQ,, pH 5,0), por
30 min em temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, a reacao foi parada com 25
uL da solucdo H,SO,4 2N e medida em espectrofotometria a uma absorbancia de a A = 450 nm
¢ A =570 nm dentro de até 30 min apds adi¢do da solucéo de parada.

Uma curva padrdo foi realizada por diluicdo seriada dos anticorpos recombinantes na
razdo % em PBS, acrescido de 10% de SFB, a fim de obter uma escala na concentracdo dos
anticorpos com concentracao final de 2000 pg (para IFN-y e IL-10) e 1000 pg (para TNF-a e
IL-6). Foram confeccionados duplicatas para cada concentracdo desejada na curva padrao.
Como controle negativo foram mantidos trés pogos contendo somente DMEM em todos 0s
testes.

Os valores médios obtidos na curva para cada concentracdo foram utilizados para
construcdo de uma curva padrdo onde os valores medios obtidos para as amostras foram
inseridos na equagdo da reta, obtendo-se a concentragcdo de cada citocina presente nos

sobrenadantes apds 0s ensaios de interagéo.



61

2.2.4.5.3 Anélises Estatisticas

Os valores obtidos nas dosagens das concentragcbes de NO, e das citocinas foram
avaliados através de analise da variancia monocaudal (One-way ANOVA) com posteriores
comparacoes pelo teste de Tukey. As analises foram realizadas com o aplicativo GraphPad
Prism v 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Foram considerados significativos
valores de p<0,05.

2.2.4.5.4 Avaliagdo por CLSM da Interacdo entre Biofilmes e Células Planctbnicas de E.
faecium CL-6729com Macrofagos J.774

Os biofilmes foram formados em camaras especificas como ja descrito no item 2.2.3,
por 24 h a 36°Cx1°C. Posteriormente, foram corados pela adicdo de um volume de 200 pL do
fluorocromo SYPRO Ruby Protein(MolecularProbes — Life Technologies, Eugen, OR), a cada
uma das camaras. Apés incubacdo por 30 min protegidos da luz, os biofilmes foram lavados
uma vez por adicdo de 500 pL de PBS para retirada do excesso do corante.

Para os ensaios com células planctonicas, 500 pL de uma cultura recente em meio BHI
(obtida ap6s incubacdo por 24 h a 36°C+1°C) foram transferidos para tubos tipo Eppendorf e
centrifugados por 10 min a 14.000 x g. O sedimento foi lavado por centrifugacdo nas mesmas
condicdes descritas anteriormente com 500 uL de PBS, o sobrenadante descartado e as células
bacterianas foram coradas com 200 pL do fluorocromo SYPRO Ruby Protein
(MolecularProbes — Life Technologies, Eugen, OR), durante 30 min e protegidas da luz. Apo6s
coloracdo, os tubos foram centrifugados (10 min a 14.000 x g), o sedimento foi lavado uma
vez com 500 pL de PBS (para retirada do excesso do corante), o sobrenadante descartado e as
células bacterianas coradas foram ressuspensas em 100 pL de PBS.

Os macrofagos J.774 foram obtidos, processados para atingir confluéncia e, em
seguida, os tapetes celulares foram destacados das garrafas de culturas de células como
descrito no item 2.2.4.1. Posteriormente, volumes de 1 mL da suspensdo de macréfagos foram
transferidos para tubos tipo Eppendorf, centrifugados (por 10 min a 2.500 rpm, em
refrigeracdo 4°C), o sobrenadante descartado e o sedimento foi lavado uma vez por adi¢do de

1 mL de PBS. Apos descarte do sobrenadante, os macréfagos foram corados pela adigdo de
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0,167 uM do fluorocromo SYTO9 e incubados por 1 h protegidos da luz. Os tubos foram
centrifugados por 10 min a 2.500 rpm, o sedimento lavado uma vez por adigédo de 1mL de
PBS (para a retirada do excesso de corante) e, em sequéncia, ressuspenso em 100 pL de PBS.

Para os ensaios de interacdo, 50 pL da suspensdo de macr6fagos corados com
SYTO9foram adicionados as cAmaras contendo os biofilmes aderidos e corados com SYPRO
Ruby Protein. Da mesma forma, 50 pL da suspensdo de macrdfagos corados e igual volume
da suspensdo de células bacterianas plancténicas coradas com SYPRO Ruby Protein foram
depositados nas camaras de vidro especificas para CLSM. Apds periodos de 30 mine de 1 h
de contato bactérias / macréfagos, 50 puL do éleo antifade (Prolong Gold Antifade Mountant,
Molecular Probes) foi acrescentada as preparacdes, que foram visualizadas e as imagens
analisadas como ja descrito no item 2.2.3.

2.3 Panoramas Proteico e Gendmico de E. faecium

2.3.1 Andlise dos Perfis Protéicos de Biofilmes e Células Planctbnicas de E. faecium

2.3.1.1 Extracdo das Proteinas Totais

As células planctbnicas foram obtidas a partir de cultivos em meio BHI por 24 h a
36°C+1°C. As culturas foram centrifugadas por 20 min a 1.300 x g, o sobrenadante
descartado e as células bacterianas lavadas em 3,0 mL de solucédo salina estéril (nas mesmas
condicdes de centrifugacdo) e, posteriormente, foram utilizadas nos processos de obtencédo de
proteinas totais.

Os biofilmes foram formados a partir do indculo de 3mLde uma suspensdo bacteriana
confeccionada em meio BHI, apresentando turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarlandem
placas de poliestireno, de fundo chato com 12 pocos. Apo6s o periodo de incubacdode 24 h a
36°C+1°C, o meio de cultura foi cuidadosamente aspirado e os biofilmes lavados com solucéo
salina estéril (para retirada das bactérias ndo aderentes). Os biofilmes foram retirados com

raspador de células (cell scraper) e ressuspensos em solucdo salina estéril. As suspensdes
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foram centrifugadas 1.300 x g por 20 min e em refrigeracdo (a 4°C), e os sedimentos
contendo os biofilmes foram utilizados para obtencdo de extratos de proteinas totais.

O protocolo de extragdo das proteinas totais seguiu as recomendacfes de Merquior et
al. (1994). As células planctonicas e os biofilmes foram ressuspensos em 0,25 mL de solucéo
aquosa contendo 10mg/mL de lisozima e 40U de mutanolisina(ambas enzimas obtidas da
Sigma — Aldrich Co.), que foram incubadas em banho térmico a 36°C+1°C por 2h. Apds esta
etapa, foi adicionado igual volume de tampdo de tratamento da amostra (Laemmli Sample
Buffer, Bio-Rad Labs.) adicionado de 5% de 2-mercaptoetanol (v/v) e, em seguida, cada
preparacdo foi aquecida a 100°C por 5 min. Apds este periodo, as preparacGes foram
centrifugadas a 1.000 x g por 5 min e os sobrenadantes (extratos de proteinas totais) foram

utilizados para as analises eletroforéticas.

2.3.1.2 SDS-PAGE

O procedimento de SDS-PAGE descontinuo foi realizado atraves de uma modificacéo
do protocolo descrito por Laemmli (1970). Preparacfes soluveis foram aplicadas em
reservatorios do gel de empilhamento, contendo acrilamida na concentracéo final de 4% (p/v)
em tampéo Tris-HCI 0,5M (pH 6,8). O gel de separacao foi constituido de acrilamida a 10%
(p/v) em Tris-HCI 1,5M (pH 8,8). O tampéo de corrida foi composto de Tris-HCI 0,025M e
glicina 0,192M (pH 8,3). A concentracdo final de SDS tanto nos géis como no tampéo
utilizado na cuba foi de 0,1% p/v (todos os reagentes obtidos da Bio-Rad Labs.). A
eletroforese foi realizada em um sistema Mini-Protean Il (Bio-Rad Labs.), sob corrente
constante de 30 mA. PadrGes de pesos moleculares (Precision Plus Protein Dual Color
Standards, Bio-Rad Labs.) foram incluidos em cada corrida eletroforética.

O final da corrida foi evidenciado pela chegada do corante indicador, constituinte do
tampdo de tratamento da amostra,Laemmli Sample Buffer (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad
Labs) a base inferior do gel. Os géis foram corados com uma solu¢do contendo 0,125% (p/v)
de Coomassie Blue R-250 (Sigma — Aldrich Co.) em metanol:acido acético:agua na propor¢édo
5:1:4, e descorados com a mesma solucdo solvente. As imagens dos géis foram adquiridas sob
luz branca, pelo sistema MiniBis Pro. As bandas de interesse foram excisadas dos géis para

serem avaliadas por espectrometria de massa. Foram consideradas bandas de interesse aquelas
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que mostraram diferencas qualitativas e quantitativas entre os perfis proteicos obtidos de

células planctonicas e de biofilmes.

2.3.1.3 Analise das Proteinas por Espectrometria de Massas - ESI-Q-TOFMS(electrospray

ionisation time-of-flight mass spectrometry)

As bandas excisadas em tiras de géis de SDS-PAGE foram tratadas com 100 pL de
solugdo de 50% (v/v) de acetonitrila(Sigma-Aldrich,EUA)em 25 mM de bicarbonato de
amonio, pH 8,0(Sigma-Aldrich,EUA), até serem totalmente descoradas. Em sequéncia, foram
desidratadas com 200 pL de acetonitrila (100%)por 5 min, secas a vacuo (Eppendorf
Vacufuge Concentrator, Fisher Scientific, EUA) por 15 min e reduzidas com100uLde uma
solugdo de 1,5 mg/mL de dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich,EUA) em bicarbonato de
amonio 100 mM (pH 8,0). Posteriormente, foram entdo alquiladas com 100 pL de uma
solugédo de 50 mM de iodoacetamida (Sigma-Aldrich,EUA), durante 30 min, em temperatura
ambiente, lavadas em 200uL de bicarbonato de amodnio a 100 mM (pH 8,0) por 10 min e mais
uma vezdesidratados em solucdo de acetonitrila (100%). Apds nova etapa de secagem a
vacuo, as preparacdes foram reidratadas e as proteinas digeridas in gel com uma solucéo
contendo 20 ng/mL de tripsina (Promega Co.)confeccionada em 50 mM de bicarbonato de
amonio (pH 8,0), por um periodo de 24 h a 36°C+1°C.

Os peptideos foram extraidos com uma solu¢do5% (v/v)de acido formico e 50% (v/v)
de acetonitrila, por 30 min, secos por 1 h a vacuo e, em seguida, ressuspensos em solucédo de
acido férmico a 0,1% e acetonitrila a 3% (v/v). ApoOs agitacdo em vortex por 10 seg, as
preparacfes foram centrifugadas a 14.000 rpm,durante 5 min. Os sobrenadantes foram
coletados para analise através de ionizacdo por electrospray em analisador quadruplo do
tempo de voo (ESI-Q-TOF MS)em um instrumento do tipo Q-Tof Micro (Waters
Corporation, Milford, MA, EUA) acoplado a um NanoUPLC (Nanoaquicty, Waters Co.),
pertencentes a Unidade de Espectrometria de Massas e Protedmica, do Centro de Ciéncias de
Salde, da Universidade Federal do Rio de Janeiro(UEMP/CCS/UFRJ, Rio de Janeiro, RJ).

Os dados brutos das sequéncias peptidicas foram processados com auxilio do
aplicativo Data Explorer 4.2 (Applied Biosystems), para serem identificados utilizando o
banco de dados do NCBInr, através do MASCOT (Matrix Science Ltd., disponivel em

http://www.matrixscience.com), na base Bacteria (Eubacteria).
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O valor de p < 0,01 foi inferido como parametro limiar (treshold) na caracterizagdo
dos peptideos, que foram analisados em ESI-Q-TOF, para identificagdo em MS/MS lon.
Todos os resultados (matches) foram conferidos visualmente em relagdo aos espectros
originais obtidos, considerando identificacdes validas somente aquelas, cujas proteinas
apresentavam trés ou mais peptideos diferentes, desde que pelo menos um apresentasse cinco
residuos sequenciados consecutivamente na serie Y, B ou ainda de forma complementar. Em
caso de um numero inferior a trés peptideos, foi confirmada como identificacdo valida, a
presenca de pelo menos um peptideo com no minimo sete residuos de &cidos aminados
sequenciados consecutivamente na série Y e/ou B ou complementar. Também foi aceito como
identificacdo valida da proteina com menos de trés peptideos, desde que um dos peptideos
apresentasse 100% de identidade exclusiva para a proteina identificada. A analise funcional
das proteinas foi realizada através do bando de dados Uniprot acoplado ao EMBL-Bank
(http://www.ebi.ac.uk/embl). As analises foram feitas em triplicata técnica.

Os dados obtidos que também fizeram parte de trabalhos anteriores do grupo
(MONTEIRO DA SILVA, 2012) foram utilizados para uma avaliacdo conjunta do perfil
protedmico com o gendmico determinado por sequenciamento do genoma completo da

amostra CL-6729 e conforme especificado abaixo.

2.3.2 Sequenciamento do Genoma Completo (WGS — whole genome sequencing) da Amostra
E. faecium CL-6729

O sequenciamento do genoma completo foi realizado conforme a instrucdes descritas
por Tran et al. (2013); Been et al. (2015) e Pinholt et al. (2015). O DNA gendémico foi obtido
utilizando o Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega, Madison, WI, USA) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para isso, 0 DNA da amostra CL-6729 foi obtido a partir de
um crescimento recente (18h-24h 36°C + 1°C) em meio TSB. Apds isto, 1 mL da cultura foi
transferido para um tubo eppendorf e centrifugado a 14.000 x g por 2 min. O sobrenadante foi
removido e as células ressuspensas em 480 puL de EDTA 50 mM. Foram adicionados 120 pL
de lisozima (10 mg/mL) e incubados por 1h a 36°C + 1°C. Apds o periodo de incubacéo, as
células foram centrifugadas (14.000 x g/ 10 min) e o sobrenadante removido. As células
foram ressuspensas em 600 pL de solugcdo de lise e incubadas a 80°C por 5 min.

Posteriormente, 3 pL de solucdo de RNAse foram adicionados as celulas lisadas e
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homogeneizadas por inversdo do tubo. A seguir, foram adicionados 200 pL de solucdo de
precipitacdo de proteina e o pellet vortexado por 20 min. Apds incuba¢do por 5 min no gelo, o
lisado celular foi centrifugado a 14.000 x g por 3 min. O sobrenadante foi transferido para um
novo eppendorf de 1,5 mL adicionado de 600 pL de isopropanol e homogeneizado por
inversdo. O DNA foi centrifugado a 14.000 x g por 2 min, 0 sobrenadante aspirado e
adicionados 600 pL de etanol 70%. Apds homogeneizacdo por inversdo o pellet foi
centrifugado como anteriormente e o etanol aspirado. Por fim o DNA foi reidratado com 100
WL de solucdo de reidratacédo, incubacdo por 1h a 65°C e estoque a 4°C.

As amostras foram sequenciadas na plataforma Illumina Hiseq (llumina, EUA). Uma
bibilioteca paired-endfoi construida utilizando a plataforma Nextera XT DNA (lllumina). As
bibliotecas geradas foram concatenadas e anotadas utilizando a plataforma PATRIC 3.2.75
(University of Chicago, Chicago, IL). A anotacdo de genes associados a viruléncia, ao
metabolismo celular e a resisténcia aos antimicrobianos tambem foi realizada utilizando a
plataforma CGE (Center for Genomic Epidemiology, Dinamarca). Para obtencdo de um mapa
circular do genoma, foi utilizado o aplicativo CGView (STOTHARD et al., 2005).

Também foi avaliada a presenca de elementos mdveis como sequéncias de insercao e
de fagos, através do emprego das ferramentas ISFinder (http://wwwe-is.biotoul.fr) e
PHAST (Phage Search Tool — http://phast.wishartlab.com), respectivamente. A tipagem por
MLST foi também realizada in silico através da plataforma PATRIC 3.2.75.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacdo de Aspectos Fenotipicos e Genotipicos de E. faecium: Caracteristicas

Gerais, Susceptibilidade aos Antimicrobianos e Tipagem Molecular

A caracterizacdo fisiologica pelo emprego de uma bateria de testes fisioldégicos
especificos confirmou a identificacdo de E. faecium para ambas amostras bacterianas
incluidas neste estudo. Entretanto, os resultados foram discordantes em dois dos testes
empregados: utilizagdo de sorbitol e de rafinose. Nestes testes a amostra CL-6729 apresentou
resultado positivo em ambos; enquanto que, SS-1274 foi negativa. Cabe ressaltar que o0s
resultados para estes testes podem ser varidveis na caracterizacdo desta espécie, de acordo
com Teixeira et al. (2015). Assim pode-se considerar que as amostras estudadas pertencem a
bidtipos distintos.

Os testes de susceptibilidade por disco-difusdo revelaram que a amostra SS-1274,
conforme esperado,foi sensivel para a maioria dos antimicrobianos testados. Em
contrapartida, a amostra clinica CL-6729 foi resistente a 11 dos 19 antimicrobianos testados,
reunindo seis classes diferentes, exibindo um perfil de multirresisténcia.

