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RESUMO

FARIA, Adriana Rocha. Diversidade e estrutura populacional de Enterococcus faecalis
resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos. 2017. 185 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017.

Dentre as espécies de Enterococcus, E. faecalis se destaca pelo elevado percentual de
amostras associadas a quadros clinicos de maior gravidade, como as infeccdes da corrente
sanguinea. O objetivo deste estudo foi avaliar amostras portadoras de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos (HLAR), quanto a fenotipos e genotipos de resisténcia aos
antimicrobianos, viruléncia e diversidade populacional. Foram selecionadas 306 amostras de
E. faecalis HLAR, provenientes de instituicdes hospitalares localizadas no estado do Rio de
Janeiro, no periodo de Jan/2005 a Jan/2013. Perfis de susceptibilidade a 14 antimicrobianos
foram avaliados por disco difusdo e a concentracdo inibitoria minima para gentamicina (GEN)
e estreptomicina (EST) foi determinada por diluicio em A&gar. Genes associados as
caracteristicas de HLAR e de viruléncia foram identificados por metodologia de PCR.
Analises da diversidade genotipica e estrutura populacional foram realizadas pelo emprego
dos métodos de eletroforese em campo pulsado (PFGE) e tipificagdo por sequenciamento de
maultiplos loci (MLST). Nas amostras resistentes a niveis elevados de gentamicina HLR-G o
gene aac(6')-le-aph(2")-la foi prevalente, seguido de aph(2")-Ic. J& naquelas HLR para
estreptomicina (HLR-S), ant6 -la foi prevalente. Amostras resistentes a vancomicina (VREfa)
apresentaram elevadas taxas resisténcia aos 14 antimicrobianos testados. De 42 amostras
VREfa, 38 apresentaram genotipo vanA e quatro vanB. Os genes efaA, eep, gelE, ace, asal e
agg foram identificados na quase totalidade das amostras, e uma frequéncia moderada foi
observada para cylA e esp. O gene hyl ndo foi observado nessas amostras. As analises por
PFGE resultaram na identificacdo de 36 grupos, sendo GP8, GP3 e GP5 os prevalentes em
amostras HLR-G; GP1, GP8, GP16, GP3 e GP19 em HLR-GS; e GP22, GP2 e GP24 em
HLR-S. A anélise por MLST revelou 17 STs associados as amostras clinicas de E. faecalis e
dois STs novos foram descritos nesse estudo (ST769 e ST770). O ST6, ST21, ST4 e 0 novo
ST769 foram os mais frequentes. Amostras VRE foram relacionadas ao ST6, ST9, ST97,
ST103 e ao novo ST769. Os genes eep e efaA foram associados a todos os STs; porém cylA
foi correlacionado ao CC2 (ST6 e ST2), esp aos ST21, ST26 e ST40; gelE a CC2, CC21,
CC388, CC30, ST4, ST9, ST40, ST97 e ST330; asal ao CC2, CC388, ST4, ST9, ST26,
ST55, ST97, ST330 e ST21; agg, ao CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 e ST330; e
ace ao CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 e ST330. A circulagcdo de HLAR em nosso
meio em clones descritos mundialmente como de alto risco e a expansao clonal de algumas
dessas linhagens, que incluiu a aquisicdo de resisténcia a vancomicina e a penicilina e a
participacdo de genes de viruléncia, chama a atencdo para emergéncia de clones mais
adaptados e potencialmente patogénicos dispersos no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis. Resisténcia aos antimicrobianos. Resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos. Tipificacdo por sequenciamento em maltiplos

loci. Eletroforese em campo pulsado. Diversidade bacteriana.



ABSTRACT

FARIA, Adriana Rocha. Diversity and population structure of Enterococcus faecalis high-
levels aminoglycosides resistant. 2017. 185 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade
de Ciéncias Medicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Enterococcus faecalis stands out for the high percentage of isolates associated with
more serious clinical conditions such bloodstream infections. The aim of this study was to
evaluate E. faecalis isolates showing high-level aminoglycosides resistance (HLAR), as their
phenotypes and genotypes of antimicrobial resistance, virulence traits and population
diversity. A total of 306 bacterial E. faecalis HLAR strains isolated from patients attended at
hospital institutions located in the State of Rio de Janeiro, during the period of Jan/Jan
2005/2013 were selected. Susceptibilities profiles have been assessed by disk diffusion to 14
antimicrobials, and the minimum inhibitory concentration for gentamicin (GEN) and
streptomycin (EST) was determined by agar dilution. Genes associated to the characteristics
of HLAR and to virulence were identified by PCR assay. Analysis of genotypic diversity and
population structure were carried out by pulsed-field electrophoresis (PFGE) and multiple loci
sequencing typing (MLST). Among the isolates showing high-level gentamicin resistance
(HLR-G), the gene aac(6')-le-aph (2 ")la was prevalent followed by aph (2)-Ic. Moreover,
among HLR to streptomycin isolates (HLR-S), the gene ant6™-la was the prevalent.
Vancomycin resistant E. faecalis (VREfa) showed high rates of resistance to the 14
antimicrobials tested. Among the 42 VREfa isolates, 38 and four isolates harbored vanA and
vanB genotypes, respectively. The genes efaA, eep, gelE, ace, asal and agg have been
identified in almost all of the samples, and a moderate frequency was observed for cyl the esp
gene. The gene hyl was not detected from these E. faecalis HLAR isolates. The PFGE
analysis resulted in the identification of 36 groups, being GP8, GP3 and GP5 the prevalent
among HLR-G isolates; GP1, GP8, GP16, GP3 and GP19 among HLR-GS; and GP22, GP2
and GP24 among HLR-S. The MLST analysis revealed 17 STs besides two new STs that
were described in this study (ST769 and ST770). The ST6, ST21, ST4 and new ST769 were
the most frequent. VRE samples were related to ST6, ST9, ST97, ST103 and to the new
ST769. Genes eep and efa were associated with all STs; however cyl was correlated to the
CC2 (ST6 and ST2), esp to ST21, ST26 and ST40; gelE to CC2, CC21, CC388, CC30, ST4,
ST9, ST40, ST97 and ST330; asal to mapped to CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97,
ST21 and ST330; agg to CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 and ST330; and ace to
CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 and ST330. E. faecalis HLRA high-risk clones
have been described worldwide and the clonal expansion of some of these lineages that
included resistance to vancomycin and penicillin including the presence of virulence ,
highlights the attention to the emergence of more adapted and potentially pathogenic clones in
the hospital environment.

Keywords: Enterococcus faecalis. Antimicrobial resistance. High-level aminoglycoside
resistance. Multilocus sequencing typing. Pulsed-field gel electrophoresis.

Bacterial Diversity.
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INTRODUCAO

O género Enterococcus foi instituido por Schleifer e Kilpper-Bélz, em 1984,
respaldados em ferramentas moleculares recém-introduzidas a Taxonomia Bacteriana, para
reunir microrganismos até entdo pertencentes a Streptococcus, mas que ja eram reconhecidos
por diferir em certas caracteristicas. Enterococcus é composto de cocos Gram-positivos,
anaerdbicos facultativos e que crescem na faixa de 10°C a 45°C, sendo 36°C a temperatura
6tima de crescimento. De forma caracteristica, 0s membros do género sdao homofermentativos
e 0 acido latico é o produto final do catabolismo da glicose ou de outros carboidratos.
Também, ndo possuem a enzima citocromo oxidase, sendo negativos no teste da catalase.
Entretanto, algumas espécies podem formar uma catalase citoplasmatica, quando ha aquisicao
de heme do meio externo. Os principais testes fenotipicos utilizados para a caracterizacdo do
género incluem a deteccdo do crescimento em elevadas concentracbes de cloreto de sodio
(NaCl a 6,5%), hidrélise da esculina em presenca de sais biliares e producdo das enzimas
pirrolidonilarilamidase e leucina aminopeptidase (que hidrolisam os substratos L-pirrolidonil--
naftilamida - PYR e L-leucina-B-naftilamida - LAP, respectivamente). Entretanto, algumas
poucas espécies podem apresentar variagdes em um ou mais destes testes (BAUREDER;
BARANE; HEDERSTEDT, 2014; SVEC et al., 2001; TEIXEIRA; FACKLAM, 2003, 2007).

As ferramentas moleculares tém contribuido para melhor delinear o arranjo
filogenético de Enterococcus, que até o momento ainda ndo esta completamente elucidado.
Neste ano de 2016, o género Enterococcus encontra-se composto de 55 espécies, segundo o
sitio List of Procaryotic Names with Standing in Nomeclature (LPSN).

A caracterizagdo fisiologica das espécies de enterococos é complexa e 0 esquema
atualmente utilizado é baseado no comportamento destes microrganismos frente as seguintes
provas fisiologicas: producdo de acidos a partir do metabolismo de carboidratos (arabinose,
manitol, metil-B-D-glicopiranosideo, rafinose, sacarose, sorbitol e sorbose), descarboxilagéo
do aminoacido arginina, utilizacdo do piruvato de sodio, crescimento em meio contendo 0,04
% de telurito de potassio, produgéo de pigmento e motilidade (TEIXEIRA et al., 2015).

A ocorréncia frequente de amostras atipicas e a grande similaridade entre algumas
especies do género, que ampliam a complexidade da caracterizagcdo por métodos fenotipicos,
levaram ao desenvolvimento de métodos moleculares confirmatdrios, menos demorados e
laboriosos (KAWALEC et al.,, 2007; MASTROIANNI, 2009). Dentre as metodologias ja

sugeridas, a andlise dos perfis de proteinas totais, obtida por Sodium Dodecyl Sulfate-
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PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE), se apresentou como uma ferramenta
confidvel na caracterizacdo das espécies desse género, segundo demonstrado inicialmente no
estudo de Merquior et al. (1994).

Entretanto, os protocolos uniplex ou multiplex da metodologia de reacdo polimerase
chain reaction (PCR, em portugés: reacdo em cadeia da polimerase) séo os mais difundidos,
permitindo de maneira pratica a detecgdo do género e das espécies, principalmente as de maior
relevancia em infeccbes humanas (ANGELETTI et al., 2001; DEPARDIEU; PERICHON;
COURVALIN, 2004; DUTKA-MALEN; COURVALIN, 1995; FANG et al., 2012;
JACKSON; FEDORKA-CRAY; BARRETTT, 2004).

Para a caracterizacdo do género Enterococcus por metodologia de PCR destacam-se
protocolos que buscam sequéncias alvo dos genes rrs, que codifica para o rRNA 16S, ou tuf,
que é responsavel pela expressdo do fator de enlogacdo EF-Tu envolvido na formacdo da
cadeia peptidica durante a sintese protéica (FORTINA et al., 2007; JURKOVIC et al., 2006;
KE et al., 1999; PATEL et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1995). Para identificacdo simultanea
do género e espécies, as propostas disponiveis combinam diferentes oligonucleotideos
iniciadores desenhados a partir do sequenciamento de fragmentos de genes conservados e
envolvidos com a manutencdo celular. Assim, além do alvo utilizado para caracterizacdo do
género (frequentemente tuf), os genes especificos mais utilizados para deteccdo das espécies
séo ddl, sodA e groESL. Tais protocolos tém sido constantemente aprimorados e se mostram
Uteis até mesmo na caracterizacdo de amostras com comportamento atipico nos testes
fenotipicos convencionais (EISNER et al., 2005; FANG et al., 2012; RAHIMI et al., 2007;
TSAl et al., 2005; YEAN et al., 2007;).

Outra metodologia que cada vez mais vem sendo empregada € a matrix assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS, em portugués:
espectrometria de massa por tempo de voo com ionizacdo de dessorgédo a laser assistida por
matriz). A idéia de usar a espectrometria de massa para identificacdo de bacterias foi proposta
em 1975 (ANHALT; FENSELAU, 1975), embora na época ndo fosse possivel analisar
proteinas intactas porque eram fragmentadas no processo. Nos anos 1980, foi desenvolvida
tecnologia para a analise de macromoléculas intactas, permitindo a analise de proteinas
inteiras. A metodologia de MALDI foi reportada em 1985 por Hillenkamp ; Karas, que
descreveram o método de alta sensibilidade pela utilizacdo de pequenos compostos organicos
como uma martriz que absorve a radiacdo a laser. Em sequéncia, Tanaka et al. (1988)
descreveram um método de ionizacdo por desorcdo ultrafina usando pé de metal e glicerol

que permitiu a analise espectrométrica de massa de macromoléculas bioldgicas, para a qual
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foi laureado com o Prémio Nobel de Quimica, em 2002. Ainda no final dos anos 1980, Karas
e Hillenkamp (1988) relataram ionizacdo de dessor¢do ultrafina usando uma matriz de
composto organico.

A partir de entdo, a metodologia de MALDI passou a ser cada vez mais eficaz, sendo
possivel a geracdo de ions individualmente protonados a partir de analitos, que sdo detectados
e medidos utilizando diferentes analisadores de massas (BEAVIS; CHAIT; STANDING,
1989; BIER et al., 2010; KARAS; BAHR, 1990; KRUTCHINSKY et al., 2001; PASA-
TOLIC et al.,, 1995). Em estudos de Microbiologia, analisadores TOF tém sido os mais
utilizados bem como as matrizes constituidas de &cido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicindmico (acido
sinapinico), acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA, alfa-ciano ou alfa-matriz) e 2,5-di-
hidroxibenzéico (DHB) representam as de maior aplicacdo (KORFMACHER; WALTER,
2009; RUOTOLO et al., 2004). Os avancos em tecnologia da informacao/ciéncia da
computacédo e desenvolvimento de bancos de dados abrangentes e bem validados de espectros
de massa representando diversos tipos de bactérias e fungos possibilitaram a automagdo do
MALDI-TOF MS e andlise de dados associados, fornecendo uma ferramenta para
identificacdo de organismos e aplicacdo ao diagndstico microbiol6gico. Para microrganismos
utiliza-se uma gama de massa de 2 kDa a 20 kDa, que representam principalmente proteinas
ribossémicas, que representam de 60% a 70% do peso seco da célula microbiana nesta faixa
de massa (MURRY, 2012).

Os sistemas disponiveis e mais utilizados para a caracterizacdo bacteriana empregando
MALDI-TOF sdo: MALDI Biotyper Systems, comercializado pela Bruker Co. (Billerica, MA,
EUA); e VITEK® MS, da bioMérieux (Marcy-I'Etoile, Franca) (FANG et al., 2012; LUO et
al., 2015; PATEL, 2015; RYCHERT et al., 2013). E reconhecido que o emprego desses
sistemas comerciais na caracterizacdo bacteriana, particularmente no diagnostico das
infeccbes humanas, tem representado um avanco nessa area, por conjugar a rapidez dos
resultados com o baixo custo do teste, apesar do equipamento ainda apresentar um valor
elevado (BAILLIE et al.,2013; EIGNER et al., 2009; GIEBEL et al., 2008; RYCHERT et al.,
2013; SEGAWA et al., 2014; SENG et al., 2009, VAN VEEN et al., 2010;). Diversos estudos
tém demonstrado que o seu emprego é eficaz na caracterizagdo das espécies de Enterococcus.
Sendo particularmente Gtil na identificacdo precisa a partir de amostras de hemoculturas, onde
a rapidez e eficacia na caracterizagdo sdo de destacada relevancia, definindo precocemente
condutas terapéuticas que podem vir a determinar um melhor prognostico para infeccGes
graves (BIZZINI; GREUB, 2010; BUCHAN et al., 2014; SANTOS et al., 2015;
STEVENSON et al., 2010).
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Os enterococos podem causar uma variedade de infeccbes monomicrobianas e
polimicrobianas, principalmente em pacientes imunodeprimidos. As principais sdo: as
infeccbes do trato urinario, bacteremias, endocardites, de feridas cirdrgicas e cronicas
(incluindo ulceras de decubito), intra-abdominais e do trato biliar (DESHPANDE et. al, 2007,
GOLEBIEWSKA; DEBSKA-SLIZIEN; RUTKOWSKI, 2014; HOLLAND; FOWLER;
SHELBURNE, 2014; ZIRAKZADEH; PATEL, 2006). Além destas, estes microrganismos
também podem estar associados as infeccdes trato respiratorio ou do sistema nervoso central,
porém os registros na literatura sdo mais raros (HANCOCK; GILMORE, 2000; RICHARD et
al., 2002; WANG et al., 2014).

Dados publicados em 2013 no documento do National Healthcare Safety Network
(NHSN, divulgado por Centers for Disease Control and Prevention, CDC, Atlanta, EUA),
apontam o género Enterococcus como 0 segundo patdégeno em prevaléncia dentre o0s
causadores de infec¢fes associadas aos cuidados de satde (IACS) nos Estados Unidos da
América (SIEVERT et al.,, 2013). Dados europeus de 2011 e 2012 informaram que
Enterococcus foram um dos microrganismos mais comumente isolados em IACS (European
Center for Disease Prevention and Control, 2013). Em estudos mais abrangentes, reunindo
informacgdes de diversas regides geograficas, os enterococos ja foram apontados como
responsaveis por aproximadamente 10% de todas as bacteremias de etiologia bacteriana
(PINHOL et al., 2013).

A grande maioria das IACS de etiologia enterococica é historicamente atribuida a
espécie Enterococcus faecalis, correspondendo a 80% - 90% dos casos, seguida por
Enterococcus faecium, responsavel por 5%-10%. Entretanto, desde o inicio da década de
1990, a proporcdo dessas infecgbes associadas a espécie E. faecium tem aumentado
consideravelmente em diversos paises (BILLINGTON et al., 2014; SIEVERT et al., 2013,
VAN HAL et al.,, 2016; WILLEMS et al., 2012). Provavelmente, deve-se a isto o
reconhecimento de que, em geral, a espécie E. faecium apresenta taxas de resisténcia mais
elevadas a diversos antimicrobianos, incluindo ampicilina e vancomicina (BILLSTROM et
al., 2008; GALLOWAY-PENA et al., 2011; LEAVIS et al., 2006; LESTER et al., 2008;
2010; TOP et al., 2008, vAN SCHAIK et al., 2010).

Outras espécies, tais como Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus durans, Enterococcus gallinarum, Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii e
Enterococcus raffinosus, quando em frequéncia elevada estdo envolvidas em surtos
especificos (CHIRURGI et al., 1992; GORDON et al., 1992; JETT et al., 1994; KAWALEC
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et al., 2007; PATTERSON et al., 1995; RUOFF et al., 1990). Além destas, as espécies
Enterococcus cecorum e Enterococcus canintestini também ja foram relatadas em casos de
bacteremia em humanos (TAN et al., 2010).

Entretanto, fatores e mecanismos de viruléncia que possam contribuir para o
esclarecimento da capacidade dos enterococos de causar doengas em humanos, ainda nédo
foram completamente elucidados. Nos ultimos 20 anos, diversos estudos tem se dedicado a
identificar esses determinantes de viruléncia e caracterizar seus mecanismos de agdo e
envolvimento na patogénese das infeccdes humanas (ANDERSON et al., 2016; FRANK et
al., 2015; KOCH et al., 2004; LEBRETON et al., 2009; PINKSTON et al., 2011; RICH et al.,
1999; SHANKAR, et al., 2001; SINGH; NALLAPAREDDY; MURRAY, 2007; SINGH et
al., 2010, vAN TYNE, MARTIN, ; GILMORE, 2013). O uso de modelos experimentais
(cultura de células, modelos animais e outros) tém gerado resultados promissores; porém, suas
inerentes limitagcbes restrigem as possibilidades de extrapolacdo dos resultados para
patogénese das infeccbes humanas (ENGLEMANN et al.,, 2011; GUITON et al., 2010;
LEBRETON et al., 2009; ZISCHKA et al., 2015).

Genes responsaveis pela expressdo de viruléncia mais comumente encontrados em
enterococos sdo 0s responsaveis por codificar para adesinas, enzimas proteoliticas e para uma
toxina com atividade citolitica. S&o eles: asal, asc10, asa373 e ash701 que codificam para
uma estrutura proteica de superficie que promove a formacgdo de agregados celulares, a
substancia de agregacdo (Agg), e pode aumentar a adesdo as células do hospedeiro (GALLI;
LOTTSPEICH; WIRTH, 1990); efa que codifica para uma proteina de adesdo denominada
antigeno A ou E. faecalis endocarditis antigen (EfaA) (LOWE; LAMBERT; SMITH, 1995);
ace corresponde a proteina adhesin to colagen of E. faecalis (Ace), que é uma adesina
especifica para componentes da matriz celular, como por exemplo colageno, fazendo portanto
parte da familia de proteinas microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules (MSCRAMM) (NALLAPAREDY et al., 2000; RICH et al., 1999); esp é
responsavel pela expressdo de uma proteina de superficie, dita enterococcal surface protein
(Esp), que acredita-se contribuir para a colonizagéo e persisténcia no hospedeiro (SHANKAR
et al., 2001); hyl codifica para uma enzima hialuronidase, que em outros géneros de bactérias
Gram-positivas estd melhor caracterizada, sendo capaz de degradar componentes da matriz
extracelular, facilitando o processo de invasédo (RICE et al., 2003); gelE, que codifica para
uma metaloendopeptidase extracelular, também reconhecida como gelatinase, capaz de
hidrolisar gelatina, caseina e colageno (KOCH et al., 2004); eep que codifica uma proteina de

membrana, a enhanced expression of pheromone (Eep), que foi primeiramente relacionada a
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regulacdo da expressdo de feromonio, porém estd também associada a outras fungbes como
formacédo de biofilme e resisténcia a lisozima (FRANK et al., 2013); operon cyl (composto
pelos genes cyl-A, -B, -1, -Li, -Ls, -M, -R1 e R2) responsavel pela expressdo de uma toxina
citolitica (SEMEDO et al., 2003).

Em geral, a maior incidéncia de fatores de viruléncia é descrita na espécie E. faecalis,
se comparado com as demais espécies do género. Como esta espécie é a mais frequente nas
infeccbes graves (como bacteremias e endocardites), considera-se que tal fato reforce a
evidéncia de que tais fatores estejam envolvidos na patogenicidade destes microrganismos
(ABRIOUEL et al., 2008; EATON; GASSON, 2001; GUZMAN PRIETO et al., 2016;
SAVA; HEIKENS; HUEBNER, 2010).

Caracteristicas de viruléncia podem ser transmitidas entre linhagens de Enterococcus,
visto que estes microrganismos sdo eficientes quanto aos mecanismos de transferéncia
horizontal de genes. O sistema de conjugacdo envolvendo trocas de plasmideos e transposons
é frequente entre os enterococos contribuindo na transmissdo tanto de genes de viruléncia,
como também de resisténcia aos antimicrobianos. A linhagem doadora, quando exposta a
feromonios (produzidos e liberados pela linhagem receptora) é induzida a sintetizar uma
proteina de superficie especifica, a Agg, codificada por genes plasmidiais. Ja foram descritos
quatro plasmideos que carreiam genes que codificam para Agg na espécie E. faecalis, sdo
eles: pAD1, pCF10, pPD1 e pAM373. Além do feroménio, 0 soro humano também induz a
producdo de Agg, sugerindo que estes microrganismos possam formar grandes agregados
celulares in vivo. Também, ja foi observado que Agg confere adesdo as células do tubulo
renal; promove a interacdo direta (independente de opsonizacdo) de E. faecalis com
neutréfilos humanos e aumenta a sobrevivéncia dos microrganismos dentro destas células; e
facilita a internalizacdo de E. faecalis por enterocitos (BHATTY et al., 2014; CLEWELL et
al., 2014; GUZMAN PRIETO et al., 2016; MUNDY et al., 2000; WARDAL; SADOWY;
HRYNIEWICZ, 2010).

A proteina EfaA foi primeiramente identificada no soro de um paciente apresentando
endocardite por E. faecalis. Possui homologia de 55% a 60%, em sua sequéncia de
aminoacidos, com adesinas reconhecidas em espécies de Streptococcus, como FimA de S.
parasanguis, SsaB de S. sanguis, ScaA de S. gordonii e PsaA de S. pneumoniae (LOWE,
LAMBERT ; SMITH, 1995). Estudos anteriores ja identificaram a presenca de efaA na quase
totalidade das amostras de E. faecalis de origem hospitalar (CREAT et al., 2004; EATON;
GASSON, 2001), como também das isoladas de infec¢bes endoddnticas (SONG et al., 2012;
ZOLLETI etal., 2011).
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A proteina Ace esta presente na superficie celular de amostras de E. faecalis e €
caracteristica desta espécie. Como ja mencionado anteriormente, é responsavel pela interagdo
da bactéria com proteinas da matriz extracelular, particularmente coladgeno dos tipos | e 1V,
além de laminina e dentina (KOCH et al, 2004, KOWALSKI et al., 2006;
NALLAPAREDDY et al., 2000). Singh et al. (2010) confirmaram através de um modelo de
endocardite animal que a delecdo do gene ace resulta em uma significante atenuacdo da
capacidade de E. faecalis em colonizar véalvulas adrticas e causar endocardite,
desempenhando uma importante funcdo nos estagios iniciais da colonizagédo, possivelmente,
por mediar aderéncia de E. faecalis ao colageno exposto no sitio de injuria va scular. E
reconhecido, também, que a expressdo de Ace é aumentada em presenca de soro, sais biliares,
urina, colageno e na temperatura de 46°C (HENDRICKX et al., 2009; SHEPARD;
GILMORE, 2002). Entretanto, os mecanismos de regulacdo dessa expressdo ainda nao estdo
completamente elucidados. Lebreton et al. (2009) propuseram que a expressdo do gene ace é
negativamente controlada por um regulador transcricional, o enterococcal regulator of
survival (Ers, em portugués: regulador transcricional de sobrevivéncia de enterococos). Mais
tarde, Cohen et al. (2013) refutaram essa hipdtese, demonstrando niveis similares de
expressao em mutantes obtidos pela delecdo do gene (Aers). Mais recentemente, Roh et al.
(2015) atribuiram a regulacdo de Ace a um sistema regulador de dois componentes, designado
global regulator of virulence (GrvRS), e homologo aos ja descritos em outros patdégenos
Gram-positivos, como CovRS de Streptococcus pyogenes e Streptococcus agalactiae e LisRK
de Listeria monocytogenes. Cabe ressaltar que ambos apresentam importancia destacada na
patogénese desses microrganismos e que o sistema CovRS também responde a estimulos
ambientais determinados por componentes, ainda ndo identificados, presentes no sangue
(CHURCHWARD, 2007).

A proteina de superficie de enterococos Esp foi descoberta e descrita a partir de uma
linhagem de E. faecalis responsavel por diversas infeccfes em pacientes hospitalizados em
uma instituicdo nos EUA (SHANKAR et al., 1999). O gene estrutural (esp) é anico, mas pode
permitir formas alternativas da expressao da proteina, contribuindo, assim, para a habilidade
de E. faecalis em ndo ser facilmente detectado pelo sistema imunoldgico do hospedeiro,
permitindo sua persisténcia no sitio infeccioso. Esp € uma proteina grande (~ 202 kDa ou
cerca de 1.873 aminoacidos) com uma estrutura muito interessante, apresentando em sua
regido central unidades repetidas in tandem, um dominio C-terminal e um dominio globular
N-terminal. Acredita-se que a regido repetida central desempenhe o papel de “um brago”
capaz de retrair e estender o dominio globular N-terminal através da parede celular para a
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superficie da célula. As principais funcfes atribuidas a esta proteina sdo: promover adeséo,
colonizacdo e evasdo do sistema imune e contribuir para a formacgéo de biofilmes (FISHER,;
PHILLIPS, 2009; HEIKENS et al., 2007; LATASA et al., 2006;). Apesar de estudos mais
recentes questionarem a importancia de Esp na formacdo de biofilmes por enterococos
(BISWAS et al., 2016; IRA; SUIATHA; CHANDRA, 2013).

Além disso, a proteina Esp € considerada um marcador de linhagens multirresistentes
de E. faecium, associadas ao ambiente hospitalar e mundialmente dispersas. Sabe-se também
que é codificada em ilhas de patogenicidade distintas em E. faecalis e em E. faecium (neste
caso designada Espm) € que é uma adesina importante para células epiteliais (TOP;
WILLEMS; BONTEN, 2008). Um estudo recente de Zou e Shankar (2016), utilizando uma
amostra de E. faecalis produtora de Esp, seu mutante isogénico deficiente desta proteina e a
proteina purificada demonstrou que a sua presenca € suficiente para ativar NF-xB e
subsequente producdo das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e TNFa por macrdfagos in vitro.
Os mesmos autores também avaliaram a participacdo desta proteina em infeccao experimental
em ratos. Os resultados revelaram que a amostra selvagem determinou a presenca de niveis
mais elevados de TNFa, IL-1p e IL-6, além de um maior grau de dano tissular hepatico, do
que o observado com a amostra bacteriana mutante deficiente de Esp. Assim, concluiram que
Esp deva ser um importante fator de viruléncia em enterococos, podendo modular o processo
inflamatorio durante a infeccdo, possivelmente desempenhando papel fundamental na
patogénese das enterococcias.

Hialuronidases sdo enzimas reconhecidas como importantes fatores de viruléncia ja
relacionados a outros patdgenos Gram-positivos como, por exemplo, diferentes espécies de
Streptococcus,  Staphylococcus  aureus,  Clostridium  perfringens  entre  outros
(HENNINGHAM et al., 2014; HISCOX et al., 2011; IBBERSON et al., 2014; LO; CHENG,
2015; MANEERAT et al., 2013; WANG et al., 2014). Atuam de forma degradativa sobre a
fracdo mucopolissacaridica (&cido hialurénico) do tecido conjuntivo estando, portanto,
associadas ao dano tissular no hospedeiro e a disseminacdo do microrganismo, bem como de
suas toxinas (FISHER; PHILLIPS, 2009). Em enterococos, a descoberta do gene responsavel
pela expressdo de hialuronidase foi registrada primeiramente por Rice et al., em 2003, em
uma amostra clinica de E. faecium apresentando resisténcia maltipla aos antimicrobianos.
Estudos posteriores tém relatado uma forte associacao entre a presenca do gene hyl e a espécie
E. faecium (FREITAS et al., 2010; PANESSO et al., 2011; PADMASINI et al., 2014,
GULHAN et al., 2015; YANG et al., 2015). Dados na literatura que registrem a presenca
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deste gene em amostras de E. faecalis ou em outras espécies de enterococos sao
extremamente raros (NASAJ et al., 2016).

A gelatinase (GelE) é uma zinco metaloendopeptidase extracelular codificada pelo
gene gelE, cotranscrita com uma serina protease (SprE) codificada pelo gene sprE. Hidrolisa a
gelatina, coldgeno, caseina, hemoglobina e outros compostos bioativos (VERGIS et al.,
2002). Em enterococos, Eaton e Gasson (2001) demonstraram a presenga de gelatinase tanto
em amostras clinicas, quanto nas utilizadas como probidticos e como culturas starter em
processos fermentativos. Neste mesmo estudo, os autores demonstraram que 0 gene gelE
também foi detectado em amostras que ndo apresentaram a atividade enzimatica e sugeriram
que a expressdao da gelatinase é deflagrada por fatores ambientais especificos. Sabe-se,
entretanto, que a expressdo de gelatinase € regulada por um sistema de quorum sensing e que
sua regulacdo, mediada pelo complexo génico fsr (fsrA, B, C e D), que esta localizado a
montante (no inglés, upstream) de gelE e sprE. Este complexo génico se assemelha ao
sistema acessory gene regulator (Agr) que € importante na regulacdo da expressdo da
viruléncia de S. aureus (DESOUKY et al., 2013). A ocorréncia de mutacdo, inser¢do ou
delecdo, em um ou mais destes quatro genes do complexo fsr, pode comprometer a expressao
da gelatinase (PEREZ et al., 2015; STRZELECKI; HRYNIEWICZ; SADOWY, 2011). A
gelatinase enterocécica ja foi, também, apontada como responsavel pela estabilidade de
Ascl0 (substéncia de agregacdo), desempenhando a funcdo de remover da parede celular
bacteriana as proteinas deficientes (WATERS et al., 2003). Roberts et al. (2004)
demonstraram que a presenca do lécus fsr e gelatinase agravam as infeccdes causadas por E.
faecalis em modelos animais, porém estudos clinicos mais controlados sdo necessarios para
determinar se estes fatores afetam o curso das infec¢cdes humanas.

A proteina Eep é uma zinco metaloprotease ligada a membrana celular que, como ja
comentado anteriormente, esta associada a regulagcdo de feroménios (principalmente, cAD1,
cPD1 e cCF10), bem como na producdo de peptideos inibidores (como, iCF10 e iAD1). O
mecanismo de regulacdo ainda ndo estd completamente esclarecido, mas aparentemente
ocorre por clivagem enzimatica intramembrana, durante a exportacdo dessas moléculas para o
meio extracelular (CHANDLER; DUNNY, 2008). Frank et al. (2012) relataram que Eep se
mostrou como um importante fator de viruléncia de enterococos, em infec¢do experimental de
valvula cardiaca, por uma amostra de E. faecalis apresentando o gene eep. Em outros estudos
do mesmo grupo (FRANK et al., 2013; 2015) foi observado que esta proteina esta associada a
formagdo de biofilme em vélvula cardiaca e infecgdes por cateteres, em modelos

experimentais de endocardite em coelhos e trato urinario em ratos, respectivamente, pois
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amostras mutantes Aeep foram incapazes de formar estruturas maduras e mostraram-se
fortemente atenuadas, quando comparadas a amostra selvagem.

Também, Varahan et al. (2013) demonstraram que a proteina Eep auxilia na
resisténcia de E. faecalis ao estresse ambiental, principalmente pela presenca de lisozima, um
importante componente da imunidade inata. Os autores demonstraram que Eep atua na
protedlise intramembrana do fator anti-sigma RsiV, levando a maior ativacdo e producéo de
SigV. Este ultimo (SigV) é um fator sigma extracytoplasmic function (ECF), que esta
relacionado a regulagdo de enzimas modificadoras voltadas a renovagdo (no inglés, turnover)
da parede celular. Assim, os autores concluiram que uma maior concentracdo de SigV,
determinada pela acdo proteolitica de Eep em RsiV, contribui para resisténcia frente a
lisozima.

A citolisina foi descrita em amostras da espécie E. faecalis atuando em células
eucaridticas, incluindo leucocitos polimorfonucleares e enterécitos humanos, além de
atividade hemolitica contra eritrocitos de cavalo, bovinos, de coelho e humanos. Também
possui atividade de bacteriocina contra diversos géneros e espécies de bactérias Gram-
positivas. O operon cyl é encontrado em plasmideos, cuja propagacdo e inducdo sdo
determinadas por feroménios; podendo também estar localizado em uma ilha de
patogenicidade no cromossomo (TYNE; MARTIN; GILMORE, 2013).