As andlises da susceptibilidade aos antimicrobianos revelaram também que a amostra
CL-6729 apresentou resisténcia concomitante a vancomicina e a teicoplanina, que caracteriza
o fendtipo VanA. O fenotipo VanA, identificado por metodologia de disco-difusdo, foi
referendado nos testes de avaliagdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), por
microdiluicdo em caldo. O valor da CMI para vancomicina da amostra clinica CL-6729 foi >
64 pg/mL; enquanto que, para SS-1274 foi de 0,5 pg/mL. Através da metodologia de PCR foi
possivel confirmar os achados com os testes fenotipicos diante da deteccdo de produtos de
amplificacdo especificos do gendtipo vanA. Além disso, CL-6729 também exibiu os fenotipos
de resisténcia, HLGR e HLSRidentificados pelo emprego de discos apresentando
concentragdes elevadas de gentamicina e estreptomicina, respectivamente.

As caracteristicas fenotipicas e genotipicas avaliadas para ambas as amostras incluidas

neste estudo estdo apresentadas no Quadro 7.
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Quadro 7 — Caracteristicas fenotipicas e genotipicas das amostras de Enterococcus faecium

utilizadas neste estudo

Amostras /
Testes fenotipicos e genotipicos Resultados obtidos nos testes
SS-1274 CL-6729
Caracterizagdo fisiol6gica®:
Coloragdo de Gram Cocos Gram + Cocos Gram +
Producéo de catalase - -
Hidrdlise da esculina em presenca de bile + +
Crescimento em meio contendo NaCl a 6,5% + +
Produgdo de pirrolidonilarilamilase + +
Producéo de leucina-aminopeptidase + +
Decarboxilacdo da arginina + +
Motilidade - -
Produgdo de pigmento - -
Utilizacéo de piruvato de sédio - -
Utilizagdo dos agUcares:
Avrabinose + +
Manitol + +
Metil-a.-D-glicopiranosideo - -
Rafinose - +
Sacarose + +
Sorbitol - +
Sorbose - -
Susceptibilidade aos antimicrobianos®:
Ampicilina S R
Ciprofloxacina S R
Cloranfenicol S S
Doxaciclina S S
Eritromicina R R
Estreptomicina® S R
Fosfomicina S S
Gentamicina® S R
Levofloxacina S R
Linezolida S S
Nitrofurantoina S S
Norfloxacina R R
Penicilina S R
Quinupristina/Dalfopristina S S
Rifampicina R R
Tetraciclina S S
Teicoplanina S R
Tigeciclina S S
Vancomicina S R
Concentragdo minima inibitéria (em pg/mL) de 05 - 64
. . 5 y -
vancomicina
Genétipo vanA® - +

Legenda: +, teste positivo; —, teste negativo; S, sensivel; R, resistente.

Nota: *Derivada de NCTC 7171 / ATCC 19434"; ?Realizado e interpretado segundo Teixeira et al. (2015);
*Método de difusdo em 4gar, segundo CLSI 2009 e 2015; “Discos contendo concentracdes elevadas
(120 pg de estreptomicina e 300 pg de gentamicina); °Método de microdiluicdo em caldo, segundo
CLSI 2009 e 2015; ®Deteccdo do gendtipo de resisténcia por metodologia da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), conforme descrito em Materiais e Métodos.

Fonte: A autora, 2017.
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Os resultados obtidos com a técnica PFGE demonstraram que a amostra em estudo
CL-6729 apresentou indice de similaridade de até 80% com outras amostras de origem
clinica, isoladas no periodo de 2004 a 2006 e pertencentes a colecdo de culturas de
Enterococcusmantida por nosso grupo. Os perfis de PFGE foram submetidos a analise de
similaridade pelo emprego do coeficiente de Dice e foi construido um dendrograma utilizando
0 algoritmo UPGMA, com auxilio do software BioNumerics, conforme pode ser observado na
Figura 2.

Adicionalmente, E. faecium CL-6729 foi caracterizada como pertencente ao MT-12,
pela metodologia de MLVA, e ao ST-78, de acordo com os resultados obtidos por MLST. O

agrupamento de acordo com o ST e 0 MTtambém pode ser observado Figura 2.

Figura 2 — Dendrograma representativo do arranjo obtido pela metodologia de PFGE®,
reunindo dados adicionais de tipagem por MLVA? e MLST?, susceptibilidade &

vancomicina e ano de isolamento das amostras clinicas de Enterococcus faecium
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CL 8797 159

Legenda: 'Eletroforese em campo pulsado, sequenciamento de maltiplos loci; “Anélise do polimorfismo numérico de
segmentos repetitivos em mdltiplos loci; *Tipagem por sequenciamento de multilocus; VAN, vancomicina;
R, resistente; A seta vermelha destaca a amostra CL-6729.

Fonte: A autora, 2017.
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Utilizando o algoritmo EBurst v3 foi possivel obter a construcdo de uma arvore
filogenética que inclui STs observados na América do Sul. Como observado na Figura 3, ST-
78 foi fundador do complexo clonal agrupando varios STs associados as amostras de
pacientes hospitalizados em diferentes paises da América do Sul (Brasil, Argentina, Chile,

Peru e Paraguai).

Figura 3 — Diagrama representativo do relacionamento filogenético dos tipos determinados
por metodologia de tipagem por sequenciamento multilocus (MLST), localizando
0s ST 78 (sequence type 78) associados as amostras de pacientes hospitalizados da

América do Sul!

660
616

Legenda; Os nimeros representam os STs; a espessura dos pontos € representativa da quantidade de amostras
pertencente ao respectivo ST depositadas no banco de dados; as linhas ligam os STs relacionados;
distancias sequenciais entre STs interligados representam o nimero de alelos que variaram.

Nota: *Dados complementares obtidos do banco de dados disponivel em http://Amww.mlst.net

Fonte: A autora, 2017.

Assim, os resultados obtidos com o emprego da tipagem molecular por PFGE e
MLVA determinaram que a amostra CL-6729 pertence a um clone prevalente e amplamente
disseminado no Estado do Rio de Janeiro. Adicionalmente, os dados obtidos por MLST
alocaram esta amostra em um tipo (ST-78) pertencente ao complexo clonal 17 (CC17),
considerado de alto risco e globalmente disseminado.

Através da metodologia de PCR convencional, foi investigada a integridade dos genes
associados ao elemento de transposicdo Tnl546, que carreia 0 conjunto génico vanA,
responsavel pela expressdo da resisténcia a vancomicina de maior importancia clinica.
Ensaios preliminares por espectrometria de massas, que identificaram a expressao da proteina
VanA em cultivos na auséncia de vancomicina, sugeriram um padrdo de resisténcia

constitutivo na amostra CL-6729. Diante deste dado incomum, pois a resisténcia a
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vancomicina em Enterococcus decorrente do gendtipo vanA é caracteristicamente induzida,
foram tragadas estratégias para a investigacdo mais detalhada deste achado. Sendo assim, foi
avaliada a integridade de todos 0s genes pertencentes ao conjunto génico vanA: orfl, orf2,
vanR, vans, vanH, vanA, vanX e vany.

Paralelamente, a amostra E. faecalis A256 foi utilizada como controle por albergar um
tipo de Tn1546 similar ao protétipo originalmente caracterizado por Arthur e colaboradores
(1993) em E. faecium BM4147. A amostra A256 foi isolada de um caso de sepse urinaria
(Shlaes et al., 1989) e é frequentemente utilizada como referéncia para o estudo da resisténcia
a vancomicina em enterococos.

Os resultados demonstraram que a quase totalidade dos genes apresentou tamanho
esperado e semelhante ao controle, indicando integridade génica (Figura 4). A Unica excecao
foi em relagcdo a vansS, cujo produto de amplificacdo obtido de CL-6729 apresentou tamanho
consideravelmente maior do que o da amostra controle A256, cujo tamanho previsto é de
1.154 pb (Figura 4B).

Figura 4 —Géis representativos dos produtos de amplificacdo obtidos dos genes que compdem
0 conjunto génico vanA' em Tn1546 das amostras E. faecium CL-6729 e E. faecalis
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Legenda: Linhas 1A e 1B: Padrdo de pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); Linhas pares A e
B: amostra CL-6729; Linhas impares A e B: amostra A256; Linhas (A): 2 e 3, vanH; 4 e 5,
vanA; 6 e 7, vanX; 8 e 9,vany; Linhas (B): 2 e 3, genes vansS; 4 e 5, orf2; 6 e 7, orfl segmento
de orflF1—R1 (vide Quadro 3, Materiais e Métodos); 8 e 9, orfl segmento de orflb—R1
(vide Quadro 3, Materiais e Métodos). *Apesar de ndo representado nesta figura, 0 tamanho
dos segmentos amplificados referentes ao gene vanZ foram semelhantes para as amostras CL-

6729 e A256.
Fonte: A autora, 2017.
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Diante da alteracdo no tamanho do produto de amplificacdo em vanS, foi investigada a
presenca de insercdes neste gene e/ounas regides intergénicas associadas, bem como por todo
0 transposon. Para tal, foram estabelecidas composicfes de pares de oligonucleotideos
iniciadores diretos e reversos que permitiram a amplificacdo de mais de um gene no mesmo
segmento amplificado. Dessa forma, foram avaliadas alteracdes nas regides intergénicas dos
seguintes segmentos génicos:(i) IR—orfl; (i) orfl—orf2; (iii)) orf2—vanR; (iv)
vanS—vanH;(v) vanX—vanY; (vi)vanY—vanZ; (viijvanZ—IR. Os resultados obtidos est&o

apresentados na Figura 5.

Figura 5 — Gel representativo dos produtos da amplificagdo obtidos com a composicéo de
oligonucleotideos iniciadores com a finalidade de detectar alteracbes em regides
intergénicas no conjunto génico vanA em amostras de Enterococcus (CL-6729 e
A256)
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Legenda: Linha 1: Padrdo de pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); Linhas pares: amostra CL-
6729; Linhas impares: amostra A256; Linhas: 2 e 3,orfl—»orf2; 4 e 5, orf2—vanR; 6 e 7,
vanS—vanH; 8 e 9, vanX—vany; 10 e 11, vanY—vanZ; 12 e 13,vanZ—IR; 14 e 15, IR—orfl.
Foram consideradas bandas inespecificas aquelas < 500 pb nas linhas 2, 3, e 11 e < 1.000 pb >
800 pb na linha 3.

Fonte: A autora, 2017.

Os resultados demonstraram que os produtos de amplificagdo da quase totalidade dos
segmentos avaliados da amostra CL-6729 apresentaram um tamanho esperado, quando

comparado com aqueles obtidos da amostra controle A256, indicando que as regides
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intergénicas nestes casos se mantinham preservadas. Entretanto, nenhum produto de
amplificacdo foi observado para o segmento vanS—vanH da amostra CL-6729, sugerindo
alteracOes neste segmento. Estes dados reforcaram a hipétese de que a presenca de uma
insercdo estaria aumentando, consideravelmente, o tamanho deste segmento, comprometendo
assim a sua amplificagé@o pelo protocolo de PCR utilizado.

Considerando-se as sequéncias de insercdo mais frequentemente encontradas em
Enterococcus, a investigacdo seguiu pela busca de 1S19, 1S1216 e 1S1542 associadas a vanS
de CL-6729. Os resultados obtidos a partir do segmento purificado de vanS sugeriram a
presenca apenas de 1S19 (Figura 6).

Figura 6 — Gel representativo da deteccdode 1S19 associada ao gene vanS na amostra de E.
faecium CL-6729
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Legenda: Linha 1: Padrdo de pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); Linhas pares: amostra CL-6729;
Linhas impares: amostra A256; Linhas: 2 e 3, negativo para deteccdo de 1S1216, segmento F4—>R4; 4
e 5, negativo para deteccdo de 1S1542, segmento F1—-R1; 6, positivo para 1S19 segmento
vanSF—IS19R; 7, negativo para 1S19 segmento vanSF—IS19R; 8 e 9, negativo para deteccdo de
1S1216, segmento F4—vanSR1; 10 e 11, negativo para detec¢do de 1S1542, segmento F1—»vanSR1;
As setas apontam para: (1) e (2) as bandas correspondem ao amplicon purificado de vanS obtido de
CL-6729 e de A256, respectivamente, e que ndo foram utilizados como molde para referida reacdo de
amplificacdo; 1S19, aponta a banda correspondente a deteccdo da amplificacdo da sequéncia de
insercdo. Os segmentos alvo podem ser identificados pelo nome do oligonucleotideo e segundo
Materiais e Métodos (Quadros 3 e 4).

Fonte: A autora, 2017.

A presenca de 1S19 em vanS também foi investigada por sequenciamento. Entretanto,
ndo foi possivel obter a sequéncia completa, do genealterado,devido a limitacdes do protocolo
utilizado nesta etapa do estudo. Através do alinhamento das sequéncias obtidas com
sequéncias disponiveis no GenBank, foi possivel identificar a presenga de 1S19 inserida a

montante (upstream) dos primeiros 119 pb do genevanS. A Figura 7 apresenta o resultado do
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alinhamento realizado, indicando a adicdode 568 pb, apresentando homologia de 1S19,a0 gene
vanS. De fato os tamanhos preditos no GenBank para essas sequéncias indicam que o
tamanho de 1S19 é de 1.038 pb e 0 de vanS é de 1.154 pb. A presenca desta insercdo no gene
resultaria, portanto, em um fragmento com aproximadamente 2.192 pb, que é compativel com
0 tamanho do produto de amplificagcdo obtido por metodologia de PCR neste estudo (Figura
4). Sendo assim, reunindo os dados aqui apresentados com os disponiveis no GenBank,
consideramos que Tn1546 presente na amostra CL-6729 apresentou como Unica alteracdo a
presenca de 1S19 inserida no gene vans.

Figura 7 —Alinhamento’ das sequénciasde referéncia M97297.1 (vanS Tn1546) e AF169285.1
(1S19) obtidas do GenBank? com a sequéncia do segmento obtido da amostra E.

faeciumCL-6729 (continua)

M97297.1 E. faecium Tnl546
wvanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19
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AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
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AF169285.1|E. faecium IS19
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AF169285.1|E. faecium IS19
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AF169285.1|E. faecium IS19
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M97297.1 E. faecium Tnl546
vans CL-6729
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TTGTATATTC GTTCAATGAT CCGAGGGAAA CTTGGGGATT GGATCTTAAG
------------- CAATGAT CCGAGGGAAA CTTGGGGATT GGATCTTAAG

TATTTTGGAA AACAAATATG ACTTAAATCA CCTGGACGCG ATGAAATTAT
TATTTTGGAA AACAAATATG ACTTAAATCA CCTGGACGCG ATGAAATTAT

4855 4865 4875 4885 4895
ATCAATATTC CATACGGAAC AATATAGATA TCTTTATTTA TGTGGCGATT
ATCAATATTC CATACGGAAC AATATAGATA CCC-—---—- ~GTGGTGCTA
------------------------------ CCC------- -GTGGTGCTA
APV PR RS [P [ (PR AP [P I I |
5855 5065 5875 5085 5895
AACACATTAA AACGGACTCT GGAAAAGCGA GAGCAGGATG CAAAGCTGEC
GATACTTTTA TA-ACATTCA AGGABATTAT GAG------- --- AACTGTT
GATACTTTTA TA-ACATTCA AGGABATTAT GAG------- --- AACTGTT
SUUTE DUUDY EVUTTY P RUURE PR RUUDEY PUTTE RN PO
5105 5115 5125 5135 5145
CGAACAAAGA AAAAATGACG TTGTTATGTA CTTGGCGCAC GATATTAAAA
TCTA------ ACATATACCA CAATTGTGTA CCAG----AT AAGATTAAAA
TCTA-- - -~ ACATATACCA CAATTGTGTA CCAG----AT AAGATTAARA
SUUTE DUUDY EVUTTY P RUURE PR RUUDEY PUTTE RN PO
5155 5165 5175 5185 5195

CGCCCCTTAC ATCCATTATC GGTTATTTGA GCCTGCTTGA CGAGGCTCCA
A---CCGAAG A---AATACT GATCAACTGA AGCAACGCGA TACAGTGATT
A---CCGAAG A---AATACT GATCAACTGA AGCAACGCGA TACAGTGATT

GACATGCCGG TAGATCAAAA GGCAAAGTAT GTGCATATCA CGTTGGACAA
AT--TGCTTG TGTTATATGG GGTATAATTA ATGGCTAT-- -ACTAGCCAA
AT--TGCTTG TGTTATATGG GGCATAATTA ATGGCTAT-- -ACTAGCCAA

AGCGTATCGA CTCGAACAGC TAAT--CGAC GAGTTTTTTG AGATTACACG
AGAGCCACGT ATAGAGCGGT TTGTTCCGTC TTATTTCCTA ATGGTG-ACT
AGAGCCACGT ATAGAGCGGT TTGTTCCGTC TTATTTCCTA ATGGTG-ACT
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Figura 7 —Alinhamento® das sequénciasde referéncia M97297.1 (vanS Tn1546) e AF169285.1

(1S19) obtidas do GenBank? com a sequéncia do segmento obtido da amostra E.

faeciumCL-6729. (concluséo)

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
van5 CL-6729
AF169285.1|F. faecium 1519

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vans CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vans CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vans CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

M97297.1 E. faecium Tnl546
vanS CL-6729
AF169285.1|E. faecium IS19

SR R [ [ e O I I I
538 531 532 533 534
GTATAACCTA CAAACGATAA CGCTAACAAA AACGCACATA GACCTATACT
TTCCTAGTAG GAGTCGATT- CACTCGCTTA AGTTCAAACT TAGCT-----
TTGCTAGTAG GAGTCGATT- CACTCGCTTA AGTTCAAACT TAGCT-----