A expressdo dos genes da citolisina, que ocorre normalmente em niveis basais, é
realizada por um par de promotores divergentes e que se sobrepdem. A proteina efetora da
lise (codificada pelos genes cylL. e cylLs) é heterodimérica, apresentando uma subunidade
maior, denominada CylL., e outra menor, a CylLs, que possuem residuos de lantionina. Estas
subunidades sofrem modificacdo pos-traducional por acdo de CylM (produto de cylM), sendo
em seguida secretadas com auxilio da proteina transmembrana CyIB (codificada por cylB).
Uma vez no exterior da célula as subunidades de CylL sofrem remocdo proteolitica de seis
residuos aminoterminais, conferida por CylA (codificada por cylA), uma serina protease da
classe das subtilisinas. Essa clivagem determina que as subunidades interajam, formando um
complexo oligomeérico sem atividade citolitica; porém, com afinidade por CylR1 (codificada
por cylR1), que em sequéncia ativa CylR2 (codificada por cylR2), que se liga a uma das
regides promotoras, reprimindo a expressao das proteinas efetoras em concentracoes elevadas
(COX; COBURN; GILMORE, 2005; RUMPEL et al., 2004; SHANKAR et al., 2004).

Na presenca do alvo, a fracdo CylL. da proteina oligomérica se liga,
preferencialmente, a essa célula por possuir maior afinidade por residuos de fosfatidilcolina e

colesterol presente nas membranas de procariotos e eucariotos, respectivamente, deixando



32

CylLs livre. A transcrigdo em altas concentrac@es das proteinas efetoras da lise celular é entdo
desreprimida por um processo de quorum sensing, onde CylLs ativo, decorrente dos dois
processos de protedlise (passando a ser designado como CylLs""), funciona como autoindutor
que se acumula no meio e liga-se de maneira diferencial a CylR1, ndo permitindo ativacao de
CylR2, deixando o promotor livre para transcricdo. A proteina transmembrana Cyll
(codificada pelo gene cyll) confere imunidade a célula produtora, conforme foi observado em
estudos envolvendo mutagénese por delecdo, clonagem e andlises por complementacao
(GARSIN, 2004; TYNE; MARTIN; GILMORE, 2013). Entretanto, 0 mecanismo que leva a
tal protecéo ainda ndo foi completamente elucidado.

Amostras de E. faecalis produtoras de hemolisina tém sido associadas aos quadros
infecciosos de maior gravidade, destacando-se em clones caracteristicos que exibem uma
maior capacidade de viruléncia (ANDERSON et al., 2016; TYNE, MARTIN ; GILMORE,
2013). Também, Day et al. (2003) descreveram a importancia da tensdo de oxigénio para a
expressdo dos genes cylLL e cylLS e, ainda, descrevem que a identificacdo de um possivel
fator de transcri¢do pode ser alvo para desenvolvimento de novas terapias ou, até mesmo,
inibir infec¢des por E. faecalis.

Portanto, considerando as avaliacbes a cerca das caracteristicas de viruléncia de
enterococos sabe-se que, apesar desse aspecto ainda ndo estar bem esclarecido, diversos
estudos epidemiologicos tém demonstrado a existéncia da relagdo de alguns clones
especificos com a ocorréncia de surtos hospitalares. Esses clones correspondem a linhagens
virulentas, que também exibem caracteristicas de resisténcia a varios antimicrobianos, sendo
descritas como responsaveis por infeccbes de proporcdes epidémicas (DE MELLO et al.,
2016; OCHOA et al., 2013; PANESSO et al., 2010, vVAN HAL et al., 2016; YANG et al.,
2015).

Uma caracteristica importante dos enterococos € a presenca de resisténcia intrinseca,
além da progressiva resisténcia adquirida aos antimicrobianos, particularmente os que
frequentemente sdo utilizados no tratamento de infecgdes por bactérias Gram-positivas. Os
varios perfis intrinsecos exibidos pelos enterococos incluem a resisténcia aos beta-lactamicos,
ao trimetoprim-sulfametoxazol, a concentragdes baixas de aminoglicosideos, clindamicina,
vancomicina (nas espécies moveis, E. gallinarum e E. casseliflavus), e a
quinupristina/dalfopristina (apenas em E. faecalis) (BIEDENBACH et al., 2010; HIGUITA;
HUYCKE, 2014; LECLERCQ et al., 1992; MURRAY et al., 1990). Mecanismos adquiridos,
decorrentes de mutagdes ou aquisicdo de DNA extracromossémico, como plasmideos e

transposons, quando expressos, induzem resisténcia a niveis elevados de beta-lactamicos,
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aminoglicosideos (como gentamicina e estreptomicina), glicopeptideos (vancomicina e
teicoplanina), cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina, clindamicina, fluoroquinolonas (por
exemplo, ciprofloxacina), linezolida e quinupristina/dalfopristina  (MURRAY, 1998;
SOLTANI et al., 2000, vVALDEZATE et al., 2009).

A elevada frequéncia de Enterococcus em ICAS estd diretamente associada a
aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos pertencentes as classes aminoglicosideos,
glicopeptideos e beta-lactamicos. Nessas infeccdes, as altas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos, particularmente decorrentes da presenca de mecanismos adquiridos, que
facilitam a disseminagdo continua dos diferentes elementos genéticos relacionados,
permanecem um grande desafio ao seu controle, sendo um problema de saude publica
mundial (BRODRICK et al., 2016; CHEAH et al., 2013; DIAZ GRANADOS et al., 2005;
EARS-Net, 2012; JONES et al., 2013).

Amostras de enterococos apresentando high-level aminoglycoside resistance (HLAR,
em portugués: resisténcia adquirida a niveis elevados de aminoglicosideos) sdo relatadas
mundialmente e é reconhecido que a avaliacdo continua da distribuicdo desta caracteristica
tem elevado valor epidemioldgico, sendo necessaria ao seu controle (DADA et al., 2013;
OSUKA et al., 2016; QU et al., 2006; SAEEDI et al., 2004; SIMONSEN et al., 2003;
ZARRILLI et al., 2005;).

As enterococcias graves (bacteremia, endocardite e todas as IACS complicadas) tém
sido comumente tratadas com antimicrobianos ativos na parede celular, tais como beta-
lactdmicos e glicopeptideos, associados aos aminoglicosideos. Esta combinagdo determina um
efeito sinérgico muito recomendado nesses casos (ARIAS et al., 2010; BODMANN et al.,
2005; GRAHAM et al., 2002; NGUYEN et al., 2006; PERICAS et al., 2015; RAO et al.,
2006). O sinergismo ocorre, presumivelmente, como o resultado da maior captagéo do
aminoglicosideo, devido ao aumento da permeabilidade exercida por inibidores da sintese de
parede celular (MOELLERING et al., 1971). Por outro lado, infeccBes causadas por amostras
apresentando HLAR ndo respondem positivamente, sendo refratarias ao efeito sinérgico,
resultando em uma importante reducéo das op¢des terapéuticas, particularmente para 0s casos
graves (AGARWAL,; KALYAN; SINGH, 2009; ARIAS et al., 2010; CETINKAYA et al.,
2000; LEONE; NOVIELLO; ESPOSITO, 2016).

A estreptomicina (EST) foi amplamente utilizada em um esquema terapéutico
combinada a penicilina no periodo de 1945 a 1970 (NOSKIN et al., 1991). Entretanto, j& no
inicio dos anos 1970 foi observada a emergéncia de amostras de enterococos apresentando

resisténcia a niveis elevados de estreptomicina, reconhecidas por high-level streptomycin
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resistance (HLSR) (MOELLERING et al., 1971). Como consequéncia, a combinagdo de
penicilina (ou ampicilina) e gentamicina (GEN) passou a ser a escolha para o tratamento das
enterococcias; porém logo em seguida, foi detectada a emergéncia de amostras apresentando
niveis elevados de resisténcia a este aminoglicosideo, comumente designadas high-level
gentamicin resistance (HLGR). Amostras de enterococos apresentando HLAR séo,
geralmente, caracterizadas por apresentarem concentracdo inibitéria minima (CIM) para
gentamicina > 500 pug/mL e/ou para estreptomicina > 2.000 pg/mL (LOW et al., 1994;
MOELLERING et al, 1980;).

As chamadas enzimas modificadoras de aminoglicosideos, ou EMAs, constituem o
principal mecanismo associado a resisténcia a niveis elevados desses antimicrobianos. Essas
enzimas podem ser fosfotransferases (APH), que tém acdo catalitica na fosforilagdo (GTP ou
ATP-dependente) de um grupo hidroxila do antimicrobiano; acetiltranferases (AAC), que tém
acdo catalitica na reacdo de acetilacdo (acetil CoA-dependente) de um grupo amino do
antimicrobiano; e nucleotidiltransferases (ANT), que catalisam a adenilagdo (ATP-
dependente) de um grupo hidroxila do antimicrobiano. Os respectivos genes responsaveis pela
expressao destas enzimas sdo amplamente dispersos por mecanismos de transferéncia
horizontal (KLARE et al., 2003; KOTRA et al., 2000). Adicionalmente, o fenétipo HLSR
pode também ser decorrente de mutagdo no sitio alvo ribossomal (MURRAY, 1990). Dentre
as EMAs ja identificadas em enterococos, destacam-se: AAC(6°)-APH(2’”), codificada pelo
gene aac(6’)-le-aph(2’’)-la, € uma enzima bifuncional que confere resisténcia a niveis
elevados para todos os aminoglicosideos disponiveis comercialmente, exceto para EST;
APH(2”’)-Ib (detectada somente em amostras clinicas de E. faecium) e APH(2’’)-Id,
codificadas por aph(2”)-1b e aph(2’’)-1d, respectivamente, conferem resisténcia a GEN,
tobramicina (TOB), canamicina (KAN), netilmicina (NET) e dibecamicina (DIB); APH(2"*)-
Ic, codificada por aph(2”)-Ic, confere resisténcia a DIB, GEN, TOB e KAN, mas ndo a NET;
APH(3")-1lla, codificada por aph(3°)-llla, confere resisténcia a KAN e amicacina (AMC), e
apesar de resultar em valores de CIM de 64 pg/mL a 256 pg/mL, as amostras bacterianas
mostram-se in vivo resistentes & terapia combinada com beta-lactamico; AAC(6’)-li,
codificada pelo gene aac(6’)-li, confere resisténcia a KAN, NET, sisomicina (SIS) e TOB e
foi encontrada somente em E. faecium; ANT(4’)-la, codificada por ant(4’)-la, confere
resisténcia a AMC, DIB, KAN e TOB; e as enzimas ANT(6°)-la, ANT (3’)-la, ANT (9°)-la e
ANT (9°)-1b [codificadas por ant(6°)-1a, ant(3’)-1a, ant(9’)-1a e ant(9’)-1b, respectivamente]
conferem resisténcia somente a estreptomicina (LEE et al., 2002; KLARE et al., 2003;
MAHBUB et al., 2005; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).
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Ja foi descrita uma variedade de plasmideos conjugativos e ndo-conjugativos
codificando EMAs reponsaveis pela caracteristica HLGR em E. faecalis, que também se
mostram bastante diversos para areas geograficas distintas (HEGSTAD et al., 2010; HODEL-
CHRISTIAN; MURRAY, 1992). Também, 0s genes responsaveis por esta caracteristica de
resisténcia ja foram relacionados a transposons, como: Tn5281 que é similar a Tn4001 e
Tn4031 ja descritos em Staphylococcus; e Tn924, Tn5384 e Tn5385 que foram identificados
inseridos em plasmideos (HALLGREN et al., 2003; HEGSTAD et al., 2010; MIKALSEN et
al., 2015).

Os dados epidemioldgicos apontam que apesar de uma relativa redugdo na frequéncia
de amostras de enterococos apresentando HLAR, essa caracteristica de resisténcia esta
bastante difundida em institui¢cbes hospitalares em varias partes do mundo, incluindo o Brasil,
resultando em limitaces no tratamento das enterococcias, particularmente as de maior
gravidade e de origem hospitalar. Considerando as taxas de Enterococcus HLAR nas
Américas, o Programa SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), que é um
programa mundial e longitudinal de vigilancia, reportou valores de 37,2%, 43,7% e 45,5%
para amostras de E. faecalis HLGR isoladas de infeccBes da corrente sanguinea nos Estados
Unidos, Canada e paises da América Latina, respectivamente, no ano de 1997 (PFALLER et
al., 1999). Ja em 2003, as taxas compiladas foram de 48,7% para E. faecalis HLGR isoladas
em hospitais de paises norte-americanos (DESHPANDE et al. 2007). Em 2006, Andrade et al.
reportaram taxas de 23,5% para HLGR e 29,4% para HLSR em amostras de Enterococcus
isoladas em hospitais da América Latina, a partir de quadros de infeccdo do trato urinario.
Ainda considerando paises da América Latina, um estudo avaliando o periodo compreendido
entre 0s anos de 2003 a 2008 registrou valores de frequéncia de 31% e 27,2% para HLGR e
HLSR, respectivamente (SADER; MOET; JONES, 2009). Na Argentina, em 2014, dados da
Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA),
uma outra rede de monitoramento e vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos, registrou
indices de 20,7% para HLGR e 14% para HLSR para amostras de enterococos de origem
hospitalar. Mais recentemente, de acordo com Canadian Antimicrobial Resistance
Surveillance System Report (2016), houve uma reducdo das taxas de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos, considerando-se os anos de 2009 a 2014 e dentre amostras
isoladas de hospitais canadenses (de 54% para 38%, HLSR; e de 23% para 10%, HLGR;
respectivamente).

Mais especificamente, no Brasil, dois estudos pioneiros de nosso grupo registraram

taxas de HLAR que variaram de 30% a 55%, para amostras de enterococos isoladas de
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instituicdes hospitalares localizadas no Estado do Rio de Janeiro (STERN et al., 1994;
MERQUIOR et al., 1997). Dados do Programa SENTRY, relativos ao periodo de 1997 a
1999, registraram que cerca de 30% das amostras brasileiras avaliadas apresentaram HLAR
(SADER et al.,, 2001). Ja no periodo de 2005 a 2008, dados deste mesmo programa
compilaram indices de 29,4% para HLGR e 25,3% para HLSR entre amostras de E. faecalis
(GALES et al., 2009). Porém, neste mesmo estudo, foi observado que dentre as amostras de
E. faecalis resistentes a vancomicina, os indices de HLGR foram de 63,5%. Dados mais
recentes incluem o estudo de Conceicdo et al. (2011) que cobriu o periodo de 2006 a 2009 e
de Marra et al. (2011) com amostras isoladas de 2007 a 2010, que registraram valores de
41,2% e 43,2%, respectivamente, para amostras de enterococos apresentando HLGR.

Considerando-se alguns exemplos relacionados a distribuicdo dessa caracteristica de
resisténcia em outras regiées do mundo, os dados compilados pelo Antimicrobial Resistance
Surveillance in Europe (EARS-Net), em 2014, que relne os casos ocorridos em diferentes
paises europeus, registraram que 28,8% das amostras de enterococos, em geral, obtidas de
IACS apresentaram HLAR. Os maiores percentuais foram observados na Roménia (76,5%),
seguido da Italia (55,3%) e Hungria (49,8%); e os menores foram obtidos na Islandia (8,3%),
Franca (13,7%) e Suécia (15,8%).

J& em paises asiaticos, dados do Programa SENTRY, no periodo de 1998 a 1999 para
amostras isoladas de infec¢bes do trato urinério, revelaram taxas de 41,7% de HLGR
(TURNIDGE et al., 2002). Posteriomente, dados do mesmo Programa, para o periodo de 2003
a 2004, indicaram valores de 37,3% e 16,9% na frequéncia de amostras de enterococos
portadoras de HLGR e de HLSR, respectivamente (BIEDENBACH et al., 2007). Na Coreia,
dados relativos aos anos de 2007 e 2008 apontaram taxas superiores a 40% para amostras de
E. faecalis portadoras de HLGR e isoladas de pacientes em unidades de tratamento intensivo.
No Japdo, no periodo de 2003 a 2014, 34% das amostras avaliadas apresentaram HLGR,
segundo dados divulgados no estudo de Osuka et al. (2016).

No continente africano, no periodo de 1999 e 2000, Kholy et al. (2003) registraram no
Egito valores de 46% e 52% para HLGR e HLSR, respectivamente. Mais recentemente, um
estudo de Abamecha, Wondafrash ; Abdissa (2014), na Etiopia, registrou a frequéncia de
26,5% para HLGR e 73,5% para HLSR em amostras de E. faecalis isoladas do trato intestinal
de pacientes hospitalizados.

Por outro lado, os dados do Australian Group on Antimicrobial Resistance

Enterococcus Surveillance Programme, de 2010, mostraram uma reducdo na frequéncia de
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HLGR de 57,1% para 20% e HLSR de 11,1% a 7,1% no periodo de 1995 a 2010, em
amostras de E. faecalis isoladas em hospitais na Australia.

Os antimicrobianos da classe dos beta-lactdmicos inibem a biossintese da parede
celular bacteriana por se ligarem de forma covalente as enzimas conhecidas como proteinas
ligadoras de penicilina, comumente designadas como penicillin-binding proteins (PBPs), que
sdo transpeptidases e carboxipeptidases, inibindo assim as suas atividades. Seis tipos
diferentes de PBPs sdo conhecidos em Enterococcus, sendo que a PBP4 e a PBP5 apresentam
baixa afinidade pelos beta-lactamicos (ELIOPOULOS, 2008; ZAPUN et al., 2008; TANG et
al., 2014). A presenca de PBPs de baixa afinidade pelo antimicrobiano beta-lactamico reduz
0s niveis de susceptibilidade, sendo esta caracteristica intrinseca e expressiva em espécies de
Enterococcus. Outro mecanismo intrinseco é a superproducéo destas PBPs de baixa afinidade,
gue também determina a diminuicdo da susceptibilidade aos beta-lactdmicos, porém neste
caso em niveis (HIRAGA et al., 2008; HSIEH et al., 2006; ONO et al, 2005; POETA et al,
2007).

O mecanismo de resisténcia adquirida contra estes antimicrobianos ocorre devido a
alteracdes na estrutura das PBPs, sendo nestes casos decorrentes de eventos genéticos
pontuais (mutagdes), que definem resisténcia a concentracdes elevadas do beta-lactamico
(RICE, 2001; WILLIAMSON et al., 1985;). Variaches na sequéncia de aminoacidos dos
dominios cataliticos da PBP5, onde ocorre ligacéo ao beta-lactamico, estéo relacionadas a perda
de susceptibilidade concomitante a ampicilina e a penicilina e sdo especificas da espécie E.
faecium (FONTANA et al., 1992). Ja em E. faecalis, quando ocorre a modificacdo da sequéncia
de aminodcidos nos dominios cataliticos da PBP4, € observada resisténcia a penicilina, porém
os membros desta espécie se mantém caracteristicamente sensiveis a ampicilina (CONCEICAO
etal., 2014; ONO et al., 2005).

Diversos estudos ja demonstraram que a resisténcia adquirida a niveis elevados de
ampicilina € muito mais comum em E. faecium, atingindo valores de frequéncia de até 80%
das amostras desta espécie; enquanto que, para E. faecalis, a frequéncia de resisténcia
normalmente atinge cerca de 2% das amostras (KRESKEN et al., 2000; LEBRETON, et al.,
2013; WERNER, et al., 2013; WILLEMS; BONTEN, 2007).

Nos ultimos anos, tém sido observadas variagbes fenotipicas, que Vvém
comprometendo a eficAcia na interpretacdo dos testes de susceptibilidade e,
consequentemente, a escolha terapéutica. De acordo com critérios internacionalmente aceitos,
como os do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI de 2006; CLSI de 2016) e do
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2016), a



38

susceptibilidade a ampicilina em amostras de E. faecalis é preditiva para amoxicilina,
piperacilina e imipenem. No entanto, ndo deve ser extrapolada para penicilina, em decorréncia
da existéncia de tais variacdes observadas em amostras que expressam resisténcia para este
antimicrobiano e susceptibilidade a ampicilina; um fendtipo denominado penicillin-resistant,
ampicillin susceptible Enterococcus faecalis (PRASEF) (CONCEICAO et al., 2012;
INFANTE et al., 2016; KAJIHARA et al. , 2015;. MENDES et al, 2015). Apesar de essa
recomendacéo ter sido incluida no documento do CLSI apenas em 2007, pesquisadores da
Grécia ja haviam relatado essas variacdes em 31,4% das amostras de E. faecalis isoladas no
periodo de 2003 a 2004 (METZIDIE et al., 2005). Entretanto, at¢é 0 momento ha poucos
relatos deste fendtipo incongruente na literatura, provavelmente em decorréncia de que
poucos estudos testam e/ou reportam os resultados para mais de um beta-lactamico
(GUARDABASSI et al., 2010; KRISTICH; ARROZ; ARIAS, 2014). No Brasil, ha relatos de
isolamento de amostras PRASEF no periodo entre 2006 e 2016 (CONCEICAO et al, 2012;
2014; INFANTE et al., 2016).

A producdo de beta-lactamase também ja foi descrita na literatura como um
mecanismo de resisténcia adquirida aos beta-lactamicos, em amostras de E. faecalis. Desde 0
primeiro relato por Murray e Mederski-Samaroj, em 1983, a ocorréncia de amostras
produtoras desta enzima é rara, e poucos sdo o0s trabalhos disponiveis na literatura
(CONCEICAO et al., 2012; INFANTE et al., 2016; KUCH et al, 2012). A beta-lactamase que
foi caracterizada em amostras de E. faecalis apresenta uma grande similaridade genética com
a que foi identificada em amostras de S. aureus codificada pelo gene blaZ (JUNGERMANN
et al., 2011; MCBRIDE et al., 2007; MURRAY et al., 1986; RICE, 2012; TAMAYKO et al.,
1986). Entretanto, a expressdo em S. aureus € induzida; enquanto que, em enterococos, é
constitutiva e encontra-se em um plasmideo, que carreia também genes de resisténcia a niveis
elevados de gentamicina (MURRAY et al., 1986). Amostras de enterococos produtoras de
beta-lactamase sdo caracteristicamente resistentes a penicilina, aminopenicilinas (ampicilina)
e ureidopenicilinas (piperacilina), sendo sensiveis ao imipenem e a combinagdes de beta-
lactdmicos com inibidores destas enzimas, como &cido clavulénico, tazobactam e sulbactam
(CERCENADO, 2011). A descri¢do do isolamento de amostras de E. faecium produtoras de
beta-lactamase, é ainda mais rara (COUDRON; MARKOWITZ ; WONG, 1992; TOMAYKO
et al., 1996).

Desde 1986, amostras de enterococos exibindo mecanismos de resisténcia adquirida a
vancomicina, reconhecidas como vancomycin-resistant enterococci (VRE) vém sendo
relatadas (CDC, 1993; LECLERCQ et al., 1988; UTTLEY et al., 1988). Acredita-se que, nos
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EUA, a emergéncia de amostras resistentes aos glicopeptideos tenha ocorrido, principalmente,
no ambiente hospitalar, diante da pressdo seletiva do uso terapéutico e profilatico desses
antimicrobianos (MANCIN; BOTEN, 2005; TENOVER; MCDONALD, 2005). Entretanto,
nos paises europeus e asiaticos, esta emergéncia parece ter sido relacionada ao uso abusivo de
avoparcina (um glicopeptideo) em ragdes animais, como promotor de crescimento (DEL
CAMPO et al., 2003; GOOSSENS et al., 2005; GU et al., 2009; JOHNSEN et al., 2005;
JUNG et al., 2006;).

Atualmente, existem nove fenotipos de resisténcia aos glicopepetideos, que sao
denominados VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM e VanN (CHEN et al.,
2015; CHUNHUI; XIAOGANG, 2015; BOYD et al., 2008; 2015; FINES et al., 1999;
KLARE et al., 2003; LEBRETON et al., 2011; MEZIANE-CHERIF et al., 2012; SONG et al.,
2008; WEBER et al., 2009; WOODFORD, 2001; XU et al., 2010).

Dentre eles, o fendtipo VanC é definido pela resisténcia intrinseca a niveis baixos de
vancomicina, porém as amostras permanecem sensiveis a teicoplanina. E caracteristico das
espécies moveis E. gallinarum e E. casseliflavus. Sdo conhecidos trés subtipos denominados:
vanC1, caracteristico da espécie E. gallinarum; e vanC2 e vanC3, identificados em E.
casseliflavus. Estes genes codificam enzimas ligases que participam da sintese do
pentapeptideo da parede celular, terminando em D-Alanil-D-Serina (D-Ala-D-Ser), que
apresentam uma menor afinidade pela vancomicina. (COURVALIN, 2006; LECLERCQ et
al., 1992; NAVARRO; COURVALIN, 1994; PERICHON; COURVALIN, 2009). Diversos
estudos ja demonstraram que tanto E. gallinarum, quanto E. casseliflavus podem apresentar
mecanismos de resisténcia adquirida codificados por vanA ou vanB de forma concomitante ao
genétipo vanC (CORSO et al., 2005; MERQUIOR et al., 2008; NEVES et al., 2009;
SHIRANO et al., 2011; TOGNERI; CORSO, 2003). Além disso, recentemente o gendtipo
vanC foi observado em outras espécies de enterococos, sendo primeiramente reportado no
estudo de Moura et al., em 2013, em uma amostra de E. faecalis. Em relatos subsequentes,
além de E. faecalis, a presenca de vanC foi também identificada em E. faecium
(NISHIYAMA et al., 2016; SUN et al., 2014), sugerindo que este gene pode estar sujeito a
mecanismos de transferéncia horizontal.

Entretanto, os genotipos mais difundidos no ambiente hospitalar e, portanto, os de
maior importancia clinica, sdo os que codificam para os fenotipos VanA e VanB, e quando se
encontram associados as espécies E. faecalis e E. faecium (BOURDON et al., 2011,
PROTONOTARIOU et al., 2010; SIEGEL et al, 2007; SIMNER et al., 2015; SOMILY etal.,

2016). Embora, a resisténcia a vancomicina veiculada por vanA ou vanB, ja tenha sido
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também identificada em outras espécies, como E. avium, E. durans, E. mundtii e E. raffinosus
(CORREIA et al., 2013; JOLIVET et al., 2016; KAWALEC et al., 2007; LAFFAN, 2004;
LEE, FERGUSON Jr; SHARIFI-RAD et al., 2016), além daquelas ja mencionadas.

O fenotipo VanA é codificado por sete genes (vanRSHAXYZ), que constituem o
operon vanA e duas sequéncias de leitura aberta, ORF1 e ORF2 (do inglés open reading
frame), presentes no transposon Tn1546 (ou elemento VanA). Essa caracteristica é induzida,
resultando na expressdo de resisténcia a niveis elevados de vancomicina e elevados ou
moderados de teicoplanina (ARTHUR et al., 1992; HONG et al., 2008; HUTCHINGS et al.,
2006; KOTEVA et al., 2010). Embora o fen6tipo VanA seja caracteristicamente identificado
em Enterococcus, ja foi demonstrado por transferéncia tanto in vitro, quanto in vivo, que pode
ocorrer disseminacdo para outros géneros bacterianos. Assim, a resisténcia a vancomicina
decorrente da expressdo do conjunto génico vanA ndo apresenta barreiras heteroespecificas
(DE NIEDERHAUSERN et al., 2007; DEZFULIAN et al., 2012; MANDAL; GHOSH; PATI,
2015; ROSSI et al., 2014; WALTERS et al., 2015).

No Brasil, a detec¢do do primeiro relato da presenca de vanA ocorreu em 1997, em
Sdo Paulo (ZANELLA et al., 1999). Em 2000, nosso grupo descreveu 0 primeiro caso em
nosso Estado (Albuquerque, 2000). Em sequéncia, foram registrados relatos no Rio Grande
do Sul (D’ AZEVEDO et al., 2000), Pernambuco (VILELA et al., 2006) e Minas Gerais
(RIBAS et al., 2007) e, mais recentemente, em instituicbes pertencentes a outros estados
brasileiros (AZEVEDO, 2013; KERBAUY et al., 2011; PORTO et al., 2013; SOUZA et al.,
2012). O surgimento e disseminacdo dessas amostras no Sul e Sudeste foram precoces em
relacdo as demais regides do pais e curiosamente ocorreu primariamente na espécie E.
faecalis. O geno6tipo vanA ainda é o mais difundido em nosso meio (CAMARGO et al., 2006;
CAMPOS et al., 2014; CONCEICAO et al., 2011; CORREA et al., 2015; DAMACENO;
NICOLI; OLIVEIRA, 2015; PALAZZO et al., 2011).

O fendtipo VanB tambem é resultado da expresséo de resisténcia adquirida e induzida
a vancomicina. Este se caracteriza por niveis elevados de resisténcia a vancomicina e
susceptibilidade a teicoplanina. A maioria das proteinas codificadas pelo operon vanB possui
homdlogos codificados pelo vanA, com exce¢do do gene vanZ. O conjunto génico vanB pode
ser detectado nos transposons Tnl547, Tnl1549 ou Tn5382 e, em comparagdo a vanA,
apresenta um gene adicional, o vanW, cuja a funcéo ainda é desconhecida. Adicionalmente, o
gene vanB possui regies variaveis e é classificado em trés subtipos, denominados: vanBi,
vanB, e vanBs (CARIAS et al.,, 1998, COURVALIN, 2006; GARNIER et al., 2000;
QUINTILIANI; COURVALIN, 1996). O nosso grupo descreveu o isolamento das primeiras
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amostras identificadas no Brasil portadoras do gene vanB, provenientes de pacientes
atendidos em duas Instituicdes hospitalares do Estado Rio de Janeiro (MERQUIOR et al.,
2012). Estas amostras, pertencentes a espécie E. faecalis, fazem parte da amostragem
caracterizada no contexto desta Tese.

O fendtipo VanD e definido pela resisténcia a niveis moderados de vancomicina e a
niveis baixos de teicoplanina. Foi descrito inicialmente por Perichon, Reynolds ; Courvalin,
em 1997, que atraves do uso da PCR e de sequenciamento do DNA, demonstraram que o gene
vanD apresenta uma homologia de 69% com ambos os genes vanA e vanB e de 43% com
vanC. O gene vanD codifica uma D-Alanil-D-Lactato (D-Ala-D-Lac) ligase, semelhante as de
vanA e vanB, porém ndo é transferivel. Alguns poucos estudos tém relatado o isolamento de
amostras albergando o genoétipo vanD associadas a infec¢do ou colonizacdo em humanos
(CASADEWALL; COURVALIN, 1999; FANG et al., 2007; OSTROWSKY et al., 1999;
STARLANDER; TELLGREN-ROTH; MELHUS, 2016). Cabe ressaltar que a primeira
amostra de enterococos apresentando resisténcia a vancomicina isolada no Brasil foi
caracterizada como portadora do genétipo vanD (DALLA COSTA et al., 1998; 2000;
DEPARDIEU, REYNOLDS; COURVALIN, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado o isolamento de amostras de enterococos
apresentando divergéncias em relacdo ao fenotipo e gendtipo. A principal implicacdo desses
achados é a clara possibilidade de erros no diagnostico clinico, compromentendo assim o
tratamento do paciente. Tais incongruéncias foram observadas, na maioria das vezes, em
amostras portadoras do genotipo vanA, que se apresentaram sensiveis a teicoplanina,
sugerindo o fendtipo VanB (amostras vanA/VanB). Da mesma maneira, ja foram descritas
incongruéncias do tipo vanA/VanD (CAMARGO et al., 2005; CHA et al., 2013; FARIA,
2012; HASHIMOTO et al., 2000; HENRIQUE et al., 2008; LAUDERDALE et al., 2002; OH
et al., 2007; PARK et al., 2007). Tais variacGes estdo relacionadas a polimorfismos em
Tn1546, resultantes de mutacdes, delecdes e da integracdo de sequéncias de insercdo (IS) em
diferentes regides do elemento mével. A regido a montante de vanR e a jusante (no inglés,
downstream) de vanX sdo as que mais frequentemente se apresentam alteradas nas amostras
incongruentes atingindo, portanto, os genes vanS, vanY e/ou vanZ, como também em regides
intergénicas. (CHA et al., 2013; FARIA, 2012; LOPEZ et al., 2012; PARK et al., 2007;
SONG et al., 2013; SUNG et al., 2008). No Brasil, amostras de VRE expressando esta relacao
vanA/VanB foram detectadas por Henrique et al., em 2008. Esta condicdo foi relacionada a
presenca do elemento genético ISEfa5 na regido intergénica vanX-vany.
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Em relacdo aos demais fendtipos ja identificados, VanE (E. faecalis, Fines et al.,
1999), VanG (E. faecalis, DEPARDIEU et al., 2007; MCKESSAR et al., 2000) e VanL (E.
faecalis, BOYD et al., 2008) caracterizam-se pela expressao de niveis baixos de resisténcia a
vancomicina; enquanto que, VanM (E. faecium, TEO et al., 2011; XU et al., 2010) resulta em
resisténcia a niveis moderados a elevados de vancomicina e de teicoplanina. Adicionalmente,
o fendtipo VanN, o mais recentemente descrito (LEBRETON et al., 2010), foi identificado na
espeécie E. faecium, possui organizacdo génica semelhante ao operon vanC e também expressa
resisténcia a niveis baixos de vancomicina e susceptibilidade a teicoplanina.

Amostras VRE, particularmente as pertencentes aos fenétipos VanA e VanB,
apresentam elevada capacidade de disseminagédo, sendo transmitidas rapidamente de paciente
para paciente. Essas amostras estdo frequentemente associadas a situacdes de surto e/ou
endemicidade, e a identificacdo precoce desses microrganismos € fundamental para controlar
a sua disseminacdo ARIAS, MURRAY, 2012; (MCGOWAN, 2004; MILLER et al., 2016;
REYES; BARDOSSY; ZERVOS, 2016). Também, as infeccGes causadas por VRE estdo
associadas com aumento da morbidade, da mortalidade, do tempo de permanéncia hospitalar e
dos custos em Salde, em comparacdo com infec¢fes por amostras sensiveis a vancomicina
(VSE, do inglés, vancomycin-sensitive enterococci) (CHEAH et al., 2013;
DIAZGRANADOS et al., 2005). Adicionalmente, diversos estudos tém demonstrado que a
colonizacdo do trato gastrintestinal por essas amostras, pode ser a responsavel pelo
desenvolvimento de infeccbes em pacientes hospitalizados que, uma vez estabelecida, pode
persistir por muitos anos (CHANG et al., 2010; CHEAH et al.,2013; GIKAS et al., 2005;
HIGUITA; HUYCKE, 2014; KARA et al., 2015; KARKI et al., 2013; KAUSHAL et al.,
2016; LEE et al., 2013; OFNER-AGOSTINI et al., 2008; PREMATUNGE et al., 2016). Além
disso, a colonizagédo intestinal em pacientes hospitalizados pode se estender para a pele,
facilitando a transmissdo hospitalar por varias vias, até mesmo através das mdos dos
profissionais da saude, delineando uma “rede” de disseminacdo dessas amostras
(BEEZHOLD et al., 1997; HIGUITA; HUYCKE, 2014).