S [P [ [ I I IR D [
535 5365 5375 538 539
ATATGCTGGT GCAGATGACC GATGAATTTT ATCCTCAGCT TTCCGCACAT
-TACACTATC AAGATTATTC GATACTTTTT CATCAAGAAG CTCACCAAAG
-TACACTATC AAGATTATTC GATACTTTTT CATCAAGAAG CTCACCAAAG

SR [ N ) [ [ (R (Rl I e |
540 541 542 543 544
GGAAAACAGG CGG--TTATT CACGCCCCCG AGGATCTGAC CGTGTCCGGC
GTGAACTAGT CGGAATTATA GATAGTTTTC CTAGTCC-AT TATGTAAACC
GTGAACTAGT CGGAATTATA GATAGTTTTC CTAGTCC-AT TATGTAAACC

O UTTN TN DUUOY EURRR DTN RVURN FUURN IR IO

545 546 5475 548 549
GACCCTGA-- TAAACTCGCG AGAGTCTTTA ACAACATTTT GAAAAACGCC
AGTTAGAAAA TAGACAAGCA AMACTATTGA ATCAAATAGC CAAAGTTGGC
AGTTAGAAA- TAGACAAGCA AAACTATTGA ATCAAATAGC CAAAGTTGGC

S PR TR PUUTY TN TUUTN IR PUTE BV IO

558 551 552 553 554
GCTGCATACA GTGAGGATAA CAGCATCATT GACATTACCG CGGGCCTCTC
----TATA-A CTCAACAMAA AAA----— oo mmmeee e e
----TATA-A CTCAACAAAA AGATCTTATT TTTATGGTCT TAAAATTCAT

S PR TR PUUTY TN TUUTN IR PUTE BV IO
555 556 557 558 559
CGGGEGATGTG GTGTCAATCG AATTCAAGAA CACTGGAAGC ATCCCAAAAG

-ATGATCGTT ACTAAGACTG GCTTTCCGAT TACTTA---- -- CTCAATCA

S PR TR PUUTY TN TUUTN IR PUTE BV IO
568 561 562 563 564

ATAAGCTAGC TG-CCATATT TGAAAAGTTC TATAGGCT-- --- GGACAAT

CGAATCCAGG TGTCCATGAC GTGAAAGTGT TAGAGACTTT ATCGGAAGAA

SRR [ R A I I I I R
565 566 567 568 569
GCTCGTTCTT CCGATA-CGG GTGGCGCGEE ACTTGGATTG GCGATTGCAA

GCGAATCTTC CCAATATCCT AGGGGACAAA GGATATATTA GCCATA--AA

Y VTS VRS PUUY RPN TUDTN [UUUIN PUTE BTN I
5768 571 572 573 574
AAGAAATTAT TGTTCAGCAT GGAGGGCAGA TTTACGCGGA AAGCAATGAT

ATCCATGAAA AGCTTGCCCT TAAGGGCATT ACTATATCCG TTCCACCACG

Y VTS VRS PUUY RPN TUDTN [UUUIN PUTE BTN I
575 576 577 578 579
AACTATACGA CGTTTAGGGT AGAGCTTCCA G-CGATGCCA GACTTGGTTG

TA--AAAACA TGGATAAATC AGAAAAACTA GACCACAGCT TACTTGGAAA

S VU TN PN U PR EUTN FUDON RN IO
5868 581 582 583 584
ATAAAAGGAG GTCCTAAGAG ATGTATATAA TTTTTTAGGA AAATC-----

ACAAAGAAAA ACAGTTGAGA CTGTTTTTTC TTCCTTAGAA AAATTAGGTT

Legenda: *GenBank, https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/; alinhamento realizado com auxilio do aplicativo

MEGA v.6.06, usando CLUSTALW; A, C, T, G, nucleotideos adenina, citosina, timina e guanina,

respectivamente; os nimeros indicam a posicéo relativa a sequéncia completa de Tn1546.
Fonte: A autora, 2017.
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Considerando a presenca de 1S19 em vanS, foi realizada uma analise hipotética
comparativa dos modelos estruturais de VanS alterada versus a proteina nativa (usando a
sequéncia traduzida de M97297.1). Para tal, foram utilizados os aplicativos PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) e TopPred 2 (http://www.shc.su.se/~erikw/toppred2) para
predicdo da estrutura hipotética de VanS modificada pela insercdo.As anlises
demonstrarammodificaces na composicdo de aminoacidos hidrofobicos, indicativos de
dominios transmembrana, apresentando dessa forma um ganho de regido transmembranar
(Figura 8).

Figura 8 — Predicdo’ dos valores de hidrofobicidade indicativos de dominios transmembrana
ao longo da sequéncia de aminoacidos da proteina vanS sem alteracdo (A) e com
insercdo de 1S19 (B) como evidenciado na amostra E. faecium CL-6729

A

Valor de hidrofobicidade

a 58 188 158 208 258 3088
Posicéo na sequéncia

Valor de hidrofobicidade
! |

] 100 200 300 400 560 608
Posicdo na sequéncia

Legenda: hydrofobicity = hidrofobicidade

Nota: Realizada com auxilio do aplicativo TopPred 1.10; anélise da sequéncia de aminoAcidos sem alteracéo
realizada com a sequéncia traduzida de M97297.

Fonte: A autora, 2017.

Modifica¢des na disposicdo, bem como na composi¢do de folhas B-pregueadas e a-

hélices também podem ser observadas (Figura 9).
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Figura 9 — Predicdo da organizacéo estrutural da modelagem da proteina VVanS sem alteracdes

(A) e com a insercédo de IS19 (B) na amostra de E. faecium CL-6729, indicando o

indice de confianca da predicdo, a presenca de alfa-hélices, folhas-beta e alcas nos

modelos de estrutura secundaria definida com auxilio do aplicativo PSIPRED.
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Adicionalmente & investigacdo das alteragdes presentes em CL-6729 em comparagdo
com a amostra A256, foi realizada uma analise da expressdo dos genes vanA, vanS e vanR
através da metodologia de PCR em tempo real quantitativo (ddCT). As analises foram feitas
em trés diferentes condicOes de crescimento: (i) planctonico em caldo BHI; (ii) do biofilme; e
(iii) planctdnico oriundo do biofilme. Os niveis de expressdo de vanA, vanR e vanS foram
normalizados tendo 16S rRNA como padréo.

Considerando-se o crescimento plancténico da amostra A256 em caldo BHI e sem
adicdo de vancomicina como referéncia dos testes, os resultados demonstraram que a amostra
E. faecium CL-6729 foi capaz de expressar o gene vanA independente da condicdo de
crescimento avaliada, na presenca e na auséncia do antimicrobiano. Os valores de expresséo
de vanA por CL-6729 foram suplantados apenas pelos niveis observados a partir do
crescimento planctonico de A256 em caldo BHI suplementado com vancomicina (Figura 10).
Entretanto, ndo foi observada a expressdo de vanA a partir do crescimento de A256 em caldo
BHI na presenga de vancomicina. Consideramos que o tempo de cultivo, 24 h, foi
determinante neste resultado, em decorréncia do provavel consumo do antimicrobiano logo

nas primeiras horas de cultivo. Este fato foi menos expressivo no cultivo em biofilmes.

Figura 10 — Niveis de expressdo do gene vanA nas amostras E. faecium CL-6729 e E. faecalis
A256 (controle) na forma planctdnica e em biofilmes na presenca e auséncia de

vancomicina
1000000 -
100000 4
10000 -
10004
100

104

1

Niveis de expresséo (logi)

0.14

0.01+

0.001 T T T T T T T T T T T

CL-6729A256 CL-6729A256  CL-6729 A256  CL-6729A256 CL-6729A256 CL-6729
(Biofilme/VAN+) (Biofilme/VAN-) (PlancBiof/VAN+) (PlancBiof/VAN-) (PlancBHI/VAN+)(PlancBHI/VAN-)

Amostras e condi¢des de cultivo

Legenda: VAN+, crescimento na presenca de vancomicina;VVAN-, crescimento na auséncia de vancomicina;
PlanctBiof, crescimento plancténico oriundo do biofilme (células ndo aderentes); PlancBHI,
crescimento planctonico em caldo BHI (vide Materiais e Métodos, item 2.1.8.5.1); barras apresentam
indicacdo do desvio padréo, baseado em trés experimentos independentes.

Fonte: A autora, 2017.
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Resultados similares a vanAforam observados para vanS e vanR. Dessa forma, na
amostra CL-6729, independente das condigdes de cultivo e da presenca ou auséncia de
vancomicina, a expressdo destes genes foi identificada e quantificada por PCR em tempo real
(Figura 11). Cabe ressaltar que, a presenga de 1S19 em vanS, conforme identificado por

metodologia de PCR e sequenciamento, ndo inibiu a sua expresséo.

Figura 11 — Niveis de expressdo dos genes vanS(A) e vanR (B) nas amostras E. faecium CL-
6729 e E. faecalis A256 (controle) na forma planctonica e em biofilme na

presenca e auséncia de vancomicina
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CL-6729A256 CL-6729A256 CL-6729A256 CL-6729A256 CL-6729A256 CL-6729
(Biofilme/VAN+) (Biofilme/VAN-) (PlancBHI/VAN+)(PlancBiof/VAN+) (PlancBiof/VAN-) (PlancBHI/VAN-)
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(Biofilme/VAN+) (Biofilme/VAN-) (PlancBHI/VAN+) (PlancBiof/VAN+) (PlancBiof/VAN-)(PlancBHI/VAN-)

Amostras e condicdes de cultivo

Legenda: VAN+, crescimento na presenca de vancomicina;VVAN-, crescimento na auséncia de vancomicing;
PlanctBiof, crescimento plancténico oriundo do biofilme (células ndo aderentes); PlancBHI,
crescimento planctonico em caldo BHI (vide Materiais e Métodos, item 2.1.8.5.1); barras apresentam
indicacdo do desvio padréo, baseado em trés experimentos independentes.

Fonte: A autora, 2017.
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3.2 Aspectos Relacionados a Viruléncia de E. faecium: Principais Determinantes

Genéticos e Formacao de Biofilmes

Apenas a amostra CL-6729 apresentou produto de amplificacdo compativel com o
gene esp, responsavel pela expressdo de uma proteina de superficie caracteristica de
Enterococcus sendo este o Unico determinante de resisténcia identificado. Assim, ndo foi
detectada a presenca dos genes asal (susbstancia de agregacdo), cylA (citolisina), gelE
(gelatinase) e hyl (hialuronidase).

Para investigar os aspectos relacionados a producdo de biofilmes por E. faecium,
inicialmente, foi determinada uma curva de formacdo avaliando-se em periodos de tempo pré-
estabelecidos, a quantidade de biomassa aderida ao poliestireno. As amostras CL-6729 e SS-
1274 apresentaram valores variaveis de densidade 6tica ao longo do periodo analisado (Figura
12). Algumas similaridades na dindmica de formacéo dos biofilmes puderam ser observadas,
como uma queda dos valores de DOs7onm NOS tempos de 6 h, 24 h e 74 h, bem como um
acentuado acimulo de biomassa em 4 h, 8 h e 26 h. Entretanto, os valores foram maiores para
a amostra CL-6729 (Figura 12 A), que em 4 h de incubacgéo ja apresentou uma acentuada

quantidade de biomassa.

Figura 12 — Curvas de formagdo® de biofilmes pelas amostras de E. faeciumCL-6729 (A) e

S$S-1274 (B)
3.5+ 3.5+
iy B
3.0+ 3.0
2.5+ 2.5
E 2.0+ E 504
g 3
Q 15 S 1.5
2 1.5 &
1.0 1.0
0.5+ 0.5
LU o e e e e s e e LU R o e e e e e o o
LY WD e ) U B e Wby
tempo (h) tempo (h)

Legenda: ‘Os biofilmes foram formados em placas de poliestireno, de fundo chato e de 96 pogos. As linhas do gréfico
foram unidas apenas para fins ilustrativos, as barras indicam o desvio padrdo; ndo foram avaliados os
periodos entre 0s pontos.

Fonte: A autora, 2017.
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Adicionalmente, os resultados sugerem que a amostra SS-1274 apresenta uma taxa de
formacdo de biofilmes relativamente mais lenta, pois valores considerados elevados
(DOs70nm> 2,0) foram obtidos somente apds 8 h de incubacdo. Excetuando-se o tempo de 74
h, CL-6729 apresentou valores mais elevados de DO que SS-1274, sugerindo uma maior
capacidade de formacao de biofilmes.

Os biofilmes de ambas as amostras de E. faecium, foram coradoscom os fluorocromos
Syto9 (verde) e RUBY (roxo), que tem especificidade para DNA e proteinas, respectivamente,
e as preparacdes foram avaliadas por CLSM, em objetiva de 40X. Para cada preparacdo,
foram analisados trés campos aleatorios.

Em biofilmes formados por 24 h, as imagens obtidas revelaram a presenca de
estruturas tridimensionais ricas em proteina e DNA (Figura 13 A-D). Contudo, para ambas as
amostras, proteina parece ser um constituinte alicerce, recobrindo toda area do substrato
analisada (387,5 umz2). A altura total dos biofilmes para ambas as amostras foi de 62,56 pm.
Ja em 72 h de formacdo (Figura 13 E-H), pode-se observar que os biofilmes de ambas as

amostras apresentaram maior quantidade de DNA extracelular distribuido por toda a estrutura.

Figura 13 — Biofilmes formados pelas amostras de E. faecium com 24h e 72 h de formacao,
corados com os fluorocromos Syto9 e SYPRO Ruby Protein e visualizados por

microscopia confocal a laser

F .JM V] TR VI |

Legenda: A — D, biofilmes com 24h de formagéo e corados com Syto9 e SYPRO Ruby Protein; E — H, biofilmes com 72h de
formac&o e corados com Syto9 e SYPRO Ruby Protein; A, B, E e F - amostra SS-1274; C, D, G e H - amostra CL-
6729;A,C, E, G - visdo superior dos biofilmes;B, D, F, H —face lateral dos biofilmes; as imagens foram obtidas com
objetiva de 40X e os stacks foram reunidos com auxilio do aplicativo ImageJ (NHI, Bethesda, EUA).

Fonte: A autora, 2017.
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Para investigar a resposta de macrdéfagos J.774 em ensaios de interacdo com células
planctonicas ou biofilmes das amostras CL-6729 e SS-1274, foi utilizada a dosagem de 6xido
nitrico usando a metodologia colorimétrica do reativo de Griess.

Os resultados demonstraram que, em geral, ndo foram observadas alteracGes
significativas na concentracdo de nitrito nos sobrenadantes avaliados apds os ensaios de
interacdo em ambas as amostras e nas duas formas de crescimento avaliadas (biofilmes ou
células plancténicas), quando comparados ao controle constando apenas macrofagos
cultivados na presenca do meio de cultura DMEM (Figura 14).

Entretanto, ap6s 24h de interacdo de biofilmes e células plancténicas de E. faecium
CL-6729 com J.774 observamos uma modulacdo negativa na producdo de nitrito pelos
macrofagos (p = 0,0015 para biofilmes e células plancténicas) em relacdo ao controle ausente
de interagdo(Figura 14 A).

Figura 14 — Concentracdo de nitrito (NO;") apds ensaio de interacdo entre as amostras de E.
faecium CL-6729 (A) ou SS-1274 (B) com macrdfagos pertencentes a linhagem

J.774 em diferentes tempos

(A) CL-6729 (B) SS-1274

NOZ- LLM
NO, 1M

123123 123
24h 30 min 2h 24 h
Condicao de cultivo / tempo de interagdo com M@ J.774

S a T
12 3 1
30 min

Legenda: CondicOes de cultivo — 1, Biofilmes; 2, Bactérias Planctonicas; 3, Controle, apenas M@ + meio de
cultura DMEM; M@, macrofagos J.774; NO, uM, concentragdo de nitrito em micromolar.
Fonte: A autora, 2017.

Através de ensaios imunoenzimaticos foram investigadas as concentracdes das
citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes coletados apos interacdo de biofilmes
e de células planctbnicas, das amostras CL-6729 e SS-1274, com macrdéfagos pertencentes a
linhagem J.774. As concentracdes dessas citocinas foram dosadas apds 30 min, 2 h e 24 h de

interacdo nos sobrenadantes das culturas.
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N&o foram observadas alteracBes significativas na producdo de TNF-a frente a
amostra CL-6729 ap6s 30 min de interacdo quando comparado ao controle (Figura 15 A).
Entretanto, nas mesmas condi¢Oes, valores significativos (p < 0,05) da producgdo desta
citocina foram registrados nos ensaios com a amostra SS-1274, tanto com células planctonicas
quanto com biofilmes (Figura 15B). As analises realizadas apds 2 h de interacdo revelaram
que ambas as amostras e nas duas formas de crescimento estimularam significativamente
(p<0,001) a producdo de TNF-a por macréfagos J.774 (Figuras 15C e 15D). Além disso, é
possivel observar que os biofilmes produzidos por CL-6729 estimularam a liberacdo de
maiores concentracfes desta citocina, que as células plancténicas. O contrario foi observado
em SS-1274,com maiores valores obtidos nas interagdes com células planctdnicas. Ja 0s
dados obtidos ap6s 24 h de interagdo demonstraram uma inibicdo estatisticamente
significativa da produgdo de TNF-a nos ensaios de ambas as amostras e nas duas formas de
crescimento analisadas (Figuras 15E e 15F).

A avaliagdo da producdo de IFN-y apdés 30 min de interagdo revelou que somente
células planctonicas de SS-1274 foram capazes de estimular, de forma significativa, a
producdo desta citocina (p<0,05) (Figuras 16A e 16B).

Da mesma forma, somente SS-1274 foi capaz de induzir a producéo de IFN-y ap6s 2 h
de interacdo com biofilmes e células plancténicas (p<0,001) (Figuras 16C e 16D). Apds 24h
de interacdo, biofilmes da amostra CL-6729 foram capazes de inibir a secrecdo de INF-y,
apresentando valores significativamente menores que o controle (p<0,05). Porém, apesar de
serem observados valores menores de indugdo com células plancténicas de SS-1274, ndo €
possivel sugerir uma modulacdo negativa, pois ndo foram obtidos valores significativos nestes

ensaios (Figuras 16E e 16F).
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Figura 15 — Concentragdo de TNF-a presente no meio ap0s ensaio de interagdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das amostras
deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274(B,D e F)

407 B,

TNF-a (pg/mL)
TNF-a (pg/mL)

D.
800+
- __ 600-
E E
=3 >
e £ 400
§ 3
= L
= = 2004 ki
0 L [ ees e T . -
Biof + M@ Planc + M@ DMEM + M@

25+ E. 100 F.

204 80
> 1594 S, 60-
& =
3 3
w104 u 404
Z =4
= [=

54 20

. ol BT

MEM + M@ Biof + MJ Planc + M@ DMEM + M@

Legenda: Figuras A e B, ap6s 30 min de interagdo; C e D, ap6s 2 h de interacdo; E e F, apds 24 h de interac&o.
Biof., crescimento em biofilmes; Planc, células bacterianas em cultivo planctonico; M@, macréfagos
J.774; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium. Asteriscos representam dados estatisticamente
significativos, sendo (*** p < 0,0001), (** p < 0,01), (* p <0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 16 — Concentracdo de INF-y presente no meio apds ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das amostras
deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274(B,D e F)
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Legenda: Figuras A e B, ap6s 30 min de interagdo; C e D, ap6s 2 h de interacdo; E e F, apds 24 h de interac&o.
Biof., crescimento em biofilmes; Planc, células bacterianas em cultivo planctonico; M@, macréfagos
J.774; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium. Asteriscos representam dados estatisticamente
significativos, sendo (*** p < 0,0001), (** p < 0,01), (* p <0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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Em relagdo a producdo de IL-6 foi observado que o tempo de interacdo de 30 min
pode ndo ter sido suficiente para avaliagdo da producdo desta interleucina, pois ndo foram
observadas alteragdes, de acordo com os ensaios realizados (Figuras 17A e 17B).

Por outro lado, resultados significativos puderam ser observados apés 2 h de interacdo
com biofilmes e células planctdnicas de CL-6729, que estimularam significativamente a
producdo de IL-6, assim como células planctdnicas de SS-1274 (p<0,05) (Figuras 17C e
17D).

Apds 24 h de interacdo, tanto biofilmes de CL-6729, quanto células planctonicas de
SS-1274 estimularam elevada producdo de IL-6 (p<0,0001) por macréfagos J.774 (Figuras
17E e 17F). Também é valido observar que o aumento da concentracdo de IL-6 nos ensaios
realizados apresentou uma relagéo direta com o tempo de estimulo dos macrofagos. Apos 24 h
de cultura, observamos que biofilmes de CL-6729 e celulas planctonicas de SS-1274
induziram um aumento de cerca de 10X na producao de IL-6 quando comparados aos valores
obtidos apos 2 h de interag&o.

Os resultados obtidos nas dosagens de IL-10 demonstraram que apos 30 min de
interacdo somente células plancténicas de SS-1274 foram capazes de estimular
significativamente a producdo desta citocina (p<0,001) (Figuras 18A e 18B). Ambas as
amostras foram capazes de estimular a producéo de IL-10 de maneira significativa pelas duas
formas de crescimento apds 2h de interacdo (p<0,05) (Figuras 18C e 18D). Os dados obtidos
apos 24h demonstraram que células planctdnicas das duas amostras bacterianas foram capazes
de inibir a producéo de IL-10, com valores significativamente menores em relacao ao controle
(p<0,05) (Figuras 18E e 18F).
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Figura 17 — Concentracdo de IL-6 presente no meio apds ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das amostras
deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274(B,D e F)
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Legenda: Figuras A e B, ap6s 30 min de interagdo; C e D, ap6s 2 h de interacdo; E e F, apds 24 h de interacdo.
Biof., crescimento em biofilmes; Planc, células bacterianas em cultivo planctonico; M@, macréfagos
J.774; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium. Asteriscos representam dados estatisticamente
significativos, sendo (*** p < 0,0001), (** p < 0,01), (* p <0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 18 — Concentragdo de IL-10 presente no meio ap0s ensaio de interacdo entre
macrofagos da linhagem J.774 e biofilmes ou células planctdnicas das amostras
deE. faeciumCL-6729 (A, Ce E) e SS-1274(B,D e F)
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Legenda: Figuras A e B, ap6s 30 min de interagdo; C e D, ap6s 2 h de interacdo; E e F, apds 24 h de interacdo.
Biof.,crescimento em biofilmes; Planc, células bacterianas em cultivo plancténico; M@, macroéfagos
J.774; DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium. Asteriscos representam dados estatisticamente
significativos, sendo (*** p < 0,0001), (** p < 0,01), (* p <0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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A interagdo entre macrofagos J.774 e E. faecium foi também avaliada por microscopia
confocal de varredura a laser. Biofilmes incubados por 24h e corados com Ruby Biofilm
Matrix Stain foram expostos por 30 min e por 1 h a uma suspensdo de macréfagos corados
com Calcein Green Biofilm (Figuras 19A e 19B, respectivamente). As imagens revelaram
macrofagos portoda a estrutura, inclusive no interior dos biofilmes, mesmo no menor tempo
estabelecido para interacdo (30 min). Através das imagens ndo foi possivel observar
diferencas significativas entre os tempos de incubagéo.

Figura 19 — Imagens representativas das analises por microscopia confocal de varredura a

laser da interacdo entre biofilmes deE. faecium(amostra CL-6729) e macréfagos
da linhagem J.774

Legenda: Imagens obtidas ap6s 30 min (A) e 1 h (B) de interagdo entre macrofagos J.774 e a amostra de E.
faecium CL-6729; os biofilmes foram formados durante 24 h e corados com Ruby Biofilm Matrix
Stain (roxo); Macréfagos J.774 foram corados com Calcein Green Biofilm Stain (verde); as imagens
foram obtidas com objetiva de 40X e os stacks foram reunidos com auxilio do aplicativo ImageJ
(NHI, Bethesda, EUA).

3.3 Panoramas Proteico e Gendmico de E. faecium

A aplicacdo da técnica de eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) revelou perfis com
algumas diferencas entre células planctonicas e biofilmes, para ambas as amostras. Estes

dados ja haviam sido avaliados anteriormente em trabalhos de nosso grupo (MONTEIRO DA
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SILVA, 2012). Esta técnica associada a plataforma de espectrometria de massa (ESI-Q-TOF)
permitiu identificar uma diversidade de proteinas que foram diferentemente sintetizadas nas
condicbes avaliadas. Os resultados obtidos sdo decorrentes da avaliacdo de células
planctonicas e de biofilmes formados por 24 h em caldo BHI.

A anélise comparativa das bandas, obtidas por extracdo de proteinas totais e SDS-
PAGE, seguiu os seguintes critérios: diferencas de intensidade e exclusividade em uma das
duas formas de crescimento estudadas — células plancténicas e biofilmes. A analise
comparativa das diferencas na intensidade de certas bandas, nos géis de SDS-PAGE, foi
verificada por andlise visual e corroborada pela avaliagio automatizada pelo
softwareBioNumerics. As bandas foram entdo excisadas e, apds processamento, avaliadas por
espectrometria ESI-Q-TOF.

A Quadro 8 apresenta as proteinas caracterizadas e organizadas por funcéo biologica
caracteristica e por origem — biofilme ou planctonica para cada amostra estudada. A anélise
funcional foi realizada na base de dados EMBL-Bank (http://www.ebi.ac.uk/embl). Como
pode ser observado, foram identificadas diversas proteinas relacionadas a fungdes metabolicas
nas células, particularmente nas preparacdes provenientes de biofilmes. Neste quadro foram
incluidas as proteinas identificadas com score > 60, que garante com elevada seguranga a

identificacéo.
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Quadro 8 — Caracterizagdo® das proteinas de amostras de Enterococcus faecium, provenientes
de células planctdnicas e biofilmes, apds separacdo por SDS-PAGE e
identificacdo por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) (continua)

Amostra / Tipo de crescimento

Func&o bioldgica’ / Proteinas SS-1274 CL-6729

BIOF PLAN BIOF PLAN

e Enovelamento de Proteinas:
GroEL (HSP) aF - - aF
Fator trigger - - -
PpiC-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase - - - +

e Proteases:
Proteina hipotética L0204 - + - -
C|pE - + - -
UvrB/UvrC:AAA ATPase, regido central +
ATP-dependente metalopeptidase HfIB + - - -
Peptidase V familia M20 + +
Proteina similar a familia Clp; ORFX - - + -
Peptidase S1 - - +

e Sintese da parede celular:
Peptidase M41, FtsH - - o +
VanA - - + .
PBP5 (proteina ligadora de penicilina) + - - -
L-lactato desidrogenase - - + -
FtsA + - - -
FtsZ - - + -

¢ Reacles de Oxi-Reducéo:
Piridina oxiredutase FAD- dependente - - 4 +
Decarboxilase piridoxal-dependente - - 4 -
Alcool dehidrogenase contendo ferro +
Aldeido-alcool dehidrogenase 2 + - - -
NADH oxidase +
Valina-tRNA sintetase de classe la - + - -

e Translocacdo de polipeptideos:
SecA - - + -
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Quadro 8 — Caracterizagdo® das proteinas de amostras de Enterococcus faecium, provenientes
de células planctdnicas e biofilmes, ap6s separacdo por SDS-PAGE e
identificacdo por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) (continuacéo)

Amostra / Tipo de crescimento

Func&o bioldgica’ / Proteinas SS-1274 CL-6729

BIOF PLAN BIOF PLAN

e Metabolismo de Acidos Nucléicos:
RNA polimerase subunidade 3
DNA polimerase |
Polirribonucleotideo nucleotidiltransferase
DNA ligase NAD-dependente
Ribonucleotideo-difosfato redutase, subunid. o

+ + + + +
1
+
1

DNA girase, subunidade A - - + -
GMP sintase 4 - - -
IMP dehidrogenase - - i
Pirimidina-nucleosideo fosforilase - - -
Chiquimato trifosfato sintase - CTP - - + .

e Metabolismo de Proteinas e Aminoacidos:
Isoleucina-tRNA sintetase de classe la 4 - - -
Alanina-tRNA sintetase 4 - - -
Alcool-dehidrogenase contendo ferro
Fenilalanil-tRNA sintetase, subunidade 8
Valina-tRNA sintetase de classe la

1
+

1

1

Leucina-tRNA ligase

Fator de elongacdo G

Glicina-tRNA sintetase

Fator de iniciagdo 2, proteina ligante de GTP
Metionil-tRNA sintetase de classe Ia, sub. 8
Proteina ribossomal S1, ligante de RNA
Fator de elongagdo Tu

Fator de elongagao Ts

Produto do gene rplU

Asparagina-tRNA sintetase de classe I1b
Fator de liberacdo da cadeia polipeptidica
Isoleucina-tRNA sintetase de classe la

+ + + 4+ + + + + o+
1
1
1

+ + + + +
1
1
1

Fenilalanil-tRNA sintetase, subunidade 3
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Quadro 8 — Caracterizagdo® das proteinas de amostras de Enterococcus faecium, provenientes

de células planctdnicas e biofilmes, ap0s separacdo por SDS-PAGE e

identificacdo por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) (continuacéo)

Funcéo bioldgica? / Proteinas

Amostra / Tipo de crescimento

SS-1274

CL-6729

BIOF PLAN BIOF PLAN

Tirosina descarboxilase

Arginina-tRNA sintetase, classe Ic
Lisina-tRNA sintetase

Glutamil-tRNA(GIn) amidotransferase sub. 3
Arginina deiminase

Tirosina-tRNA sintetase de classe Ib

Produto do gene fusA

+ 4+ + + + o+

e Metabolismo de Carboidratos:
Formato acetiltransferase
Piruvato dehidrogenase
Piruvato quinase
Fosfoenolpiruvato - proteina fosfotransferase
Aldose 1-epimerase
Enolase
Piruvato decarboxilase
6-fosfogliconato dehidrogenase
Acetil-CoA carboxilase, biotina carboxilase
Glutamina sintetase tipo |
Glicose-6-fosfato isomerase
Fosfoglicerato quinase
Ornitina carbamoiltransferase
Gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase de tipo |
Dihidrolipoamida acetiltransferase
Glicosil transferase, familia 2
Transcetolase
Diidroxiacetona quinase (DAK fosfatase)
Adenosilmetionina sintetase
Componente do sistema fosfotransferase
ABC transportador
Fosfopiruvato hidratase
Acetato quinase

+ + + + + +

+ + + + + + 4+ + + + + + + +
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Quadro 8 — Caracterizagdo® das proteinas de amostras de Enterococcus faecium, provenientes
de células planctdnicas e biofilmes, apds separacdo por SDS-PAGE e
identificacdo por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) (concluséo)

Amostra / Tipo de crescimento

Func&o bioldgica’ / Proteinas SS-1274 CL-6729

BIOF PLAN BIOF PLAN

e Biossintese de acidos graxos:
Beta-cetoacil sintetase + - - +
Dehidrogenase alfa-cetoacido subunidade E2 - - +

e QOutras Funcoes e Acessorias:
Chaperona DnaK (HSP) - -
ATP sintase F1, subunidade - -
ATP sintase subunidade o - -
ATPase sddio-transportadora - -
HslU (HSP) - -
Lipoproteina de membrana - -

+ + + + + +

1

Legenda: “A caracterizacdo das proteinas foi realizada com auxilio do Mascot (ver Materiais e Métodos), com

escores iguais ou superiores a 60 e p<0,01; ?A funcdo determinada por consulta a base de dados
EMBL-Bank (http://www.ebi.ac.uk/embl); SDS-PAGE, eletroforese em gel de poliacrilamida
acrescido de dodecil sulfato de sédio; BIOF, crescimento em biofilmes; PLAN, células bacterianas
obtidas de cultivo planctdnico; HSP, proteina de chogue térmico (heat shock protein); +, presenca; -,
ndo detectado.

Fonte: A autora, 2017.

Analises por sequenciamento do genoma completo da amostra CL-6729 revelaram um
tamanho com 2.922.811 pb. Um total de 314 contigs foram gerados, com Nso de 24.400 pb, 0
menor contig possuindo 301 pb e o maior apresentando 137,370 pb.

Para anotacdo estrutural e funcional dos genes foi feita utilizado a plataforma PATRIC
3.2.76. Todos os genes anotados foram confirmados por alinhamento usando ferramenta
BLAST (NCBI, National Center for Biotechnology Information, EUA). Foram obtidos 3,125
genes preditos, 37,70% de contetdo C+G, quatro operons de rRNA, 50 genes de tRNA
(Figura 20). Através do sequenciamento também foi possivel confirmar CL-6729 como
integrante do MT-12 e do ST-78.
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Figura 20 — Mapa circular* do genoma da amostra CL-6729 pertencente & espécie E. faecium

‘ ORF
Contetido GC

GCskew +

GC skew -

.....

Legenda: ‘construido utilizando a ferramenta CGview; G, guanina; C, citosina; GC skew+; GC skew — (Assimetria do
conteido GC nas fitas positiva e negativa).
Fonte: A autora, 2017.

Similar ao observado nas analises por espectrometria de massas, foram identificados
genes relacionado a diferentes funcdes celulares, dentre os quais, aqueles associados ao
metabolismo de carboidratos, divisdo celular, metabolismo de &cidos nucleicos, os quais
representaram cerca de 2.000 genes do total anotado.

O sequenciamento do genoma revelou a presenca de determinantes de resisténcia a
aminoglicosideo ant(6)-la, aph(3’)-1ll e aac(6’)-aph(2”’); macrolideos msr(C) e erm(B) e os
genes de resisténcia a glicopeptideos vanA. Os genes pertencentes ao Tnl546 (vanH, vanR,
vanA, vanX, vanY, vanZ e vanS), elemento carreador da resisténcia aos glicopeptideos do
fendtipo VanA, também foram identificados. Foi observado que o gene vanS anotado
continha apenas 189 pb, cujo alinhamento ocorreu com 172 pb do inicio de vanS presente na
referéncia M.97297 (GenBank). Isto significa 849 pb a menos que o tamanho de vanSdescrito
na literatura, sugerindo que o restante da sequéncia do gene ndo pode ser anotada,
corroborando com a presenca de 1S19, como j& declarado nos resultados anteriores de PCR e

sequenciamento (Figuras4 a 7).
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MutacBes nos genes gyrAeparC, associadas a expressao de resisténcia as quinolonas,
também foram identificadas. Para avaliar a presenca de mutagdes nesses genes foi realizado
um alinhamento dos genes anotados como subunidades das enzimas DNA girase e
Topoisomerase 1V, usando a ferramenta BLAST, com sequéncias de referéncia disponiveis no
GenBank. Para gyrA e parC, as sequéncias de referéncia utilizadas foram AF060881 e
ABO017811, respectivamente. Para localizacdo das regides QRDRs de parE e gyrB, foi
necessario inicialmente o alinhamento destes genes na amostra de E. coli K12 com o genoma
da amostra E. faecium DO, ambos disponiveis no GenBank. Apos a localizacdo dessas regides
no genoma de E. faecium, estas foram comparadas com as sequéncias obtidas de CL-6729. As
modificagdes identificadas nestes genes acarretam a mudanca Ser-83 (AGT) --- Arg (CGT) da
proteina GyrA; e Ser-80 (AGC) --- lle (ATC) de ParC (onde Ser, serina; Arg, arginina; lle,
isoleucina). Nenhuma alteragéo foi observada nos genes gyrB e parE.