Como resultado, amostras albergando caracteristicas de resisténcia a vancomicina e
responsaveis por IACS, particularmente em pacientes hospitalizados em unidades de
tratamento intensivo, destacam-se em frequéncia elevada em diferentes paises, inclusive no
Brasil, com dados que variam de cerca de 7% a 35%, desde o inicio dos anos 2000 (ADAM et
al., 2011; ARIAS; MURRAY, 2012; BRODRICK et al., 2016; DE KRAKER et al., 2013;
JONES et al., 2013; 2014; LEAVIS et al., 2006; MOHN et al., 2000; NNIS, 2000; PFALLER
et al.,, 2007; SADERAND JONES, 2009). Jones et al. (2013), num estudo multicéntrico
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realizado em paises da América Latina, relataram 27% de resisténcia a vancomicina em
amostras de Enterococcus isoladas em instituicdes brasileiras. Cabe ressaltar que a resisténcia
a vancomicina é encontrada em taxas mais elevadas em amostras da espécie E. faecium
isoladas de ICAS; porém, nos ultimos anos, tem sido observado também um aumento de
amostras resistentes pertencentes a espécie E. faecalis (EVERT et al., 2013; EARS-Net, 2016;
JONES et al., 2014).

As altas taxas de resisténcia aos beta-lactamicos em E. faecium e aumento da
resisténcia aos aminoglicosideos e aos glicopeptideos nas espécies E. faecium e E. faecalis
trouxe a necessidade da disponibilizacdo de novas drogas para o tratamento das infecgdes
causadas por estes microrganismos. Os antimicrobianos linezolida, tigerciclina e daptomicina
sdo as opcdes, relativamente, mais recentes para o tratamento das infeccdes por enterococos
resistentes, principalmente a terapia sinérgica, e em casos de maior gravidade; porém, também
ja foram relatadas amostras resistentes (AUCKLAND et al., 2002; BAE et al., 2006;
BERSOS et al., 2004; CORDINA et al., 2012; GONZALES et al., 2001; KELESIDIS et al.,
2011; SABOL et al., 2005; WANG et al; 2014; WERNER et al., 2008). No Brasil, amostras
linezolid-resistant, vancomycin-resistant enterococci (LRVRE, em portugués: VRE
resistentes a linezolida) pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium, ja foram
identificadas (ALMEIDA et al., 2014; DO PRADO et al., 2016).

Adicionalmente, a aquisicdo de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(principalmente a ampicilina, aminoglicosideos e glicopeptideos) e de viruléncia tem sido
relatada como um fator contribuinte para a especializacdo de clones e complexos clonais de E.
faecalis e E. faecium no ambito hospitalar (BONTEN, 2008; DE BEEN et al., 2013;
FREITAS et al., 2009; MC BRIDE et al., 2007; PALMER et al., 2012; TEDIM et al., 2015;
TOP; WILLEMS; WERNER et al., 2010). Assim, estudos de epidemiologia molecular
empregando métodos modernos de tipificacdo de amostras multirresistes e/ou apresentando
atributos especificos de viruléncia tém contribuido para o conhecimento da estrutura
populacional das espécies de Enterococcus, especialmente aquelas que se destacam em
infeccBes humanas, como E. faecalis e E. faecium.

As primeiras técnicas moleculares desenvolvidas para a investigacdo da diversidade
clonal bacteriana que foi aplicada a amostras de enterococos foram: a determinacéo do perfil
plasmidial e a analise de fragmentos obtidos por restriction endonuclease analysis (REA, em
portugués: enzimas de restricdo e eletroforese convencional) (DONABEDIAN et al., 1992;
LACOUX et al., 1992; LUGINBUHL et al., 1987; QUEDNAU, AHRNE; MOLIN, 1999;
SAHM; GILMORE, 1994; SAVOR et al, 1998). Porém, a inconstancia dos plasmideos,
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principalmente por serem sujeitos a pressOes seletivas e poderem ser perdidos
espontaneamente ou adquiridos de outras bactérias, bem como a dificuldade de interpretacéo
dos perfis resultantes da metodologia de REA, definiram um baixo poder discriminatério
dessas metodologias, além da possibilidade de resultados pouco reprodutiveis (FACKLAM et
al., 2002).

Em sequéncia, varios outros métodos moleculares foram sugeridos e avaliados, tais
como: multilocus enzyme electrophoresis (MLEE, em portugués: eletroforese de enzima
multilocus), ribotipagem, random-amplified polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR, em
portugués: amplificacdo randémica do DNA polimérfico), repetitive extragenic palindromic
sequence - PCR (REP-PCR, em portugués: amplificacdo de sequéncias palindrémicas
extragénicas repetidas) e restriction fragmente lenght polymorphism (RFLP, em portugués:
polimorfismos do tamanho de fragmentos de restricdo do DNA cromossémico) (BARBIER et
al., 1996; CARVALHO et al., 1997; DESCHEEMAEKER et al., 1997; HSUEH et al., 1999;
MALATHUM et al., 1998; TURABELIDZE et al., 2000). Estes métodos também apresentam
limitacbes de diferentes ordens, tais como dificuldade de interpretacdo, baixa
reprodutibilidade e/ou alta complexidade técnica (BARBIER et al., 1996; KUHN et al., 1995;
LINDSTEDT et al., 2005; MALATHUM et al., 1998; TOMAYKO; MURRAY, 1995).

Sendo assim, a metodologia de anélise de perfis de fragmentagdo do DNA
cromossémico, obtidos por enzimas de restricdo e pulsed-field gel electrophoresis (PFGE, em
portugués: eletroforese em campo pulsado), desde sua implantacdo, tem sido amplamente
utilizada para fins de investigacdo epidemioldgica, devido ao alto grau de diferenciacdo das
amostras, sendo considerada como método "padrdo ouro" para a investigacdo de surtos
hospitalares (BARBIER et al.,, 1996; KUHN et al., 1995; MALATHUM et al., 1998;
PEGUES et al., 1997; PINHOLT et al., 2015; SALIPANTE et al., 2015; SWAMINATHAN
et al., 2001). Para andlise de amostras de enterococos, a enzima de restrigdo normalmente
utilizada para fragmentagdo do DNA cromossdmico é Smal; embora, alguns estudos tenham
utilizado Apal e Sfil (COOMBS et al., 2014; DESHPANDE et al., 2007; NALLAPAREDDY
et al., 2002; 2005; SALIPANTE et al., 2015; TURABELIDZE et al., 2000; ZISCHKA et al.,
2015). A restricdo do DNA de Enterococcus por Smal resulta de 15 a 20 fragmentos, com
tamanhos de aproximadamente 5kb a 40kb. Para a interpretacao dos resultados, Tenover et al.
(1995) definiram os seguintes critérios baseados nos perfis migratorios: quando idénticos,
indicam um mesmo clone; diferentes em até seis bandas (que representam de um a dois
eventos genéticos), as amostras sdo consideradas relacionadas e pertencentes a um mesmo

grupo clonal; diferentes em sete ou mais bandas (decorrentes de trés ou mais eventos
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genéticos), amostras sem relacdo epidemioldgica. Mais tarde, devido ao emprego de sistemas
de processamento de imagem, a interpretacdo dos perfis gerados por PFGE passou a ser
computadorizada. Neste caso, as analises das imagens dos geis sdo realizadas por aplicativos
especificos, com a transformacdo dos perfis de bandas em registros densitométricos que,
quando sobrepostos, sdo avaliados pelo emprego de coeficientes de similaridade, sendo os
mais comumente empregados Dice ou Pearson. Os dados obtidos sdo utilizados na construgéo
de matrizes de similaridade, que sdo utilizadas para gerar dendrogramas, mais frequentemente
construidos pelo emprego do unweighted pair group method of averages (UPGMA, em
portugués: algoritmo de agrupamento de pares com médias aritméticas ndo ponderadas)
(FREITAS et al., 2011; PINHOLT et al., 2015, vAN BELKUM et al., 2007).

Apesar de satisfatoria, quanto a qualidade dos resultados obtidos para tipificacdo
bacteriana, a metodologia de PFGE apresenta importantes limitacbes como: a necessidade de
equipamentos especificos, que resultam em custos elevados; é laboriosa e consome muito
tempo entre o preparo e a analise; os resultados obtidos, por diferentes laboratorios, ndo
podem ser facilmente comparados, a ndo ser com a aplicacdo de normas rigorosas de controle
de qualidade, como ocorre em sistemas de redes interlaboratoriais, por exemplo, PulseNet do
CDC, Atlanta, GA, EUA.

Assim, métodos baseados no sequenciamento de genes ou, ainda, do genoma
completo, tém sido os recomendados e muitas vezes considerados como padrdo ouro na
caracterizacdo do relacionamento genético de amostras bacterianas. A metodologia de
multilocus sequence typing (MLST, em portugués: tipificacdo de sequéncias em maultiplos
loci) tem sido referida como a que agrega um maior nimero de vantagens para as analises de
diversidade de microrganismos. A MLST foi proposta por Maiden et al., em 1998, como um
método mais pratico para identificar relacbes genéticas em bactérias. Esta metodologia é
baseada na caracterizagdo de sequéncias alélicas em um conjunto de genes de manutengédo
celular (no inglés, housekeeping genes), identificando de forma coerente tipos (ou clones) e
complexos clonais (CCs) de relevancia clinica, para diversas espécies bacterianas. Em linhas
gerais, esta metodologia se baseia na atribuicdo de nimeros a cada sequéncia distinta (por um
ou mais nucleotideos) para cada gene analisado (nimero do alelo). A numeracgdo obtida para
cada alelo, do conjunto de genes designado para analise de uma dada espécie (na maioria das
espéecies sdo avaliadas as sequéncias de seis ou sete genes), representara um bionumero
(perfil) que define um sequence type (ST) de cada amostra bacteriana avaliada. Os STs podem
ser facilmente comparados em bancos de dados internacionais (AANENSEN; SPRATT,
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2005; CAMARGO et al., 2004; GETACHEW et al., 2013; MAIDEN et al., 2013; RAVEN et
al., 2016; RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006).

Esquemas de tipificagdo por MLST ja foram desenvolvidos para as espécies E.
faecium e E. faecalis. Em E. faecium séo analisados fragmentos internos dos seguintes sete
genes de manutencdo celular: adK, atpa, ddl, gdh, gyd, pstS e purk, que codificam para
adenilato quinase, subunidade alfa da ATP sintetase, D- alanina-D-alanina ligase, glicose 6-
fosfato desidrogenase, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, proteina transportadora de
cassete de ligacdo de ATP e fosforibosilamino-imidazol carboxilase, respectivamente, tendo
sido proposto por Homan et al., em 2002. Em relacdo a E. faecalis, Nallapareddy et al., em
2005, foram os primeiros a divulgar um esquema para analise das amostras desta espécie,
porém, apesar de ser muito discriminatorio, utilizava um conjunto de nove genes, sendo mais
extenso do que o comumente empregado nos protocolos dessa metologia. Assim, Ruiz-
Garbajosa et al., em 2006, propuseram um esquema mais curto, que passou a ser amplamente
aceito, composto dos seguintes genes: arokE, gdh, gki, gyd, pstS, xpt e ygil, que codificam para
chiguimato quinase, glicose 6-fosfato desidrogenase, glicoquinase, gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP, xantina fosforibosil
transferase e acetil-CoA acetil transferase, respectivamente. Um banco de dados internacional
de linhagens de E. faecalis, analisadas por MLST: PUbMLST de E. faecalis.

A metodologia de MLST tem sido amplamente empregada, pois permite a troca de
dados entre laboratorios via internet, facilitando estudos epidemioldgicos globais e analises da
estrutura populacional de vérias espécies bacterianas. Também, atende com sucesso
avaliacbes epidemioldgicas que contemplam periodos longos de analise em estudos de
vigilancia (AANENSEN; SPRATT, 2005; FEIL et al., 2004; Kuch et al.,2012; RAVEN et al.,
2016; RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006; URWIN et al., 2003, vVAN HAL et al., 2016).

Nos altimos anos, o whole-genome sequencing (WGS, em portugués: sequenciamento
do genoma completo) tem se tornado cada vez mais acessivel e, portanto, mais utilizado na
investigacdo das relacbes geneticas entre bacterias. A metodologia de WGS tem sido
empregada como uma nova abordagem para o rastreamento de surtos hospitalares e em
estudos mais amplos de epidemiologia molecular (BEEN et al., 2013; BRODRICK et al.,
2016; HOLDEN et al., 2013, JACKSON et al., 2016; LONG et al., 2014; PRICE et al., 2014;
RAVEN et al., 2016; SALIPANTE et al., 2014; WALKER et al., 2013). As analises por WGS
empregam tecnologias de sequenciamento de segunda geragéo, realizado a partir do DNA
bacteriano total altamente fragmentado, permitindo a distingdo de amostras que diferem em
apenas um unico nucleotideo (HARRIS et al, 2010; KWONG et al., 2015;
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LEEKITCHAROENPHON et al., 2014; MUKHOPADHYAY et al., 2009; PENDLETON et
al., 2013; PINHOLT et al. 2015; SALIPANTE et al., 2015).

Estudos comparativos realizados entre as metodologias PFGE versus WGS e entre
MLST versus WGS demonstraram que, apesar de uma boa correlacéo entre os métodos, WGS
apresentou uma maior resolucéo, sendo mais preciso para tipificacdo bacteriana e superior na
realizacdo de andlises evolutivas. Entretanto, os estudos realizados apontam que as analises
por WGS demandam pessoal especializado, com conhecimento de bioinformatica para uma
correta avaliacdo do grande numero de dados que sdo gerados (HARRIS et al.,, 2010;
HOWDEN et al., 2013; PINHOLt et al. 2015; RAVEN et al., 2016). Assim, em geral, a
metodologia de PFGE é o método de tipificacdo empregado pelas redes de vigilancia; MLST
é utilizado para fins de comparacdo de dados epidemioldgicos globais; e WGS, apesar de ter o
custo reduzido nos ultimos anos e passar a ser considerado como padrdo-ouro para diversos
modelos bacterianos, ainda mantém seu uso restrito a alguns centros que conjugam
possibilidade de execucdo do método com competéncia para andlise dos dados (CDC
PulseNet 2013; ECDC, 2015; HEATHER; GERNER-SMID, 2016; PINHOLT et al. 2015;
SALIPANTE et al., 2015).

Todavia, essas principais metodologias de tipificacdo molecular tém permitido a
realizacdo de estudos abrangentes com o prop6sito de avaliar a dindmica populacional de
diferentes géneros e espécies bacterianas, particularmente os patégenos humanos associados
as infeccbes de origem hospitalar. Estudos relativos a estrutura populacional de enterococos
tém permitido avaliar a existéncia, distribuicdo e dinamica de linhagens multirresistentes e de
linhagens patogénicas em ambientes particulares, como o hospital (DE BEEN et al., 2013;
FREITAS et al., 2009; MC BRIDE et al., 2007; PALMER et al., 2012; PINHOLT et al.,
2015; TEDIM et al., 2015, vAN HAL et al., 2016; ZISCHKA et al., 2015).

Um dos estudos pioneiros que utilizou o MLST para compreensdo da estrutura
populacional de E. faecalis foi o realizado por Ruiz-Garbajosa et al. (2006). Neste estudo, 0s
autores avaliaram 110 amostras bacterianas, provenientes de diferentes origens, e
descreveram as primeiras impressdes sobre o arranjo populacional desta espécie, através da
deteccdo de 55 STs distintos que se mostraram distribuidos em quatro complexos clonais:
CC10 composto por amostras de diferentes ambientes; CC21 composto majoritariamente por
amostras de origem animal; CC2 composto por amostras resistentes a vancomicina, [-
lactamase positivos e responsaveis por quadros de endocardites; e o CC9 composto por
amostras hospitalares. Como concluséo do estudo, os autores comentaram que tais resultados

sinalizavam para a especializacdo dos complexos CC2 e CC9 no ambiente hospitalar. De fato,
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estudos posteriores, conforme descrito a seguir, vieram a corroborar estes achados,
confirmando a prevaléncia de CC2 e CC9 no contexto hospitalar.

Assim, nesta mesma linha de investigacdo, McBride et al. (2007), aplicando a
metodologia de MLST a 106 amostras de E. faecalis isoladas ao logo de um periodo de 100
anos e provenientes de diferentes origens, destacaram CC21 nas amostras de origem animal e
dentre as hospitalares que apresentaram uma taxa reduzida de determinantes de resisténcia e
de viruléncia; e CC2, CC8 e CC9 como aqueles que reuniram as amostras hospitalares com
maior numero de determinantes de resisténcia e de viruléncia. Adicionalmente, os autores
sugeriram que o surgimento recente de CC2, pois ndo foi identificado entre amostras isoladas
antes da metade dos anos 1980. Os autores ressaltaram que as amostras desse complexo séo as
gue apresentam um maior potencial patogénico, sendo as mais frequentes em surtos
hospitalares e em infec¢Bes invasivas como sepse e bacteremias. Também, incluiram CC40
como um importante complexo provenientes de varias fontes (animal, humano, ambiental) e
diferentes condigdes clinicas (como colonizagéo e quadros de infeccéo).

No mesmo ano, Kawalec et al. (2007) demonstraram, através de um estudo sobre a
disseminacdo de amostras de E. faecalis em hospitais na Pol6nia, que CC2 e CC9 eram
prevalentes entre as amostras bacterianas avaliadas e, além disso, descreveram CC87 como
um novo complexo associado ao ambiente hospitalar. Dados europeus, além deste, estdo
representados no estudo de Kuch et al. (2012), abrangendo o periodo de 2006 a 2009, que
determinou que CC2, CC16, CC87 e suas linhagens agruparam majoritariamente amostras
multirresistentes aos antimicrobianos. Alguns dos STs encontrados neste estudo e associados
a high-risk enterococcal CCs (HIRECCs, em portugués: complexos clonais de alto risco),
pois reinem amostras multirresistentes, virulentas e diretamente relacionadas a IACS.

A supremacia de CC2 e suas linhagens no ambiente hospitalar foi determinada
mundialmente e, desde entdo, diversos estudos tem relatado a importancia deste complexo em
IACS (CORREIA et al, 2014; DJAHMI et al., 2012; FREITAS et al., 2009;
GUARDABASSI et al., 2010; GUZMAN PRIETO et al.,, 2016; KUCH et al.,, 2012,
MURUZABAL-LECUMBERRI et al., 2015; SOLHEIM et al., 2011; WILLEMS et al., 2011;
YANG et al., 2015). Neste complexo clonal, ST6 foi relacionado as amostras portadoras de
HLGR, em diversos estudos (FREITAS et al., 2009; GUARDABASSI et al., 2010; KUCH et
al., 2012; MC BRIDE et al., 2007; SUN et al., 2009;). Além disso, foi observado que a
amostra E. faecalis V583, que foi o primeiro representante do género a ter o genoma
totalmente sequenciado, pertencente a ST6/CC2, apresenta diversos elementos genéticos

moveis, uma ilha de patogenicidade, um operon para biossintese de polissacarideo capsular
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(envolvido na resisténcia a fagocitose) e o gendtipo vanA, indicando que determinadas
subpopulacdes desta espécie (como ST6) desenvolveram diferentes estratégias de adaptagdo a
habitats hostis, como o hospital (FREITAS et al., 2009; HANCOCK; SHEPARD;
GILMORE, 2003; HUO et al., 2015; MCBRIDE et al., 2007; MIKALSEN et al., 2015;
PALMER et al., 2012; SOLHEIM et al., 2011, vVAN SCHAIK; WILLEMS, 2010).

Estudo realizado por Penas et al. (2013) indicou que o CC2 compreende
principalmente o ST6 e o ST2. Agrupamentos empregando algoritmos especificos, como
eBURST, demonstraram que ST6, além de ser o prevalente dentro do complexo é considerado
o ST fundador. A partir desses achados, os estudos disponiveis na literatura passaram a
considerar a terminologia CC6 como sindnimo de CC2 (FEIL et al., 2004; SPRATT et al.,
2004).

No Brasil, a prevaléncia de CC6, recuperados a partir de pacientes hospitalizados,
também tem sido relatada, além ST524 e ST9 pertencentes ao CC9 (Penas et al., 2013).
Conceicdo et al. (2012) reportaram a detecgdo de resisténcia a penicilina em amostras isoladas
no Brasil e pertencentes ao CC9. Entretanto, Guardabassi et al. (2010) identificaram uma
maior prevaléncia de amostras PRASEF associadas ao ST6 (CC6), na Dinamarca. Por outro
lado, a resisténcia a ampicilina, associada a amostras de origem hospitalar, ainda ¢ uma
caracteristica pouco frequente em amostras de E. faecalis, contrastando com os elevados
percentuais observados para E. faecium (AAMODT et al., 2015; WILLEMS et al., 2011).

Diferencas na estrutura populacional de E. faecalis e E. faecium, tem sido
frequentemente divulgadas e, aumentaram consideravelmente em nimero nesta década. Ja foi
evidenciado que estas espécies diferem quanto aos arranjos obtidos entre populacGes
patogénicas e comensais. Em linhas gerais, na espécie E. faecalis, a maioria dos CCs descritos
sdo mistos e agrupam amostras obtidas de casos de infeccdo e comensais (provenientes de
colonizagdo), que expressam reconhecidos fatores de viruléncia e amostras ndo virulentas,
respectivamente. Este fato € diferente do observado para especie E. faecium. Embora, pode-se
identificar CCs de ambas as espécies, significativamente associados a amostras hospitalares, a
maioria dos relacionados a E. faecalis contém tanto amostras patogénicas, quanto comensais;
enquanto que o mesmo ndo ocorre para E. faecium (GUZMAN PRIETO et al., 2016;
WILLEMS et al. 2011;).

Sendo assim, tem sido sugerido que amostras de E. faecalis comensais e clinicas
isoladas de humanos ndo apresentaram caminhos evolutivos distintos, ao contrario do que tem
sido determinado em estudos envolvendo a anélise da estrutura populacional de E. faecium

(Palmer et al., 2014). Estas hipoteses sdo também pautadas em avaliacdes dos determinantes
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de viruléncia presentes nas amostras de ambas as espécies. A maioria dos fatores envolvidos
na viruléncia de E. faecalis, como Esp, GelE, Agg, EfaA, Ace e Epp ja foram identificados
tanto em amostras obtidas de quadros infecciosos em humanos e animais, quanto de
individuos saudaveis e de alimentos (LINDENSTRAUR et al., 2011; POULSEN et al., 2012;
SEMEDO et al.,, 2003; SOLHEIM et al.,, 2009; TEDIM et al., 2015, vVAN SCHAIK;
WILLEMS, 2010; WILLEMS et al., 2011; ZISCHKA et al., 2015). Entretanto, marcadores de
viruléncia em E. faecium como Esp, Hyl e Acm (adesina de E. faecium codificada pelo gene
acm) estdo presentes em amostras pertencentes a STs agrupados pelo CC17, um complexo
praticamente restrito a0 ambiente hospitalar, globalmente disperso e descrito como HIRECC
(CHANG et al., 2010; DE BEEN et al., 2013; LEAVIS et al., 2006; LEBRETON et al., 2013;
NALLAPAREDDY et al., 2008; TEDIM et al., 2015, vVAN HAL et al., 2016). Uma excecéo
em E. faecalis que vem sendo apontada na literatura € a dispersdo do operon da citolosina e
sua associacdo com amostras de origem hospitalar (LINDENSTRAUR et al., 2011, PALMER
etal., 2012; RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006).

Analises avaliando diversos genomas sequenciados de E. faecalis e E. faecium
mostraram que ambas as espécies tém um pan-genoma aberto, indicando que os dois
organismos podem eficientemente adquirir e integrar DNA externo em seu pool genético
(LAM et al., 2012; MIKALSEN et al., 2015; NELSON et al, 2010; PAULSEN et al., 2003,
VAN SCHAIK ; WILLEMS, 2010). O sistema avancado de feroménios de E. faecalis, que
permite ndo s6 propagacao de plasmideo, mas também a transferéncia de grandes segmentos
de DNA parece ter aumentado a plasticidade do genoma e adaptabilidade da espécie a
condigdes adversas (FREITAS et al., 2013; HEGSTAD et al.,, 2010; HUO et al., 2015;
MANSON, HANCOCK; GILMORE, 2010; MIKALSEN et al., 2015; ROSVOLL et al.,
2012; SANTAGATI et al., 2012; SONG et al., 2013; WARDAL et al., 2013; WERNER et al.,
2013).

Além dos plasmideos, outros elementos genéticos mdveis tém sido implicados na
adaptacdo ao ambiente hospitalar. Na amostra de E. faecalis V583 foram encontradas 38
sequéncias de insercdo (IS) distintas e foi também observado que mais de 1/4 do genoma era
constituido de DNA externo (PAULSEN et al., 2003). De fato, o posterior sequenciamento
completo de genomas de mais amostras de E. faecalis de origem hospitalar, como também de
E. faecium, tem revelado uma grande quantidade de elementos genéticos pertencentes a
familia 1S256, assim como as 1S1542, 1S16, ISEfl e 1S1310, dentre outros, que sdo
componentes importantes de muitos transposons compostos que conferem resisténcia aos

antimicrobianos, tais como: Tn5281 e Tn4001, que codificam para HLGR; Tnl1547, que
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carreia genes para a resisténcia a vancomicina; e Tn5384, que codifica para resisténcia a
eritromicina e gentamicina (BOURGOGNE et al., 2008; HUO et al., 2015; LAM et al., 2012;
MCBRIDE et al., 2007; PAULSEN et al., 2003, vAN SCHAIK; WILLEMS, 2010; PALMER
et al., 2012; ZISCHKA et al.,, 2015). Curiosamente, também ja foi observado que
representantes da familia de 1S1182, presentes em Tn5405 (transposon comumente associado
a resisténcia a estreptomicina em estreptococos), tém sido encontrados de forma abundante
em amostras de E. faecalis ST6, e que a 1S1310, membro da familia 1S256, foi identificada
em todas as amostras de E. faecalis ST6/CC2 e ST40/CC40 (MIKALSEN et al., 2015).

Diversos estudos, também, ja demonstraram a importancia de uma pathogenicity
island (PAI, em portugués: ilha de patogenicidade) descrita em E. faecalis. Este elemento
genético € um componente dindmico no genoma, onde mudancas rapidas em sua estrutura tém
refletido em impactos consideraveis na viruléncia de amostras desta espécie (COBURN et al.,
2007; LAVERDE et al., 2011; LEAVIS et al., 2004; OANCEA et al., 2004; MCBRIDE, et
al., 2009; SHANKAR, BAGHDAYAN, GILMORE, 2002; SOLHEIM et al., 2009; 2011).
Além disso, a presenca de genes que codificam para proteinas de integracao (relacionadas a
excisdo de fagos), homologos aos que codificam para funcbes de conjugacdo em plasmideos,
e de terminacOes repetidas tém sugerido que a PAI de E. faecalis se move integrating
conjugative element (ICE, em portugués: elemento conjugativo integrador) (MCBRIDE et al.,
2009; PAULSEN et al., 2003; MANSON, HANCOCK; GILMORE, 2010). Assim, a grande
abundancia de certos genes, carreados por plasmideos, transposons e PAI, entre os HIRECCs
indica que os elementos genéticos moveis, transportando genes de viruléncia e de resisténcia,
tém contribuido significativamente para o sucesso de E. faecalis como agentes etiol6gicos de
infeccbes de origem hospitalar (LAVERDE et al., 2011; MC BRIDE et al., 2007;
MIKALSEN et al., 2015; WARDAL et al., 2013).

Por outro lado, a participacdo de bacteriofagos na transferéncia horizontal de gene em
enterococos, ainda ndo é totalmente compreendida (DUERKORP et al., 2012; LA ROSA et al.,
2015; MAZAHERI et al., 2011; YASMIN et al., 2010, vAN SCHAIK et al., 2010).
Entretanto, sequéncias pertencentes a profagos (sete elementos distintos) foram identificadas
inicialmente na amostra E. faecalis V583 e, em sequéncia, em outras pertencentes a CC2
(MATOS et al.,, 2013; MCBRIDE et al., 2007; PAULSEN et al., 2003; SOLHEIM et al.,
2011). Mais recentemente, Mikalsen et al. (2015) relataram que as sequéncias de profagos
identificadas em E. faecalis V583 estavam presentes em todas as amostras de E. faecalis
ST6/CC2 e ST40/CC40 avaliadas. Da mesma forma, Zischka et al. (2015) identificaram

sequéncias de fagos em genomas sequenciados de amostras E. faecalis pertencentes a ST40.
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A presenca de profagos também ja foi detectada em amostras de E. faecium, sendo similares
aos identificados em E. faecalis (GALLOWAY-PENA et al., 2012; MAZAHERI; BARTON;
HEUZENROEDER, 2010; QIN et al., 2012, vAN SCHAIK et al., 2010;).

O primeiro estudo reunindo multiplos genomas de E. faecalis foi de Palmer et al., em
2010. A partir da avaliagdo da sequéncia de 847 genes de manutencdo celular, os autores
consideraram que as amostras dessa espécie apresentavam uma divergéncia filogenética
limitada, e atribuiram que a diversidade comumente observada era decorrente da variedade de
elementos genéticos moveis presentes. Mais tarde, Werner et al. (2013) inferiram que a falta
relativa de sinal filogenético poderia ser resultado também da partilha continua de informacéo
genética entre as amostras de E. faecalis, decorrente da atividade de plasmideos conjugativos
induziveis por feromdnios que transferem grandes fragmentos de DNA cromossémico, que
poderia estar moldando a estrutura populacional desta espécie.

Além disso, ja foi observado através de andlises por MLST que tanto E. faecalis,
quanto E. faecium, de fato apresentam taxas elevadas de recombinacgéo. Este achado veio a
impactar diretamente as analises realizadas pelo algoritmo eBurst, um método de analise
filogenética, que poderia estar simplificando erroneamente a conformacdo da estrutura
populacional dessas espécies. Aparentemente, isso € ainda mais flagrante para a espécie E.
faecalis que, através de comparagdes das topologias das arvores construidas para cada um dos
genes de manutencdo celular, incluidos no protocolo padréo da técnica de MLST, demonstrou
ser ainda mais recombinogénica do que E. faecium (TURNE et al., 2007; TEDIM et al., 2015;
WILLEMS et al., 2005; WILLEMS et al., 2012).

Diante disso, ja foi sugerido que para a avaliagdo da estrutura populacional de espécies
que sofrem maior influéncia evolutiva por eventos de recombinacdo seja aplicada a analise ou
inferéncia Bayesiana, também conhecida como bayesian analysis of the population structure
(BAPS) A andlise por BAPS usa um modelo genético-estatistico para particionar um conjunto
de amostras em grupos, de acordo com padrdes de ascendéncia e recombinagfes contidas nas
variagfes de sequéncias de DNA (AAMODT et al., 2015; CHAGUZA et al., 2016;
CORANDER et al., 2012; GORDON et al., 2008; HANAGE et al., 2009; MIKALSEN et al.,
2015; SHEPPARD et al., 2011; TANG et al., 2009; TEDIM et al., 2014; WILLEMS et al.,
2012). O estudo de Tedim et al. (2015) foi o pioneiro na aplicacdo da analise por BAPS para
investigacdo da estrutura populacional de E. faecalis. Os autores avaliaram 1.310 amostras
correspondentes a 523 STs, utilizando dados disponibilizados no banco de dados publico. Os
dados obtidos sugeriram que a maioria das amostras analisadas pertencia a uma Unica

populacdo recombinante, cuja troca de alelos parece ser independentemente de seu
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background genético, origem ecoldgica (fonte de isolamento, hospitalar ou comunitéria,

humana ou ndo humana) ou fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos.



1 OBJETIVOS

1.1 Geral

54

Caracterizar a estrutura populacional de amostras de Enterococcus faecalis resistentes

a niveis elevados de aminoglicosideos (HLRA), isoladas de pacientes hospitalizados, através

da aplicacdo de testes fenotipicos e genotipicos, visando a analise de aspectos relacionados a

resisténcia aos antimicrobianos, viruléncia e diversidade.

1.2 Especificos:

d)

caracterizar os perfis de resisténcia aos antimicrobianos associados as
amostras de E. faecalis portadoras do fen6tipo HLRA,

desenvolver, padronizar e aplicar a metodologia de PCR em protocolos de
multiplex para deteccdo e caracterizacdo de genes associados a expressao
do fendtipo HLAR e de viruléncia;

caracterizar perfis genotipicos de HLAR e de viruléncia, a partir de um
painel desenvolvido para deteccdo de 12 e 9 genes, respectivamente, para
avaliar a dispersdo desses determinantes em amostras de E. faecalis
portadoras do fenétipo HLRA,

aplicar metodologias de tipificacdo bacteriana, como PFGE e MLST, para
determinacdo da diversidade das amostras de E. faecalis e deteccdo de
clones especificos, que estejam associados a aspectos de resisténcia aos
antimicrobianos e de viruléncia;

contribuir para elucidacdo dos aspectos evolutivos das amostras de E.
faecalis portadoras do fenotipo HLRA e a circulacdo e persisténcia de
determinados clones em institui¢cdes de satde do Estado do Rio de Janeiro,
e comparar com dados representativos do cenario mundial disponiveis em

bancos internacionais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Este estudo avaliou amostras bacterianas pertencentes a espécie Enterococcus faecalis
resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos (HLRA) isoladas de diferentes fontes
clinicas, provenientes de pacientes atendidos em 11 instituicdes de satde localizadas no
Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2005 a 2013. As amostras utilizadas foram
selecionadas a partir da colecdo de culturas de Enterococcus do Laboratério de Apoio
Biotecnoldgico, do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro, sob a coordenacdo da Professora Lucia Martins Teixeira. As amostras bacterianas
estavam mantidas a -20°C em solucéo de leite desnatado a 10% (Skim Milk, BD Diagnostics,
Franklin Lakes, NJ, EUA) acrescida de 10% de glicerol.

A partir do meio de manutencdo, as amostras bacterianas foram reativadas por
semeadura em meio &gar sangue de carneiro (AS, Plast-Labor Ind e Com. Materiais e
Equipamentos de Laboratério, Rio de Janeiro, RJ) e incubagdo por 18h-24h a 36 + 1°C. Apo6s
inspecdo visual as culturas puras, apresentando caracteristicas comuns de enterococos em
relacdo a morfologia colonial e a atividade hemolitica (alfa ou ndo hemoliticas em &gar
sangue de carneiro) foram subcultivadas (nas mesmas condicGes) para realizacdo dos demais
testes. Todos os testes foram realizados a partir de crescimento bacteriano recente (18h a 36
1°C), de uma cultura pura semeada por técnica de esgotamento em meio AS.