Foram identificados os genes acm, efaAfm e o gene responsavel pela proteina de
superficie sortase A, que codificam proteinas adesinas envolvidas na viruléncia, contudo, ndo
haviam sido investigadas por PCR convencional.

Através da ferramenta Phage Search Tool - PHAST (disponivel em
http://phast.whishartlab.com) foi possivel identificar trés regiGes relativas a presenca de
profagos no genoma de CL-6729, dentre estes um foi identificado intacto e outros dois
incompletos (Quadro 9).Também, foi possivel identificar 17 sequéncias de inser¢do (Quadro
10) caracterizadas pelo emprego da ferramenta IS Blast Server (IS finder — http://www-

is.biotoul.fr). Foram preditos plasmideos pertencentes as familiasrepUS15 e repl7.

Quadro 9 — Profagos identificados® no genoma da amostra CL-6729 de E. faecium

Tamanho da
Regido Integridade  Escore Fago %GC
(em Kb)
25,1 Intacto 150 PHAGE_Lister_2389_NC_003291 36,4
23,5 Incompleto 30 PHAGE_Entero vB_IME197 NC 028671 36,3
6,1 Incompleto 50 PHAGE_Paenib_Xenia NC_028837 36,1

Legenda: ‘De acordo com o emprego da ferramenta PHAST (http://phast.whishartlab.com); %GC, percentual de
guanina + citosina.
Fonte: A autora, 2017.
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Quadro 10 — Sequéncias de Insercdo (1S) identificadas' no genoma da amostra CL-6729 de E.

faecium
Sequéncia de Insercédo
Origem provavel
Familia (Grupo) Identificagdo
IS3 (1S150) ISEnfa3
IS3 (1S150) ISEfa8
IS3 (1S150) ISEfal0
IS3 (1S150) 1S1485
ISL3 ISEfa5
ISL3 ISEfall Enterococcus faecium
151182 ISEfa7
1S1380 1S1678
1S200 (1S605) ISEfad
1S982 ISEfm1
1S256 ISEfm2
1S256 ISEf1
1S256 1S16 _
1530 1S6770 Enterococcus faecalis
1S256 ISEnfa4
1S256 1S256 Staphylococcus aureus
1S982 1S19 Lactococcus lactis

Nota: E- value, 0,0 em todos os casos; Escores > 850 <3,735

Fonte: A autora, 2017.
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4 DISCUSSAO

O género Enterococcus inclui espécies comumente associadas as infecgdes
relacionadas aos cuidados na saude (IrAS), particularmente E. faecium, que albergam
caracteristicas demultirresisténcia e destacam-se por uma excepcional habilidade de
disseminacdo no ambiente hospitalar (ARIAS; MURRAY, 2012). Tem sido atribuido a isto,
um processo gradual de aquisicdo de fatores de resisténcia aos antimicrobianos e de
viruléncia, que juntosfavoreceram o estabelecimento de um conjunto de amostras mais
adaptadas. Estas, apresentam maior grau de similaridade genética dando origem ao que é
considerado como o complexo clonal globalmente disperso, nomeado CC17 (CATTOIR;
LECLERCQ, 2013; TOP; WILLEMS; BONTEN, 2008).

Este estudo teve por objetivo abordar, através de uma perspectiva abrangente e com o
emprego de uma gama de diferentes metodologias, parte do universo de atributos
apresentados por membros da espécie E. faecium que tem determinado um processo evolutivo
cumulativo de adaptabilidade ao ambiente hospitalar. Neste sentido, foram utilizadas duas
amostras bacterianas representantes desta espécie, porém isoladas em momentos historicos
distintos: (i) SS-1274, derivada da amostra tipo da espécie, de origem humanae, de acordo
com as informagdes que constam nas colecGes de cultura onde foi originalmente depositada,
representa um isolamento primario anterior a introducdo da pratica da antibioticoterapia (Orla
Jensen, 1919; de acordo com dados em http://www.hpacultures.org.uk); (ii) CL-6729, uma
amostra clinica isolada de infeccdo urinaria durante um periodo de surto por VRE em varios
hospitais do Estado do Rio de Janeiro.

Atualmente, é fato que tem-se observado um aumento na frequéncia de isolamento de
E. faecium VRE em certas instituicbes no mundo, indicando que estes microrganismos
permanecem evoluindo de forma dindmica, assegurando sua permanéncia em locais de
excepcional pressdo seletiva, como o hospital. Dessa forma,diversos estudos tém buscado
compreender a biologia desses clones mais adaptados, assim como 0s processos de aquisicdo
e disseminacdo de determinantes de resisténcia e de viruléncia,fundamentais aoseu
estabelecimento e persisténcia no ambiente hospitalar (LEAVIS; BONTEN; WILLEMS,
2006; LIM et al., 2017; PRIETO et al., 2016; VAN HAL et al., 2016; ZARRILI et al., 2005).
Cabe ressaltar, também, que este ano (fevereiro de 2017) a Organizacdo Mundial da Saude
incluiu E. faecium VRE em uma lista de 12 espécies bacterianas que representam atualmente

grande ameaca a salde humana (disponivel em http://www.who.int/medicines/publications/
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global-priority-list-antibiotic-resistant-bacteria/en/ - Ultimo acesso abril de 2017). Esta lista
foi elaborada numa tentativa de orientar e promover a investigacdo e desenvolvimento de
novos antimicrobianos, como parte dos esforcos da OMS para enfrentar a crescente
frequéncia de amostras resistentes em todo o mundo.

Avaliamos a clonalidade da amostra clinica CL-6729, através de diferentes técnicas de
tipagem molecular, para caracterizar sua importancia epidemiolégica em nivel regional e
também mundial. Para isso, foram feitas avaliages comparativas com amostras pertencentes
a clones reconhecidamente dispersos em diferentes instituicbes hospitalares situadas no
Estado do Rio de Janeiro, que haviam sido previamente analisadas em estudos de nosso grupo
e cujos resultados encontram-se mantidos no banco de dados do laboratério. Os resultados de
PFGE caracterizaram CL-6729 como pertencente ao complexo clonal prevalente em nosso
meio, que a época encontrava-se disperso por mais de 20 hospitais, tanto publicos quanto
privados. Adicionalmente, os dados obtidos com MLVA e MLST indicaram que esta amostra
pertence aos tipos MT-12 e ST-78, respectivamente, sendo integrante, portanto, do CC17.

Além disto, de acordo com nossas analises feitas pelo emprego do algoritmoeBurst,
para investigar a dispersao desse clone em paises da América Latina, podemos verificar que
ST-78 é variante em um unico locus (SLV, no inglés single-locus variant) do ST-17, que €
descrito como tipo fundador do CC17.

Sabe-se que ST-78 foi relatado pela primeira vez no Brasil no estudo de Da Silva e
colaboradores, em 2012. De acordo com a literatura e com as informagdes depositadas na
base de dados de MLST para E. faecium, este tipo tem sido encontrado em pacientes
hospitalizados de muitos paises como Franca, Taiwan, Italia, Korea, Japdo, Portugal,
Paraguai, Alemanha, China, Hungria, Austria, Letonia e Holanda (FALLICOet al., 2011;
FREITASet al., 2009; HSIEH et al., 2010; KHAN et al., 2010; KO et al., 2005; LIBISCH et
al., 2008; QU et al., 2007; WATANABE et al., 2009; WERNER et al., 2008, 2011). Esses
dados mostram o cenério alarmante e reafirmam a distribuicdo mundial dessas amostras.

Diante do quadro mundial de disseminacdo de espécies deEnterococcusresistentes a
vancomicina, diversos estudos tém demonstrado a diversidade do elemento de transposicdo
Tn1546 como fonte de informacdo sobre a estrutura clonal dos isolados de E. faecium VRE
nos hospitais de diversas regides do mundo (CHA et al., 2013; LOPEZ et al., 2012; NOVAIS
et al., 2008; WARDAL et al., 2017). O conjunto génico vanA, o de maior importancia clinica
dentre os determinantes de resisténcia ja descritos em enterococos, é carreado pelo transposon
Tn1546, o qual apresenta diferentes graus de heterogeneidade, associado com a presenca de

mutacdes pontuais, delecdes e de varias sequéncias de inser¢do (CHA et al., 2012; GU et al.,
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2009; HANDWERGER et al., 1995; KO et al., 2005; NAAS et al., 2005; WILLEMS et al.,
1999).

Além do consideravel impacto da presenca de transposons na mobilidade e
disseminagdo de genes de resisténcia (DEPARDIEU et al., 2007), sequéncias de insercéo
também podem exercer importante efeito na expresséo destes determinantes, influenciando os
niveis de transcricdo de genes responsaveis pela manifestacdo do fenotipo resistente ou
afetando os mecanismos de regulacdo (AUBERT et al., 2003; BOYD et al., 2000; COUTO et
al., 2003; PERICHON et al., 2000).

Sendo assim, investigamos a integridade dos genes que compdem o elemento Tn1546
na amostra CL-6729. Os resultados demonstraram alteracfes significativas no tamanho do
produto de amplificagdo do gene vanS. Diante disso, seguimos a investigacao pela busca de
alteracdes intergénicas, através de PCR por superposicdo (ou overlapping) para obtencdo de
segmentos que incluissem essas regides. Como néo foi possivel obter produto de amplificacao
da regido entre os genes vanS-vanH, a hipotese inicial foi considerar a presenca de uma
insercdo que, possivelmente, estaria aumentando o tamanho deste segmento, a ponto de
ultrapassar a possibilidade de amplificacdo com o protocolo e reagentes utilizados.

Estudos anteriores ja apontaram as seguintes sequéncias de insercdo associadas ao
Tn1546: 1S3, 1S19, 1S1216V, 1S1251, 1S1476, 1S1485, 1S1542, 1S1678, ISEfa4, ISEfab,
ISEfal0 e ISEfall. De maneira especifica, um complexo 1S1216V-1S3 € o identificado com
maior frequéncia no terminal 5’ de Tn1546; enquanto que, nas regides intergénicas de orf2-
vanR, vanX-vanY, vanS-vanH, as sequéncias 1S1542, 1S1678 e ISEfa, IS19 e 151251,
respectivamente, sdo as mais comumente encontradas. Outras, 1IS1476 e 1S1485, podem estar,
também, localizadas dentro do quadro de leitura dos genes vanY e orfl, respectivamente; e até
mesmo uma IS dentro de outra, como ja descrito para ISEfa4 que foi identificada inserida na
IS1542. Entretanto, a 1S1216V € a mais frequentemente descrita, pode estar inserida em
diversos locais no transposon, como: entre 0s genes orf2-vanS e vanX-vanY , na regido
anterior a vanR e na extremidade esquerda do transposon, sendo associada a dele¢des extensas
gue, normalmente, abrangem as regides deorfl e orf2(CAMARGO et al., 2004; DARINI et
al., 1999; GU et al., 2009; HUH et al., 2004; JENSEN et al., 1998; JUNG et al., 2005; KHAN
et al., 2008; LOPEZ et al., 2010; MACKINNON et al., 1997; NOVAIS et al., 2004;
SCHOUTEN et al., 2001; SIMJEE et al., 2002; SUNG et al., 2008; WERNER et al., 2008;
WILLEMS et al., 1999; WOODFORD et al., 2001).

Diante disso, como estratégia de nosso estudo foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores especificos para as regifes direta (foward) e reversa (reverse) das sequéncias de
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insercdo, 1S19,1S1216 e 1S1542, e de vanS,tendo como molde o produto de amplificacdo do
gene, proveniente de uma reagdo prévia de PCR. De fato, foi identificada a presenca de 1S19
no interior de vanS, que também foi confirmada pelo posterior sequenciamento do gene.
Considerando dados semelhantes disponiveis na literatura, observamos que IS19 (também
chamada ISEfm1, 1S6770 ou ISEf1) ja foi identificada em amostras de Enterococcuspodendo
estar localizada em elementos genéticos diferentes, como os grupos génicos de vanD e de
vanA. Huh e colaboradores (2004) reportaram a presenca de 1S19 na regido intergénica de
vanS-vanH. Ja Novais e colaboradores (2008) detectaram esta sequéncia de inser¢cdo em
Enterococcus isolados de aves, associada a regido intergénica de vanx-vany.

De acordo com comparacao da sequéncia parcial de 1S19 obtida neste estudo, com a
de referéncia depositada no GenBank (nimero de acesso AF169285; 1.038 pb), foi possivel
determinar que esta inser¢do, em Tnl546 da amostra de E. faecium CL-6729, estava
localizada a partir dos primeiros 119 pb de vanS (que apresenta 1.154 pb). N&o foram
encontrados outros registros na literatura da presenca de 1S19 interrompendo o gene vans,
contudo ja foram descritas outras sequéncias de insercdo presentes neste gene. Depardieu e
colaboradores (2003) detectaram a presenca de ISEfa4 em vanSp (do conjunto génico vanD)
em E. faecium. Em outro estudo, Darini e colaboradores (1999) evidenciaram a presenca de
IS1216V interrompendo vanS, do conjunto génico vanA, em uma amostra desta mesma
espécie. Ja Lopez e colaboradores (2010) identificaram a sequéncia de insercdo ISEfall em
uma amostra clinica de E. faeciumvanA interrompendo o gene vanS na posicdo 5332. Esta
sequéncia apresentou 93% de similaridade com ISEfa5 (ISL3)e codifica uma possivel
transposase de 431 aminoéacidos.

Neste estudo, questionamos as possiveis modificacBes que a presenca de 1S19 poderia
causar ao interromper a sequéncia génica da proteina VanS. Considerando que a juncdo de
VanS com o produto de IS19tivesse formado uma sequéncia protéica hibrida, avaliamos,
através de uma ferramenta de predicdo de hidrofobicidade e da estrutura protéica secundaria,
as provaveis alteracGes na estrutura da proteina. As analises demonstraram alteracdes na
composicdo de aminoacidos hidrofobicos, indicativos de dominios transmembrana,
apresentando dessa forma, um ganho de regido transmembranar. Modificacdes na disposicéo,
bem como na composicdo de folhas B-pregueadas e a-hélices também puderam ser
observadas. Tais modificaces, apesar de hipotéticas, estariam resultando em alteracdes nos
dominios efetores da proteina VanS, ou até mesmo tornando-a ndo funcional.

Considerando que a interrup¢do na sequéncia génica pela presenga de 1S19 pudesse

refletir em prejuizo a transcricdo do gene, foi avaliada a expressdo devanS, vanR e vanA, na
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presenca ou auséncia de concentragdes subinibitorias de vancomicina, por PCR em tempo real
(gPCR). A concentracdo de vancomicina utilizada nos testes (0,125 pg/mL — que corresponde
a ¥4 da CIM de SS-1274) foi escolhida por ter sido a que melhor sustentou o crescimento do
indculo inicial das amostras teste (CL-6729) e controle (A256), mantendo a capacidade de
induzir resisténcia, além de proporcionar maior reprodutibilidade dos ensaios. Ainda para
essas avaliacOes, também foi observada a expressdo desses genes em diferentes formas de
crescimento, como biofilme comparativamente ao crescimento plancténico.

Nossas analises por gPCR revelaram que a expressao dos trés genes avaliados (vanA,
vanS e vanR) estava funcional em ambas as amostras (teste e controle). Além disso, foi
possivel identificar que para a amostra CL-6729, a expressdo da resisténcia a vancomicina era
constitutiva. Este fato ainda é de ocorréncia rara para enterococos e certamente esta
acompanhado de uma grande importancia clinica. Para E. faecium CL-6729 foi observado que
0s niveis de expressdo dos trés genes foram similares e independente da presenca de
vancomicina no meio. Além disso, mesmo no crescimento em biofilme, onde a taxa
metabolica é reconhecidamente reduzida e, portanto, menos suscetivel a acdo de
antimicrobianos, foram detectados niveis similares de expressdo dos genes alvo. A avaliacdo
da expressao génica em diferentes formas de crescimento corroborou os achados do quanto se
apresenta de forma incomum a capacidade de resisténcia aos glicopeptideos na amostra de E.
faecium CL-6729. Cabe ressaltar que o funcionamento do sistema de resisténcia a
vancomicina na auséncia do antimicrobiano e em diferentes formas de cultivo foi também
identificado por espectrometria de massas (Q-Tof). Por esta metodologia foi possivel detectar
a presenca da proteina VanA com alto indice de confianca.