Foram selecionados 306 amostras representantes da espécie E. faecalis, a partir de
uma colecdo de culturas de 742 amostras isoladas de material clinico de pacientes atendidos
em hospitais localizados no Estado do Rio de Janeiro, cujo critério de selecdo foram
apresentar confirmacao da identificacdo para espécie de interesse do estudo, E. faecalis, e 0
fenotipo HLAR (resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos) através de uma triagem
incial desse atributo de resisténcia por testes de difusdo em &gar e da concentracdo inibitoria

minima, conforme descrito no item 3.2.
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2.2 Confirmacéo da espécie bacteriana e do fendtipo de resisténcia a niveis elevados de

aminoglicosideos (HLAR)

2.2.1 Testes fisioldgicos para caracterizacio de E. faecalis

As amostras foram submetidas a testes convencionais, segundo as recomendacdes de
Teixeira et al. (2012) para a caracterizagdo fisioldgica do género e espécie. Todos os testes foram
realizados sempre a partir de cultivos recentes em meio AS.

Para a caracterizacdo do género Enterococcus foram realizados os testes de producéo de
catalase, hidrolise da esculina na presenca de 40% de bile (Teste BE), crescimento em presenca de
NaCl a 6,5%, hidrolise do L-pirrolidonil-B-naftilamida (teste do PYR) e hidrdlise de L-leucina-f-
naftilamida (teste do LAP). Para controle dos testes, foram utilizadas as seguintes amostras de
referéncia: Aerococcus viridans ATCC 11563 (negativa para o teste do LAP), E. faecalis ATCC
19433 (como referéncia para o género), S. aureus ATCC 25923 (catalase positiva) e Streptococcus
sanguinis SS 910 (negativa para os testes de catalase, BE, NaCl 6,5% e PYR).

A producéo de catalase foi avaliada misturando-se, sobre uma lamina de vidro, uma gota de
uma suspensao bacteriana (em solucdo salina fisiol6gica) com uma gota de peréxido de hidrogénio
a 3% (v/v). A auséncia da formacdo de bolhas foi considerada indicativa da reacdo negativa
caracteristica de Enterococcus. O teste BE foi realizado a partir da semeadura das amostras em agar
Bile Esculina (Bile Esculin Agar, BD Diag.). Ap6s incubacdo a 36°C + 1°C por 18 h — 24 h, a
positividade do teste, caracteristica do género Enterococcus, foi considerada pelo escurecimento do
meio, decorrente da hidrolise da esculina (em presencga de 40% de sais biliares) em esculetina, que
reage com os ions férricos presentes no meio. A avaliacdo da tolerancia a elevadas concentracdes de
sais foi verificada inoculando-se as amostras em Heart Infusion Broth (HIB, BD Diag.) ajustado
para 6,5% de NaCl (Merck S.A., S&o Paulo, SP) e 0,5% de glicose, acrescido de 0,1% do indicador
de pH puarpura de bromocresol (ambos obtidos da Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e
incubado 36°C + 1°C por 18 h — 24 h. A turvacdo do meio e/ou a mudanca da cor do indicador de
pH de pdrpura para amarelo indica crescimento do microrganismo e positividade do teste, como
para Enterococcus. Os testes do PYR e do LAP foram efetuados a partir do preparo de suspensoes
bacterianas espessas em 0,2 mL do meio Todd-Hewitt Broth (THB), BD Diag, contendo 0,01% ou
0,02% do substrato (ambos obtidos da Sigma-Aldrich Co.), respectivamente. Apos incubacdo a
36x£1°C por 4 h, foram adicionadas duas gotas da solucdo reveladora contendo dimetilamino
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cinamaldeido (Sigma-Aldrich Co.) a 1%, em HCI a 10% (v/v). A determinacdo da atividade
enzimética foi evidenciada pela formacdo da coloracdo rosa forte ou plrpura. A positividade em
ambos 0s testes € caracteristica da maioria das espécies de Enterococcus, incluindo E. faecalis.

Para a caracterizacdo de E. faecalis foi utilizada uma bateria de testes, recomendada para
identificacdo das espécies do género, que inclui a deteccdo da presenca de pigmento, motilidade,
decarboxilacdo da arginina, utilizacdo do piruvato de sodio e utilizacdo de carboidratos, como
descrito a seguir. Os testes foram incubados por até sete dias a 36°C + 1°C, excetuando-se o teste de
motilidade que foi incubado a 30°C + 1°C pelo mesmo periodo. As amostras de referéncia E.
casseliflavus ATCC 12755, E. faecalis ATCC 19433 (como referéncia para a espécie), E. faecium
ATCC 1943, E. gallinarum NCDO 2313 e E. raffinosus NCDO 1278 foram utilizadas no controle
da qualidade dos testes.

A producdo de pigmento foi verificada diretamente a partir de um crescimento recente em
AS, pela visualizagdo de colbnias apresentando pigmento amarelo. Entretanto, 0s membros da
espécie E. faecalis sdo negativos para este teste. O teste de motilidade foi efetuado a partir da
inoculacdo da amostra bacteriana, com auxilio de uma agulha bacteriolégica, em meio semi-solido
Motility Medium (BD Diag.) acrescido de 0,04% de caldo nutriente (BD Diag.) e 0,01% de NaCl
(Merck S.A., Sdo Paulo, SP). A espécie E. faecalis € imoOvel, portanto negativa neste teste. A
avaliacdo da decarboxilagdo da arginina consistiu no indculo das amostras bacterianas em meio
Decarboxylase Base Moeller (BD Diag.) acrescido de 1% de L-arginina (Sigma-Aldrich Co.) e, em
sequéncia, foi adicionada uma camada de aproximadamente 10 mm de 6leo mineral estéril. No teste
negativo, 0 meio assume coloracdo amarela (devido a acidificacdo pela fermentacdo da glicose,
também presente no meio) e no positivo, coloracdo purpura (devido a alcalinizagcdo do meio, pela
liberacdo de aminas alcalinas devido a decarboxilacdo da arginina), consequente a presenca dos
indicadores de pH vermelho de cresol e purpura de bromocresol. A espécie E. faecalis é positiva no
teste de decarboxilacdo da arginina. A utilizacdo do piruvato de sodio foi avaliada em meio
contendo 1% de Triptona (BD Diag.), 0,5% de extrato de levedura (Difico Labs.), 0,5% de KoHPO4
(Merck S.A.), 0,5% de NaCl (Merck S.A.), 0,01% do indicador de pH bromotimol e 1% de piruvato
de sodio (Sigma-Aldrich Co.). Testes positivos sdo reconhecidos pelo aparecimento da coloragdo
amarela, resultante da utilizacdo do substrato como fonte Unica de carbono e acidificacdo do meio.
Os testes de utilizagdo de carboidratos foram realizados em meio Heart Infusion Broth (HIB, Difco
Labs.) acrescido de 1% (p/v) do respectivo carboidrato e de 0,1 % do indicador de pH puarpura de
bromocresol. A mudanca de cor do indicador de purpura para amarelo é resultante da utilizacdo do
carboidrato e acidificagdo do meio, determinando a positividade do teste. Os carboidratos testados

foram: L-arabinose, manitol, D-rafinose, sacarose, sorbitol, D-sorbose e metil-a-glicopiranosideo.
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2.2.2 Aplicacio da metodologia de espectrometria de massas MALDI-TOF (matrix associated

laser desorption-ionization time of flight) na caracterizacdo das amostras de E. faecalis

Para extracdo das proteinas, a partir de um cultivo recente (18 h — 24 h a 36°C + 1°C)
em meio AS, foram retiradas algumas coldnias bacterianas, com auxilio de algas
bacteriolégicas (1 mm de didmetro) descartaveis estéreis, que foram depositadas em tubos
tipo Eppendorf (Axygen Scientific Inc., Corning Inc., Corning, NY, EUA). Sobre as massas
bacterianas foram adicionados 20 ul de &cido férmico a 70% (Sigma-Aldrich Co.) e as
suspensdes homogeneizadas em vortex por 10 seg. Em sequéncia, foram adicionados 20 pl de
acetonitrila (Sigma-Aldrich Co.), e as suspensGes foram novamente homogeneizadas nas
mesmas condi¢des. Apos centrifugacdo a 10.000 g por 5 min, os sobrenadantes, contendo as
proteinas, foram utilizados nos testes.

Para obtencdo dos espectros, 1 ul de cada sobrenadante (extratos proteicos) foi
depositado em placa de aco polido (MSP 96 target polished steel BC, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen, Alemanha), deixados secar a temperatura ambiente e posteriormente cobertos com 1
uL de uma solug¢do saturada da matriz ACHC (acido a-ciano-4-hidroxicinamico, Sigma-
Aldrich Co.). Ap6s secagem em temperatura ambiente, a placa foi submetida as anélises em
espectrometro de massa Microflex LT (Bruker Daltonik), utilizando-se o software
FlexControl no modo automatico (MBT_FC.par) para gerar 0s espectros. A amostra E. coli

J53 foi utilizada para calibrar o equipamento.

2.2.3 Caracterizacdo do fendtipo HLAR pelo teste de disco difusdo e determinacdo da

concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para a realizacdo do teste de difusdo em agar, foram seguidas as recomendagdes do
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016). Para tal, a partir de um crescimento
recente em meio AS, foram preparadas suspensdes bacterianas em solucéo salina fisiologica
(NaCl 0,85%), com turbidez ajustada para a equivalente ao padrdo de 0,5 da escala de
McFarland. O indculo padronizado foi semeado com auxilio de um swab estéril e de forma

semiconfluente em meio agar Mdaeller-Hinton (MHA, BD Diag.). Sobre o inoculo
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padronizado, foram depositados discos comerciais (Oxoid Ltd., Cambridge, Inglaterra) de
gentamicina (120 pg) e de estreptomicina (300 ug), especificos para esse teste, pois contém
concentracdes elevadas destes antimicrobianos. Apds incubacdo por 16h—-18h a 36 + 1°C, foi
realizada a leitura dos halos de inibicdo (em mm) para definicdo da categoria de
susceptibilidade. A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com os critérios
preconizados pelo documento do CLSI (2016) e para estreptomicina também pelo do
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2016), para fins
comparativos.

As CIMs foram determinadas por metodologia de diluicdo em &gar, para amostras com
resultados inconclusivos no TDD, ou ainda que tenham apresentado incongruéncias entre
fenotipo e gendtipo (conforme item 3.5.2) de HLAR. A metodologia utilizada seguiu as
recomendacdes de execucdo estabelecidas pelo documento M02-A10 do Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2012) e critérios de interpretacdo preconizados pelo documento
M100-S25 (CLSI, 2016). Para realizacdo do teste, inicialmente foram preparadas placas de
MHA contendo diluigdes duplas seriadas de gentamicina, no intervalo de 0,5 pg/mL a 512
pg/mL, e de estreptomicina (ambos os antimicrobianos obtidos da Sigma-Aldrich Co.), no
intervalo de 0,25 ug/mL a 2.048 pug/mL, além de placas sem a adi¢do de antimicrobianos, que
foram utilizadas como controle do crescimento bacteriano. Volumes de 1pl de suspensoes
bacterianas confeccionadas em salina fisiologica (a partir de crescimento recente em AS),
correspondendo a turvacdo equivalente a 0,5 McFarland, foram inoculados nas placas
contendo as diferentes concentracfes dos antimicrobianos, com auxilio de um multi-
inoculador (replicador) do tipo Steers. A CIM foi considerada como a menor concentragéo
onde n&o foi detectado visualmente crescimento bacteriano, ap6s incubagdo a 36°C + 1°C, por
até 24h para gentamicina e 48h para estreptomicina. As amostras de referéncia E. faecalis
ATCC 29212 (sensivel) e ATCC 51299 (portadora de HLAR) foram utilizadas como

controles dos testes.

2.3 Caracterizacdo dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos, por testes de disco

difusdo das amostras de Enterococcus faecalis HLAR

A determinacdo de perfis de resisténcia, frente a um painel composto por 14

antimicrobianos, foi realizada por metodologia de difusdo em agar, de acordo com o descrito



60

anteriormente no item 3.2.3, seguindo recomendagdes do CLSI (2009; 2016) para execucao e
interpretagdo dos testes. Foram utilizados discos impregnados com 0s seguintes
antimicrobianos e respectivas concentracBes: ampicilina, 10ug; ciprofloxacina, 5ug;
cloranfenicol, 30ug; eritromicina, 15ug; fosfomicina, 200pug; levofloxacina, Sug; linezolida,
30ug; nitrofurantoina, 300pg; norfloxacina, 10pg; penicilina, 10pg; rifampicina, 5pg;
teicoplanina, 30ug; tetraciclina, 30ug; e vancomicina, 30ug. A incubacao dos testes foi por 18
h a 36°C = 1°C, exceto para vancomicina, cujo periodo foi de 24 h. As amostras de referéncia
E. faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 25923 foram incluidas para controle da qualidade
dos testes.

2.4 Deteccdo de amostras produtoras de beta-lactamase

As amostras que apresentaram resisténcia a penicilina foram testadas para verificacdo
da producédo da enzima beta-lactamase, pelo emprego do kit Beta-lactamase Nitrocefin Touch
Sticks (Oxoid Ltd.), segundo as recomendacgOes do fabricante. O teste consiste de pequenos
palitos que apresentam uma das extremidades embebida em nitrocefin (ligado a um
cromdgeno), que é substrato para a enzima. A extremidade que apresenta o substrato é colocada
em contato com colbnias da amostra teste, que estejam mais proximas da borda dos halos de
inibicdo em testes de susceptibilidade aos beta-lactamicos em meio MHA. A realizagdo do teste a
partir do crescimento em TDD baseia-se na necessidade prévia de inducdo da expressdo da
enzima, em presenca do antimicrobiano, que € caracteristico para enterococos. A alteracdo de cor
para purpura, resultante da degradacdo do anel beta-lactdmico e liberacdo do cromdgeno, é
indicativa de positividade do teste. As amostras S. aureus ATCC 25923 (positiva) e E. faecalis

ATCC 29212 (negativa) foram utilizadas como controles.

2.5 Detecgdo de genotipos de resisténcia e de viruléncia

Para a deteccdo dos genes envolvidos na resisténcia aos aminoglicosideos e aos
glicopeptideos e na viruléncia de E. faecalis foi utilizado protocolos por recomendacdes anteriores

ou ainda foram desenvolvidos e padronizados neste estudo (Quadro 1).
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Quadro 1 — Genes, oligonucleotideos iniciadores e tamanhos dos produtos obtidos nas

reacbes de PCR multiplex utilizadas para caracterizagdo genotipica da
resisténcia e viruléncia de amostras de Enterococcus faecalis

S s c Tan;anho Protocolo? da
Caracteristica / Genes eqag?fgsgo";'g g’)o ras pmol am plci) con Referéncia PCR
(pb) multiplex
Resisténcia a niveis elevados
de aminoglicosideos (HLAR):
) . F: CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG
aac(6)-le-aph(27)-1a g A CAATCGACTAAAGAGTACCAATC 2% 369
aph(2”)Ib F: CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC -
R: GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT
aph(2")-lc F: CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC 35 ama
P R: CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG ' Vakulenko o o
aph(2" F: GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC 50 g4  etal 2003 TeAEO AR
R: CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC '
aph(3 2 F: GGCTAAAATGAGAATATCACCGG 20 523
R: CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG '
antfd-1a F: CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC 20 o
R: GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT '
] F: ACTGGCTTAATCAATTTGGG Swenson et
EEOAE R: GCCTTTCCGCCACCTCACCG 128 B al., 1995
. F: ACCGTAAGGCTTGATGAAACA Leelaporn et
EEIHE R: GCCGACTACCTTGGTGATCTC 25 624 Ty 2008 ey
ant(9)-la F: GGTTCAGCAGTAAATGGTGGT 25 476 HLAR
R: TGCCACATTCGAGCTAGGGTT Mahbub et
st F: CGTCGTATCTGAACCATTGACA s 351 al., 2005
R: TCCATAATGGCTCTTCTCAC
Resisténcia aos glicopeptideos:
Dutka-
F: GGGAAAACGACAATTGC
vanA R: GTACAATGCGGCCGTTA % T 'V;?'e;‘ggset
vanB F: ACGGAATGGGAAGCCGA s a7
R: TGCACCCGATTTCGTTC
F: ATGGATTGGTAYTKGTATA i
vanC/2 R TAGCGGGAGTGMCYMGTAAA 25 8150827 posardiey, RUea?ao
vanD F: TGTGGGATGCGATATTCAA 5 g  Perichon: nica
R: TGCAGCCAAGTATCCGGTAA Courvalin,
VanE F: TGTGGTATCGGAGCTGCAG 25 430 2004
R: ATAGTTTAGCTGGTAAC
VanG F: CGGCATCCGCTGTTTTTGA s ol
R: GAACGATAGACCAATGCCTT
Viruléncia:
asal F: GCACGCTATTACGAACTATGA 0 37
R: TAAGAAAGAACATCACCACGA
F: ACTCGGGGATTGATAGGC
wil R: GCTGCTAAAGCTGCGCTT S V\f:nkgcaklho
F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG g i
Bt R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG 40 510 2004 Reago 1y
Hy1 F: ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 0 27
R: GACTGACGTCCAAGTTTCCAA
gelE F: ACCCCGTATCATTGGTTT 20 405 Gomes et
R: ACGCATTGCTTTTCCATC al., 2008
F: GACAGACCCTCACGAATA
efaA R: AGTTCATCATGCTGCTGTAGTA B 705 Saton
F: AAGAAAAAGTAGACCAAC :
aggA R: AACGGCAAGACAAGTAAATA 60 1553 2001 Reacto 2
eeP F: GAGCGGGATTTTTAGTTCGT 30 937 Bittencourt VIR
R:TACTCCAGCATTGGATGCT etal., 2004
Ace F: AAAGTAGAATTAGATCCACAC o 32 Mannu et
R: TCTATCACATTCGGTTGCG al., 2003
Nota: PCR, reacdo em cadeia da polimerase; pb, tamanho em pares de base; 2Protocolos de acordo com o item

3.5 de Materiais e Métodos; Concentragdo em pmol (C); foward (F, em portugués: oligonucleotideo de
ordem direta), reverse (R, em portugués: oligonucleotideo de ordem reversa);Nucleotideos: adenina
(A), citosina (C), guanina (G), timina (T); apenas tautdmeros ceto de G ou de T (K); apenas tautbmeros
amino de A ou de C (M); qualquer pirimidina: T ou C (Y).

Fonte: A autora, 2017.
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2.5.1 Obtencdo do DNA molde

O DNA molde foi obtido de acordo com as recomendacdes de Pinto et al. (2013). A
partir de um crescimento recente em AS, foi confeccionada uma suspenséo bacteriana densa
em 200 puL de uma solugdo aquosa contendo 5% de Chelex p/v (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) e 0,2 mg/mL de proteinase K (Invitrogen, Life Technologies do Brasil,
Sdo Paulo, SP). As suspensdes bacterianas foram incubadas em banho térmico a 56°C por 1 h,
homogeneizadas em vortex por 10 seg, submetidas a banho fervente por 10 min e mais uma
vez homogeneizadas em vortex por mais 10 seg. Ap6s centrigugacdo a 10.000 g por 3 min, 0s
sobrenadantes foram estocados em -4°C ou imediatamente utilizados nas reacdes de PCR,

como fonte de DNA molde.

2.5.2 Deteccdo dos gendtipos associados a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos

A amplificagdo dos genes que determinam resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos (HLAR) foi pesquisada através do emprego de duas reacdes de PCR
multiplex. Na Reacdo 1nLar, foram incluidos oligonucleotideos iniciadores especificos para a
deteccdo de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos desta classe, excetuando-se a
estreptomicina, sdo eles: aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, aph(2’’)-1b, aph(2’)-Ic, aph(2’’)-1d, aph(3)-
Illa e ant(4’)-1a. O protocolo utilizado seguiu as recomendacdes de Vakulenko et al.(2003).

J& na Reacdo 2x.ar foram incluidos iniciadores especificos para a deteccdo de
genotipos relacionados com a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina, como: ant(6°)-la,
ant(3')-la, ant(9’)-la e ant(9’)-Ib. Nesta, as concentracbes e condicOes utilizadas foram
padronizadas neste estudo.

A Reacdo lhiar, para o volume final de 50ul, foi composta por 5ul de DNA molde
(obtido conforme descrito no item 3.5.1), 1X tampdo PCR [10mM Tris, 50mM KCI (pH 8,3)],
1,5mM de cloreto de magnésio (MgCl.), 0,1mM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (ANTP),
2U da enzima Platinum Taq DNA polimerase e os pares de oligonucleotideos iniciadores,
conforme apresentado no ietem 2.5. Os ciclos de amplificagdo foram realizados em termociclador
(Veriti 96-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, Branchburg, NJ, EUA), partindo-se de uma

etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 3 min, 35 ciclos a 94°C por 40 seg, anelamento a 55°C
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por 40 seg e extensdo a 72°C por 40 seg. Por fim, foi realizada etapa de extenséo final por 10 min
a72°C.

Também para o volume final de 50pul, a mistura da Reacéo 2nLar constou de 5ul de
DNA molde (obtido conforme item 3.5.1), 1X tampdo de PCR, 3mM de MgClz, 0,2mM de
cada dNTP e 1,25 U da enzima Platinum Taq DNA polimerase, além dos pares de
oligonucleotideos iniciadores conforme especificado na TABELA 1. Todos os reagentes
foram obtidos da Invitrogen, Life Tech. Os ciclos utilizados, em termociclador, para reacdo 2
foram: uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 min, 30 ciclos a 94°C por 1min,
anelamento a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min e, ao final, uma etapa de extenséo
por 10 min a 72°C.

2.5.3 Deteccdo dos genotipos associados a resisténcia aos glicopeptideos

As amostras ndo susceptiveis aos glicopeptideos (categorias intermediaria e resistente),
identificadas nos testes disco difuséo, foram avaliadas por metodologia de PCR multiplex para
deteccdo dos genes vanA, vanB, vanC1/2, vanD, vanE e vanG. O protocolo utilizado seguiu as
recomendacdes de Depardieu, Perichon ; Courvalin (2004).

A mistura de reacdo constou de 1L da suspensdo do DNA (obtido como descrito no
item 3.5.1), 1X PCR buffer, 2mM de MgCly, 0,25mM de cada dNTP e 1U da enzima Platinum
Taq DNA polimerase, além dos oligonucleotideos iniciadores, conforme descrito no item 2.5,
para o volume final de 25 pL. Todos os reagentes foram obtidos da Invitrogen, Life Tech. As
misturas foram submetidas a 1 ciclo de 95°C por 10 min, 30 ciclos de 94°C por 30 seg, para
desnaturagcdo do DNA; 54°C por 30 seg, para o0 anelamento dos iniciadores; e 72°C por 30 seg,
para extensdo das novas fitas de DNA,; além de 1 ciclo de extenséo final a 72°C por 10 min, em
termociclador.

As amostras E. faecalis A256 (vanA), E. faecalis V583 (vanB), E. gallinarum SS1228
(vanCl), E. casseliflavus SS1229 (vanC2) e E. faecium Dalla 1b (vanD) foram utilizadas como

controles positivos das reagdes. N&o foram utilizados controles para os genes vanG e vanE.
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2.5.4 Deteccdo dos genotipos associados a expressao de fatores de viruléncia

Foi avaliada a presenca de nove genes relacionados a expressdo dos respectivos fatores
envolvidos na viruléncia de Enterococcus: asal, substancia de agregacdo; cylA, citolisina;
esp, proteina de superficie de enterococos; hyl, hialuronidase; gelE, gelatinase; ace, adesina
de superficie; efaA, antigeno A; aggA, substancia de agregacdo; e epp, determinante de
feromonio. Para tal, duas reacGes em protocolos multiplex foram utilizadas para deteccéo da
presenca desses genes.

A Reacdo lvir seguiu as recomendacOes de Vankerckhoven et al. (2004) e
compreendeu a amplificacdo dos genes asal, cylA, esp, hyl, e gelE. As misturas de reacéo,
para um volume final de 25 pL, constaram de 2,5uL da suspensdo do DNA molde (conforme
item 3.5.1), 1X PCR buffer, 3mM de MgCl., 0,2mM de cada dNTP, 1,25 U de Platinum Taq
polimerase e os pares de iniciadores conforme descrito na TABELA 1. As condigOes de
amplificacdo 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 o anelamento dos iniciadores, e 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.

O protocolo de PCR multiplex que originou a Reacdo 2vir foi padronizado neste
estudo, baseado nas descricdes anteriores de Eaton ; Gasson (2001), Mannu et al. (2003) e
Bittencourt et al. (2004). Para o volume final de 25 L, as misturas de reacdo constaram de
2,5uL da suspensédo do DNA molde (segundo item 3.5.1), 1X PCR buffer, 2mM de MgClo,
0,2mM de cada dNTP, 1 U de Platinum Taq polimerase e os oligonucleotideos iniciadores
conforme demonstrado no item 2.5. As condicGes de amplificagdo foram as seguintes: 1 ciclo
de 94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, para desnatura¢cdo do DNA, 51°C por 1 min,
para o anelamento dos iniciadores, e 72°C por 1 min, para extensdo das novas fitas de DNA, e
1 ciclo de extenséo final a 72°C por 10 min, em termociclador. Todos os reagentes utilizados
em ambos os protocolos foram obtidos da Invitrogen, Life Tech.

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
positivos para Reacdo lvir; enquanto que, E. faecalis CL6738 (efa+, agg+, eep+, ace+) foi

controle positivo para Reacéo 2vir.
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2.5.5 Eletroforese e andlise dos produtos amplificados

Ap0s as etapas em termociclador, os produtos de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese, por 1 h a 100V, em gel de agarose (UltraPure Agarose, Invitrogen, Life Tech.) a
1,2% preparado em tampdo TBE 0,5X (45mM Tris, 456mM &cido boérico, 1 mM EDTA,
reagentes obtidos da Bio-Rad Labs.). Os géis foram corados com 0,5 ug/mL de brometo de
etidio por 30 min, descorados em agua pelo mesmo periodo e em seguida, visualizados e
fotografados com auxilio do sistema MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems Ltd.,
Jerusalém, Israel). As corridas eletroforéticas foram acompanhadas de um padrdo de pares de
base (100 pb Ladder — Invitrogen Co.) utilizado para estimar o tamanho dos produtos

amplificados.

2.6 Caracterizacdo da Diversidade e Estrutura Populacional de E. faecalis

2.6.1 Perfis de fragmentacdo do DNA cromossdémico por eletroforese em campo pulsado

(PEGE, pulsed-field gel electrophoresis)

O protocolo utilizado seguiu as recomendacGes de Teixeira et al. (1997). A partir de
um crescimento recente, em meio AS, foram preparadas suspensdes bacterianas em 500 pL de
tampdo PIV (1M NaCl, 10mM Tris, pH 7,6), com turbidez ajustada para equivalente ao
padréo 8 da escala de McFarland. O mesmo volume (500 uL) de agarose de baixo ponto de
fusdo (NuSieve GTG Agarose, Lonza, Suica) a 2%, confeccionada também em tampéo PIV,
foi adicionada as suspensdes celulares. A mistura foi, imediatamente, vertida em moldes que,
apos solidificacdo, deram origem a pequenos blocos contendo as celulas bacterianas. O DNA
cromossdmico bacteriano foi obtido pela técnica de lise in situ. Para tal, os blocos foram
incubados com uma solucdo de lise constituida de tampéo EC (6mM Tris, pH 7,6; 1M NaCl;
100mM EDTA,; 1% Sarcosyl, Bio-Rad Lab.) adicionado de 1 mg/mL de lisozima e 5 U/mL
de mutanolisina (ambas obtidas da Sigma-Aldrich Co.), por 18 h - 24 h a 36t£1°C e sob

agitacdo suave.
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Em seguida, a solugdo de lise foi substituida por tampdo ESP (0,5mM EDTA, pH 9,5;
1% Sarcosyl; Img/mL de proteinase K, esta Ultima obtida da 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 tampdo TE (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA, pH 7,6), sendo duas por 30
min e as outras duas por 1h. Apds as lavagens, os blocos contendo DNA foram incubados por
2 h em 250 pL do tampdo especifico para endonuclease de restricdo Smal (New England
Biolabs Inc., Ipswich, MA, EUA). Apo6s a retirada do tampédo, 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 (UltraPure 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 Lab.), por 22 h a 13°C com pulsos iniciais de 5 seg e finais
de 35 seg, angulo 120° e a 6V/cm. Os géis foram corados com 0,5 pg/mL brometo de etideo
por 30 min, descorados em &gua por 2 h e as imagens capturadas como descrito no item 3.6.
Os perfis eletroforéticos foram analisados com auxilio do aplicativo BioNumerics 7.6 (Applied
Maths, Bélgica), utilizando-se o coeficiente de Dice para determinacdo dos percentuais de
similaridade e o método de agrupamento UPGMA (unweighted pair-group method using

arithmetic averages) para construcao dos dendrogramas.

2.6.2 Tipificacdo por seqguenciamento de multiplos loci (MLST, multilocus sequence

typin

A tipificacdo das amostras de E. faecalis por MLST foi realizada segundo as
recomendacdes de Ruiz-Garbajosa et al. (2006). A metodologia utilizada fundamenta-se na
amplificacdo e sequenciamento de regides internas dos seguintes sete genes de manutengédo
celular (housekeeping genes): arokE, gdh, gki, gyd, pstS, xpt e yqil.

O DNA das amostras foi obtido conforme ja descrito no item 3.5.1. Para deteccéo de cada
alelo, preparou-se reacfes de PCR, individuais para cada gene, que constaram de 0,3 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Quadro 2), 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Platinum Taq polimerase,
2mM de MgCl, e 1 pL da suspensdo do DNA molde, para um volume final de 30 pL. As
condigdes da PCR foram as seguintes: 1 ciclo de 95°C por 10 min, 30 ciclos de 94°C por 30

seg, para desnaturacdo do DNA, 50°C por 30 seg, para o anelamento dos iniciadores, e 72°C
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por 30 seg, para extensdo das novas fitas de DNA, e 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 5
min, em termociclador.

Os produtos amplificados foram purificados com o reagente EXoSAP IT (Affymetrix
and USB Products, Thermo Fisher Scientific, Santa Clara, CA, EUA), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Em seguida, a concentracdo de cada amplicon foi determinada
empregando-se o kit Quant-IT dsDNA BR Assay com auxilio de um fluorémetro (Qubit,
Invitrogen, Thermo Fisher Sci., Waltham, MA, EUA), As reacdes de sequenciamento foram
preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems) contendo: 0,32 uM dos oligonucleotideos iniciadores, 1 pL do kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e 50-100ng 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 publico
BioEdit (Biological Sequence Alignment v.7.0.4, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA). As
definicBes dos alelos de cada gene e do perfil de MLST (ST) foram realizadas atraves por
consulta a banco de dados PUbMLST E. faecalis (Jolley; Maiden, 2010).

As sequéncias obtidas foram incluidas no banco de dados, para comparagdo e
determinacdo do alelo de cada lécus. O conjunto dos alelos determina o tipo MLST — tipo ST
— correspondente. Os resultados foram importados como valores de caracteres para o software
BioNumerics versdo 7.6, utilizando-se o coeficiente de agrupamento UPGMA para
construcdo do dendograma usando a medida de distancia baseada no numero de diferencas de
loci entre os perfis. Para visualizar as relagcbes entre as amostras, foram geradas arvores
(MSTs, standard minimum spanning trees) empregando-se o coeficiente categoérico e
variacfes de um a dois loci foram consideradas para evitar a criacdo de relagdes hipotéticas.
Os complexos clonais (CC) foram criados utilizando-se 0 método da distancia maxima entre
vizinhos (maximum neighbor distance), que é dada pelas alteragdes em dois loci, em um

minimo de dois perfis de MLST por CC.



Quadro 2 — Genes de manutencdo celular, oligonucleotideos iniciadores e tamanhos
dos produtos obtidos nas reagGes de PCR integrantes do esquema de
tipificacdo de amostras de Enterococcus faecalis por metodologia de

MLST?
Tamanho
Sequéncias iniciadoras do
B FEEie (Diregao 5°-3%) amplicon
(pb)
aroE  Chiguimato quinase F: TGGAAAACTTTACGGAGACAGC 459
q q R: GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC
dh Glicose 6-fosfato F: GGCGCACTAAAAGATATGGT 530
g desidrogenase R: CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
gki Glicoquinase F: GATTTTGTGGGAATTGGTATGG 438

R: ACCATTAAAGCAAAATGATCGC

| %'s'fcaetﬁ"de'do 3 E CAAACTGCTTAGCTCCAATGG 205
9y . R: CATTTCGTTGTCATACCAAGC

desidrogenase

Proteina

transportadora de F: CGGAACAGGACTTTCGC

psts cassete de ligagdo de R: ATTTACATCACGTTCTACTTGC 583
ATP
wot Xantina fosforibosil F: AAAATGATGGCCGTGTATTAGG 456
P transferase R: AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
i Acetil-CoA acetil F: CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG 436
YAt transferase R: GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT

Nota: PCR, reacdo em cadeia da polimerase; *MLST, tipificacdo por sequenciamento de multilocus; *
segundo as recomendacdes de Ruiz-Garbajosa et al., 2006; pb, tamanho em pares de base;
foward (F, em portugués: oligonucleotideo de ordem direta), reverse (R, em portugués:
oligonucleotideo de ordem reversa); Nucleotideos: adenina (A), citosina (C), guanina (G), timina
(T).

Fonte: A autora, 2017.
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3 RESULTADOS

As amostras bacterianas incluidas neste estudo foram selecionadas a partir da colecao
de culturas do Laboratério de Apoio Biotecnoldgico, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. O critério de selecdo foi baseado na identificacdo prévia da espécie e época de
isolamento, determinado como o periodo compreendido entre Janeiro de 2005 a Janeiro de
2013. A partir do banco de dados do laboratério, foram selecionadas 742 amostras que
preenchiam os critérios indicados e que eram provenientes de espécimes clinicos diversos, de
pacientes atendidos em 11 diferentes hospitais localizados no estado do Rio de Janeiro. Para
identificar a presenca de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR), as amostras
foram avaliadas por metodologia de disco-difusdo, utilizando-se discos contendo concentracoes
elevadas de gentamicina e estreptomicina (120 pg e 300 pg, respectivamente).

De acordo com os resultados obtidos, das 742 amostras bacterianas inicialmente
selecionadas, 273 apresentaram resisténcia a um ou a ambos os aminoglicosideos. Além destas,
33 amostras apresentaram resultados inconclusivos, sendo 27 para estreptomicina e seis para a
gentamicina, de acordo com os critérios de interpretacdo do CLSI (2016). As 33 amostras
apresentaram halos de inibigdo que variaram de 7 mma 9 mm.

Comparando-se os pontos de corte determinados no CLSI (2016) com os do EUCAST
(2016), pode ser observada uma discordancia para interpretacdo dos dados entre os dois
documentos. Pelos critérios determinados pelo EUCAST (2016), as 27 amostras consideradas
como inconclusivas seriam classificadas como resistentes a niveis elevados de estreptomicina
(resistente: halo de inibicdo <14 mm). Em relacdo as amostras inconclusivas para
caracterizacdo da resisténcia a niveis elevados para gentamicina, ndo foi possivel estabelecer
uma comparagao entre os dois documentos, pois a concentra¢do do antimicrobiano no disco
que é padronizada pelo EUCAST (30 ug) difere do que foi utilizado, baseado nos critérios do
CLSI (120 pg).