Diante desses achados consideramos que as alteracGes encontradas na proteina Vans,
certamente relacionadas a presenca de 1S19 no gene vanS, tenha relacdo direta ou indireta
com a apresentacdo constitutiva da resisténcia a vancomicina na amostra de E. faecium CL-
6729. A expressao constitutiva de genes van devido as alteracdes presentes em VanS ja foram
relatadas na literatura. Por exemplo, Batista e colaboradores (1997) demonstraram este fato
em uma amostra de enterococos apresentando o conjunto génico vanB, onde mutacdes que
resultaram na substituicdo de aminoacidos laterais a histidina na posicdo 233 da proteina
VanSg, possivel sitio de autofosforilagdo, foram responsabilizadas pela expressdo constitutiva
da resisténcia. Da mesma forma, Boyd e colaboradores (2000) detectaram uma mutacdo em
VanS que levou a uma proteina ndo funcional e ao fenétipo constitutivo vanD de resisténcia a
vancomicina. Lépez e colaboradores (2010) detectaram a presenca de ISEfall interrompendo

vanS em uma amostra clinica de E. faecium apresentando fendtipo constitutivo vanA.
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Entretanto, neste estudo ndo foi possivel determinar o mecanismo que determina a
expressao constitutiva da resisténcia a vancomicina na amostra de E. faecium CL-6729.
Consideramos principalmente duas hipdteses: ou VanS modificada permite uma
autofosforilacdo mesmo na auséncia do antimicrobiano (acdo direta), ou uma via alternativa
pode estar funcional nesta amostra bacteriana (agéo indireta).

Sabe-se que VanS é uma proteina fundamental na regulacdo do sistema van de
resisténcia a vancomicina (ARTHUR et al., 1992; BATISTA et al., 1997; DEPARDIEU et al.,
2003; FLETCHER, 1991; WRIGHT et al., 1993). Mais detalhadamente, a regulacdo da
expressao dos genes van associados ao Tnl1546 ocorre através de um sistema-de-dois-
componentes, vanS/vanR, em resposta a presenca do glicopeptideo no meio extracelular. A
proteina VanS € uma histidina quinase transmembrana que apresenta o dominio senso
extracelular (N-terminal) e o fosfatase/quinase citoplasmatico (C-terminal), enquanto que
VanR € citoplasmatica e age como um regulador transcricional (BOOTH et al., 2011;
CABRAL et al., 2011; GOODMAN; MARSHALL, 1995; JOUENNE et al., 2004; LATTIF et
al., 2011; LEN et al., 2003; RATHSAM et al., 2005; SHIN et al., 2009; SILVA et al., 2011,
WANG et al., 2012; WELIN et al., 2004).

Em VanS, o dominio quinase é composto por cinco regides (denominadas H, F, G1,
G2 e N), sendo uma delas (H) responsavel pelas funcdes de autofosforilacdo e de
fosfatase/quinase. Duas outras regides (G1 e G2) correspondem aos sitios de ligacdo de ATP.
Na presenca do glicopeptideo, o dominio citoplasmatico de VanS catalisa a autofosforilagdo
(dependente de ATP) de histidina e transfere o grupo fosfato para um residuo de aspartato
presente no dominio efetor de VanR (ARTHUR et al., 1992;1999; WRIGHT et al., 1993). A
modulacdo dos niveis de fosforilacdo de VanR ocorre pela dupla acdo de VanS que possui
atividade fosfatase em condicBes ndo indutoras e quinase na presenca dos glicopeptideos
(ARTHUR et al., 1997; 1999; DEPARDIEU et al., 2003; 2005; HOLMAN et al., 1994). A
fosforilacdo de VanR aumenta a afinidade da porcéo efetora da proteina aos promotores e
estimula a transcricdo dos genes relacionados a expressdo da resisténcia aos glicopeptideos
(DEPARDIEU et al., 2003; WRIGHT et al., 1993).

Sabe-se que, a atividade fosfatasica de VanS é necessaria para a regulacdo negativa
dos genes de resisténcia na auséncia do glicopeptideo, prevenindo o acumulo de VanR
fosforilado por acetilfosfato ou por outras quinases da célula (ARTHUR et al., 1996; 1999;
DEPARDIEU et al., 2003; EVERS et al., 1996). Estudos anteriores utilizando E. coli, onde
foram introduzidos promotores (PvanH-, PvanR- e PvanY-) responsaveis pela expressdo de

vanRSHAXYZ,demonstraram que VanR pode ser fosforilada na auséncia de VanS,
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provavelmente por outras quinases presentes na amostra “reporter” (HALDIMANN et al.,
1997; SILVA et al., 1998). Além destes estudos, Arthur e colaboradores em 1997, também
demonstraram a ativacdo constitutiva de VanR na auséncia de VanS em uma amostra de E.
faecium vanA.

Apesar de somente 1S19 ter sido identificada por PCR em CL-6729, as analises por
sequenciamento do genoma completo (WGS) detectaram a presenca de ISEfa4, ISEfab,
ISEfa8, 1Sfal0, ISEfall, I1S16, 1S256, 1S1485, 1S1678, ISEnfa4 e ISEfm2. Cabe ressaltar que,
IS16 também é utilizada como marcador de amostras de E. faecium associadas ao ambiente
hospitalar e pertencentes ao CC17 (WARDAL et al., 2017; WERNER et al., 2011). Também
foram detectadas por WGS a sequéncia de insercdo ISEnfa3 ja identificada tanto associada ao
elemento Tn5382, o qual carreia elementos vanB-2 de resisténcia & vancomicina (CARIAS et
al., 1998; LEE et al., 2003), quanto inserida em um alelo de pbp5 determinando resisténcia a
ampicilina (GARCIA-SOLACHE et al, 2016; HANRAHAN et al., 2000; LU et al., 2005).

Sequéncias de insercdo sdo 0s menores e mais frequentes elementos transponiveis
conhecidos em procariotas. Estes elementos sdo reconhecidamente envolvidos na geracdo de
diversidade genética, bem como modificando a expressdo génica. Exercem, portanto,
importante papel na evolucdo dos microrganismos, promovendo inativacdo génica e
plasticidade genémica. Ja foi reportado que, a quantidade de IS presentes em diferentes
amostras bacterianas seja de magnitude extremamente variavel, por razbes ainda
desconhecidas. Entretanto, é consensual que uma maior quantidade de IS em uma dada
amostra tenha correlacdo positiva com a maior frequéncia de transferéncia horizontal de
genes, tamanho do genoma, viruléncia e adaptacéo ao hospedeiro (LEE et al., 2016; SIGUIER
et al., 2014; TOUCHON; ROCHA, 2007; VAN SCHAICK; WILLEMS, 2010).

Além dos elementos relacionados a resisténcia a vancomicina, nossas analises por
sequenciamento do genoma total (WGS) de CL-6729 revelaram a presenca de determinantes
de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos [ant(6)-l1a, aph(3’)-lll e aac(6’)-le-
aph(2’’)-1a] e macrolideos [msr(C) e erm(B)]; além de mutacBes em genes relacionados a
resisténcia a quinolonas (gyrA e parC).

O fenotipo HLAR esta reconhecidamente presente em frequéncia elevada entre
amostras de Enterococcus, e tem o0 geneaac(6’)-le-aph(2’’)-la como determinante
clinicamente mais importante nestes microrganismos (CHOW et al.,, 2000; FERRETTI,
GILMORE; COURVALIN, 1986; KAK et al., 2000; LECLERCQ et al., 1992). Somando-se

ao arsenal de determinantes de resisténcia identificados por andlises de WGS, foram
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identificados, também, genes de resisténcia a macrolideos [msr(C) e erm(B)] cuja expressdo
resulta na inibicdo da sintese proteica por ligagdo a subunidade 50S do ribossomo.

Devido & frequente deteccdo de resisténcia entre amostras de Enterococcus,
antimicrobianos pertencentes a classe dos macrolideos ndo sdo mais utilizados no tratamento
das enterococcias (JONAS; MURRAY; WEINSTOCK, 2001; EUCAST, 2011). Os dois
mecanismos mais comuns que causam resisténcia a macrolideos em Enterococcus sdo a
modificacdo do alvo causada por uma enzima que metila uma adenina especifica no RNA
ribossomal 23S, a qual é codificada pelo gene ermB e por uma bomba de efluxo codificada
pelos genes mef (A/E) e msr (PORTILLO et al., 2000;SCHWAIGER; BAUER, 2008; SINGH
et al., 2001;SUTCLIFFEet al., 1996). Genes mrs(C) codificam uma bomba de efluxo de
transporte do tipo ABC para macrolideos e estreptrogramina B. Os niveis de resisténcia
resultantes da expressdo desta bomba sdo geralmente mais baixos que os produzidos pela
modificagdo do alvo causada pelas metilases ribossémicas codificadas pelos genes erm
(GRAHAM et al., 2009; PORTILLO et al. 2000; ZOU et al., 2011).

A resisténcia a quinolonas, juntamente com a resisténcia a ampicilina, compreendem
marcadores do complexo clonal 17 (CC17) (CATTOIR; GIARD, 2014; HOLLEBECK;
RICE, 2012; TOPet al.,, 2008). Quinolonas possuem como alvo a DNA girase e a
topoisomerase 1V, as quais Sd0 essenciais para a sobrevivéncia bacteriana. Cada enzima é
composta por um heterotetramero, no qual a DNA girase € composta por duas subunidades
GyrA e duas GyrB e a topoisomerase IV composta por duas subunidades ParC e duas ParE.
GyrA é homologa a ParC e GyrB a ParE (ALDRED et al., 2014; WANG, 1996). A resisténcia
é geralmente decorrente de mutacdes pontuais em ambas as enzimas. Tais muta¢cdes tem sido
comumente localizadas no dominio amino terminal de GyrA (residuos 67 a 106 para E. coli)
ou ParC (residuos 63 a 102) e estdo proximas ao sitio ativo de tirosinas (Tyrl22 para GyrA e
Tyr120 para ParC), os quais sdo covalentemente ligados ao DNA em um intermediario
enzimatico, em ambas as enzimas (LAPONOGOV et al., 2009; 2013; MORAIS et al., 1997;
WOHLKONIG et al., 2010). Este dominio tem sido chamado de regido determinante de
resisténcia as quinolonas ouQRDR (do inglés quinolone resistance-determining region) de
GyrA e ParC (CATTOIR; GIARD, 2014; HOLLEBECK; RICE, 2012; YOSHIDA et al.,
1990). O sitio Ser83 é o mais comum de mutacdo emE.coli, sendo seguido em frequéncia por
Asp87; e esta maior prevaléncia de mutacdes nesses sitios aparentemente se repete em outras
espécies bacterianas (ALDRED et al, 2014;DRLICA et al.,, 2009; HOOPER, 2003).
Consequentemente, a presenca de mutagfes em QRDR de ambos GyrA/ParC e GyrB/ParE
dimimui a afinidade da quinolona ao complexo enzima-DNA (WOHLKONIG et al., 2010).
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De acordo com os dados obtidos do sequenciamento do genoma total, foram
encontrados os genes gyrA, gyrB, parC e parE os quais relevaram a presenca das mutacoes
Ser83-Arg em GyrA e Ser80-1le em ParC. N&o foram observadas mutagdes em GyrB e ParE.
Similares resultados ja foram obtidos em amostras de E. faecium, particularmentepertencentes
ao CC17 (LEAVIS et al., 2006). Além disso, dados de estudos anteriores revelaram que apesar de
mutagBes em dominios especificos de GyrB e ParE ja terem sido identificadas e, também,estarem
associadas a resisténcia as quinolonas, parecem ser substancialmente menos frequentes entre
amostras de Enterococcus (BREINES et al., 1997; LEAVIS et al., 2006; YOSHIDA et al., 1991).

As andlises por WGS revelaram, também, a presenca de profagos no genoma da
amostra CL-6729. A presenca desses elementos em enterococos tem sido relatada ha mais de
70 anos, considerando os trabalhos pioneiros de Clark & Clark (1927) e de Evans (1934).
Desde entdo, diversos tipos de fagos apresentando uma variabilidade genética e morfologica,
ja foram encontrados associados a diversas espécies pertencentes a divisdo Firmicutes, de
bactérias Gram positivas. Nestes microrganismos, 0s bacteriéfagos sdo considerados
importantes vetores na transferéncia horizontal de genes de viruléncia e de resisténcia aos
antimicrobianos (MAZAHERI et al., 2010; PARASION et al., 2012).

Em S. aureus, por exemplo, genes associados a proteinas de evasao do sistema imune
(VAN WAMEL et al., 2006; TORMO et al., 2008), assim como a leucocidina de Panton-
Valantine (PREVOST et al., 1995), sdo codificados em bacteriéfagos. Também ja foi
demonstrado que fagos sé@o responsaveis pela codificacdo de genes de viruléncia importantes
na patogénese das infec¢bes causadas por Streptococcus pyogenes (AZIZ et al., 2004; 2005;
BANKS; LEI; MUSSER, 2003). Em enterococos, 0 maior nimero de estudos se concentra
nas espécies E. faecium e E. faecalis e apontam para a importancia desses vetores na
aquisicdo de caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos e viruléncia (BREDE et al.,
2011; HORIUCHI et al., 2012; ; LEE; PARK, 2012; MAZAHERI et al., 2010; 2011;
PARASION et al., 2012; YASMIN et al., 2010).

Em nosso estudo detectamos a presenca de trés profagos, cujas sequéncias, quando
comparadas no GenBank, indicaram sua deteccdo inicial em diferentes microrganismos,
sendo um proveniente deE. faecalis, um de Listeria e outro de Paenibacillus. O profago
vB_EfaS IME197, descritoe caracterizado recentemente em E. faecalispor Cheng e
colaboradores (2016),possui DNA dupla fita de 41.307 pb, além de dois tRNAS e um gene de
integrase, o qual sugere que este é um fago lisogénico. Além disso, possui 0s genes
necessarios para formacdo da estrutura viral, regulacdo e modificacdo genética (repressor,

antirepressor, iniciagdo da replicacdo e regulacdo da transcrigdo), genes que participam da lise
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do hospedeiro (lisinas e holinas), genes que possuem funcGes adicionais como proteinas de
recombinacdo, glicerofosforil diester fosfodiesterase, proteina D de ligacdo a colina entre
outras. Ja o profago 2389, pertencente a familia Siphoviridae, é descrito comumente associado
a diferentes géneros de bactérias Gram positivas, além de Listeria, comolLactococcus e
Streptococcus (BRUSSOW; DESIERE, 2001).

O terceiro profago identificado neste estudo (bacteriéfago Xenia), cuja sequénciase
apresentou de forma incompleta, é um fago litico oriundo de Paenibacillus larvae, que ja foi
sequenciado e caracterizado,possuindo um genoma com 41.149 pb e um total de 77 genes
(STAMEREILERSet al., 2016; TSOURKAS et al., 2015). Consideramos importante destacar
que o encontro deste profago na amostra CL-6729 nos parece um dado bastante interessante.
A troca genetica entre Enterococcus e membros do género Paenibacillus, microrganismos
Gram positivos, esporulados, fundamentalmente oriundos de ambientes naturais (solo) e
também empregados como biopesticidas, é sugerida particularmente em funcéo da resisténcia
adquirida a vancomicina (GRADY et al., 2016; PATEL, 2000). Estudos anteriores ja
demonstraram a presenca do operon vanA em diferentes espécies de Paenibacillus, com uma
organizacdo génica muito semelhante ao encontrado em vanA e vanB de Enterococcus,
indicando a existéncia de um ancestral comum. Adicionalmente, foi também sugerido e
destacado a possivel participacdo do emprego de biopesticidas na cadeia de disseminacao,
aquisicao e persisténcia de genes de resisténcia aos antimicrobianos (GUARDABASSI et al.,
2005; HASMAN et al., 2006; PATEL et al., 2000).

As analises por WGS também revelaram a presenca de dois plasmideos pertencentes a
familias repl7 e repUS15.Plasmideos sdo importantes colaboradores da disseminacdo de
genes de resisténcia e viruléncia, contribuindo para o estabelecimento de surtos por
microrganismos multirresistentes(FREITASet al., 2016; FOLSTERet al.,, 2017; Llet al.,
2016).Jensen e colaboradores (2012) classificaram e caracterizaram diferentes plasmideos de
acordo com os genes rep, os quais incluem 19 familias (rep family). A familia rep17 contém o
plasmideo conjugativo pRUMque apresenta uma estrutura em mosaico, que indica
recombinacdo por co-integracdo e transposicdo (GRADY; HAYES, 2003). Recentemente
Wardal e colaboradores (2017) relataram a presenca de repl7,zum carreando o conjunto
génico vanA de resisténcia a vancomicina em E. faeciumisolados de 42 instituices
hospitalares na Polénia em um periodo de 1997 a 2010. Entretanto, nossos resultados néao
permitiram fazer essa relagcdo para que possamos afirmar que os genes associados a Tn1546

em CL-6729 estejam associados a esse plasmideo.
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J& a familia repl5agrupa trés plasmideos encontrados em S. aureus, 0s quais incluem
pSK41, pLWO043 e pUSA300. O plasmideo psK41 codifica resisténcia aos antimicrobianos e
possui cépias integradas do plasmideo pUB110; pLWO043 esta associado a amostras deS.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), como também a transferéncia da resisténcia a
vancomicina (Tn1546) paraS. aureus;e pUSA300 éimportante na disseminagdo da resisténcia
a meticilina(DIEP et al., 2006; RAMSAY et al., 2016; WEIGEL et al., 2003).

Diante do atual cenario de E. faecium como protagonista de uma série de infeccdes
relacionadas aos cuidados na salde, e da importancia do papel dos biofilmes como
coadjuvantes nesses processos, avaliamos também os aspectos associados a formacgdo de
biofilmes pelas amostras de E. faecium, dentre estes, a interacdo dessas estruturas com
macrofagos.

A formacéo de biofilmes por enterococos, seja amostras VRE, ou mesmo sensiveis a
vancomicina (VSE), em infec¢Oes associadas ao ambiente hospitalar, particularmente as
decorrentes de dispositivos médicos, ¢ uma reconhecida grave ameaga ao paciente
hospitalizado. Considera-se que biofilmes conferem uma prote¢do aos microrganismos contra
0s agentes antimicrobianos pela prépria constituicdo ou estado metabolico do microrganismo
(DONLAN;COSTERTON, 2002). Diante de microrganismos multirresistentes, como € o caso
de amostras VRE de E.faecium, essa capacidade s6 vem agravar e contribuir para a
dificuldade de sua erradicacdo. Além disso, em biofilmes polimicrobianos, a transferéncia
horizontal de genes entre espécies, ou até mesmo géneros distintos, passa a ser uma
possibilidade adicional, aumentando a preocupacéo relativa a temida disperséo da resisténcia
a vancomicina para outras espéecies, como S. aureus, particularmente para amostras resistentes
a meticilina (PALMER;KOS; GILMORE, 2010).

Os resultados relativos a cinética de formacao de biofilmes revelaram que a amostra
multirresistente CL-6729 apresentou, relativamente, uma maior biomassa na maioria dos
tempos analisados. Pode-se observar também que esta amostra atingiu valores elevados de
densidade oOptica logo nas primeiras 4 horas de incubacéo, sugerindo uma maior agilidade nos
processos iniciais de formacdo, em relacdo a amostra SS-1274. Estes resultados podem ainda
estar relacionados a presenca de esp, que poderia contribuir para uma maior aderéncia ao
substrato. Estudos de Heikes, Bonten e Willems (2007) revelaram que mutantes para esp
formaram menos biofilmes e apresentaram uma menor capacidade em aderir ao poliestireno,
dados que estdo de acordo como nossos achados.

As analises porWGS,incluidas neste estudo, demonstraram que CL-6729 também

alberga o gene acm (adhesin of collagen from E. faecium), que codifica para uma adesina de
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colageno e de outras proteinas da matriz extracelular. Esta proteina pertence a subfamilia de
adesinas bacterianas designadas MSCRAMMSs, que sdo consideradas importantes elementos
nos estagios iniciais da infeccdo, interagindo especificamente com integrantes de matriz,
como colageno, fibronectina e laminina (DUPRE et al., 2003; NALLAPAREDDY et al.,
2003; PAGANELLI et al., 2013; SILLANPAA et al., 2009). Acm é expressa somente por
amostras associadas ao ambiente hospitalar e, portanto, fazem parte da chamada clade HA ou
subclasse Al. Genes que codificam esta proteina foram encontrados inativos em amostras
comensais, pela presenca de sequéncias de insercdo ou stop cédons, em contrapartida, o gene
acm foi encontrado intacto em todas as amostras isoladas de endocardite (NALLAPAREDDY
et al., 2008; PAGANELLI et al., 2013). Também, o gene efaAwm, que codifica para uma
adesina de parede celular, foi detectado através das analises por WGS. A funcdo desta
proteina ainda ndo esta completamente esclarecida, mas acredita-se que tenha participagdo na
aderéncia de E.faecium a diferentes superficies, o que pode vir influenciar na maior eficiéncia
para a formacéo de biofilmes (SOHEILI et al., 2014).

Além disso, detectamos por sequenciamento do genoma a presenca do gene
responsavel pela sintese de sortase A. As sortases sdo responsaveis pela ancoragem covalente
de proteinas de superficie, que apresentam um motivo LPXTG, a parede celular
(MARRAFFINI;DEDENT;SCHNEEWIND, 2016). Estudos anteriores demonstraram que a
delecdo do gene da sortase afetou os estagios de aderéncia, resultando em decréscimo na
formacdo de biofilmes por E. faecalis (GUITON et al., 2009; KEMP et al., 2006). Além disso,
Guiton e colaboradores (2010) demonstraram que mutantes da amostra de referéncia E.
faecalisOG1RF,que ndo expressam sortase A, apresentaram uma diminuic&o na ordem de 10°
UFC quando recuperadas de cateteres implantados na bexiga e nos rins de animais de
experimentacdo, quando comparados a amostra selvagem. Os autores destacaram que 0S
resultados obtidos sugeriram que a sortase A desempenha um papel importante na patogénese
das infeccBes urinarias associadas a cateteres e de etiologia enterocdcica. Porém sua
participacdo efetiva na formacédo de biofilmes ainda ndo foi descrita. De qualquer forma, cabe
lembrar que a origem clinica de E. faecium CL-6729 ¢ infec¢do do trato urinario.

Tais caracteristicas possuem fundamental importancia se extrapolarmos para uma
situacdo clinica, onde esta amostra teria uma maior rapidez na resposta ao estimulo para
formacdo de biofilme, o que pode refletir uma instalacdo mais rapida no hospedeiro ou em
dispositivos médicos, com subsequente dispersdo. E interessante observar também que a
amostra sensivel apresentou um desenho da curva muito similar a da amostra multirresistente,

denotando uma semelhanca no processo de desenvolvimento apesar de apresentarem
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diferentes valores para a quantificagdo da biomassa aderida. Assim, nossos dados nos parece
indicar que a bagagem genética relacionada a viruléncia e a resisténcia naturalmente favorece
0 sucesso de um determinado clone, muito mais que a formagdo de biofilme, que apesar de
também contribuir para o fato, se mostrou uma caracteristica comum nessas amostras.

Apds analise da cinética de crescimento dos biofilmes, foram escolhidos dois tempos
(periodos) de formacdo, como base para avaliacdo pelas demais metodologias empregadas
neste estudo. Para a maioria das avaliagbes complementares, utilizamos biofilmes formados
por 24 horas e por 72 horas. Considerou-se extrapolar que o primeiro periodo (24 horas) seria
0 representativo, provavelmente, de uma fase de maior destacamento, devido a abrupta queda
na biomassa, como observado na curva de formacdo, e que na maioria das vezes esta
relacionado a uma maior “diferenciacdo” nas células que se destacam, representando um
periodo de dispersdo. Enquanto que o segundo (72 horas), representaria biofilmes com um
maior nimero de estruturas maduras e tridimensionais, diante dos elevados valores de
biomassa identificados.

E reconhecido que a disponibilidade de nutrientes é um dos fatores que influenciam no
desenvolvimento de biofilmes (MOHAMED;HUANG, 2007). Assim, neste estudo, nao
descartamos a possibilidade de que essa influéncia tenha sido exercida para a queda dos
valores de DO obtidos e registrados na curva de formacdo, para ambas as amostras, nas
primeiras 24 horas. Tais efeitos podem refletir o consumo dos nutrientes presentes no meio de
cultura (BHI) e consequente producéo de acidos, acarretando no destacamento da estrutura. A
troca do meio de cultura, a cada 24 h, acarretou em um aumento na biomassa, que pode ser
decorrente da renovacdo de nutrientes e estabilizacdo do pH. De qualquer forma,
consideramos que avaliar esta etapa traria dados interessantes com provaveis aspectos
diferentes de maiores periodos de formacdo. Baldassari e colaboradores (2001), analisando a
formacdo de biofilmes por Enterococcus, também associaram a maior disponibilidade de
nutrientes com o aumento das taxas de formacao.

Outro fator que desempenha um importante papel para o desenvolvimento de
biofilmes € a substancia polimérica extracelular (EPS). A distribuicdo de seus componentes
varia de um microrganismo para outro e é dependente das condi¢cdes de crescimento, mas
tipicamente compreende proteinas, polissacarideos e DNA (BERNE et al., 2010;
WATNICK;KOLTER, 2002). EPS também providencia uma base estrutural e muitas
propriedades de defesa de um biofilme maduro (TART; WOZNIAK, 2008). Algumas
espécies bacterianas, como certas enterobactérias (espécies de Klebsiella e Enterobacter),

formam biofilmes com pouca variedade de componentes associados a EPS. Ja& membros da
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espécie Streptococcus pneumoniae sdo habeis em produzir substancia polimérica extracelular
com constituicdo quimica diversa (DAVEY; O’TOOLE, 2000).

A constituicdo da EPS pode ser influenciada pelas condicGes de cultivo, tais como pH,
temperatura e até mesmo pela metodologia utilizada para a obtencdo de biofilmes in vitro,
como substrato, tempo de cultivo, dentre outras (GOLLER; ROMEO, 2008). Estes dados
corroboram nossos achados quetambém indicam que condigdes de cultivo, e particularmente
o tempo de formagéo, interferem na composicao da EPS de biofilmes de E. faecium. Isto pode
ser avaliado pelas imagens obtidas na microscopia confocal de varredura a laser, que
demonstraram que nas primeiras 24 h de desenvolvimento, o substrato parece estar recoberto
por proteinas. A imagem obtida revelou um “tapete” protéico recobrindo todo o substrato
(neste caso vidro), que consideramos que possa ser composto por células bacterianas e/ou
mesmo proteinas secretadas, que aparentemente funcionariam como “alicerce” para a
sustentacdo dos biofilmes. J& em biofilmes formados por 72 horas pode-se observar uma
grande concentragdo de DNA extracelular nas analises por microscopia confocal.

Estas comunidades bacterianas sdo bem conhecidas pela resisténcia natural aos
antimicrobianos, no entanto, resultados disponiveis de analises relativas a sua interacdo com
componentes do sistema imune ainda séo raros e pouco conclusivos (CASTRO et al., 2017;
JOHNSON et al., 2016;SECOR et al., 2016). Sabe-se, entretanto, que a resposta imune a
biofilmes é complexa e os dados obtidos até 0 momento em estudos anteriores permanecem
contraditérios. Biofilmes podem suprimir e superestimular o sistema imune, e € provavel que
esta resposta diferencial dependa de muitos fatores, incluindo: a condicdo imunolégica do
hospedeiro, a localizacdo anatdmica destas estruturas, as espécies que as compdem e 0S
antigenos especificos detectados pelo sistema imune (JOHNSON et al., 2016;SECOR et al.,
2016;WATTERS et al., 2016).

Estudos prévios ja demonstraram diferentes tipos de resposta do sistema imune frente
a infeccdo por Enterococcus, bem como a identificacdo de mecanismos associados a evasao
do microrganismo, particularmente relacionados a espécie E. faecalis. Neste contexto, ja foi
visto que membros desta espécie sdo capazes de induzir morte celular de macréfagos, PMNs e
linfocitos (KIRSCHNEK et al., 2004; LEE et al., 2004; MIYAZAKI et al., 1993). Zou e
Shankar (2016) demonstraram que E. faecalis sdo capazes de sobreviver no interior de
macrofagos por periodos maiores de tempo que outros géneros/espécies bacterianas, como
Lactococcus lactis e E. coli. Por outro lado, apesar de um numero inferior de relatos
relacionados a E. faecium e sua interacdo com o sistema imune, Grobner e colaboradores

(2010) identificaram que microrganismos desta espécie também foram capazes de induzir
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morte celular, por mecanismo diferente de apoptose, em macréfagos J774.A1 por inibicdo da
ativacao de procaspase 3.

Porém, pouco se sabe sobre a resposta do sistema imune na presenca de biofilmes
formados por esses microrganismos. Diante disso, neste estudo foi realizada uma analise da
interacdo entre biofilmes e células plancténicas de E. faecium e macrofagos pertencentes a
linhagem J.774, durante diferentes tempos (30 minutos, 2 horas e 24 horas). Investigamos a
resposta dos macréfagos através da dosagem indireta de éxido nitrico (NO) e das citocinas
INF-y, TNF-a, IL-6 e IL-10.

Espécies reativas de nitrogénio produzidas pela enzima induzivel denominada 6xido
nitrico sintase (iNOS) desempenham um importante papel na morte de microrganismos dentro
das células fagociticas (FANG et al., 2004; VAZQUEZ-TORRES et al., 2000). Sua producéo é
realizada por diversas células como macrofagos derivados de mondcitos, macréfagos alveolares
e mondcitos de sangue periférico, neutrdfilos, hepatocitos, fibroblastos, células da medula dssea
e osteoblastos (GRABOWSKI; MACPHERSON; RALSTON, 1996; HUNT; GOLDIN, 1992;
MONCADA,; HIGGS, 1993; MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1991; RIANCHOet al., 1995).

Estas células classicamente sdo estimuladas quando expostas as endotoxinas
bacterianas ou citocinas inflamatorias como a IL-1, TNF e IFNy (GRABOWSKI;
MACPHERSON; RALSTON, 1996; VAN’THOFF; RALSTON, 1997). Por outro lado,
citocinas IL-4, 1L-10, IL-13 e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) inibem a
inducdo de INOS em certos tipos de células (KNOWLES & MONCADA, 1994; NUSSLER
& BILLIAR, 1993).

Como a meia vida do NO é da ordem de segundos, medi¢des diretas do mesmo sao
dificeis, apesar de serem feitas com técnicas de quimioluminescéncia. Entretanto, o mais
comum é avalia-lo indiretamente medindo o acumulo de nitrato (NO3) e nitrito (NO2) no
meio (Green et al, 1982). Diante disso, neste estudo foi utilizado o0 método colorimétrico de
Griess para analises da concentracdo de nitrito no sobrenadante coletado, apos a interacdo de
células plancténicas ou biofilmes das amostras CL-6729 e SS-1274 com macréfagos J.774,
como medicdo indireta da producdo de NO.N&o obtivemos alteracdes nos niveis de NO,
durante os ensaios com macréfagos J.774 nos tempos avaliados de interacdo com biofilmes ou
células planctonicas quando comparado ao controle (DMEM + M¢) nas duas amostras.
Contudo, ap6s 24 horas observamos uma modulacdo negativa dos niveis de nitrito por
biofilmes e células plancténicas de CL-6729. Esses dados apresentaram correlagdo com as
dosagens obtidas para TNF-a e INF-y (que induzem a producdo de NO) apos 24horas de

interacdo dos macrofagos com biofilmes e células planctonicas, cujos resultados também
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demonstraram uma modulagdo negativa, estatisticamente significativa, na sintese dessas
citocinas. Entretanto, a producdo delFN-y por macrofagos € controversa, considerando-se que
classicamente esta citocina € caracteristica de linfocitos T. Por outro lado, analises quanto ao
estimulo pelo virus da encefalomielite murina (HIMEDA et al., 2010),pela proteina
maspina(WANG et al., 2007), e Leishmania amazonensis(SANTANAet al., 2017) ja
relataram a expressdo de INF-y por macrofagos. Neste estudo incluimos a andlise de
expressdo desta citocina considerando a peculiaridade do modelo estudado (biofilmes),
considerando-se também o nimero restrito de estudos disponiveis na literatura. Nossos dados
sugerem que J.774 produza essa citocina que sofreu modulagdo negativa pelos modelos
avaliados.

Em conjunto esses dados sugerem uma inibicdo da atividade dos macrofagos,
justificando a hipotese de uma incapacidade dessas células em agir sobre biofilmes. Contudo,
consideramos a necessidade de abordagens utilizando um maior nimero de metodologias que
venham a permitir uma maior seguranca para confirmacdo desses dados.

Apesar de ndo observarmos uma inibicdo na producao de NO ap0s 2horas de interacéo
entre macrofagos e biofilmes ou células planctdnicas, obtivemos uma inducéo significativa da
producdo de IL-10, que esta relacionada a inibicdo da inducdo de iINOS(LIEW, 1994).J4 em
relacdo a producdo de IL-6, foi visto que apds 2 horas de interagdo ocorreu uma inducéo
positiva decorrente do estimulo tanto com biofilmes, quanto células plactdnicas de CL-6729.
Para amostra SS-1274, o aumento na producdo de IL-6 foi decorrente apenas do estimulo
determinado no ensaio com células bacterianas provenientes do cultivo plancténico.

Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem que h& uma resposta dos
macrofagos as células plancténicas e biofilmes de E. faecium, com um perfil misto de
citocinas.

A capacidade de interacdo entre biofilmes e macrofagos pode ser também evidenciada
pelas analises em microscopia confocal de varredura a laser. Neste caso a interacdo entre
biofilmes e macréfagos foi representada pela capacidade destas células se apresentarem tanto
na superficie da biomassa aderida, quanto em seu interior, contradizendo, neste Gltimo caso, o
paradigma correntemente exposto na literatura sobre a barreira fisica que os biofilmes
supostamente representariam para as células do sistema imune (DONLAN; COSTERTON,
2002).

Os estudos dedicados a compreensdo da persisténcia e da versatilidade dos biofilmes
tém contado com auxilio de ferramentas de protebmica. A necessidade do conhecimento dos

mecanismos que regem a heterogeneidade da expressao génica entre células planctdnicas e
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biofilmes, que acarretam fenotipos distintos entre si e capazes de responder de forma
totalmente diferente as diversas condi¢des, tem sido alvo de muitos estudos na area (FUX et
al., 2005;GHIGO, 2003; PHILLIPS; BOGYO, 2005; SAUER et al., 2003).