As amostras inconclusivas foram avaliadas por metodologia de diluicdo em &gar, para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Os resultados revelaram valores de
CIM >512 pg/ml para as seis amostras que foram inicialmente consideradas inconclusivas
para gentamicina, e CIM >2.048 pg/ml para as 27 amostras avaliadas para estreptomicina.
Estes valores de CIM incluiram todas as 33 amostras na categoria resistente e, portanto,
portadoras do fendtipo HLAR, tanto pelos critérios do CLSI (2016) quanto do EUCAST
(2016).
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A caracterizacdo em espécie das 306 amostras exibindo HLAR foi confirmada pelo
emprego de um painel de testes fisioldgicos e pela metodologia de espectrometria de massas
por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS). Todas as amostras
apresentaram o perfil esperado na caracterizacdo por testes fenotipicos, ndo sendo observado
nenhum comportamento atipico. Isto €, foram cocos Gram positivos, catalase negativa,
positivas nos testes de bile esculina, crescimento em meio contendo 6,5% de NaCl, PYR e
LAP, confirmando a identificacdo do género. Além disso, foram imdveis, ndo pigmentadas,
positivas nos testes de utilizacdo do piruvato de sodio e de decarboxilacdo da arginina,
utilizaram os aglcares manitol, sorbitol e sacarose, com a producédo de acidos, e ndo o fizeram
para arabinose, MGP, rafinose e sorbose, confirmando assim a caracterizacdo da espécie. Pela
metodologia de MALDI-TOF MS, 87,3% (267/306) das amostras apresentaram escore acima
de 2,3, que segundo o fabricante do equipamento garante a classificacdo em género e espécie.
Os 13,7% restantes (39 amostras) apresentaram escores com valores na faixa de 2,0 a 2,299
que assegura a caracterizacdo do género e indica como provavel a de espécie. Cabe ressaltar
que todas as 306 amostras apresentaram valores de escores > 2,049.

A Figura 1 apresenta a distribuicdo das 742 amostras por ano, considerando o periodo
de estudo de 2005 a 2013 e a caracterizacdo do fenotipo HLRA. O percentual de amostras
portadoras de HLAR por ano variou de 28,3% (n=17/60) em 2012 a 50,4% (n=63/125) em
2005 (Figura 1).

Figura 1 — Frequéncia do fenotipo de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos
(HLAR) por ano (periodo de 2005 a 2013), de 742 amostras de E. faecalis
oriundas de 11 instituicdes hospitalares localizadas no estado do Rio de
Janeiro

EHLAR

m NAO HLAR

% de amostras

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 TOTAL
Ano

Fonte: A autora, 2017.
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A distribuicdo das amostras por ano e por espécime clinico de origem esta apresentada

para 17 (5,5%) ndo foi possivel obter essas informacdes.

na Tabela 1. Do total de amostras, 257 (84,0%) foram obtidas de espécimes clinicos

sugestivos de quadros infecciosos, 32 (10,5%) de culturas de vigilancia (fezes / swab retal) e

As 257 amostras provenientes de espécimes clinicos considerados sugestivos de

infeccdo foram coletadas no periodo de 2005 a 2013. A maioria foi obtida de urina (44,1%;
135/306), seguida de sangue (18,6%; 57/306). As 32 (10,5%) amostras bacterianas obtidas de
culturas de vigilancia foram coletadas nos anos de 2006, 2009-2010 e 2013 (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo das 306 amostras de E. faecalis resistentes a niveis elevados de

aminoglicosideos em relagdo ao espécime clinico de origem e ano de isolamento

ESPECIME ANO / NUMERO DE AMOSTRAS TOTAL
CLINICO 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 N° (%)

Urina 26 22 30 8 22 8 12 5 2 135 (44,1)
Sangue 14 11 3 2 7 6 5 9 - 57(18,6)
Abscessos e outras
secrecoes 2 2 4 1 - 4 1 - 1 15 (4,9)
purulentas
Fra_gmentos de 3 1 1 1 1 3 2 1 1 14 (4,6)
tecidos
Secregoes
abdominais > 3 2 1 - 1 2 - 14(48)
Secragoes 2 1 3 3 - - - - 1 1033
respiratérias
Feridas 1 - - - 1 1 2 - - 5 (1,6)
Cateteres e drenos 3 1 - - - - - - - 4(1,3)
LCR 1 - 2 - - - - - - 3(1,0)
Fezes - 2 - - 23 6 - - 1 32 (10,5)
N&o determinado 6 2 - 7 - 1 1 - - 17 (5,5)
TOTAL / N° (%) 63 45 45 23 54 30 23 17 6 306 (100)

(20,6) (14,7) (14,7) (7,5) (17,6) (9,8) (7,5) (5,6) (2,0)

Legenda: Fragmentos de tecidos: bidpsias em geral, 0sso e granuloma; Secre¢es abdominais: liquido
ascitico, bile, liquido peritoneal; Secre¢Bes respiratorias: secrecdo traqueal, liquido pleural e
secre¢do de ouvido; Feridas: cirlrgicas, escaras e outras; Fezes: inclui swab retal e anal
(culturas de vigilancia); liquido cefalorraquidiano LCR; Nao determinado: nao foi possivel

obter informacdo quanto a espécime clinico de origem; -, nenhuma amostra.

Fonte: A autora, 2017.
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As instituicbes hospitalares de origem das amostras de E. faecalis HLAR foram

nomeados neste estudo por letras maiusculas (de A a L). A maioria (79,4%; 243/306) foi

oriunda da instituicdo A e, neste caso, foram provenientes da quase totalidade das categorias

de espécimes clinicos considerados sugestivos de quadros infecciosos. Amostras provenientes

de fezes (culturas de vigilancia) foram obtidas das institui¢des hospitalares C, D, E, F, G, J e

L. Para 17 amostras ndo foi possivel obter informagdo quanto ao espécime clinico de origem e

estas foram obtidas das instituicdes A, C, E, F e I. A TABELA 4 apresenta a distribuicdo dos

espéecimes clinicos em relacédo a instituicdo hospitalar de origem.

Tabela 2 — Distribuicdo das 306 amostras de E. faecalis resistentes a niveis elevados de
aminoglicosideos (HLAR) em relacdo as instituicdes hospitalares de origem

HOSPITAL / NUMERO DE AMOSTRAS

ESPECIME TOTAL
CLINICO A B CDEF G H I 3 L NO
. 135
Urina 32 - - 2 - - 1 - - - (44.1)
Sangue 48 - 2 - - - - 5 1 - 1 57(18,6)
Abscegsos eouras ., . _ s 4.9)
secrecdes purulentas
Fragmentos de
tecidos I S GO
Secrecgoes
abdominais I S GO
Secrecoes 9 1 - - - - - - . - - 1033
respiratorias
Feridas 4 - 1 - - - - - - - - 5(16)
Cateteres e drenos 4 S A T )
LCR 1 1 - 1 - - - - - - - 310
Fezes - - 16 3 1 1 1 - - 1 9 32(10,5
N&o determinado 3 - 6 - 6 1 - - 1 - - 17(5)5)
TOTAL / N° (%) 243 2 26 6 7 2 2 5 2 1 10 306

(79,4) (0,7) (8,4) (2,0) (2,3) (0,7) (0,7) (1,6) (0,7) (0,3) (3,2) (100)

Legenda: A — L, nomenclatura atribuida neste estudo as instituicGes hospitalares de origem da amostragem
avaliada; Fragmentos de tecidos: bidpsias em geral, 0sso e granuloma; Secre¢cdes abdominais:
liquido ascitico, bile, liquido peritoneal; Secre¢des respiratorias: secrecdo traqueal, liquido pleural
e secrecao de ouvido; Feridas: cirdrgicas, escaras e outras; Fezes: inclui swab retal e anal (culturas
de vigilancia); liquido cefalorraquidiano (LCR); N&o determinado: ndo foi possivel obter
informagdo quanto a espécime clinico de origem; -, nenhuma amostra.

Fonte: A autora, 2017.

Os resultados obtidos em testes de difusdo em agar (disco difusdo), aplicados para

selecdo das amostras de E. faecalis, foram também utilizados na caracterizacdo dos fendtipos
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HLAR para gentamicina e estreptomicina. Das 306 amostras selecionadas, 207 (67,6%)
apresentaram resisténcia a niveis elevados a gentamicina e 204 (66,7%) a estreptomicina.
Destas, a expressdo do fendtipo de resisténcia apenas a gentamicina foi identificada em 102
amostras (33,3%), apenas para estreptomicina em 99 amostras (32,4%) e 105 amostras
(34,3%) exibiram resisténcia concomitante aos dois antimicrobianos. Os fenotipos de
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos foram nomeados neste estudo como HLR-
Gfen, HLR-Sten € HLR-GSten.

As 306 amostras de E. faecalis HLAR foram avaliadas quanto a presenca de genes
associados a expressao desta caracteristica de resisténcia, pelo emprego de duas reacGes de
PCR em protocolos multiplex. A Reagdo 1lhLar incluiu oligonucleotideos iniciadores que
contemplaram a amplificacdo de genes associados a resisténcia a niveis elevados de
gentamicina e de outros aminoglicosideos, exceto estreptomicina. Ja& a Reacdo 2 ar foi
empregada para deteccdo de genes relacionados apenas a expressdo de resisténcia a niveis
elevados de estreptomicina. As 306 amostras foram submetidas a ambas as reacoes,
independente do fendtipo.

O mais frequente foi aac(6’)-le-aph(2’)-la que foi encontrado em 67,3% (206/306) das
amostras, seguido ant6'-la que apresentou frequéncia de 57,8% (177/306). Entretanto, aph(2)-1b
foi identificado em apenas uma amostra (0,3%; 1/306) e nenhuma apresentou produtos de
amplificacdo compativeis com aph(2”)-Id. Os genes aph(3')-llla e ant(4')-la, associados a
resisténcia a niveis elevados de outros aminoglicosideos (amicacina e canamicina) foram
identificados em 52,3% (160/306) e em 13,4% (41/306) das amostras de E. faecalis,
respectivamente (Tabela 3).

Nas amostras que apresentaram fen6tipo de resisténcia a niveis elevados de gentamicina, 0
gene aac(6’)-le-aph(2’)-1a foi o prevalente, estando presente em 99,0% das amostras HLR-Gten
(n=102) e em todas que apresentaram HLR-GSfn. Naquelas que apresentaram HLR-Sten 0
prevalente foi ant6’—la, que foi identificado em 84,8% (84/99) dessas amostras e em 81,0%
(85/105) das que exibiram HLR-GSten (Tabela 3).

Entretanto, foram observadas incongruéncias, quando os resultados dos fenétipos
HLAR (identificados por testes de disco difusdo) foram comparados com 0s gendtipos
(caracterizados por PCR). Em 12,1% (12/99) das amostras que apresentaram HLR-Sfen € em
12,4% (13/105) das que expressaram HLR-GSfn ndo foram detectados produtos de
amplificacdo compativeis com os genes ant6'-la, ant9'-1a, ant9'-1b e ant3'-la (envolvidos na
expressdo da HLAR para estreptomicina). Por outro lado, em 16 amostras que expressaram

HLR-Gten (15,7%; 16/102) foram identificados produtos de amplificagdo compativeis com 0s
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genes ant6’-la (oito amostras), ant9’-la isoladamente (uma amostra) e este em associacdo a
ant9’-1b (sete amostras) (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos genes associados a expressao da resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos em relacdo aos fendtipos relacionados a essas caracteristicas
identificadas em 306 amostras de E. faecalis isoladas de instituicdes hospitalares
localizadas no estado do Rio de Janeiro no periodo de 2005 a 2013

Fendtipo / N° de amostras (%)
HLR‘Gfen HLR‘Sfen HLR'Sfen

Caracteristicas / Genes

(n=102) (n=105) (n=99)
HLR para gentamicina:

: " 101 105
aac(6")-le-aph (2")-1a (99,0%) (100%) -

" 1
aph(2")-1b - (1,0%) -

" 42 50
aph(2")-lc (41,2%)  (47,6%) -
aph(2")-1d - - -
Nenhum gene - - (133%)

HLR para estreptomicina:
anté' la £ 85 84
(7,8%) (81,0%) (84,8%)
ant9'-la £ 11 10
(7,8%) (10,5%) (10,1%)

. 7
ant9'-1b (6,9%) - -

. 3 1
ant3'-la - (2,9%) (1,0%)
Nenhum gene 86 > o

g (84,3%)  (12,4%) (12,1%)
HLR para outros
aminoglicosideos:

: 19 58 83
aph(3)-lila (18.6%) (55.25%)  (83.8%)
ant(4')-la 12 14 15

(11,8%) (13,3%) (15,2%)

Legenda: HLR-Grn — fendtipo de resisténcia a niveis elevados de gentamicina; HLR-Sten —
fendtipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; HLR-GSsen — fenotipo de
resisténcia a niveis elevados de gentamicina e de estreptomicina; -, nenhuma amostra.

Em destaque os resultados que indicaram incongruéncia entre fenotipo e gendtipo
HLAR.

Fonte: A autora, 2017.
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As 25 amostras que apresentaram HLR-Sfen € HLR-GSten, mas que ndo demonstraram
produtos de amplificacdo para os genes relacionados a expressdo e resisténcia a niveis
elevados de estreptomicina foram avaliadas por metodologia de diluicdo em agar para a
determinacdo da CIM. Todas estas amostras apresentaram valores de CIM >2.048 pg/mL,
confirmando o fendtipo identificado por disco difusdo. Assim sendo, esses resultados
sugeriram que, nesses casos a expressao da resisténcia a niveis elevados de estreptomicina foi
decorrente de eventos de mutacdo no alvo ribossémico. Cabe ressaltar que, trés destas
amostras haviam apresentado resultados inconclusivos nos testes de disco difusdo segundo a
interpretacdo pelo CLSI (2016).

N&o foi identificado o fenotipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina,
segundo os critérios de interpretacdo do CLSI (2016), em 16 amostras que apresentaram
produto de amplificacdo porque: duas amostras apresentaram halos de inibicdo de 12 mm; e
14 amostras demonstraram halos de inibicdo de 16 mm a 24 mm. Com base nesses resultados,
essas amostras foram, portanto, classificadas inicialmente como portadoras do fendtipo HLR-
Gfen. Uma comparagdo posterior dos dados interpretados pelo CLSI (2016) com os critérios
determinados pelo EUCAST (2016) indicou que as duas amostras que apresentaram halos de
12 mm seriam, por este Ultimo, consideradas portadoras de HLR-GSten. Entretanto, as demais
14 amostras permaneceram consideradas como sensiveis por ambos o0s documentos. Os
resultados obtidos por metodologia de diluicdo em agar revelaram que: as duas amostras que
exibiram halo de inibicdo (por disco difusdo) de 12 mm apresentaram valores de CMI > 2.048
ug/ml; as demais 14 amostras, CIM = 1024 ug/ml. Assim, a interpretacéo dos valores de CIM
pelo CLSI (2016; por diluicdo em agar CMI > 2.000 ug/ml) indicou que apenas as duas
amostras (CMI > 2.048 pg/ml) demonstraram resultados compativeis com a presenca de
resisténcia a niveis elevados de estreptomicina. Por outro lado, de acordo com o EUCAST,
cujo ponto de corte para definicdo de resisténcia é de > 512 pg/ml, as 16 amostras foram
incluidas como pertencentes ao HLR-GSren. Diante desses resultados foi considerado que,
dentre as 306 amostras incluidas neste estudo, 86 (28,1%) foram HLR-G, 121 (39,5%) HLR-
GS e 99 (32,4%) HLR-S.

O percentual de amostras de E. faecalis que apresentaram resisténcia a niveis elevados
a estreptomicina por alteracdes no sitio alvo decorrente de mutacdo — nomeadas como HLR-
Smut e HLR-GSmut — foi de 8,2% considerando-se toda a amostragem avaliada (25/306) ou
de 11,4% se computado apenas HLR-S (n=99) e HLR-GS (n=121).
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O arranjo dos genes responsaveis pela expressdo de HLAR deu origem a 41 perfis
genotipicos, sendo 13 relacionados as amostras HLR-S, sete a HLR-G e 21 & HLR-GS. Os
perfis foram nomeados de acordo com as categorias de HLAR em: S1 a S13 (HLR-S), G1 a
G7 (HLR-G) e GS1 a GS21 (HLR-GS).

Dentre os 13 perfis associados as amostras com genétipo HLR-S, o perfil S1,
caracterizado pela presenca dos produtos de amplificacdo dos genes aph(3')-1lla e ant6 -la,
foi o prevalente reunindo a maioria dessas amostras (59,6%; 59/99). Os perfis S2 (apenas
aph(3")-Illa: 7,1%; 7/99), S7 (nenhum gene: 4,0%; 4/99) e S11 (apenas ant(4')-la: 1,0%;
1/99) corresponderam as amostras cuja resisténcia a estreptomicina foi, provavelmente,
decorrente de eventos de mutagéo.

Dos sete perfis que reuniram as amostras HLR-G, o perfil G1 e o0 G3 foram 0s mais
frequentes, agrupando 37,2% (32/86) e 36,1% (31/86) dessas amostras. O perfil G1 agrupou
amostras que exibiram 0s genes aac(6')-le-aph(2")-la e aph(2")-Ic; enquanto que G3
correspondeu a amostras que apresentaram apenas 0 gene aac(6')-le-aph(2")-la.

Dentre os 21 perfis associados as amostras HLR-GS, GS1 (24,8%, 30/121), GS3
(14,1%, 17/121) e GS7 (13,2%, 16/121) foram o0s prevalentes e juntos reuniram a maioria
(52,1%) das amostras. As caracteristicas dos perfis prevalentes foram: GS1 agrupou as amostras
portadoras dos genes aac(6')-le-aph(2")-la, aph(2")-lc, aph(3’)-llla e ant6-la; GS3 foi
caracterizado pela presenca de aac(6')-le-aph(2")-la, aph(2")-Ic e ant6'-1a; e GS7 pelos genes
aac(6")-le-aph(2")-la e ant6'-1a.

Dentre os perfis identificados em amostras HLR-GS, em GS4 (3/121; 2,5%), GS10
(8/121; 6,6%), GS12 (1/121; 0,8%) e GS13 (1/121; 0,8%) ndo foram identificados produtos
de amplificagdo relacionados aos genes responsaveis pela caracteristica de resisténcia a niveis
elevados de estreptomicina, 0 que sugeriu que nestes casos 0 mecanismo de resisténcia
associado a estas amostras seja decorrente de mutagdo no alvo ribossémico.

A Tabela 4 demonstra os resultados referentes aos arranjos dos perfis genotipicos de

resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos.



Tabela 4 — Perfis genotipicos identificados em 306 amostras de Enterococcus
faecalis resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR)

GENES / RESISTENCIA A:

GENTAMICINA ESTREPTOMICINA

(@)
C
5
py)
(@)
(%)

E % DE
HLAR 8 o o o o s @ AMOSTRAS
¢~ 2 Z 2 f = 2 % 7 I W (NTOTAL
8 & 8 & @ 2 2 2 & %
§8 § 8 §F ° 5 ° % § &
5 A v - - - + - SI  59,6% (59/99)
) - - + - S2 7,1% (7/99)
] . + - + - S3 4,0% (4/99)
) - .. + -S4 1,0% (1/99)
] L - L + + S5 11,1% (11/99)
] o o+ . + + S6 1,0% (L/99)
I(—LI;Fg; ] L L ; - ST 4,0% (4/99)
) L - - - - S8  51% (5/99)
] L o+ - ; - S9 2,0% (2/99)
) L - - ; - S10 2,0% (2/99)
) - L ; + S11 1,0% (1/99)
] L - - - + S12 1,0% (1/99)
] L o+ - - + S13 1,0%(1/99)
T Soa . - - - - ; - Gl 37,2% (32/86)
+ - . .. + - G2 58%(5/86)
: .. L L - - G3  36,1% (31/36)
'?nl-:F;g + - L + - G4 58% (5/86)
+ . L + + G5  58%(5/36)
+ L L ; + G6  8,1%(7/86)
) S .. L ; - G7T 1,2% (1/86)
T -+ - v - - - + -GSl 24,8% (30/121)
+ - - s + - GS2  1,7% (2/121)
+ -+ - - - - GS3  14,1% (17/121)
+ - o+ - .. - - GS4  2,5% (3/121)
+ S+ - - ; - GS5  0,8% (1/121)
+ - -+ o+ - - - GS6  0,8% (1/121)
+ A + - - - - GS7  13,2% (16/121)
+ - o+ - - - - GS8  0,8% (1/121)
+ . - - - +  GS9  1,7% (2/121)
+ - L L - - GS10  6,6% (8/121)
'?n'—:Fiz(i)S + o - . + . GS11  9,9% (12/121)
+ o L + - GS12  0,8% (1/121)
+ s . L + - GS13  0,8% (1/121)
+ - - - - + + - - - GS14 5,0% (6/121)
+ L - - - - GSI5  2,5% (3/121)
+ . o+ - - + GS16  0,8% (1/121)
+ - - - + - - - + + GS17  7,4% (9/121)
+ L o+ - + + GSI8  0,8% (1/121)
+ L -+ - + +  GS19  0,8% (1/121)
+ - o+ - + - GS20  3,3% (4/121)

+ - - - - - - + + - GS21 0,8% (1/121)

Legenda: HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos; para: gentamicina: HLR-G;
estreptomicina: HLR-S; gentamicina e estreptomicina concomitantemente: HLR-GS; +,
presenca do gene; -, auséncia do gene. Em destaque, os perfis prevalentes.

Fonte: A autora, 2017.
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A avaliacdo das categorias de HLAR por ano, durante o periodo de estudo (de 2005 a
2013), revelou que os maiores valores de frequéncia para cada um deles ocorreu em anos
distintos, onde o destaque para HLR-G foi 2005 (42,9%); para HLR-S, o ano de 2011
(56,5%); e para HLR-GS o maior percentual foi em 2009 (64,8%). Também foi observada
uma flutuacdo na frequéncia dos fendtipos HLAR ao longo do periodo do estudo. O nimero
de amostras exibindo HLR-G sofreu uma reducdo se comparado ao primeiro ano avaliado —
2005. Para HLR-S, periodos de aumento e de reducdo de frequéncia se alternaram;
registrando um discreto aumento de 2005 a 2007, uma reducéo consideravel na frequéncia de
2008 a 2010 e valores mais elevados nos trés ultimos anos avaliados — de 2011 a 2013. Ja em
relacdo ao fendtipo HLR-GS observou-se um aumento gradativo das taxas, com o maior valor
em 2009 que foi seguido de uma reducdo nos anos consecutivos (Figura 2). Pode-se ainda
notar que, aparentemente, as taxas de HLR-S foram inversamente proporcionais as de HLR-
GS. No periodo de 2007 a 2010 foi observado o aumento na frequéncia de HLR-GS e a reducéo
de HLR-S, sendo o contrario identificado no ano de 2011. Alem disso, 0 maior percentual de
amostras HLR-GS (64,8%) ocorreu em 2009, quando foi registrado o menor percentual de
amostras HLR-S (18,5%). J4 em 2011, a maior taxa registrada de amostras HLR-S (56,6%) foi

acompanhada do menor percentual de amostras expressando HLR-GS (21,7%).

Figura 2 — Percentual por ano (A) e curva de distribuicdo (B) de amostras de E. faecalis de
HLAR!? isoladas em instituicdes hospitalares do Estado do Rio de Janeiro no
periodo de 2005 a 2013

B HLR-G mHLR-S mHLR-GS

50% - (B)

20052006I ' ' T . .
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Legenda: *HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos; para: gentamicina: HLR-G; estreptomicina:

HLR-S; gentamicina e estreptomicina concomitantemente: HLR-GS.

Fonte: A autora, 2017.
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As amostras HLR-GS foram as que se mostraram mais dispersas pelas instituigdes
hospitalares avaliadas. Este fenétipo foi identificado em nove (81,8%) das 11 instituicOes
incluidas neste estudo. Além de apresentar a maior dispersdo entre as instituicdes, também foi
o de maior frequéncia naquelas nomeadas de C, D, H e L; além de ser identificado em F (duas
amostras), G (duas amostras) e J (uma amostra).

Por outro lado, a instituicdo hospitalar A apresentou taxas similares das trés categorias
de HLAR, com uma frequéncia ligeiramente maior de HLR-S (37,9%), seguido de HLR-G
(32,1%) e HLR-GS (30,0%). A Figura 3 demonstra a distribuicdo dos fenotipos HLAR em

relacdo as instituicbes hospitalares de origem.

Figura 3 — Distribuicdo das amostras de E. faecalis HLAR! nas instituicGes hospitalares de
origem
®HLR-G
100% + mHLR-S
® HLR-GS
80% -

60% -

40% -

% de amostras

20% -

O% T T T T T T T T T T 1
A B C D E F G H I J L

Instituicdo hospitalar
Legenda: 'HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos; HLAR para: gentamicina: HLR-G;
estreptomicina: HLR-S; e gentamicina e estreptomicina concomitantemente: HLR-GS.
Fonte: A autora, 2017.

A correlagdo entre os espécimes clinicos de origem e as respectivas categorias de
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos revelou que amostras HLR-G foram mais
frequentes em cateteres e drenos (75,0%), sangue (56,1%) e secre¢Oes abdominais (42,9%);
HLR-S se destacou em fragmentos de tecidos (57,2%) e urina (45,2%); ja o fenétipo HLR-GS
foi prevalente em fezes (culturas de vigilancia; 93,8%), liquido cefalorraquidiano (66,7%) e
feridas (60%). A Figura 4 demonstra a distribuicdo dos fendtipos HLAR em relagdo ao

espéecime clinico de origem das amostras bacterianas.



80

Figura 4 — Distribuicio dos fendtipos HLAR! de amostras de E. faecalis em relagio aos
espécimes clinicos de origem
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Legenda: 'HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos. HLAR para: gentamicina - HLR-G;
estreptomicina - HLR-S; gentamicina e estreptomicina concomitantemente - HLR-GS; Fragmentos
de tecidos: bidpsias em geral, 0sso e granuloma; Secre¢des abdominais: liquido ascitico, bile,
liquido peritoneal; SecrecBes respiratorias: secre¢do traqueal, liquido pleural e secre¢do de ouvido;
Feridas: cirdrgicas, escaras e outras; Fezes: inclui swab retal e anal (culturas de vigilancia); LCR,
liquido cefalorraquidiano; ND, ndo determinado.

Fonte: A autora, 2017.

As 306 amostras de E. faecalis HLAR foram também avaliadas frente a um painel de
mais 14 antimicrobianos. As taxas mais elevadas de resisténcia foram identificadas para
eritromicina (91,8%; 281/306), tetraciclina (85,9%; 263/306), ciprofloxacina (65,7%;
201/306), levofloxacina (64,4%; 197/306) e norfloxacina (64,1%; 196/306).

Por outro lado, a quase totalidade das amostras foi sensivel a ampicilina (99,0%; 303/306),
nitrofurantoina (99,0%; 303/306) e fosfomicina (95,4%; 292/306). Todas as amostras foram
sensiveis a linezolida.

Ressalta-se ainda que, reunindo os dados das categorias intermediaria e resistente, 13,4%
(41/306) e 12,1% (37/306) das amostras de E. faecalis HLAR foram n&o susceptiveis a
vancomicina e a teicoplanina, respectivamente.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos nos testes de susceptibilidade a 14

antimicrobianos, por método de disco-difusdo, das 306 amostras de E. faecalis HLAR.
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Tabela 5 — Perfil de susceptibilidade a um painel de 14 antimicrobianos de 306
amostras de E. faecalis HLAR! isoladas de instituicdes hospitalares do
Estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2005 a 2013
CATEGORIA DE SUSCEPTIBILIDADE? /

ANTIMICROBIANOS ) N° DE AMOSTRAS (%)
SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE

Ampicilina 303 (99,0) - 3(1,0)
Ciprofloxacina 60 (19,6) 45 (14,7) 201 (65,7)
Cloranfenicol 158 (51,6) 11 (3,6) 137 (44,8)
Eritromicina 6 (2,0) 19 (6,2) 281 (91,8)
Fosfomicina 292 (95,4) 3(1,0) 11 (3,6)
Levofloxacina 104 (34,0) 5(1,6) 197 (64,4)
Linezolida 306 (100) - -
Nitrofurontoina 303 (99,0) 2 (0,7) 1(0,3)
Norfloxacina 87 (28,4) 23 (7,5) 196 (64,1)
Penicilina 248 (81,0) - 58 (19,0)
Rifampicina 190 (62,1) 61 (19,9) 55 (18,0)
Teicoplanina 269 (87,9) - 37 (12,1)
Tetraciclina 36 (11,8) 7(2,3) 263 (85,9)
Vancomicina 264 (86,3) 1(0,3) 41 (13,4)

Legenda: 'Resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos; 2Categorias de susceptibilidade aos
antimicrobianos seguindo a interpretagdo do CLSI, 2015; -, nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.

Foi observada uma maior correlagdo entre a ndo susceptibilidade a penicilina e a
resisténcia a niveis elevados de gentamicina, do que de estreptomicina. Os resultados
revelaram que das 58 amostras resistentes a penicilina, 93,1% (54/58) foram resistentes a
niveis elevados de gentamicina (63,8% das amostras HLR-GS e 29,3% das HLR-G),
enquanto que o restante (6,9%) correspondeu a HLR-S. Todas as amostras resistentes a
penicilina foram avaliadas quanto a expressdo de beta-lactamases pelo emprego do kit Beta-
lactamase Nitrocefin Touch Sticks (Oxoid Ltd.), que consiste na identificacdo da atividade da
enzima sobre uma cefalosporina cromogénica. Apenas uma amostra apresentou resultado
positivo, porém de apresentacdo fraca e tardia.

Dentre as 41 amostras resistentes a vancomicina, 37 (90,2%) apresentaram resisténcia

concomitante a teicoplanina, caracterizando o fenotipo VanA. As quatro amostras restantes
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foram sensiveis a teicoplanina, sugerindo o fenotipo VanB. A amostra que foi identificada na
categoria intermediaria para vancomicina foi sensivel a teicoplanina, sendo este resultado
considerado como sugestivo do fenétipo VanD.

As 42 amostras bacterianas ndo susceptiveis a vancomicina (41 resistentes e uma na
categoria intermediaria) foram avaliadas quanto ao gendtipo de resisténcia aos glicopeptideos,
por metodologia de PCR. Em protocolos multiplex, foram investigados os seguintes
gendtipos: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG. Os resultados revelaram que as 37
amostras que exibiram resisténcia concomitante a ambos glicopeptideos (halos de inbicdo de
0 a 9 mm para vancomicina e de 0 a 10 mm para teicoplanina) apresentaram produtos de
amplificacdo compativeis com o gendtipo vanA. Além destas, a amostra que foi caracterizada
na categoria intermediaria para vancomicina (halo de inibicdo de 15 mm) e foi sensivel a
teicoplanina, também foi portadora do genotipo vanA. Nenhum produto de amplificacdo foi
identificado para o gene vanD. Assim, essa amostra demonstrou apresentar resultado
incongruente entre fendtipo e gendtipo (VanD/vanA). As quatro amostras que apresentaram o
fenotipo VanB, resistentes a vancomicina (halos de inibicdo de 9 a 11 mm) e sensiveis a
teicoplanina, apresentaram produtos de amplificacdo compativeis com o genotipo vanB
(Figura 5).

Figura 5 — Gel representativo da caracterizacdo de gendtipos de resisténcia aos glicopeptideos
em 42 amostras de E. faecalis HLAR
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Legenda: linhas: 1, padrdo de pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); 2, controle vanA (amostra
A256/732 pb); 3, controle vanB (amostra VV583/647 pb); 4, controle vanC1/2 (SS1228/815 - 827 pb);
5, controle vanD (amostra Dalla 1b/500 pb); 6 e 7, amostras clinicas vanA; 8, amostra clinica vanB.
Fonte: A autora, 2017.
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Das 38 amostras portadoras do gendtipo vanA, 94,7% (36/38) foram HLR-GS e 5,3%
(2/38) HLR-G. Das quatro amostras portadoras de vanB, duas (50%) foram HLR-GS, e as
demais HLR-G e HLR-S (uma amostra cada; 25% cada).

Em relacdo ao espécime clinico de origem foi identificado que 68,4% (26/38) das
amostras de E. faecalis resistentes a vancomicina (VREfa) e portadoras de vanA foram
provenientes de fezes (culturas de vigilancia). Estas representaram 81,3% (26/32) do total de
amostras de E. faecalis HLAR obtidas de culturas de vigilancia. As demais amostras VREfa
vanA foram isoladas de sangue (7,9%, 3/38; ou 5,3%, 3/57), feridas (2,6%, 1/38; ou 20,0%,
1/5), LCR (2,6%, 1/38; ou 33,3%, 1/3) e abscesso (2,6%, 1/38; ou 6,7%, 1/15). Para seis
amostras portadoras de vanA (15,8%; 6/38) nao foi possivel obter a origem clinica. Das quatro
amostras portadoras do gendétipo vanB, uma foi isolada de liquor (25,0%; 1/4; ou 33,3%, 1/3)
e uma de secrecdo respiratéria (25,0%, ¥; ou 10,0%, 1/10). Duas amostras portadoras de
vanB (50,0%, 2/4), ndo tiveram a origem clinica identificada.

Quanto a frequéncia por ano de amostras HLAR ndo susceptiveis aos demais 14
antimicrobianos testados (além dos aminoglicosideos), foi observado que para penicilina,
teicoplanina e vancomicina as taxas mais elevadas corresponderam aos anos 2008, 2009 e
2010. Para os antimicrobianos da classe das quinolonas, ciprofloxacina, norfloxacina e
levofloxacina, o maior percentual de amostras ndo susceptiveis correspondeu ao ano de 2008.
Ja para cloranfenicol, tetraciclina e rifampicina as taxas mais elevadas de amostras ndo
susceptiveis foram observadas nos primeiros anos que compuseram o periodo avaliado neste
estudo (2005 para os dois primeiros e 2006 para o Ultimo). A Tabela 6 demonstra 0s
resultados encontrados.

Valores elevados e relativamente estaveis também foram observados em relacdo a
frequéncia de amostras ndo susceptiveis para eritromicina e tetraciclina. Percentuais
moderados e semelhantes, de amostras ndo susceptiveis, também foram identificados para
cloranfenicol e rifampicina (excetuando-se o ano de 2013 para este Ultimo). J& o percentual de
amostras ndo susceptiveis a fosfomicina e nitrofurantoina foram reduzidos ou nulos no
periodo analisado (Tabela 6).

Foi também observado que as taxas de amostras nao susceptiveis as quinolonas foram
elevadas durante todo o periodo avaliado, excetuando-se apenas para norfloxacina em 2011 .
Considerando os antimicrobianos da classe dos glicopeptideos, os percentuais de amostras
ndo susceptiveis a vancomicina foram relativamente acompanhados pelos resultados obtidos
para teicoplanina. Entretanto, pode-se observar que o aumento das taxas de resisténcia a

penicilina ndo foram acompanhadas pelos resultados obtidos para ampicilina (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribuicio das taxas de ndo susceptibilidade! de amostras de E. faecalis HLAR?
isoladas de institui¢ces hospitalares do Estado Rio de Janeiro por ano de estudo

ANO / NUMERO DE AMOSTRAS (%) TOTAL

ANTIMICROBIANO 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 NC (%)
(n=63) (n=45) (n=45) (n=23) (n=55) (n=30) (n=23) (n=17) (n=6)

Ampicilina (2}2) ] ; (1}8) . (4%3) ) ] (1?0)
Ciprofloxacina (852?5) (8322) (63;3%9) (925?6) (81?8) (8?3) (7%;?9) (812‘,14) (53,0) (gg,i)
Cloranfenicol (535’377) (5%‘,13) (431(,)4) (417?8) (5%?9) (3%5(,)3) (33,1) (356,3) (503,0) (ig,i)
Eritromicina @2 @56 (00 (0 (B2 (00 (00) €00) (33 (80)
Fosfomicina (1%6) (1;3) (6?’7) ) (5?4) ] . ) (1;7) (ﬂi)
Levofloxacina (6‘213:,%2) (5276,38) (6319,’4) (827(,)0) (6:;%,31) (6%(,)7) (512?2) (6%7) (503,0) (gg,%)
Nitrofurontoina - 4% D 2%2) ] ] ] . . ) (1?0)
Norfloxacina (6‘;‘,18) (7?;?8) (638?7) (g?rfe) (7423?4) (7%33) (33,1) (7%)?6) (503,0) (7211,96)
Penicilina (137) (84,19) (4%4) (328) (3%(,)4) (3%,(,)3) (1;,4) (112,8) ) (1%%)
Rifampicina (3359) (5276,38) (412?2) (328) (3%(,)4) (33,0) (22,1) (3?,3) - (9%71;)
Teicoplanina ) ) (22,1) (3?2) (268,7) i (5%9) (1&,7) (1?;1)
Tetracicling (9%(,)2) (9?1) (731?1) (921?3) (9%(,)9) (9%70) (812?6) (8%3?2) (8??,3) <§§2)
Vancomicina @) 67 ey @2 @0 69 e1) (a1

Legenda: Determinado pelo somatdrio dos resultados nas categorias resitente e intermediario segundo CLSI,
2016; 2Resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos; -, nenhuma amostra; Em destaque
percentuais representativos da maioria das amostras; Todas as amostras foram sensiveis a linezolida.

Fonte: A autora, 2017.

As 38 amostras portadoras de vanA foram isoladas em 2007 (n=1, de LCR), 2008
(n=6, todas sem origem clinica identificada), 2009 (n=21, duas de sangue; 19 de fezes), 2010
(n=8, seis de fezes, uma de ferida e uma de abscesso) 2012 (n=1, de sangue) e 2013 (n=1, de
fezes). As quatro amostras vanB foram isoladas em 2006 (n=2, ambas sem informacéo quanto
ao espécime clinico) e 2007 (n=2, uma de LCR e uma de secre¢éo respiratoria).

Correlacionando os resultados obtidos nos testes de susceptibilidade a 14
antimicrobianos com a caracteristica HLAR, foi observado que amostras apresentando HLR-S
foram ndo susceptiveis (reunindo as categorias intermedidria e resistente) desde dois até nove
antimicrobianos. A maior frequéncia de amostras HLR-S (25,2%; 25/99) n&o foi susceptivel a

quatro antimicrobianos (além do aminoglicosideo). Em relacdo a HLR-G foi observado que
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estas amostras ndo foram susceptiveis de trés a dez antimicrobianos. Para amostras HLR-GS o
nimero de antimicrobianos para os quais ndao foram susceptiveis variou de cinco a onze
(Figura 6).

Figura 6 — Correlagio dos fendtipos HLAR! em amostras de E. faecalis com a concomitante
ndo susceptibilidade a outros antimicrobianos? determinada por testes de disco-
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Legenda: HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos. HLAR para: gentamicina - HLR-G;
estreptomicina - HLR-S; gentamicina e estreptomicina concomitantemente - HLR-GS; ?Resultados de
amostras ndo susceptiveis frente a um painel de 14 antimicrobianos.

Fonte: A autora, 2017.

Amostras ndo susceptiveis a trés ou mais classe de antimicrobianos foram
consideradas multirresistentes. Neste critério foi incluida uma adaptacdo que determinada que
os dois aminoglicosideos sejam considerados independentemente.  Este critério que
determinou que a classe dos aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) fosse
considerada com peso dois seguiu 0 as recomendagdes de Magiorakus et al. (2012). Os
autores justificam a utilizacdo desse critério considerando que tais antimicrobianos
determinam mecanismos genéticos de resisténcia independentes. Por outro lado, quando
antimicrobianos diferentes de mesma classe que determinam mecanismos de resisténcia
semelhantes sdo computados com peso 1, neste estudo esse critério foi aplicado para:
quinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina e levlofloxaciana); glicopeptideos (vancomicina e
teicoplanina); e beta-lactamicos (ampicilina e penicilina).

Das 306 amostras deste estudo, apenas uma amostra ndo apresentou o perfil de
multirresisténcia. Esta amostra exibiu apenas resisténcia a estreptomicina e eritromicina,

caracterizada como HLR-S. Além disto, as 99 amostras HLR-S apresentaram o maior nimero
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de amostras com perfis formados por trés (n=13) categorias de antimicrobianos. Entretanto, a
maior frequéncia foi observada nos perfis formados por cinco e quatro categorias. Nas 86
amostras HLR-G os perfis formados por cinco (n=29) e quatro (n=29); seis (n=21) e sete
(n=14) foram os de maior frequéncia. As 121 amostras do fendtipo HLR-GS além de
apresentarem um numero maior de marcadores de ndo susceptibilidade, também estiveram
associadas em maior frequéncia nos perfis formados com seis e sete categorias de
antimicrobianos; enquanto que as amostras HLR-S foram mais associadas aos perfis formados
com quatro e cinco categorias de antimicrobianos. Exceto uma amostra HLR-S, todas as
demais (305/306) apresentaram perfis de multirresisténcia. A Figura 7 demonstra esses

resultados.

Figura 7 — Distribuigdo dos perfis de multirresisténcia em amostras de Enterococcus faecalis
HLAR isoladas de pacientes hospitalizados em 11 instituicGes hospitalares
localizadas no estado do Rio de Janeiro
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Legenda: 'HLAR, resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos. HLAR para: gentamicina - HLR-G;
estreptomicina - HLR-S; gentamicina e estreptomicina concomitantemente - HLR-GS; ?Resultados de
amostras ndo susceptiveis frente a um painel de 14 antimicrobianos.

Fonte: A autora, 2017.

Os genotipos associados a viruléncia em Enterococcus foram pesquisados em duas
reagcOes multiplex, avaliando a distribuigdo dos seguintes noves genes: ace, agg, asal, cylA,
efaA, eep, esp, gelE e hyl. A Figura 8 apresenta os géis representativos das reagdes de PCR

utilizadas na detecgéo desses genes.
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Figura 8 — Géis representativos dos genotipos de viruléncia encontrados associados as
amostras de E. faecalis HLAR isoladas em instituicdes hospitalares no Estado do
Rio de Janeiro do periodo de 2005 a 2013
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Legenda: Reacdo 1 — Gel (Al): Linha 1 — padréo de pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); 2, 6, 10, 12,
13, 21 e 23: asal (375 pb) + gelE (405 pb) + esp (510) + cylA (688 pb); 3, 5, 16 e 19: gelE (405 pb); 4:
asal (375 pb) + esp (510) + cylA (688 pb); 7 e 14: asal (375 pb) + gelE (405 pb) + cylA (688 pb); 8, 11
e 22: asal (375 pb) + gelE (405 pb) + esp (510); 9: gelE (405 pb) + esp (510); 17 e 20: : asal (375 pb)
+ gelE (405 pb); 24: esp (510); 18: auséncia de produto de amplificacdo. Gel (A2): 1 e 24 — padrdo de
pares de base (100 bp Ladder, Invitrogen Co.); 2 e 7: auséncia de produto de amplificacdo; 3, 4, 18, 19,
20, 21 e 22: asal (375 pb) + gelE (405 pb) + cylA (688 pb); 5, 6, 7, 9 e 11: asal (375 pb) + gelE (405
pb) + esp (510) + cylA (688 pb); 10: gelE (405 pb) + esp (510); 12: asal (375 pb) + gelE (405 pb);
14: asal (375 pb) + cylA (688 pb); 16 e 17: asal (375 pb) + gelE (405 pb) + esp (510); 8 e 23: asal
(375 pb) + esp (510) + cylA (688 pb). Reacdo 2 — Gel (B): 1 — padrdo de pares de base (100 bp Ladder,
Invitrogen Co.); 2, 3, 6 € 22: ace (320 pb) + efaA (705 pb) + eeP (937 pb); 4, 5,7, 9, 11, 12, 14, 17, 18,
19, 20, 21, 23 e 24: ace (320 pb) + efaA (705 pb) + eeP (937 pb) + agg (1553 pb); 10, 13, 15 e 16: efaA
(705 pb) + eeP (937 pb) + agg (1553 pb); 8: auséncia de produto amplificagéo.

Fonte: A autora, 2017.

A prevaléncia desses genes na amostragem avaliada foi de: eep e efaA, 99,7%
(305/306); gelE, 95,1% (291/306); ace, 89,2% (273/306); asal, 87,3% (267/306); agg, 79,7%
(244/306); cylA, 55,2% (169/306); e esp, 42,8% (131/306). N&o foi observado produto de
amplificacdo para o gene hyl. Cabe ressaltar que, apesar dos genes asal e agg estarem
relacionados a expressdo da substancia de agregacdo em enterococos, pode-se observar uma
diferenga na frequéncia de ambos nas amostras avaliadas.

A distribuicdo dos genes de viruléncia por caracteristica de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos revelou que eep, efaA e gelE apresentaram frequéncia
semelhante em HLR-S, HLR-G e em HLR-GS. Os genes asal e agg foram estiveram mais
relacionados as amostras que apresentaram resisténcia a niveis elevados de gentamicina
(HLR-G e HLR-GS). Entretanto, enquanto esp foi mais associado as amostras HLR-S, cylA
foi o prevalente em HLR-GS. A Figura 9 apresenta a frequéncia dos genes de viruléncia em
relacdo aos genotipos de HLAR.
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Figura 9 — Distribuicdo dos genes de viruléncia em amostras de E. faecalis HLAR isoladas em
instituicOes hospitalares no Estado do Rio de Janeiro no periodo de 2005 a 2013
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eep | efaA | gelE | ace | asal | agg | cylA | esp

mHLR-S |98,9% |99,0% | 99,0% | 96,0% |68,7% | 55,6% | 33,3% | 62,6%
mHLR-G | 100% | 100% | 96,5% | 80,2% | 95,3% | 86,0% | 45,3% | 43,0%
® HLR-GS| 100% | 100% |90,9% | 90,1% | 96,7% | 95,0% | 80,2% | 26,4%

Legenda: HLR-S — resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; HLR-G — resisténcia a niveis elevados de
gentamicina; HLR-GS - resisténcia a niveis elevados de gentamicina e estreptomicina.
Fonte: A autora, 2017.

Comparando a presenca dos genes de viruléncia entre as amostras de E. faecalis
HLAR resistentes e sensiveis a vancomicina, os resultados revelaram que nas VREfa foi
prevalente a presenca de gelE, ace, asal, agg e cylA; enquanto que, para VSEfa o mais
frequente foi esp.

Considerando-se 0 numero de genes de viruléncia, foi observado que a maioria
(54,5%) das amostras HLR-GS apresentaram concomitantemente sete destes marcadores. Em
relacdo as amostras HLR-GS, 43,0% apresentaram seis genes de viruléncia concomitantes.
Dentre as amostras HLRS, ndo houve um padréo de destaque (Tabela 7).

Quanto aos especimes clinicos de origem, a presenca concomitante de sete genes foi
prevalente nas amostras provenientes de urina (30,4%), de abscessos (46,7%), secrecoes
respiratorias (57,1%), feridas (80,0%), liquido cefalorraquidiano (66,7%) e fezes (50,0%).
Nas amostras de E. faecalis provenientes de sangue, fragmentos de tecidos e secrecdes
abdominais destacaram-se os perfis compostos por seis genes de viruléncia (35,1%, 28,6% e
35,7%, respectivamente) (Tabela 7). Amostras de E. faecalis HLAR e resistentes a
vancomicina (VREfa, n=42) apresentaram de cinco a oito genes de viruléncia
concomitantemente, sendo prevalente a presenca de sete marcadores (61,9%). Por outro lado,
amostras sensiveis aos glicopeptideos apresentaram de dois a oito genes e a maioria dessas

amostras também apresentou de sete a oito genes de viruléncia concomitantes (Tabela 7).
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Tabela 7 — Correlacdo entre o numero de marcadores de viruléncia e categoria de
resisténcia aos aminoglicosideos, espécime clinico de origem e resisténcia a
vancomicina em amostras de Enterococcus faecalis

N° de marcadores de viruléncia / % de amostras

Caracteristica

2 3 4 5 6 7 8
HLAR:
HLR-S 1,0% - 10,0% 23,2% 22,2% 252% 18,2%
HLR-G - - 46% 81%  43,0% 244% 19,8%
HLR-GS 08% 17% 33% 223% 545% 17,4%
Espécime clinico:
Urina 0,7% 22% 89% 12,6% 20,0% 30,4% 20,0%
Sangue - 18% 18% 88% 351% 28,1% -
Qubrsuclifwstgse outras secrecdes i i i 6.7% 6.7%  467%  13.3%
Fragmento de tecidos - - 143% 21,4% 28,6% 143% 21,4%
Sec. Abdominais - - 71% 143% 357% 21,4% 21,4%
Sec. Respiratorias - - - - 71% 57,1% 14,3%
Feridas - - - - 20,0%  80,0% -
Cateter - - - 25,0% 25,0% 25,0% 25,0%
Liquor - - - - 33,3% 66,7% -
Fezes - - - 6,3% 34,4% 50,0% 6,3%
Resisténcia a vancomicina:
VREfa - - - 48% 262% 61,90% 7,1%
VanA - - - 5,3 23,7 63,2 15,8
VanB - - - - 50 50 -
VSEfa 04% 15% 61% 125% 26,8% 32,6% 20,1%

Legenda: HLR-S — resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; HLR-G — resisténcia a niveis elevados
de gentamicina; HLR-GS — resisténcia a niveis elevados de gentamicina e estreptomicina,
VREfa, amostras de E. faecalis resistentes a vancomicina, vanA e vanB, genétipos de resisténcia
a vancomicina, vSEfa, amostras de E. faecalis sensiveis a vancomicina; -, nenhuma amostra.
Fonte: A autora, 2017.
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Foram identificados 27 perfis de viruléncia distribuidos entre as 306 amostras de E.
faecalis HLAR, nomeados de FV1 a FV27. Destes, sete (26,0%) corresponderam a uma
amostra cada. Vinte e seis perfis apresentaram 0s genes eep e efaA; enquanto que, 19
apresentaram gelE, 18 o gene ace, 14 o0 agg e 10 o cylA (Tabela 8).

O perfil prevalente foi FV3 que reuniu sete dos nove genes avaliados e foi identificado
em 24,8% (76/306) e apresentou o seguinte arranjo: ace®, agg®, asal®, cylA*, eep”, efaA",
esp’, gelE™, hyl” (Tabela 8).

Quinze perfis de viruléncia foram associados as amostras HLR-G, sendo FV4 (ace™,
agg’, asal®, cylA", eep’, efaA™, esp’, gelE", hyl) prevalente nessas amostras (33,7%; 29/86).
Nas amostras HLR-S foram identificados 16 perfis, sendo que o mais frequente foi FV7 (ace”,
agg*, asal®, cylA™, eep™, efaA*, esp™, gelE™, hyl) que reuniu 18,2% (18/99) das amostras. J&
nas amostras HLR-GS o perfil com maior frequéncia foi o FV3 que agrupou 50,4% destas
amostras (Tabela 9).

Correlacionando os perfis de viruléncia com os anos do estudo, observamos que 0s
perfis de maior distribuicdo foram os perfis FV3, FV7, FV4 e FV13. O perfil FV3 e FV7
foram observados em todos os anos do estudo, o perfil FV4 até 2012 e o perfil FV13 sé ndo
foi observado no ano de 2011. A Tabela 9 apresenta estes resultados.

Quanto a origem clinica, foi observado que dentre as 135 amostras oriundas de urina
foram identificados 24 perfis de viruléncia; enquanto que, 14 perfis de viruléncia foram
caracterizados a partir das 57 amostras de E. faecalis isoladas de sangue. Uma menor
variabilidade foi identificada entre as amostras isoladas de secre¢des abdominais, fragmentos
de tecidos e abscessos, onde foram identificados nove, oito e oito perfis de viruléncia,
respectivamente. Também, dentre as cinco amostras de ferida foram identificados trés perfis
diferentes e as 32 amostras de fezes resultaram em oito perfis de viruléncia. Cada amostra

bacteriana proveniente de cateter e de LCR apresentaram perfis distintos.



Tabela 8 — Caracterizacdo e distribuicdo de perfis de viruléncia entre amostras de E. faecalis HLAR isoladas de pacientes
atendidos em instituicdes do Rio de Janeiro no periodo de 2005 a 2013

PERFIS DE N° DE GENES DE VIRULENCIA GENOTIPO HLAR TOTAL
VIRULENCIA GENES 1 e agg asal cylA Eep efA esp gelE hyl AL LRSS AlERAES (N=306)
(N=9) (N=86) (N=99) (N=121)
FV1 7 -+ + + +  + + o+ 7 (8,1%) 2 (2%) 2 (1,6%) 11 (3,6%)
Fv2 6 -+ + - + o+ o+ + 4 (4,6%) 4 (1,3%)
FV3 7 O+ o+ o+ o+ o+ -t 10 (11,6%) 5 (5%) 61 (50,4%) 76 (24,8%)
FV4 6 o+ o+ -+ o+ -t 29 (33,7%) | 11 (11,1%) 13 (10,7%) 53 (17,3%)
FV5 4 " 3 (3,5%) 3 (1%)
FV6 6 -+ o+ o+ o+ -t 3 (3,5%) 5 (5%) 1 (0,8%) 9 (2,9%)
FV7 8 o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 17 (19,8%) | 18 (18,2%) 21 (17,4%) 56 (18,3%)
FV8 6 S+ o+ 4+ o+ o4 4 (3,3%) 4 (1,3%)
FV9 6 + o+ - - + o+ o+ 4+ 2 (2%) 2 (0,7%)
FV10 5 +o- - o+ o+ 4 17 (17,2%) 1 (0,8%) 18 (6,3%)
FV11 4 +o- -+ o 10 (10,1%) 2 (1,6%) 12 (3,9%)
FV12 2 - - - - - -+ o+ 1 (1%) 1 (0,3%)
FV13 7 o+ o+ -+ o+ o+t 3 (3,5%) 16 (16,2%) 3 (2,5%) 22 (7,2%)
FV14 6 T 1 (1,2%) 3 (2,5%) 4 (1,3%)
FV15 5 o+ o+ -+ o 1 (1,2%) 1 (0,8%) 2 (0,7%)
FV16 7 + o+ -+ o+ o+ o+ * 1 (1%) 1 (0,3%)
FV17 5 T 2 (2,3%) 2 (0,7%)
FV18 7 -+ 4+ o+ o+ o+t 1 (1,2%) 1 (1%) 2 (0,7%)
FV19 5 -+ -+ o+ -4 3 (3,5%) 6 (6,1%) 1 (0,8%) 10 (3,3%)
FV20 5 S+ o+ -+ o+ o 1 (1,2%) 1 (1%) 1 (0,8%) 3 (1%)
Fv21 4 + o+ - + o+ - - 1(1,2%) 1 (0,3%)
FVv22 6 -+ + + + o+ o+ - 4 (3,3%) 4 (1,3%)
FV23 3 e 1 (0,8%) 1 (0,3%)
Fv24 6 + - + - + + o+ 4+ 3 (3%) 3 (1%)
FV25 5 e 1 (0,8%) 1 (0,3%)
FV26 6 e T S 1 (0,8%) 1 (0,3%)
FV27 6 + -+ o+ 4+ o+ - 1 (1%) 1(0,3%)

Legenda: HLAR - resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos; HLR-S — resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; HLR-G — resisténcia a
niveis elevados de gentamicina; HLR-GS — resisténcia a niveis elevados de gentamicina e estreptomicina; (+) presenca de produto amplificado;

(-) auséncia de produto de amplificacdo; Fator de viruléncia (FV).

Fonte: A autora, 2017.
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Tabela 9 — Distribuicdo de perfis de viruléncia entre amostras de E. faecalis HLAR isoladas de pacientes atendidos em instituicdes
do Rio de Janeiro no periodo de 2005 a 2013

Ano/N° amostras (%)

VROLENmA 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 L TE i
(N=63)  (N=45)  (N=45)  (N=23)  (N=54)  (N=30)  (N=23)  (N=17)  (N=6)

FVL 6 (9,5%) 1 (2.2%) 2 (6,7%) 2 (11,7%) 11 (3.6%)
FV2 3 (4,8%) 1.(4,3%) 4 (13%)
FV3  14(222%) 9(20%) 10(222%) 9(391%) 18(333%) 8(267%) 4 (17.4%)  2(1L7%) 2(333%) 76 (24,8%)
FV4  13(206%) 6(133%) 8(178%) 2(87%) 13(241%) 6(0%)  3(13%) 2 (1L7%) 53 (17,3%)
FV5 2(32%)  1(2.2%) 3 (1%)
FV6 3 (3.8%) 1 (1,9%) 6 (35,3%) 9 (2,9%)
FV7 7(111%) 8(17.8%) 13(289%) 7(304%) B8(148%) 5(167%) 4(174%) 2(117%) 2(33,3%) 56 (183%)
FV8 2 (3.2%) 1.(1,9%) 4 (1,3%)
FV9 L(L6%)  1(22%) 1(5,9%) 3 (1%)
FV10 4(63%) 8(178%) 2 (44%) LLo%)  1(33%)  1(43%) 17 (5,6%)
FV11 3(48%)  1(22%)  3(66%) 2 (8,7%) 1(33%)  2(8.7%) 12 (3.9%)
FV12 1 (2.2%) 1(0,3%)
FV13 3(48%)  4(88%) 3(66%)  1(43%)  3(56%) 2(67%)  5(217%) 1(16,7%) 22 (7,2%)
FV14 2(44%)  1(22%) 1 (1,9%) 4(13%)
FV15 1 (2,2%) 1 (L9%) 2 (0,6%)
FV16 1 (2.2%) 1(0,3%)
FV17 1 (2.2%) 1.(4,3%) 2 (0,6%)
FV18 1(2,2%) 1(1,9%) 2 (0,6%)
FV19 2 (3.2%) 1(2.2%) LLo%)  1(33%)  2(87%) 2 (11,7%) 9 (2,9%)
FV20 1 (2.2%) 1 (L.9%) 3 (1%)
Fv21 1(2,2%) 1.(4,3%) 1(0,3%)
Fv22 1(2.2%) 2(3.7%)  1(33%) 4 (1,3%)
FV23 1 (1,9%) 1(0,3%)
Fv24 1(33%)  1(43%) 1(167%) 3 (1%)
FV25 1(3,3%) 1(0,3%)
FV26 1 (1,6%) 1(0,3%)
FV27 1 (L,9%) 1(0,3%)

Legenda: Fator de viruléncia (FV).
Fonte: A autora, 2017.

92



93

A diversidade genotipica das amostras de E. faecalis HLAR que compuseram este
estudo foi avaliada pelas metodologias de eletroforese em campo pulsado — PFGE — e
tipificacdo de sequéncias em multiplos loci — MLST.

As andlises por PFGE foram realizadas ap0s digestio do DNA gendmico pela
endonuclease de restricdo Smal. Das 306 amostras HLAR, seis ndo apresentaram produtos de
restricdo com esta enzima e ndo foram incluidas nessas analises. A partir das 300 amostras
tipificadas por PFGE, foram identificados 239 perfis de fragmentacdo distintos. Destes,
quinze foram considerados perfis Unicos (5%; 15/300). Os demais 224 perfis foram reunidos
em grupos, cujos arranjos foram definidos com auxilio do software BioNumerics v.7.6, pelo
emprego do coeficiente de Dice, tolerdncia de 2, algoritmo UPGMA e o indice de
similaridade >80%. Com o emprego desses pardmetros foram identificados 36 grupos de
PFGE, que foram nomeados de GP1 a GP36.

Doze grupos PFGE foram constituidos de seis a 41 amostras, resultando no arranjo
total de 73,7% (221/300) da amostragem avaliada. Os demais 24 grupos foram constituidos de
dois a quatro representantes, reunindo um total de 21,3% (64/300) das amostras HLAR.

As amostras HLR-S (n=99) foram distribuidas em 24 grupos de PFGE e representaram
11 dos 15 perfis Unicos. Além disso, cinco das seis amostras que nao foi possivel obter perfis
de restricdo com a enzima Smal eram HLR-S. Os grupos de PFGE que reuniram 0 maior
namero de amostras HLR-S foram: GP22 (26,3%; 26/99), que reuniu amostras apenas da
instituicdo A e isoladas nos anos de 2005 a 2011 e 2013; GP2 (8,1%; 8/99), com amostras das
instituicbes A, D, | e H do periodo de 2005 a 2007, 2009 a 2010 e 2012; e GP24 (7,1%; 7/99)
com amostras das instituicbes A, C e E e isoladas no periodo de 2005 a 2007, 2009 e 2012.

As amostras HLR-G (n=86) foram distribuidas em 23 grupos de PFGE e dois perfis
unicos. Os grupos de PFGE que reuniram o maior numero de amostras HLR-G foram: GP8
(26,7%; 23/86) com amostras das instituicoes A e E dos anos de 2005 a 2008 e 2012; GP3
(19,8%; 17/86) reuniu amostras das instituicdes A B, C e | dos anos de 2006 a 2012; e GP19
(9,3%; 8/86) com amostras das instituicdes L e C dos anos de 2009 e 2010.

As amostras HLR-GS (n=121) fizeram parte de 23 grupos de PFGE, quatro perfis
unicos e uma amostra ndo foi tipificada. Os grupos que reuniram o maior niUmero de amostras
HLR-GS foram: GP1 (23,1%; 28/121) com amostras das instituicGes hospitalares A, C, D, E,
F, H, J e L isoladas nos anos de 2005, 2006, 2008 a 2010 e 2012; GP8 (14,9%; 18/121) com
amostras das instituicGes hospitalares A e E e isoladas em 2005 a 2008 e 2012; GP16 (12,4%j;
15/121) com amostras das instituicdes hospitalares A, D, F, G e H isoladas nos periodos de
2006 a 2009 e de 2011 a 2013.
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A maioria dos grupos de PFGE reuniu amostras com fenétipos/gendtipos HLAR
distintos. Entrentanto de maneira geral, amostras de E. faecalis HLR-GS foram mais
frequentemente relacionadas as HLR-G. Por outro lado, as amostras HLR-S foram as que
constituiram o maior numero de grupos com amostras apresentando exclusivamente esta
caracteristica de HLAR.

Das 25 amostras que apresentaram resisténcia a niveis elevados de estreptomicina
possivelmente decorrente de evento de mutacdo, as 13 que expressaram HLR-GS foram
distribuidas em cinco grupos de PFGE (GP2, GP3, GP4, GP16 e GP34), sendo que 0
prevalente (GP16) reuniu 61,5% (8/13) destas. As demais 12 amostras, que expressaram
HLR-S foram distribuidas em cinco grupos de PFGE (GP4, GP20, GP22, GP24 e GP31), dois
perfis Unicos e uma nao foi tipificada.

Correlacionando os perfis genotipicos de HLAR com os resultados obtidos com a
metodologia de PFGE, foi observado que o prevalente designado S1 foi distribuido nos
seguintes grupos: 84,6% (22/26) das amostras HLR-S do grupo GP22; 100% (8/8) do GP2; e
42,9% (3/7) do GP24. As amostras que apresentaram o perfil genotipico G1 foram assim
distribuidas nos grupos de PFGE: 47,8% (11/23) das amostras HLR-G no GP8; e 84,6%
(11/13) do GP5. J& as amostras que compuseram o perfil G3, o segundo em frequéncia para
HLR-G, foram reunidas como: 58,8% (10/17) de GP3; e 30,4% (7/23) do GP8. Nas amostras
HLR-GS, o perfil prevalente GS1 representou 67,9% (19/28) do GP1. O segundo perfil
genotipico prevalente em amostras HLR-GS, GS3 representou 55,6% (10/18) dessas amostras
em GP8. Os grupos GP16, GP13 e GP19 que também reuniram um percentual elevado de
amostras HLR-GS néo apresentaram perfis genotipicos prevalentes.

A anélise dos arranjos definidos por PFGE em relacdo ao espécime clinico de origem
das amostras bacterianas revelou que os grupos prevalentes foram constituidos de amostras
oriundas de diferentes fontes clinicas. Entretanto, a maioria das amostras de fezes (culturas de
vigilancia) foi reunida nos grupos GP1 e GP19; de urina em GP3 e GP8; de secregdes
abdominais e de respiratorias em GP8; e de sangue em GP8, GP5 e GP16.

As amostras portadoras do gendtipo vanA foram distribuidas em seis grupos definidos
por PFGE: 24 amostras em GP1, oito em GP19, trés em GP16, e uma amostra em GP3, GP6 e
GP28. As amostras VREfa portadoras de vanA compartilharam grupos de PFGE com
amostras VSEfa. As quatros portadoras do genotipo vanB foram alocadas em GP1 (1 amostra)

e GP3 (trés amostras), compartilhando grupos PFGE com amostras vanA e com VSEfa.
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As amostras ndo susceptiveis a penicilina foram reunidas em 13 grupos PFGE (24
amostras em GP1; oito em GP5; sete em GP19; trés em GP3; duas em GP8, GP16 e GP18; e
uma em GP4, GP6, GP12, GP14, GP28 e GP30) e em quatro perfis Gnicos.

N&o foi observada associacdo especifica entre os perfis de viruléncia e os arranjos
formados por PFGE.

A Tabela 10 sumariza os resultados obtidos com a metodologia de PFGE. A FIGURA
10 demonstra um dendrograma representativo do relacionamento genético dos grupos de
PFGE que reuniram as 300 amostras de E. faecalis HLAR e contruido com auxilio do
software BioNumerics.

A Figura 10 demonstra esses resultados.
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Tabela 10 — Distribuicdo dos grupos de PFGE em relacao as categorias de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos, ano de isolamento instituicbes de origem, nimero
de marcadores de resisténcia e de viruléncia de amostras de E. faecalis HLAR

0
GRrRUPO PFGE 'V PE AE'\,’\'A(_)STRAS INSTITUICOES N° DE N° DE MARCADORES
(NDE e oo —ANO DE ORIGEM . MARCADORES DE DE VIRULENCIA (N°
AMOSTRAS) ™ 7 T RESISTENCIA DE AMOSTRAS)

_ 2005-2006; 2008- A .C, D, E, F, H, J, N 7 (e
GP1 (N=32) 4 28 5010501 5 3,6,7,9,10e11 6 (n=7); 7 (n=25)

_ 2005-2007; 2009- ) 4 (n=1); 5 (n=1); 6
GP2(N=10) 8 2 2010; 2012 AD. L H 49 (n=4); 7 (n=3); 8 (n=1)

- ~ ) 5 (n=3); 6 (n=9); 7
GP3(N=33) 3 17 13 2006-2012 A B,C, I 3-10 (1=9). 8 (n-12)

_ 50N 4 (n=1); 5(n=2); 7
GP4(N=8) 3 4 1 2005-2007;2013 A 3,4,7,8e9 (1=9). 8 (n-12)

_ 2005 — 2008; 4 (n=2); 5 (n=3); 6
GP5(N=19) 2 3 14 50000 A H 6,7,8€9 (15); 7 (n7): 8 (122)
GP6 (N=2) 1 1 2007;2010 A C 7¢10 7 (n=2)

GP7 (N=2) 2 2001-2012 A 2 7 (n=2)

_ } ) 5 (n=2); 6 (n=20); 7
GP8 (N= 41) 23 18 2005-2008;2012 AE 34.567.89e11 7l o T
GP9 (N=2) 2 2007 A 6e8 6 (n=1); 7 (n=1)
GP10 (N=4) 1 2 2001-2008 A 57,8e9 4 (n=1);7 (n=2); 8 (n=1)
GP11 (N=4) 1 1 2008;2010-2011 A 3,6e7 4 (n=1); 6 (n=3)
GP12 (N=8) 1 6 2005-2007;2009 A 5,6,7,8¢10 7 (n=12)

GP13 (N=2) 1 1 2009-2010 A 6e8 6 (n=2)
GP14(N=2) 1 1 2005-2012 AH 5e7 5 (n=1); 6(n=1)
GP15 (N=2) 1 1 2005 A 5 6 (n=1); 7 (n=1)

_ 2006-2009; 2011- 4 (n=1); 7 (n=2); 8
GP16(N=19) 2 2 15 5000 A D,F, G, H 56,768 (h=16)
GP17(N=2) 1 2010-2011 A 3e4 5 (n=1); 7 (n=1)
GP18 (N=4) 1 2006; 2009; 2011 A 56,8e9  4(n=1);6(n=2); 7 (n=1)
GP19 (N=9) 8 1 2009-2010 L,C 6,7,8e10 5 (n=2); 6 (n=6); 7 (n=1)
GP20 (N=3) 2010-2012 A 3,4e5 4 (n=1); 6 (n=1); 7 (n=1)
GP21 (N=3) 2007; 2009-2010 A 3,6e7 5 (n=1); 6 (n=1); 7 (n=1)

_ o011~ 4 (n=2), 5 (n=7); 6
GP22(N=27) 26 1 2005-2011; 2013 A 3456769 (o5 8 (ne10);
GP23(N=3) 3 2006-2007; 2009 A C 3,4e6 2 (n=1); 5 (n=1); 8 (n=1)

_ 2005-2007; 2009; 4 (n=1); 5 (=2); 6
GP24 (N=9) 7 2 5012 A CE 456,78 (_ .7 (h=1): 8 (n=1):
GP25 (N=3) 2 1 2007; 2010-2011 A 57e8 4 (n=1); 7 (n=2);
GP26 (N=2) 2 2005-2006 A 2e6 5 (n=1); 6 (n=1)
GP27(N=2) 1 2006; 2012 A 5e6 7 (n=2)
GP28 (N=4) 1 2009-2010 AL 3,5e8 3 (n=1); 6 (n=1); 7 (n=2)
GP29 (N=3) 1 2009; 2011 A 5 5 (n=1); 7 (n=2)
GP30(N=6) 2 2 2 2006-2008 A 4,5,6,8¢10 4 (nzl()r:] f3()n=2); 8
GP31(N=3) 3 2006; 2011 A 3,4¢e6 5 (n=2); 7 (n=1)
GP32 (N=4) 3 1 2010-2011 A 7e8 7 (n=2); 8 (n=2)
GP33(N=2) 2 2009; 2011 A 3e4 7 (n=1); 8 (n=1)
GP34(N=2) 1 1 2009-2010 A 4e8 8 (n=2)
GP35 (N=2) 2005 A 6 6 (n=1); 7 (n=1)
GP36 (N=2) 2009-2010 A 5e9 5 (n=1); 6 (n=1)

Fonte: A autora, 2017.