Sabendo da importéncia de se elucidar as caracteristicas expressas por células
bacterianas em um biofilme, realizamos uma investigacao inicial, através de espectrometria de
massas ESI-Q-TOF das diferentes proteinas expressas pelas células, presentes nessas
estruturas, em comparacdo as células planctonicas, quando cultivados por periodos de 24
horas. As analises revelaram que, nacondicdo de biofilme, as duas amostras apresentaram
proteinas envolvidas em diferentes fungcdes como: metabolismo de carboidratos, proteinas e
acidos nucléicos, enovelamento de proteinas, biossintese de acidos graxos, proteases, reacoes
de oxirreducdo, sintese da parede celular e translocacdo de polipeptideos. As analises em
nosso estudo tiveram por objetivo uma investigacao inicial e, portanto, foi proveniente de uma
selecdo de algumas regides no gel de SDS-PAGE, que visualmente apontasse diferencas de
intensidade entre bandas equivalentes (biofilmes versus plancténicas). A partir desta escolha
aleatoria foi possivel identificar um maior nimero e diversidade de proteinas a partir dos
perfis da amostra CL-6729. Porém, consideramos que,de forma cautelosa, os dados obtidos
devam ser utilizados como suporte para avaliacGes futuras que empreguem metodologias
quantitativas de espectrometria de massas.

De qualquer forma, € interessante registrar que o perfil protéico das celulas dos
biofilmes, das duas amostras de E. faecium avaliadas,demonstrou a presenca de proteinas
relacionadas a divisdo celular, metabolismo de carboidratos e de &cidos nucléeicos. Este fato
foi relativamente inesperado, pois conceitualmente biofilmes seriam estruturas que albergam
células em um estado metabolicamente pouco ativo, similar a um perfil protedmico de células
em estado estacionario do cultivo plancténico (DOMKA et al., 2007; HAMILTON et al.,
2009). Contudo, seria necessario analisar quantitativamente essas proteinas, pois niveis basais
de sintese podem estar sendo detectados através da técnica empregada. Além disso, células
em diferentes estagios de crescimento, presentes nos diversos estratos da estrutura aderida,
podem ter influenciado nesses resultados.

De acordo com Stoodley e colaboradores (2002), o modelo de desenvolvimento dos
biofilmes compreende um ciclo de cinco estdgios: planctdnico, adesdo, formacdo de
microcol6nias, maturacdo e dispersdo. Durante 0s processos de desenvolvimento, ha escassez
nutricional e acumulo de metabdlitos, fazendo com que as células retornem ao estado
planctdnico (KARATAN; WATNICK, 2009). Logo, uma possivel interpretacdo para nossos

dados é que parte das células presentes nos biofilmes conservou a maquinaria metabdlica para
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prontamente reverter a0 modo de células planctonicas. Nossa hipdtese pode também ser
respaldada pelos dados obtidos com a curva de formagdo dos biofilmes, que demonstrou que
em 24 horas de formacdo os valores de DO, que mediram a biomassa, cairam
vertiginosamente, possivelmente apontando para um momento de dispersdo/destacamento.
Entretanto, Resch e colaboradores (2006), em estudos de protedmica de biofilmes de S. aureus,
sugeriram que as células podem se apresentar metabolicamente ativas nas fases tardias do
desenvolvimento dessas estruturas, 0 que corroboraria nossos achados.

J& se sabe que as células dos biofilmes possuem uma alta tolerdncia ao estresse.
Contudo, proteinas relacionadas ao estresse podem ser expressas diferentemente em biofilmes
e em células plancténicas (STEWART;COSTERTON, 2002). Em nosso estudo, proteinas
relacionadas ao estresse foram encontradas em ambas as condic¢des. Nos biofilmes da amostra
CL-6729 a chaperona DnaK, membro da familia de proteinas Hsp70 (heat shock protein — 70)
foi identificada. Esta desempenha um importante papel no controle da qualidade
conformacional de proteinas e estd envolvida em diferentes atividades como prevencdo da
agregacdo, enovelamento e desagregacio (MARTINEZ-ALONSO et al., 2010). Alguns
membros desta familia sdo constitutivamente expressos; enquanto outros, sdo induzidos por
varios fatores ambientais ou condi¢fes de crescimento (BREHMER et al., 2001). Existem,
também, especulacdes sobre o papel dessas proteinas na adesdo dos microrganismos,
particularmente quando na forma extracelular. Esta afirmativa foi decorrente do estudo de
Schaumburg e colaboradores (2004) que evidenciou a uma forte interacdo com
plasminogénio, em experimentos de ressonancia de plasma de superficie (SPR, do inglés
surface plasmon resonance). A partir desses dados, 0s autores sugeriram que essas proteinas
devam atuar também como receptores para o plasminogénio humano.

Outras proteinas de estresse celular foram identificadas em células planctonicas da
amostra CL-6729, como as proteinas GroEL (pertencentes a familia Hsp-60), identificada
também nos biofilmes de SS-1274. A proteina GroEL é uma chaperona que age na maioria
dos casos em um nivel pds-traducdo, no auxilio do enovelamento de alguns polipeptideos e o
fator trigger, uma abundante chaperona que se liga reversivelmente ao ribossomo interagindo
com a cadeia polipeptidica nascente, cooperando, muitas vezes, com DnaK para o
enovelamento (AGASHE et al. 2004; GEORGOPQOULOS, 2006).

Em adicdo, encontramos em CL-6729 a proteina GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), a qual € uma enzima glicolitica responsavel pela conversao de gliceraldeido
3-fosfato em 1,3 difosfoglicerato. Tem sido relatado que esta proteina em Streptococcus suis €

uma proteina de superficie que medeia a aderéncia celular e desenvolve um importante papel
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na infeccdo e invasdo (BRASSARD et al., 2004; WANG; LU, 2007). O mesmo foi relatado
para S. pneumoniae onde esta proteina parece estar envolvida na aderéncia a plasminogénio
humano (MOREAU et al., 2017). Devido a sua variada fungéo, estudos propuseram o uso de
GAPDH para o desenvolvimento de vacinas contra Edwardsiella tarda (KAWAI et al., 2004;
LIU et al., 2005), S. pneumoniae (JOMAA et al., 2005) e Bacillus anthracis (DELVECCHIO
et al., 2006).

Além disso, proteinas como DnaK, GroEL, enolase e GAPDH estdo entre as mais
comuns proteinas moonlighting. Muitas proteinas possuem mais de uma funcdo, além da
funcdo bioldgica principal.Este fendmeno é conhecido como moonlighting, onde proteinas
conhecidas pela funcdo metabdlica ou chaperonas desempenham outras fungfes, muitas vezes
envolvidas na viruléncia. Estas podem ser secretadas através de uma via desconhecida ou
estarem envolvidas com aderéncia e modulagdo de processos de sinalizagdo celular
(HENDERSON; MARTIN, 2011; HENRY et al., 2015; JEFFERY, 2016; MAGUIRE;
COATES; HENDERSON, 2002).

Nossos resultados também demonstraram proteinas envolvidas na sintese da parede
celular em células dos biofilmes. Estes sdo justificaveis diantes de relatos similares como os
divulgados por Resch e colaboradores (2006) que evidenciaram um aumento na expressao de
proteinas que participam da sintese do peptideoglicano em biofilmes de S. aureus; e de Sanui
e Gregory (2009), que demonstraram 0 aumento na expressao de proteinas que participam da
via glicoliticanessas estruturas deStreptococcus mutans.De forma geral, nossos resultados
indicaram que a amostra CL-6729, multirresistente e pertencente ao CC17, se mostrou mais
especializada quanto aos processos envolvidos com a formagdo de biofilmes, apresentando uma
maior versatilidade no perfil geral de expressdo de proteinas, se comparada a amostra SS-1274.

Os dados obtidos através do genoma total da amostra CL-6729 trouxeram uma gama de
informagfes quanto ao arsenal genético exibido por esse microrganismo. Entretanto, ndo foi
possivel, durante o tempo de elaboracdo deste estudo, realizar o sequenciamento do genoma da
amostra SS-1274, impedindo comparag®es através do emprego desta metodologia. Também, até
onde é de nosso conhecimento, ainda ndo se encontra disponivel nos bancos de dados de dominio
publico o sequenciamento do genoma de SS-1274, para que pudéssemos utilizar para fins
comparativos. Entretanto, Oana e colaboradores (2002), utilizando métodos de amplificacdo e
sequenciamento parcial construiram um mapa do cromossomo de varias amostras de E. faecium
incluindo SS-1274 (nomeada no artigo original como ATCC19434). Os autoresrelataram que,
entre os resultados obtidos, foi evidenciado que o tamanho do cromossomo desta amostra é de 2,6

Mb. Nossos resultados apontaram que para CL-6729 o tamanho do cromossomo identificado foi
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de cerca de 2,9 Mb. Diante disso, uma hipétese para a diferenca encontrada seria a possibilidade
de acumulo de elementos genéticos na amostra clinica, responsavel pelo maior nimero de
caracteristicas de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos, como demonstrado nos
resultados obtidos com as diferentes metodologias empregadas neste estudo. Entretanto, as
analises comparativas de Oana e colaboradores demonstraram que o genoma desta espécie porde
variar em cerca de 17% identificando entre as amostras avaliadas tamanhos que variaram de 2.550
kb a 2.995 kb. Dados mais recentes, utilizando WGS também apontam para uma consideravel
variacdo no tamanho do genoma entre amostras desta espécie com o0s seguintes resultados
disponiveis na literatura: de 2,50 Mb a 3, 14 Mb no estudo de Qin et al. (2012), em uma analise
comparativa de 21 genomas; 2,897 Mb, no estudo deMello et al. (2016); 2,697 Mb, segundo
relato de Michielset al. (2016). De qualquer forma, consideramos que as diferencas entre as
amostras analisadas neste estudo possam ser baseadas na variacao de caracteristicas apresentadas,
que devem refletir o dindmico processo evolutivo ao qual esses microrganismos tém sido
submetidos.

Assim, consideramos que os resultados obtidos neste estudo apontam para a aquisi¢éo de
atributos que certamente favoreceram o sucesso desse microrganismo na conquista do ambiente
hospitalar. Entretanto, cabe destacar que de acordo comnossos dados, a habilidade de formar
biofilmes se mostrou uma caracteristica comum as amostras estudadas, nédo refletindo, portanto,
uma vantagem adaptativa per siem grupos ou complexos clonais, que atingiram sucesso
destacado na capacidade de adquirir genes de resisténcia e viruléncia. Porém, mesmo assim
nossos resultados permitem sugerir que diferencgas sutis, como maiores taxas de crescimento e de
formacdo de biofilmes, uma provavel maior rapidez de resposta e expressdao de proteinas
associadas as diferentes etapas do metabolismo, possam ter se somadoa aquisicdo cumulativa de
genes extracromossdmicos, provenientes de diversoselementos genéticos moveis, reunindo
portanto, reais vantagens seletivas a sobrevivéncia e persisténcia no ambiente hospitalar.

Este estudo, que avaliou amostras de uma mesma espécie, porém representativas de
condicBes de pressdo seletiva completamente diferentes, tem a pretensdo de fornecer subsidios
para 0 entendimento da construcdo da diversidade de amostras bacterianas diferentes porém
pertencentes a uma mesma espéecie. Sem davida, podemos lancar maos de varias hipoteses que, a
partir dos resultados obtidos,seriam construidas dianteda existéncia de provaveis indmeros
eventos genéticos que vieram a proporcionar a estes microrganismos, que ha poucas décadas atras
ainda eram considerados apenas como comensais, a especializacdo de grupos clonais,
determinando a conquista de novos ambientes. Além disso, a capacidade de estimular ou até

mesmo de ndo fazé-lo, dissimulando portanto a acdo de células do sistema imune, como
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demonstrado em ensaios com células planctonicas e biofilmes, sugerem que E. faecium se
constitui em uma espécie cujas caracteristicas intrinsecas facilitaram sua progressdo ao status
atual de patogeno hospitalar de alto risco.

Assim, consideramos que independente do estado de crescimento, plancténico ou
biofilme, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na mudanca de status de microrganismo
comensal para patogénico faz-se necessaria ndo somente através da identificacdo dos fatores
de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos envolvidos, como também do esclarecimento
quanto as vias integradas ao sistema imune do hospedeiro que estejam contribuindo para o seu
estabelecimento. Neste sentido, os resultados obtidos neste estudo pretendem se somar a
dados da literatura na busca do entendimento dos aspectos envolvidos na plasticidade
gendmica desses microrganismos, para que possam ser definidas eficazes estratégias de

controle a sua progressé@o como patdégeno humano.
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CONCLUSAO

Este estudo realizou uma andlise comparativa de duas amostras pertencentes a espécie
E. faecium, sendo uma amostra padrdo e outra isolada de infeccdo urinaria. Ambas foram
caracterizadas, através de testes fenotipicos e moleculares e de acordo com a susceptibilidade
aos antimicrobianos, SS-1274 apresentou-se sensivel a diversos antimicrobianos e CL-6729
multirresistente.

O emprego de trés técnicas de tipagem molecular — PFGE, MLVA e MLST — indicou
que a amostra CL-6729 é relacionada ao CC17 um complexo clonal de distribuicdo global.

Polimorfismos associados ao elemento Tnl1546, particularmente relacionados a
presenca de 1S19 no genevanS, sugeriram ser a causa da mudanca de comportamento para
expressao da resisténcia a vancomicina, de induzido para constitutivo.Alteracdes na expressao
da resisténcia & vancomicina podem vir a representar uma estratégia evolutiva para uma via
de resisténcia que utilize um mecanismo que independe da presenca da droga.

Como ndo foi possivel determinar o mecanismo responsavel pela expressdo
constitutiva da resisténcia a vancomicina, consideramos a hipdtese da manutencao de uma via
de fosforilacdo ativa sem a necessidade de uma ativacao inicial de uma proteina sensora de
superficie. A fosforilacdo de uma proteina intracelular atuante na desrepressdo dos genes
envolvidos na resisténcia representaria um menor gasto energético, pela possibilidade do uso
compartilhado de fosfatasesrelacionadas ao metabolismo celular, o que poderia vir a indicar
uma estratégia de otimizagdoda resisténcia a vancomicina em E. faecium.

As amostras CL-6729 e SS-1274 apesar de terem apresentado valores distintos na
quantificacdo de biofilmes, determinaram um comportamento semelhante identificado pelo
perfil da curva de formacdo dessas estruturas. Porém, os resultados desses ensaios também
permitiram sugerir que SS-1274 possuiu uma taxa de formacdo de biofilme mais lenta, em
relacdo a amostra CL-6729. Este fato sugere queapesar da capacidade de formacédo de biofilmes
ter se mostrado uma caracteristica comum, se associarmos aos demais dados de viruléncia
(presenca de adesinas evidenciada por metodologias de PCR e de WGS), conclui-se que CL-
6729 provavelmente alberga uma “bagagem”adicional para formacdo dessas estruturas, que
pode ter influéncia em uma maior eficiéncia de formacdo. Este fato também poderia contribuir
parauma maior capacidade de persisténcia no hospedeiro e no ambiente hospitalar.

Andlises de interacdo com macrdfagos da linhagem J.774 demonstraram que estas
células sdo capazes de interagir com biofilmes de E. faecium.Mais especificamente,

demonstraram que biofilmes e células planctonicas de ambas as amostras incluidas neste
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estudo foram capazes de modular a atividade de macréfagos. Contudo concluimos que séo
necessarios estudos futuros para investigar a efetividade da agdo fagocitica frente a biofilmes
de E. faecium, assim como determinar quais 0s processos celulares estariam envolvidos.

De forma geral, a analise por espectrometria de massas foi capaz de demonstrar parte
do universo de proteinas presentes em ambas as amostras de E. faeciuma partir de bandas
selecionadas de ensaios por SDS-PAGE. Os dados obtidos foram capazes de revelar e alertar
para uma gama de proteinas que podem estar envolvidas em diferentes funcbes celulares,
mesmo aquelas com uma funcdo inicialmente metabd6lica, como as proteinas
moonlightingencontradas. Entretanto, consideramos a necessidade do emprego de técnicas
com abordagens quantitativas, que possibilitem o uso de ensaiosoff-gel, para que conclusées
mais definitivas possam ser tragadas, frente as provaveis variaces entre amostras distintas e
diferentes condicGes de crescimento.

O sequenciamento do genoma da amostra CL-6729, revelou um conteudo pleno de
determinantesja bem relatados como responsaveis pela expressdo de fatores envolvidos na
resisténcia aos antimicrobianos e na viruléncia,incluindo formacéo de biofilmes.A presenca
de elementos geneéticos transferiveis, sequéncias de insercdo e profagos oriundos de espécies e
géneros bacterianos diversos, indicam uma destacada intensidade de trocas genéticas,que
certamente demandam eventos recombinacdo, sugerindo um processo evolutivo
especialmente dinamico.

Este estudo demonstrou a versatilidade genética de E. faeciumem uma analise
comparativa entre amostras isoladas em momentos histdricos distintos, considerando-se a
pressdo seletiva determinada pelos antimicrobianos. O maior acimulo de caracteristicas de
viruléncia e resisténciae a presenca consideravel de elementos genéticos transferiveis,como
evidenciado em CL-6729, certamente tem influéncia diretana escalada desta espécie
bacteriana do anonimato comensal para o protagonismo nos quadros infecciosos,
particularmente osde origem hospitalar. Ressaltamos que este estudo alerta para a
evidenciacdo de que o caminho evolutivo deste patdgeno oportunista para um patdgeno de
alto risco, como vem sendo tracado em diversos outros paises, também é evidente em nosso
meio. Assim, é fundamental o acompanhamento continuo dessas amostras visando identificar

0 pronto surgimento de novos atributos, para que seja possivel atuar no seu controle.
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