Figura 10 — Dendrograma representativo do relacionamento genético de amostras de E. faecalis
resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos isoladas de pacientes atendidos

em 11 hospitais localizados no estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2005 a
GP2
GP1
GP4
GP5
GP6
GP7
GP14
GPS8
GP9
GP10
PU-4
GP11
GP12
PU-9
GP13
PU-8
GP15
GP16
GP17
PU-14
GP18
GP19
GP22
PU-5
GP23
GP24
GP25
GP26
PU-2
GP27
GP28
GP29
GP30
PU-17
GP21
GP31
PU-13
GP20
PU-16
GP33
PU-15
GP32
PU-11
GP34
PU-1
GP35
GP36
PU-3
PU7
PU-12

Nota: Dendrograma construido com auxilio do software BioNumerics v. 7.6 (Applied Math), utilizando-se
o coeficiente de Dice para a construgdo das matrizes de similaridade e o algoritmo UPGMA para
definicdo das relacBes e formacdo dos grupos. Parametro utilizado: indice de tolerancia = 2; os
grupos foram definidos considerando-se a similaridade de > 80%.

Fonte: A autora, 2017.
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Nas 58 amostras selecionadas para avaliagdo por MLST, foram identificados os
seguintes 17 tipos: ST2, ST4, ST6, ST9, ST16, ST21, ST23, ST26, ST30, ST40, ST55, ST97,
ST103, ST330, ST626, ST769 e ST770. Estes dois ultimos foram descritos pela primeira vez
neste estudo.

As amostras HLR-G (13/58) foram agrupadas em sete STs: ST4, ST6, ST9, ST23,
ST26, ST626 e ST769, sendo ST6 o prevalente, reunindo sete amostras (53,9%; 7/13). Ja as
amostras HLR-S (19/58) foram distribuidas em nove STs: ST2, ST4, ST6, ST21, ST30, ST97,
ST330, ST769 e ST770. Destes, o ST21 foi o mais frequente, observado em oito amostras
(42,1%; 8/19). As amostras HLR-S que expressaram esta caracteristica de resisténcia por
eventos de mutacdo (3/19) pertenceram a ST4, ST21 e ST769. Também foi identificado que as
amostras HLR-GS (26/58) pertenceram a nove STs: ST4, ST6, ST16, ST21, ST26, ST40, ST55,
ST103 e ST769. O ST prevalente em HLR-GS foi ST6 (38,5%; 10/26). As amostras HLR-GS
cuja expressao de HLAR para estreptomicina foi decorrente de mutagéo (4/26) pertenceram aos
ST4, ST6, ST21 e ST40. Apenas o ST4, ST6 e o novo ST769 foram observados nas trés
apresentacdes de HLAR.

Em relacdo aos espécimes clinicos de origem, foi observado que a partir de 27
amostras isoladas de urina foram identificados 15 STs, incluindo ST769 e ST770 que foram
descritos neste estudo. Enguanto que, em nove amostras de sangue foram observados cinco
STs. Os ST9, ST103 e ST40 compartilharam 0 mesmo gendtipo HLAR, porém foram
associados a amostras provenientes de diferentes espécimes clinicos.

A distribuicdo dos STs por hospital de origem estd indicado na Figura 11, assim
como a distribuicdo dos STs por ano no periodo analisado e por espécime clinico de origem.
Cabe ressaltar que foram identificados STs de distribuicdo inter-hospitalar. Em relacdo a
distribuicdo dos STs por ano, foi observado principalmente que ST6 foi observado durante
guase a totalidade do periodo avaliado (2005 a 2010; e 2012). Quanto ao espécime clinico de
origem, nas amostras isoladas de sangue o ST mais frequente também foi o0 ST6. Nas amostras
isoladas de urina, o0 ST6 e ST21 foram os mais frequentes.

O gene aac(6')-le-aph(2")-la foi identificado amplamente distribuidos nos STs
associados as amostras resistente a altos niveis de gentamicina, ndo tendo sido restrito a um
grupo de ST e/ou CC. O mesmo foi observado para o0 gene ant6’-la, em relagdo as maostras
HLR-S. J& o gene aph(2")-Ic foi observado identificado em amostras pertencentes ao ST6,
ST9, ST4 e ST103 e ant9’la e ant9’-1b estiveram presentes no ST769 oriundo de cultura de
vigilancia (fezes). J& para os genes que codificam EMAs associadas a resisténcia a outros

antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos, foi identificado que o gene aph(3") —Illa foi
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frequente no ST6,ST21, ST30, ST55, ST97 e ST330 e em baixa frequéncia no ST4, ST26,
ST103, ST769. O gene ant4—la foi relacionado ao ST769 e em baixa frequéncia aos ST4,
ST6 e ST21 (Figura 11).

Nos gendtipos de resisténcia aos glicopeptideos, nas amostras portadoras do gendtipo
vanA foi observado os STs: ST4, ST6, ST21, ST626 e 0 novo ST769, com maior frequéncia
do ST6, seguido do novo ST769. Nas amostras portadoras do genétipo vanB foi observado
apenas o ST6. Nas amostras que apresentaram resisténcia a penicilina foram observados os
STs: ST6, ST9, ST97, ST103 e 0 novo ST769, tambem com maior frequéncia o ST6 seguido
do novo ST769.

Em relacdo aos grupos definidos pelo PFGE, o grupo G1 foi relacionado ao ST6
(cinco amostras HLR-G); o GP2 ao ST30 (uma amostra HLR-S) e ST40 (uma amostra HLR-
GS); 0 GP3 ao ST6 (uma amostra HLR-S) e ST770 (uma amostra HLR-S); o GP4 ao ST6
(uma amostra HLR-G) e ST9 (uma amostra HLR-G); o GP5 ao ST2 (uma amostra HLR-S),
ST6 (uma amostra HLR-G) e ST9 (uma amostra HLR-G); o GP6 ao ST6 (uma amostra HLR-
GS); o GP8 ao ST103 (trés amostras HLR-GS), ST6 (uma amostra HLR-GS), ST769 (uma
amostra HLR-G) e ST23 (uma amostra HLR-G); o GP10 ao ST26 (uma amostra HLR-G e
outra HLR-GS); 0 GP11 ao ST330 (uma amostra HLR-S); o0 GP16 aos ST4 (duas amostras
HLR-GS), ST6 (uma amostra HLR-GS) e ST21 (uma amostra HLR-GS); o GP18 ao ST97
(uma amostra HLR-S); o GP19 ao ST769 (quatro amostras HLR-GS) e ST6 (uma amostra
HLR-GS); o GP22 ao ST21 (sete amostras HLR-S), ST4 (uma amostra HLR-G) e ST769
(uma amostra HLR-GS); o GP25 ao ST4 (uma amostra HLR-S); o GP24 ao ST4 (uma
amostra HLR-S), ST40 (uma amostra HLR-GS) e ST55 (uma amostra HLR-GS); o GP26 ao
ST21 (uma amostra HLR-S); 0 GP28 ao ST16 (uma amostra HLR-GS) e ST626 (uma amostra
HLR-G); 0 GP30 ao ST6 (uma amostra HLR-G) e ST30 (uma amostra HLR-S).

Observamos que 0 novo ST769 é um SLV do ST103, com substituicdo do alelo 35
para 15 no gene gdh e integrante do CC388. Para 0 novo ST770 observamos ser SLV do
ST21, com substituicdo do alelo 9 para 3 no gene pstS e integrante do CC21. O ST2 DLV do
ST6 pela substituicdo ja relatada do alelo 7 para 2 no gene gki e do alelo 12 para 15 no gene
gdh integrante do CC2. E nesse estudo observamos que o ST626 é SLV do ST30 por
substituicdo do alelo 1 para 12 no gene gyd e integrante do CC30 (Figura 12).
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Figura 11 — Dados de MLST e a correlagdo com ano, hospital, origem clinica, fenétipo e
gendtipo de HLRA, gendtipo de resisténcia a vancomicina, ndo susceptibilidade
penicilina e grupos de PFGE de amostras de E. faecalis

s 2 g g 8 § % “é g é 3 § Ano  Enzimas HLRA GENOTIPO HLRA Gendtipo Van Hospital  ORIGEM PEN Perfil HLRA  PFGE
127376 1 56 205 aac(E)Heaph(2)a aph(2)-lc HLRG A RN s 6l 6P5
27376 1 56 2005 aac(E)Heaph(2)a aph(2)- e, ant6la HLRGS A FERIDAS S GS3 GPg
2737615 . 6 2005 aac(6)-le-aph (2")-la, aph(2") - Ic HLRG A URINA S Gl GP4
273761 56 2006 aac)Hleaph(2)laaph(2’)-Ic,aph(3)- lla, antg-la HLRGS vanB F SEMINFORMAGAO S GS1 GPL
127376165 . 6 2006 aac(6)-le-aph (2")-la, aph(2") - Ic HLRG A SANGUE S 6l GP30
12737615 . 6 2007 aac(6)-le-aph (2')la HLRGSMUT A SANGUE S GS10 GP16
273761 506 2007 axEHeah ) HLRG A URINA S @ GP3
27376 1 506 2007 axcEHeah ) HLRG A URINA S @ 6P3
2 737615 . 6 2007 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(2') - Ic, aph(3)-Illa, ant6-la  HLRGS vanB B LiQuor ’ R GSL 6P3 ce2
27376165 . 6 2007 aph(3)-llia, ant (4) -la, ant6-la HLRS vanB B SEC.RESPIRATORA S S5 GP3
27376 1 56 2008 aac)Hleaph(2)aaph(2")-Ic, aph(3)- lla, ant6-la  HLRCS vanh c SEMINFORMACAO R GSL GPL
27376 1 56 2008 aacE)Hleaph (2)a,aph(2")-Ic, aph(3)- la, ant6-la  HLRGS vanh c SEMINFORMACAO R GSL GPL
2 737615 . 6 2009 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(2') - Ic, aph(3)-Illa, antg-la  HLRGS vanA c SANGUE R GSL GP1
2737615 . 6 2009 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(3)- lla, ant (4)a, ant6la  HLRGS A URINA S GS17 GP3
27376 1 56 209 aac()e-aph(2)a aph(2)-Ic, aph(3)-llla, ant3-a  HLRGS vanA c FEZES R GS2 GPL
2737615 . 6 2009 aac(6)-le-aph (2)-a, ant9-la, ant9“Ib HLRGS vanA L FEZES S GSl4 GP19
27376165 . 6 2010 aac(6')-le-aph (2")-a, ant6-la HLRGS vanA C FEZES R GS7 GP§
— 12 7 3 76 15 . 6 2010 aac(6')-le-aph (2')-la HLRG vanB | SEMINFORMAGAO S G3 GP3
= 27376 1 56 2012 aac6)Heaph (2)a ant (4)4a HLRG A URINA S 66 GP3
— 15 7 3 2 6 1 5 . 2 2007 ant6“-la HLRS A URINA S S8 GP5
1791111 . 21 2005 aph(3)-llla, ant6“la HIRS A URINA S S GP2Z
1791111 . 21 2005 aph(3)-llla, ant6“la HLRS A URINA S S1 GP2
1791111 . 21 2005 aph(3)-llla, ant6-la HLRS A SANGUE S S1 GP2
N 179111 12 2006 aph(@3)-llaants la HLRS A URINA s st 6P26 ce2
1791111 . 21 2008 aph(3)-llia, ant (4) -la, ant6™-la HLRS A URINA S S GP2
1791111 . 21 2010 aph(3)-llia, ant6'-la HLRS A URINA S S GP22
1791111 . 21 2011 aph(3)-llla HLRSMUT A SANGUE S & GP22
17 91111 . 21 2012 aac(6)-le-aph (2")-la HLRGSMUT vanA H SANGUE S GS10 GP16
“7r 17911 1 12 2013 aph(3)-la, ant (4)4a, ant6-la HLRS A URINA S S5 P22
245 L 1731111 . 770 2007 ant6-la HLRS A URINA S S8 GP3
15 7 332322 31 .TSQ 2005 aac(6)-le-aph (2')-a, aph(2") - Ic HRG L) URINA S Gl GPg
15 7 33232 2 31 . 769 2009 aac(6)-le-aph (2')-1a, aph(2") - Ic, ant9-la, ant9Ib HLRGS vanA L FEZES R GS6 GP19
15 7 33232 2 31 . 769 2009 aac(6)-le-aph (2')-la, ant9*-la, ant9“Ib HLRGS vanA L FEZES R GSl4 GP19
15 7 33232 2 31 . 769 2009 aac(6)-le-aph (2')-la, ant9-la, ant9“Ib HLRGS vanA L FEZES R GSl4 GP19 cCc3s
15 7 332 32 2 31 . 769 2009 aac(6)-le-aph (2')-a, ant9-la, ant9Ib HLRGS vanA L FEZES R GSWU GPY A
o WT 15 7 332 32 2 31 [l 769 2011 aph(3)-lla HLRSMUT A URINA s P2
3B 7 33232 2 31 103 2005 aac(6')-le-aph (2')-1a, aph(2") - Ic, ant6' la HLRGS A SEC.ABDOMINAIS S GS3 GP8
L 35 7 33232 2 31 103 2005 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(2') - Ic, aph(3) - lla, ant6-la  HLRGS A URINA S GSL GP8
35 7 332322 31 103 2006 aac(6')-le-aph (2")-la, aph(2") - Ic, ant6'-la HLRGS A SEC.RESPRATORA R GS3 GP8
8 7 75 4 4 1 4 2007 ant9-la HLRS A URINA S Si0 GP25
i 8 7 75 4 41 4 2008 aac(6)-le-aph (2)-la HLRGSMUT A ABSCESSOSEOUTR. S GS10 GP16
8 7 75 4 41 4 2012 aph(3)-lila HLRSMUT A SANGUE S 8 GP24
8 7 75 4 4 1 4 2013 aac(6')-le-aph (2')-la, aph(3) - llla, ant (4)-la HLRG A FRAGMENTO S G5 GP22
8 7 75 4 4 1 4 2013 aac(6')-le-aph (2')-la, ant6'la, ant9“la HLRGS vanA F FEZES S GS8 GP16
4 616 4 1 1 4 . 9 2005 aac(6)-le-aph (2")-la, aph(2") - Ic HLRG A URINA S Gl GP4
4 616 4 1 1 49 205 aac(E)Heaph (2, aph(2)-Ic HLRG A SANGUE R 6L 6P5
7 111 110 2 1 . 30 2007 aph(3)-llla, ant6*la, ant9-la HLRS A URINA s 83 GP30
“ iﬁ 711 110 2 1 30 209 aph(3)-la, an6a HLRS D RNA s st ez CC30
43 71211 110 2 1 626 2009 aac(6')-le-aph (2')-la HLRG vanA L FEZES S G3 GP28
a 2 3131 3 2 2 W2 2007 axcE)yeaph (2)a HLRG A URINA S G 6P8
2 71121 3 4 2 . 97 2011 aph(3)-llia, ant6*la HLRS A SANGUE R S GP18
i 3 11112 914 7 . 26 2007 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(3) - llla, ant6*la, ant9*la HLRGS A URINA S GS20 GP10
51 3 11112 914 7 . 26 2007 aac(6')-le-aph (2')-la HLRG A URINA S @3 GP10
3 6212 910 7 . 40 2006 aac(6))-le-aph (2')-1a, aph(2") - Ic, ant6*la HLRGS A URINA S GS3 GP24
’ . 3 6212 910 7 . 40 2012 aac(6)-le-aph (2)-la HLRGSMUT A FRAGMENTO S GS10 GP2
3 72 1 916 7 55 2005 aac(G)-le-aph (2')-la, aph(2) - Ic , aph(3) - la, ant6-la  HLRGS E SEMINFORMAGAO S GSL GP24
E 5113776 . 16 2009 aac(6)-le-aph (2')-la, aph(3) - llla, ant6*la, ant9*la HLRGS A URINA S GS20 GP28
14 118 22 16 17 12 330 2011 aph(3)-llla, ant6-la HLRS A URINA S S GP11

Nota: Dendrograma criado usando o software BioNumerics v 7.6. apresentando a comparacdo de 58 isolados
representativos do E. faecalis HLRA. A intensidade da cor cinza da caixa sombreada esta relacionada
com os perfis numéricos obtidos pela disposicdo de sete alelos que determinam o tipo de sequéncia (ST)
na andlise de MLST, quanto mais escura a caixa, maior 0 peso do alelo do gene correspondente na
definicdo dos grupos. O perfil numérico de sete genes testados estd listado no lado direito do
dendrograma.. Os grupos foram criados se os vizinhos diferiam em ndo mais do que dois dos sete alelos
com as porcentagens > 70% (demarcado pela linha vermelha).

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 12 — Complexos Clonais definidos por andlise de MLST de amostras E. faecalis
resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos isoladas em instituicdes
hospitalares do Estado do Rio de Janeiro no periodo de 2005 & 2013
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Nota: Dendrograma circular criado usando o software BioNumerics v 7.6 representando a comparacdo de 58
amostras de E. faecalis resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos. Os complexos foram definidos
se os vizinhos diferiam em ndo mais do que dois dos sete alelos, com as percentuais > 70%, demarcados
pelos circulos coloridos. Percentuais de 86% se referem a varia¢do alélica em apenas um locus (SLV) e
de 71% a dois lécus (DLV) no painel de sete l6cus para definir o tipo de MLST (ST). Os graficos em
pizza representam o conjunto de amostras que foram tipificadas pelo o ST correspondente a cor na
legenda, com a fatia indicando o nimero de amostras. O circulo preenchido representam STs observados
em apenas uma amostra, com a cor correspondente ao ST na legenda.

Fonte: A autora, 2017.
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Foi identificado que, em relacdo aos determinantes de viruléncia, pode-se destacar
que 12 das 19 amostras pertencentes ao ST6, e a Unica amostra do ST2 foram positivas cylA.
Também, as cinco amostras do ST4, duas ST9 e trés do ST103 eram portadoras de cylA.
Entretanto, das seia amostras pertencentes ao ST769 (SLV de ST103) apenas uma foi cylA
positiva. Cabe ressaltar que, pode ser identificado uma correlagdo entre CC2, ST4, ST9,
ST103 com a presencga de cylA.

Foi observada uma correlacdo entre ST21, ST26 e ST40 e a presenca de esp.
Entretanto, ndo foi observada correlacdo entre esp e o CC2, CC388, CC30 e para 0 ST16,
ST23, ST97 e ST330.

J& a presenca de gelE foi correlacionada com CC2, CC21, CC388, CC30, ST4, ST9,
ST40, ST97, ST330. Os genes asal e agg foram identificados em CC2, CC388, ST9, ST26,
ST55, ST97 e ST330.

O gene ace também foi identificado entre amostras de E. faecalis HLAR pertencentes
ao CC2. Os genes eep e efaA foram correlacionados com todos os CCs e STs do estudo,
presente em todas as amostras, sendo que as amostras do ST16 apresentaram apenas estes
genes. Nao observamos uma associacdo direta entre um determinado ST e um perfil de

viruléncia. Estes resultados estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 — Correlacdo dos ST com os genes de viruléncia de amostras de E. faecalis

resistentes a niveis elevados de aminoglicosideos isoladas em instituicdes
hospitalares do Estado do Rio de Janeiro no periodo de 2005 & 2013

o - o o s 5 2 2 = g = = ace agg asal cylA eeP efA esp gelE hyl Perfil VIR
g..f. .8 8. F 5 8 & 5 s % =
12 7 3 7 6 1 5 - - + + - + + + + FVv2
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + FV3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + + - FV7
12 7 3 7 6 1 5 . + + + + + + + - FV3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + + - FV7
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + + - FV7
12 7 3 7 6 1 5 - + + + - + + - + FVv4
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + - Fva
12 7 3 7 6 1 5 - + + + - + + + - FVv4
12 7 3 7 6 1 5 . + + + + + + + - Fv3 CC2
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + - FV3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + FV3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + - FVv3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + - FVv3
12 7 3 7 6 1 5 . + + + + + + - FVv4
12 7 3 7 6 1 5 - + + + - + + + - FVv4
12 7 3 7 6 1 5 - + + + + + + + FV3
12 7 3 7 6 1 5 - + + + - + + + FV4
1. [ 12 7 3 7 6 1 5 - + - + + + + + - FV6
! 15 7 3 2 6 1 5 - + + + + + + + - FV3
1 7 9 1 1 1 1 - + - + - + + - + FV19
1 7 9 1 1 1 1 - + + + + + + + + - FV7
1 7 9 1 1 1 1 - + - - - + + + + FV10
30.0f 1 7 9 1 1 1 1 - + + + + + + + + - FV7
1 7 9 1 1 1 1 - + - - + + + + - FV10
1 7 9 1 1 1 1 . + + + - + + + + - FV13 ccz1
1 7 9 1 1 1 1 - + + + + + + + + - FV7
“57’|7 1 7 9 1 1 1 1 - - + - + + + + FV25
84.1 1 7 9 1 1 1 7 - + - + + + + - FV10
206 L 1 7 3 1 1 1 1 - + - + + + + - FV19
15 7 3 32 32 26 31+ + o+ + + + - Fva
15 7 3 32 32 20 31 W+ + o+ + + + Fv4
15 7 3 32 32 26 31 W+ + o+ o+ + Fva
15 7 3 32 32 26 31 W+ + o+ o+ + - Fva
15 7 3 32 32 26 31 M - + - o+ -+ - Fv20CC388
e mr 15 7 3 32 32 20 31 W+ + o+ + + + o+ - FV7
35 7 3 32 32 26 31 + + + + + + - + FVv3
L‘ 35 7 3 32 32 26 31 + + + + + + + - Fv3
35 7 3 32 32 26 31 + + + + + + + Fv3
8 7 7 5| 4 4 1 + + + + + + + - FV3
13.01 8 7 7 5 4 4 1 + + + + + + + - FV3
8 7 7 5 a4 a 1 + - + + + + + FVé
8 7 7 5 a4 a 1 + + + + + + - + FV3
‘ 8 7 7 5 4 4 1 + + + + + + + + FV7
| a 6 16 4 1 1 4 - + + + + + + - + - FVv3
. 1 a 6 16 a 1 1 a - + + + + + + + + - FV7
oo - 2 3 13 11 3 2 2 - + + + + + + + - FV3
- 2 7 11 21 3 4 2 - + + + + + + + FV3
i 7 1 112 1 100 2 1@+ - - - v+ + - Fv21
’7 957E 7 1 11 1 10 2 1 - - + + + + + - FV6 CC30
7 12 11 1 10 2 1 + + + - + + - + - Fva
102 3 1 11 12 9 14 7 - + + + + + + + + - FV7
S{H 3 1 11 12 9 14 7 - + + + - + + + + FV13
o 3 6 23 12 9 10 7 - + + + + + + + - FVv13
3 6 23 12 9 10 7 M+ - + + o+ Fvo
3 7 23 1 9 16 7 + + + + + + - - FVv27
1 — s 1 1 3 7 7 ¢+ - S - - Fv24
— 14 1 18 22 16 17 12 + + + - + + - + Fva

Nota: Dendrograma criado usando o software BioNumerics v 7.6. apresentando a comparacdo de 58 isolados

representativos do E. faecalis HLRA. A intensidade da cor cinza da caixa sombreada esta relacionada
com os perfis numéricos obtidos pela disposicdo de sete alelos que determinam o tipo de sequéncia (ST)
na analise de MLST, quanto mais escura a caixa, maior 0 peso do alelo do gene correspondente na
definicdo dos grupos. O perfil numérico de sete genes testados estd listado no lado direito do
dendrograma, no painel MLST. Os grupos (complexos) foram criados se os vizinhos diferiam em néo
mais do que dois dos sete alelos com as porcentagens > 70% (demarcado pela linha vermelha). A
percentagem de nimeros presentes entre os ramos do dendrograma é correspondente a quantidade de
variacéo alélica, onde os agrupamentos foram obtidos por analise numérica. No painel, a caixa colorida
indicou o tipo MLST (ST).

Fonte: A autora, 2017.



104

4 DISCUSSAO

Membros do género Enterococcus fazem parte da microbiota normal do trato
gastrointestinal e tem se revelado nas Gltimas duas décadas como importantes causas de
infeccbes associadas aos cuidados de salde (IACS). Dentre as espécies deste género, E.
faecalis é a prevalente nas infeccbes humanas, particularmente as de maior gravidade, como
as da corrente sanguinea (DE KRAKER et al.,, 2013; HUMPHREYS et al., 2014;
KARLOWSKY et al., 2004; LOW et al., 2001; SIEVERT et al., 2013).

O tratamento das infecgdes enterococicas, principalmente as de maior gravidade, esta
convencionalmente baseado no uso de uma combinacdo sinérgica entre um agente ativo para
parede celular, tal como um beta-lactdmico ou um glicopeptideo, e um aminoglicosideo. O
sucesso de tal associacdo € resultado da atividade bactericida contra esses microrganismos
(ARIAS et al., 2010; PERICAS et al., 2015).

Entretanto, o aumento na prevaléncia de amostras ndo susceptiveis a esses regimes
terapéuticos usuais tem conduzido a constante busca de terapias alternativas. Além disso,
determinam a necessidade continua do desenvolvimento e aplicacdo de programas de
vigilancia epidemioldgica, que resultem no controle da disseminacdo de amostras
multirresistentes, bem como no esclarecimento da dindmica de circulagcdo dos genoétipos de
resisténcia aos antimicrobianos (BEARDSLEY et al., 2012; BRODRICK et al., 2016;
CHEAH et al.,, 2013; JONES et al.,, 2013; LEE et al,, 2013; LEONE; NOVIELLO;
ESPOSITO, 2016; MOELLERING; ANDERSON, 2012; PALMER; KISHONY, 2013;
PROTONOTARIQU et al., 2010; STANDIFORD et al., 2012).

A resisténcia aos antimicrobianos pertencentes a classe dos amnoglicosideos,
particularmente gentamicina, ja foi relatada como importante marcador epidemioldgico para
amostras associadas ao ambiente hospitalar (OSUKA et al.,, 2016; QU et al., 2006;
ZARRILLI et al., 2005). De fato, nossos resultados sugerem que percentuais elevados
reflitam a prevaléncia dessas amostras em nosso meio. Isto porque, apesar deste estudo ter
utilizado amostras bacterianas provenientes de colecdo de culturas, foi possivel identificar
amostras portadoras de HLAR em 11 institui¢Oes hospitalares localizadas no estado do Rio de
Janeiro.

Enterococcus portadores de HLAR encontram-se difundidos em diferentes regides do
mundo e varios estudos tém se preocupado em ressaltar a importancia da expressao dessa
caracteristica de resisténcia, seja pela influéncia direta na reducéo da escolha terapéutica para

0s casos de maior gravidade, ou ainda indireta na co-selecdo de amostras multirresistentes.
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Assim, dados recentes relativos a instituicGes hospitalares, localizadas em diversos paises de
todos os continentes, divulgados por programas especificos de monitoramento da resisténcia
bacteriana, como Australian Group on Antimicrobial Resistance Enterococcus Surveillance
Programme (ANNUAL REPORT, 2010), Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe
(2014), Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (2014) e
mais recentemente Canadian Antimicrobial Resistance Surveillance System (2016) tém
apontado percentuais elevados de isolamento dessas amostras.

A resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos foi critério de inclusdo das
amostras de E. faecalis neste estudo. Assim, todas as demais andlises se detiveram a um
universo de 306 amostras bacterianas, que exibiram esta caracteristica de resisténcia
representada em trés categorias: HLR-S, resisténcia a niveis elevados apenas de
estreptomicina — 99 amostras (32,4%); HLR-G, apenas de gentamicina — 86 amostras
(28,1%); e HLR-GS, concomitante a ambos 0s aminoglicosideos — 121 amostras (39,5%). A
amostragem foi determinada pela associacdo de caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
resisténcia. A expressdo de fendtipos HLAR foi identificada em testes de disco difuséo e pela
determinacdo da CIM para ambos os aminoglicosideos por diluicdo em agar. A deteccdo dos
genes associados a expressdo destas caracteristicas foi realizada pela metodologia de PCR.

Comparando os dados obtidos neste estudo com um anterior também desenvolvido por
nosso grupo (CARVALHO, 1998), que utilizou amostras de enterococos obtidas no periodo
de 1993 a 1995, pode-se observar que a taxa de HLAR em E. faecalis se mantém elevada
desde entdo (cerca de 50,0% no estudo anterior / 41,2% neste estudo). Entretanto, cabe
registrar que, enquanto o percentual de amostras HLR-S foi menor em nosso estudo (56,0%,
CARVALHO, 1998; 32,4%, neste estudo), registramos valores consideravelmente mais
elevados de HLR-GS (cerca de 7,0%, Carvalho, 1998; 39,5%, neste estudo). Por outro lado, a
taxa de HLR-G foi ligeiramente inferior neste estudo (cerca de 34,0%, CARVALHO, 1998;
28,1% neste estudo).

Foram identificadas incongruéncias entre fenotipos e genotipos de HLAR. Em
algumas das amostras avaliadas, que apresentaram fendtipo HLR-Sfen 0u HLR-GSten, Ndo
foram identificados produtos de amplificagdo compativeis com genes responsaveis pela
expressao de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina. Entrentanto, a determinacdo da
CIM para estas amostras apontou valores compativeis com resisténcia (>2.048 pg/mL),
confirmando os resultados obtidos na metodologia de disco difusdo e sugerindo outro
mecanismo (que ndo a expressdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos) envolvido

nessa expressao. Apesar de nenhum outro teste ter sido empregado para avaliar em nivel
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molecular esses resultados, estes casos s&0 comumente atribuidos a presenca de mutagdes no
sitio alvo do ribossomo, ja tendo sido amplamente descrito em amostras de enterococos
(JONES et al., 2013; LEE et al, 2013; MOELLERING; ANDERSON, 2012;
PROTONOTARIOU et al., 2010; STANDIFORD et al., 2012; UDO et al., 2004).

Além disso, em 16 amostras de E. faecalis apresentando HLR-Gten foram identificados
produtos de amplificacdo compativeis com genes associados com a resisténcia a niveis
elevados de estreptomicina. Esses resultados trouxeram a reflexdo quanto a relativa
instabilidade na deteccdo de HLR para estreptomicina. Os resultados obtidos e inicialmente
interpretados seguindo os critérios do CLSI (2016) foram também reavaliados utilizando-se
0s pontos de corte definidos pelo EUCAST (2016). De fato, duas dessas 16 amostras foram
consideradas resistentes a niveis elevados de estreptomicina de acordo com o estabelecido
pelo EUCAST (2016). As demais permaneceriam como ndo portadoras desta caracteristica de
resisténcia. Para esclarecer esses resultados, foi realizada a determinacdo da CIM e, segundo
os resultados obtidos, essas amostras foram consideradas resistentes pelo EUCAST (2016);
entretanto, ndo atingiram o ponto de corte determinado pelo CLSI (2016).

Dessa forma, nos parece que as recomendacdes preconizadas para a deteccdo do
fendtipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina precisam ser revistas,
considerando-se a diversidade de apresentacdo dessa caracteristica (que pode estar
relacionada a presenca de elementos transferiveis ou mutacéo), que parece ter influéncia nos
resultados que ndo atendem aos pontos de corte atualmente estabelecidos.

Udo et al. (2004) relataram que amostras apresentando resisténcia a niveis elevados de
estreptomicina podem exibir uma ampla faixa de valores de CIM (de 1.000 pg/mL a 4.000
pmg/mL) e sinalizou a necessidade de revisdo da interpretacdo dos resultados relativos a
deteccdo dessa caracteristica.

Sabe-se que para membros da familia Enterobacteriaceae, tais como Salmonella e
Escherichia coli, também néo existem critérios unificados para a determinacéo da resisténcia
a estreptomicina e dificuldades tém sido descritas na definicdo de um valor de corte para
estreptomicina, que resulte em efeitos positivos para vigilancia (GARCIA-MIGURA et al.,
2012; TYSON et al., 2016). Nestes casos, os autores tém relacionado a dificuldade na
classificagdo desses microrganismos em sensiveis ou resistentes a estreptomicina, pela
disseminacdo de integrons contendo o cassete génico aadA e 0s genes StrA-strB e sua
correlacdo com a CIM, o que gera resultados contraditorios (DORAN et al., 2006; GARCIA-
MIGURA et al., 2012). Assim, ressaltamos que também para E. faecalis pode-se observar a

inconsisténcia nos pontos de corte recomendados para a definicdo dessa caracteristica de
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resisténcia, podendo subestimar a real prevaléncia dessas amostras, que pode até mesmo ter
influenciado na selecdo da amostragem que veio a compor este estudo.

Para gentamicina ndo observamos incongruéncia entre o fenotipo e o genotipo. Apenas
para cinco amostras, o resultado de disco difusdo foi inconclusivo na interpretacdo do CLSI
(2016). Esses resultados ndo puderam ser avaliados pelo EUCAST (2016), pois o0s
documentos usam discos de antimicrobianos de concentracdes diferentes. O resultado da CIM
apresentado por essas amostras foi de >512 ug/mL, sendo classificado nos dois documentos
como resistente e, além disso, apresentaram o produto de amplificacdo compativel com a
presenca da enzima bifuncional. Para gentamicina as recomendacdes e 0s pontos de corte para
interpretacdo dos resultados obtidos em testes de disco difuséo e da determinacdo da CIM
foram coerentes na caracterizacdo dessas amostras.

Ja foi reportado em estudos anteriores que o fenotipo HLR-S pode ser prevalente entre
amostras HLAR isoladas de infec¢des no trato urinario.

Neste estudo foi observada uma maior frequéncia de amostras HLR-S oriundas de
urina, enquanto que a maior prevaléncia de amostras HLR-G foi em sangue, cateter e
secre¢cdes abdominais; e HLR-GS foi a caracteristica prevalente das amostras provenientes de
fezes, feridas e secrecOes respiratorias. Esses achados podem conduzir a hip6teses como: a
probabilidade de que praticas terapéuticas possam estar influenciando na selecdo dessas
categorias de HLAR como, por exemplo, a maior associacdo de HLR-G as amostras de
sangue; ou ainda espécimes clinicos que refletem uma maior circulacdo, manutencdo e
disseminacdo de amostras multirresistestes, como fezes e feridas, podem ter uma maior
relagdo com o fenotipo/gendtipo que integra a resisténcia concomitante a niveis elevados de
ambos aminoglicosideos (HLR-GS).

Através da andlise dos genoétipos de resisténcia de amostras HLR-G foi possivel
identificar que a resisténcia a gentamicina foi associada principalmente a presenca do gene
aac(6')-le-aph(2")-la, que codifica uma enzima bifuncional que confere resisténcia a todos
antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos, exceto a estreptomicina. Este gene foi
identificado em amostras de E. faecalis obtidas de espécimes clinicos diversos e diferentes
instituicdes hospitalares, que demonstraram sua ampla disperséo. A elevada prevaléncia deste
genotipo em amostras de Enterococcus HLR-G ja foi reconhecida por diversos estudos
(PAPAPARASKEVAS et al.,, 2000, VANKULENKO et al, 2004; ZARRILLI et al., 2005;
QU et al., 2006; EMANEINI, ALIGHOLI; AMINSHAHI, 2008; FEIZABADI et al.,2008;
WATANABE et al., 2009; HASANI et al., 2012; PENA et al., 2013; CELIK; CAKIRLAR,;
TORUN, 2014; LI; WANG, 2014; HASANI et al., 2016; KHANI et al., 2016).
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Além do gene que codifica para enzima bifuncional, registramos que o gene aph(2")-
Ic também foi frequente entre amostras HLR-G. Estudos anteriores corroboram esses
resultados pela detec¢do de uma maior frequéncia de aph(2")-Ic em amostras de E. faecalis
(DONABEDIAN et al., 2003; QUINONES; KOBAYASHI; NAGASHIMA, 2009). Por outro
lado, apenas uma amostra apresentou aph(2")-Ib e aph(2")-ld ndo foi identificado na
amostragem avaliada. De fato, esses genes sdo identificados em baixa frequéncia nesses
microrganismos e, além disso, somente existem relatos a cerca da deteccdo de aph(2")-1d em
amostras da espécie E. faecium exibindo resisténcia concomitante a vancomicina (ALAM et
al., 2005; FEIZABADI et al., 2006).

O gendtipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina mais comum
identificado neste estudo correspondeu a ant6'-la, corroborando com os achados de estudos
anteriores (L1; WANG, 2014; LOPEZ et al., 2012; PENA et al., 2013; SHOJIPO et al., 2009).
Também foi observada a presenca dos genes ant9'-la, ant9'-lb e ant3'-la em menor
frequéncia. Os genes ant9'-la e ant9'-1b ja foram também descritos em S. aureus, além de E.
faecalis (ALAM et al., 2005; CHEN et al., 2010; SHAW et al., 1993). Além disso, 0 gene
ant3-la tem sido relatado em frequéncia baixa em estudos envolvendo amostras de E. faecalis
(QUINONES; KOBAYASHI; NAGASHIMA, 2009), o que coincide com os resultados
encontrados em nosso estudo. Aparentemente este gene esta mais associado com a resisténcia
a estreptomicina em S. aureus e em Gram-negativos membros da familia Enterobacteriaceae
(HOLLINGSHEAD et al., 1985; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

Os genes aph(3')-1lla e ant4-la que conferem resisténcia a niveis elevados de outros
aminoglicosideos, que ndo gentamicina e estreptomicina, foram frequentes em amostras
classificadas neste estudo como HLR-S; além serem também identificados em amostras
HLRG e HLR-GS. A especificidade dessas enzimas para outros aminoglicosideos (que néo
gentamicina e/ou estreptomicina) chama a atengdo para a necessidade de reavaliacdo dos
testes de triagem de amostras HLAR, que costumam sugerir que o uso de gentamicina &
suficiente para extrapolar os resultados obtidos para os demais aminoglicosideos (exceto
estreptomicina). Além de nossos achados, outros estudos ja vem provocando essa discussao,
considerando a necessidade de avaliacdo da susceptibilidade a niveis elevados de amicacina e
de canamicina para diagnostico e como estratégia de rastreamento de amostras HLAR
(CAKIRLAR; TORUN, 2014; CELIK PENA et al., 2013; LI ; WANG, 2014).

Considerando a resisténcia aos aminoglicosideos como um importante marcador que

tem se mantido ao longo de décadas proporcionando vantagens seletivas a esses
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microrganismos, foi também objetivo deste estudo avaliar as taxas de co-resisténcia a outras
classes de antimicrobianos em amostras de E. faecalis HLAR.

Nesse estudo observamos elevada correlacio de HLAR com a resisténcia aos
antimicrobianos da classe das quinolonas. Em enterococos as quinolonas apresentam
atividade fraca ou moderada e 0 uso desses antimicrobianos costuma ser restrita as infecgoes
de trato urinario (ITUs) (PETERSON et al., 2008; TALAN et al., 2004). Das 306 amostras
avaliadas neste estudo, foi observada uma frequéncia elevada de amostras isoladas de urina
resistente a ciprofloxacina (80,0%), norfloxacina 68,1% e levofloxacina 57,8%. Também, um
elevado percentual de amostras oriundas de cateter foi ndo susceptivel a ciprofloxacina;
enquanto que, uma frequéncia elevada de amostras oriundas de fezes (culturas de vigilancia)
foram ndo sucetiveis as trés quinolonas testadas.

O monitoramento da resisténcia as quinolonas em enterococos é fundamental
considerando-se, por exemplo, que estes microrganismos sdo responsabilizados por
aproximadamente 15% das ITUs decorrentes do uso de cateter, ja tendo sido relacionado
como o segundo ou terceiro patégeno em frequéncia nessas infec¢bes em diferentes regides
do mundo, como nos EUA (GUPTA et al., 2014; SIEVERT et al., 2013), Japdo (LEE et al.,
2013; MATSUMOTO et al., 2011), paises europeus (Francesco et al., 2007). e em paises
africanos (EKWEALOR et al., 2016; MOTAMEDIFAR et al., 2015; YILMAZ et al., 2016).
Além disso, o estudo de Horsley et al. (2013) demonstrou que E. faecalis é altamente
competente para invadir o epitélio urinario e pode estar associado também a quadros cronicos.

A resisténcia a fluroquinolonas em Enterococcus foi relacionada a eventos de mutacéo
nas quinolone resistance-determining regions (QRDR, em portugués: regides determinantes
da resisténcia as quinolonas) nos genes gyrA e gyrB, que codificam para subunidade A e B da
DNA girase, e parC e parE para as subunidades da topoisomerase IV que sdo enzimas
tetraméricas (A2B2) que catalisam o superenovelamento negativo do DNA, essencial para o
inicio da transcricdo e condensagdo do cromossomo (DE LASTOURS et al.,, 2017,
YASUFUKU et al., 2011). Outros mecanismos associados a resisténcia a quinolonas incluem
a acdo de enzimas modificadoras e bombas de efluxo mediadas por plasmideos. Porém, néo
existem relatos quanto & resisténcia a quinolonas em enterococos via presenca de enzimas
modificadoras, e sdo raros os estudos que identificaram a acdo de bombas de efluxo nesses
microrganismos (JACOBY; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2014; LI; WANG, 2014; RUIZ et
al., 2012).

Neste estudo foi observado que as amostras oriundas de urina apresentaram taxas de

ndo susceptibilidade mais elevadas para ciprofloxacina, se comparado a norfloxacina e
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levofloxacina. Estudos anteriores corroboram esses achados, reportando valores diferentes na
frequéncia de amostras ndo susceptiveis para diferentes antimicrobianos da classe das
quinolonas (LEE, 2013).

Devido a elevada frequéncia de amostras de enterococos resistentes as quinolonas,
antimicrobianos como nitrofurantoina e fosfomicina tém sido sugeridos como alternativas
terapéuticas (KEATING, 2013). De fato foi observado um baixo percentual de amostras néo
susceptiveis a estes antimicrobianos entre as amostras de E. faecalis HLAR obtidas de urina
(0,7% para nitrofurontoina; e 7,4% para fosfomicina). Estes dados estdo de acordo com outros
estudos que tém divulgado a baixa frequéncia de amostras de E. faecalis ndo susceptiveis a
estes antimicrobianos (AL-TAFIQ; ANANI, 2009; EKWEALOR et al., 2016; FANG et al.,
2015; KAFILI; ASHRAF, 2015; KHOSHBAKHT et al., 2013; SHIGAL et al., 2014;
TAYEBI et al., 2014; WANG et al., 2015)

Foi registrada uma frequéncia de 13,4% e de 12,1% das amostras de E. faecalis HLAR
apresentando resisténcia concomitante para vancomicina e teicoplanina, respectivamente. A
analise dos gendtipos associados aos fenotipos de ndo suceptibilidade aos glicopeptideos
revelou que 38 amostras eram portadoras de vanA e quatro de vanB. Foi identificada uma
amostra que apresentou incongruéncia entre fenotipo e gendtipo de resisténcia aos
glicopeptideos. Esses casos sdo comuns na literatura e parecem estar associados a diversidade
encontrada no elemento maével que carreia 0 conjunto génico responsavel pela expressdo de
vanA — 0 Tn1546. Estas sdo normalmente decorrentes da presenca de elementos de insercéo,
delecBes e mutacdes, que alteram a apresentacao do fendtipo (CHA et al., 2013; LOPEZ et al.,
2012; SANTOS, 2014; SONG et al., 2013).

As amostras VREfa portadoras do genétipo vanA foram oriundas de espécimes
clinicos sugestivos de quadros infecciosos (abscessos e outras secregdes purulentas, ferida,
liquor, sangue e secrecdo respiratoria) e de colonizacdo (fezes / culturas de vigilancia).
Enquento que, as amostras portadoras do genotipo vanB foram obtidas de liquor e de secrecéo
respiratoria. Essas amostras foram obtidas de diversas institui¢cdes hospitalares (vanA: C, D,
H, J eL; evanB: B, F e I). A elevada capacidade de dispersdo de amostras VRE é
amplamente conhecida (DUCKRO et al., 2005; ESCAUT et al., 2013; NOLAN et al., 2009,
VAGNEROVA et al., 2009), bem como os prejuizos decorrentes da presenca e manutengédo
desses microrganismos como colonizadores do trato gastrointestinal de pacientes
hospitalizados. Também foi identificado que as amostras do gendtipo vanA na mesma
instituicdo hospitalar foram isoladas de diferentes origens clinicas, ano e pacientes.
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Foi observado que as taxas de ndo suceptibilidade a penicilina ndo foram
acompanhadas pelas determinadas para o outro beta-lactdmico avaliado — ampicilina. Esses
dados reforcam que a susceptibilidade a ampicilina ndo é preditiva para os todos
antimicrobianos beta-lactamicos. Atualmente, de acordo com critérios internacionalmente
aceitos (CLSI, 2016; EUCAST, 2016) a susceptibilidade a ampicilina € preditiva para
amoxicilina, piperacilina e imipenem. Além disso cabe alertar que para espécie de E. faecalis
a previsdo de resisténcias aos beta-lactamicos por ampicilina ndo ocorre como observado na
espécie de E. faecium.

Apesar da resisténcia aos beta-lactamicos ainda ser incomum em E. faecalis, estudos
relataram a presenca de resisténcia & penicilina emergindo nessas amostras No Brasil, estudos
apontaram surtos de E. faecalis apresentando resisténcia a penicilina (CONCEICAO et al.,
2014; INFANTE et al., 2016) e anteriormente, outros paises também apresentam esse relato
(GUARDABASSI et al. 2010; METZIDIE et al., 2005; TAN; NG; TAN, 2014).

A resisténcia aos beta-lactamicos em E. faecalis foi relatada primeiramente associada
a producéo de beta-lactamases, mas a resisténcia pela producao desta enzima codificada pelo
gene blaz nesse grupo ainda é rara (JUNGERMANN et al., 2011; KUCH et al, 2012). A
resisténcia aos beta-lactamicos tem sido associada principalmente a alteragdes na pbp5 e pbp4
(HIRAGA et al., 2008; HOLLENBECK; RICE, 2012). Para E. faecalis a alteracdo na ppb4
tem sido associada a maior parte dos casos de resisténcia nesta espécie (ONO et al., 2005;
INFANTE et al., 2016; CONCEICAO et al., 2014). Apenas uma amostra, das 306 avaliadas
neste estudo, apresentou um fraco positivo tardio para o teste de atividade de beta-lactamase,
0 que sinaliza que a resisténcia nessas amostras possa ser principalmente decorrente das
alteracdes na ppb4 como relatado nos outros estudos da literatura.

Foi identificada uma maior prevaléncia de amostras exibindo resisténcia concomitante
a penicilina e a vancomicina (78,6%), do que amostras penicilina/resistentes-
vancomicina/sensiveis (9,5%). Além disso, a resisténcia a penicilina em E. faecalis ja foi
relacionada a HLR para gentamicina (CONCEICAO et al., 2012; GUARDABASSI et al.,
2010; METZIDIE et al., 2005). Essa relacdo pode ser claramente observada neste estudo,
onde taxas mais elevadas de resisténcia a penicilina estdo associadas a amostras HLR-GS
(63,8%) e HLR-G (29,3%), e ndo HLR-S (6,9%).

A emergéncia de fenotipos de resisténcia aos aminoglicosideos, beta-lactamicos e
glicopeptideos traz uma relevante preocupacdo quanto a redugdo das opgOes terapéuticas
contra a principal espécie de Enterococcus associada a quadros infecciosos. Particularmente,

considerando a limitacdo a esse trio de antimicrobianos. Para E. faecium, a segunda espécie
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mais frequente nas enterococcias, foi observado que o aumento da resisténcia a ampicilina,
seguido do aumento da resisténcia aos glicopeptideos e altas taxas de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos cooperaram para instalacdo e disseminacdo de amostras mais
adaptadas ao ambiente hospitalar e determinando consideraveis limitacGes ao tratamento das
infeccdes decorrentes (BILLINGTON et al., 2014; BILLSTROM et al., 2010; GALLOWAY-
PENA etal., 2011; TACCONELLI; CATALDO, 2008, vAN SCHAIK et al., 2010).

A comparagdo das amostras resistentes a vancomicina versus sensiveis, revelou que as
amostras VREfa apresentaram uma maior taxa de ndo susceptibilidade aos aminoglicosideos
em relacdo as amostras VSEfa. Outros estudos ja sinalizaram a elevada taxa de resisténcia a
gentamicina na populagdo de amostras VREfa (METZIDIE et al., 2005; GUARDABASSI et
al., 2010). O maior percentual de resisténcia a penicilina em VREfa, pode sugerir que este
fenotipo esteja sendo selecionado nas instituicdes hospitalares do estado do Rio de Janeiro,
decorrente do uso de vancomicina. Tem sido considerado que, de maneira curiosa, a
emergéncia de resisténcia aos beta-lactamicos em amostras de E. faecalis ocorre apds a
emergéncia de resisténcia a vancomicina, diferentemente do descrito para espécie de E.
faecium onde a resisténcia a vancomicina emergiu apos a dos beta-lactamicos (BILLINGTON
et al., 2014; BILLSTROM et al., 2010; EDELSBERG et al., 2014, VAN SCHAIK et al.,
2010).

Nas amostras VREfa foram encontradas taxas maiores de ndo suceptibilidade as
fluroguinolonas do que encontradas em VSEfa. Além disso, observamos também baixo
percentual de ndo susceptibilidade a fosfomicina nas amostras VSEfa (5,3%) e todas das
amostras VREfa sensiveis. Para nitrofurantoina, também foi encontrado baixissimo percentual
de ndo suscpetibilidade e associado apenas as amostras VSEfa (1,1%). Para cloranfenicol
observamos um percentual alto de ndo suceptibilidade nas amostras VSEfa e VREfa, 53,7% e
40,2% repectivamente. Estudos da década de 90 investigaram o cloranfenicol como uma
opcao para o tratamento de infecgdes por amostras resistentes a vancomicina (NORRIS et al.,
1995; MOELLERING, 1996; LAUTENBACH et al., 1998). Esses estudos observaram que 0
tratamento com cloranfenicol apresentou respostas clinicas favoraveis, com erradicacdo do
microrganismos e sem maiores efeitos colaterais ao pacientes. Contudo, nos dados apontam ja
taxas altas de resisténcia ao cloranfenicol em amostras VREfa.

Ao longo do periodo desse estudo observamos que a taxa de ndo sucetibilidade a
eritromicina se manteve a mais alta e constante. Para tetraciclina também observamos
percentuais elevados de nédo suceptibilidade ao logo de todo estudo, com taxa de 100% para

cateter e ferida. Taxas elevadas de ndo suceptibilidade a eritromicina e tetracilina tém sido
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reportadas, sendo altamente correlacionadas a amostras HLRA (ABAMECHA;
WONDAFRASH; ABDISSA, 2015; BEHNOOD et al.,, 2013; CELIK; CAKIRLAR,;
TORUN, 2014; JIA; LI; WANG, 2014; EMANEINI et al., 2016). Também foi identificada
uma frequéncia consideravel de amostras ndo susceptiveis a rifampicina, que se mostrou
muito menos elevada em amostras VREfa 2,4%, do que VSEfa (43,6%). Rifampicina ja tem
sido considerada uma das opgdes para terapias sinérgicas nas amostras resistentes a
vancomicina (CUNHA et al., 2006; HINDLER et al., 2015). Em relacdo a linezolida, todas as
306 amostras de E. faecalis HLAR foram sensiveis. Porém amostras brasileiras isoladas em
instituicbes hospitalares do sul e sudeste do Brasil ja demonstraram resisténcia a este
antimicrobiano (DE ALMEIDA et al., 2014; DO PRADO et al., 2016).

A espécie E. faecalis tem sido relatada como a que alberga o maior nimero de
determinantes de viruléncia, no género Enterococcus (BANERJEE; SHAMPA, 2015; HEE et
al., 2012; PADMASINI et al., 2014; SHARIFI et al., 2012; STRATEVA et al., 2016). Os
genes efaA, eep, gelE, ace, asal e agg foram encontrados em percentuais elevados; enquanto
que, cylA e esp foram menos frequentes. Entretanto, nenhuma das 306 amostras de E. faecalis
apresentou produtos de amplificacdo por PCR compativel com o gene hyl. De fato, esses
dados estdo de acordo com o relatado por Pena et al. (2013), que também avaliaram amostras
isoladas em nosso pais, no estado de Sdo Paulo. As Unicas diferencas resultam das taxas de
esp, que se mostraram mais elevadas (73,7%) do que as observadas neste estudo; enquanto
que o inverso foi identificado em relacdo a cyl (amostras do Rio de Janeiro, 55,2%; amostras
de S&o Paulo, 47,4%; PENA et al., 2013).

O alto percentual de efaA, eep, gelE, ace, asal e agg e moderado para cylA e esp
observado em neste estudo sugere uma abrangente circulacdo desses fatores em amostras
clinicas de E. faecalis HLRA. Comparando-se individualmente os genes de viruléncia avaliados
pode-se observar que efaA, eep e gelE apresentaram distribuicio homogénea entre as trés
categorias de HLAR. Apenas uma amostra ndo apresentou produto de amplificacdo para eep e
efaA e 95,1% das amostras foram positivas para gelE, indicando uma alta correlacdo desses trés
genes com E. faecalis HLAR oriundos de pacientes hospitalizados. A presenca destes trés genes
em amostras de origem hospitalar e em frequéncia elevada, também ja foi relatada por outros
autores (KAFIL et al., 2013; QUINONES; KOBAYASHI; NAGASHIMA, 2009; STRATEVA
etal., 2016).

A frequéncia de agg e asal foi diferente neste estudo. Apesar de ambos estarem
envolvidos na expressdo da substancia de agregacdo, ja foi identificado que estes genes
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podem estar circulando em plasmidios distintos, resultando em frequéncias diversas
(CHUANG et al., 2009; RAVEN et al., 2016).

Em geral, neste estudo o gene cylA foi mais frequente entre amostras HLR-GS;
enquanto que, esp apresentou taxas mais elevadas em HLR-S e ace em HLR-GS e também
HLR-S. De fato, perfis apresentando um maior nimero de genes de viruléncia concomitantes
foram mais relacionados as amostras HLR-GS, retratando uma maior circulagdo de atributos
de viruléncia em amostras que albergam resisténcia a niveis elevados de ambos
aminoglicosideos.

N&o foram observadas associacBGes estritas entre genes de viruléncia e espécime
clinico de origem. Foram observadas apenas diferencas na distribuicdo dos genes cylA e esp.
O gene cylA apresentou uma maior frequéncia entre as amostras oriundas de secrecao
respiratoria, de fezes e de sangue. J& foi observado que a citolisina quando expressa por
amostras associadas ao trato gastrointestinal pode contribuir para o desenvolvimento de
peritonites espontaneas, devido a facilitacdo a translocacdo do epitélio intestinal.
Adicionalmente, a presenca de citolisina também favorece a proliferacdo desses
microrganismos na corrente sanguinea, por demonstrar atividade litica contra macréfagos e
leucdcitos polimorfonucleares, permitindo uma maior eficiéncia na evasdo do sistema imune
(ARDUINO; MURRAY; RAKITA, 1994; GENTRY-WEEKS et al., 1994; HUYCKE;
SAHM; GILMORE, 1998; MIYAZAKI et al.,1993; WELLS et al.,, 1990). O gene esp
apresentou maior frequéncia em amostras originarias de cateter e liquor e em menor
frequéncia em amostras de fezes. O gene esp tem sido apontado como importande fator de
viruléncia relacionado que favorece a formacéo de biofilmes (GARG; MOHAN; TANEJA,
2017; KRISTICH et al., 2004; MOHAMED; MURRAY, 2005; TENDOLKAR et al., 2004).

Entretanto, um elevado percentual de amostras de E. faecalis HLAR avaliadas neste
estudo demonstraram um consideravel contetido de genes de viruléncia que apontam para a
ampla circulacdo desses elementos que apresentam potencial para contribuir para uma maior
versatilidade e capacidade de causar doengas dessa espécie.

De qualquer forma, esses fatores de viruléncia tém sido destacados como fatores
importantes na promogdo de infeccbes graves, como a endocardites. A endocardite
enterococica é determinada pela formagdo de biofilmes em vélvulas cardiacas. Varias
proteinas de enterococos sdo associadas a formacgdo dessas estruturas, principalmente: Ace
(SINGH et al., 2010), gelatinase (THURLOW et al., 2010), a protease Eep (FRANK et al.,
2012) e a substancia de agregacdo (CHUANG-SMITH et al., 2010).
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A comparacéo da circulagdo dos genes de viruléncia entre as amostras VSEfa e VREfa
revelou que, perfis formados por sete genes foram os mais frequentes nos dois grupos e que
em VSEfa foi observado uma maior frequéncia de amostras apresentando perfis constituidos
de oito genes de viruléncia. Esses resultados sugerem que a distribuicdo da quantidade de
genes de viruléncia ndo teve relagdo direta com a resisténcia a vancomicina. Em estudo
recente, avaliando situagfes semelhantes, os autores sugeriram que a aquisicao da resisténcia
a vancomicina possa ter influenciado a perda de tracos de viruléncia (BANERJEE; SHAMPA,
2015).

A andlise das amostras de E. faecalis por metodologias de PFGE e MLST revelou uma
elevada diversidade. Estudos anteriores relataram que a variabilidade genética de E. faecalis é
maior do que o que tem sido observado para a espécie E. faecium. Esta Gltima apresenta
complexos clonais bem definidos, como o anteriormente referido de CC17, que atualmente €
designado pelas linhages ST17, ST18 e ST78, fortemente relacionado a amostras de origem
hospitalar e de distribuicdo global (ANDERSON et al., 2015; GOLINSKA et al., 2013;
YANG et al., 2015).

As 300 amostras avaliadas por PFGE nesse estudo foram distribuidas em 36 grupos.
Destes, amostras HLR-G fizeram parte de 20 grupos, HLR-S de 24 grupos e HLR-GS de 23
grupos. Com relacdo as amostras HLR-G, os grupos GP8, GP3 e GP5 foram prevalentes;
GP1, GP8, GP16, GP3 e GP19 foram prevalentes para HLR-GS; e GP22, GP2 e GP24 para
HLR-S. A analise de MLST revelou 17 STs associados a amostras clinicas de E. faecalis com
caracteristicas de HLRA, ST2, ST4, ST6, ST9, ST16, ST21, ST23, ST26, ST30, ST40, ST55,
ST97, ST103, ST330, ST626 e dois novos descritos nesse estudo, ST769 e ST770. O ST,
ST21, ST4 e novo ST769 foram os mais frequentes.

As amostras de HLR-G foram mais geneticamente relacionadas as HLR-GS do que as
HLR-S, de acordo com os resultados observados pela analise de PFGE e MLST. As amostras
HLR-G e HLR-GS estiveram associadas principalmente aos ST6, ST4 e ST769, que também
foram observados em amostras HLR-S em menor frequéncia. Porém, as amostras HLR-S
estiveram associadas principalmente ao ST21 que foi observado majoritariamente nas
amostras HLRS.

Para o genotipo HLR-S observamos um grande grupo de PFGE constituido
majoritariamente por este gendétipo e relacionado apenas amostras do hospital A, o GP22,
Destacamos que o estudo realizado por nosso grupo (CARVALHO, 1998) com amostras de
uma instituicdo hospitalar em comum (hospital A), um grupo de amostras HLR-S isoladas no



116

periodo de 1995-1996 também foi identificado. Infelizmente, por limitacfes inerentes a
propria metodologia de PFGE néo foi possivel tracar uma comparagdo entre essas amostras.

As amostras pertencentes ao GP22 foram relacionadas ao ST21, que esteve associado
principalmente as amostras que apresentaram resisténcia a estreptomicina. O ST21, também,
foi identificado em uma amostra HLR-GS, isolada do hospital H (GP16) e resistente a
vancomicina, sinalizando que apesar de ndo terem sido identificadas amostras VRE no
hospital A, os clones circulantes nesse espaco sdo altamente competentes para tal aquisicao,
reforcando a necessidade de protocolos de vigilancia ativa e continua.

Situacdo semelhante foi identificada para ST4, associado ao GP25 e GP24, encontrado
em amostras HLR-S do hospital A. Este ST também foi relacionado a amostras HLR-G
(GP22) e HLR-GS (GP16) nesta instituicao hospitalar, e a HLR-GS (GP16) no hospital F, que
também apresentou resisténcia a vancomicina, reforcando a competéncia desses STs em
adquirir bagagem genética e se disseminar.

Os dados de MLST apontaram para uma ampla diversidade de STs, associados a
amostras resistentes a niveis elevados de gentamicina, reunidos em um mesmo grupo de
PFGE. Isto ja ndo foi tdo evidente em relacdo as amostras HLR-S.

O estudo de Mcbride et al. (2007) avaliando a diversidade da populagdo de E. faecalis
também reportou o encontro de ST4, ST9, ST16 e ST103, relacionados a resisténcia a
gentamicina e a presenca do gene aac(6')-le-aph(2")-la. O estudo de Quifiones, Kobayashi e
Nagashima (2009) observaram os ST6 e ST16 correlacionados a resisténcia a gentamicina,
com a presenca do gene aac(6")-le-aph(2")-la, aph(2"), e o ST21 ndo correlacionado a
resisténcia a gentamicina, mais albergando o gene aph(3’)-llla que conferem resisténcia a
outros aminoglicosideos. Fato também observado nesse estudo, o ST21 altamente
correlacionado as amostras HLRS e que apresentavam também o gene aph(3°)-1lla e aac(6')-
le—aph(2")-la associada a resisténcia a gentamicina no ST6 e ST16. Além disso, outros
estudos correlacionaram o ST4 e ST16 a resisténcia a gentamicina e a circulagdo do gene
aac(6")-le—aph(2")-la ente os STs que apresentem HLRG (WATANABe et al., 2009;
FREITAS et al., 2009; MIKALSEN et al., 2015; ZISCHKA et al., 2015). Interessantemente,
nos observamos também alta circulacdo do gene aph(2") — Ic, também associado a resisténcia
a gentamicina, no ST6, ST9, ST40, ST55, ST103. Para 0 novo ST769 descrito nesse estudo e
observado ser SLV do ST103 observamos baixa frequéncia de circulacdo, assim como nao
observamos para ST16 e ST4, ST21, ST23, ST26, ST40 e ST626 observados relacionados a

resisténcia a niveis elevados de gentamicina.
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O estudo brasileiro de Penas et al. (2013) observaram o ST2, ST6, ST26, ST30 e
ST103 circulando em amostras de infeccdo hospitalar do Estado de Sdo Paulo e também
apresentava resisténcia a gentamicina a circulacdo presenca do gene aac(6')-le-aph(2")-la,
aph(2™). O estudo brasileiro no Estado de Sao Paulo, Conceicdo et al. (2012) reportou o ST6
também apresentando resisténcia a gentamicina e o estudo de Merlo, Dabul e Camargo (2015)
no Estado de Minas gerais o ST103. Diferente do exposto no cenario brasileiro, nas amostras
de E. faecalis HLRA do Estado do Rio de Janeiro apenas 0 ST2 e ST30 ndo foram observados
relacionados a resisténcia a gentamicina, mas a estreptomicina e também destacamos
circulacdo do gene aph(2") — Ic, além do aac(6")-le—aph(2")-la na resisténcia a gentamicina.
Outro fato é que somos o primeiro estudo a relatar a alta incidéncia do ST21 circulante em
Estado do Brasil, cujo esteve relacionado majoritariamente a resisténcia apenas a
estreptomicina e a alta circulacdo dos genes ant6’—la e aph(3’)-lla e baixa para o gene ant4’—
la. Além disso, observamos outros STs (ST23, ST40, ST55, ST97, ST330 e ST626)
circulantes em nosso meio. Desses, os ST23, ST40 e ST97 foram reportados no estudo
brasileiro de Penas et al. (2013) associados a amostras de infeccbes edodonticas e nao
apresentavam caracteristicas HLRA.

Em relacdo a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina, observamos o gene
ant6’—la amplamente associado aos STs, sem restricdo a um tipo. J& para os genes ant6—la e
ant9’—la observamos correlagdo com o ST769 nas amostras originarias de fezes e ndo
observados nas amostras originarias de urina, indicando que a colonizacdo do tratointestinal
favorece no aumento da bagagem genéticas dessas linhagens. Estudos também reportaram o
ant6’—la circulando nos STs de E. faecalis hospitalar (MERLO; DABUL; CAMARGO,
2015). Para as EMAs relacionadas a resisténcia a outros antimicrobianos da classe dos
aminoglicosideos, o gene aph(3’)-llla foi bem correlacionado ao ST2,ST6, ST21 e ST30
isolados de amostras hospitalar (QUINONES, KOBAYASHI; NAGASHIMA, 2009; PENA
et al., 2013). NOs observamos o gene aph(3’)-llla frequente nas amostras do ST6, ST21,
ST30, ST55, ST97 e ST330 e com baixa frequéncia em ST4, ST26, ST103 e ST769. Para o
gene ant4’-la observamos frequente em ST769 e baixa frequéncia em ST6, ST4 e ST21.
Interesantemente nos STs que o ant4—la se mostrou frequente foi observada a baixa
frequéncia de aph(3’)-llla.

Na origem clinica urina foi observada uma maior diversidade de STs (ST2, ST4, ST6,
ST9, ST16, ST21, ST23, ST26, ST30, ST40, ST97, ST103, ST330 e 0s novos ST769 e
ST770), seguido das amostras originarias de sangue, apresentando o ST4, ST6, ST9, ST21 e

ST97. As amostras originarias de abscesso e outras secrecdes purulentas o ST4 e STB6,
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secrecdo abdominal o ST103, liquor ST6, secrecdo respiratoria o ST103 e ST6, fragmento de
tecido 0 ST4 e ST40 e fezes 0 ST4, ST6, ST626 e 0 novo ST769. Contudo, destacamos que 0s
ST4, ST6, ST9, ST21, ST97, ST103 e o novo ST769 foram observados associados a
diversificada origem clinica, ndo correlacionada a um tipo especifico. Assim como 0 nosso 0
estudo, o estudo de Quifiones, Kobayashi e Nagashima (2009) ndo encontram correlacédo entre
a origem clinica de isolamento e a estrutura clonal do E. faecalis.

Entretanto alguns STs tém sido destacados como 0 mais frequentes como observado
em nosso estudo. O ST6 foi observado o0 mais distribuido dentro do periodo do estudo e o
mais frequente em amostras originarias de sangue, fezes, urina e 0 mais encontrado em
diversificada origem clinica. O ST21, ST4 e ST769 apresentaram também ampla distribuicéo
no periodo do estudo e o ST21 foi observado frequente em amostras originarias de urina e o
novo ST769 nas amostras originarias de fezes ao lado do ST6, embora observados associados
a outras fontes clinicas. Contudo, dos 17 STs reportados nesse estudo, o ST4, ST6, ST21,
ST30 e o0 novo ST769 foram observados com distribuigéo intra-hospitalar e interhospitalar.

Esse € o primeiro estudo no Brasil que reporta a alta diversidade por MLST em
amostras de E. faecalis hospitalar, a diversidade dos STs circulantes em amostras e suas
correlagdes com HLRA. O ST6 tem sido frequentemente relatado em pacientes hospitalizados
e da comunidade nos EUA e de muitos paises europeus, € mais recentemente na Asia e
América do Sul (Brasil) (RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006; FREITAS et al., 2009; SOLHEIM
et al., 2011; PENAS et al., 2013; CONCEICAO et al., 2012; YANG et al., 2015) e faz parte
de um importante complexo clonal desegnado de alto risco, o0 CC2, que além do prevalente
ST6 também observamos o ST2 integrante desse complexo. O ST4 também apresenta relato
de estar bem disperso mundialmente em amostras hospitalares nos EUA, Europa e Asia
(FREITAS et al., 2009; WATANABE et al., 2009; LIU et al., 2011; GETACHEW et al.,
2013; YANG et al., 2015) e 0 nosso estudo encontrou circulando em nosso meio.

O Novo ST769 foi observado ser um SLV do ST103 com substituicdo do alelo 35 no
locus gdh por 15. Os Estudos brasileiro de Penas et al. (2013) e Merlo, Dabul e Camargo
(2015) analisando amostras VREfa de origem clinica apontaram o ST103 relacionado com
essa populacdo de amostras. Destacamos o ST103 frequente em instituicbes hospitalares do
Brasil e com seu SLV 0 novo ST769 descrito nesse estudo associado principalmente a
amostras de colonizag&o e resisténcia a vancomicina. Além do Brasil, 0 ST103 foi apontado
circulante nos espago hospitalar, porém sinalizado circulante na América (MCBRIDE et al.,
2007; FREITAS et al., 2009; RAVEN et al., 2015) e fez parte de estudos baseados em WGS

para investigar carracteriticas associadas as populacdo hospitalar de E. faecalis (MCBRIDE et
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al., 2007; FREITAS et al., 2009; SILVEIRA et al., 2014; HULLAHALLI et al., 2015;
RAVEN et al., 2015; BAKSHI et al., 2016).

O ST21 faz parte do CC21 que esta entre os trés complexo clonal de E. faecalis mais
disperso muldialmente no espaco hospitalar e também circulando em amostras ndo hospitalar,
isoladas em animais e alimentos (FREITAS et al., 2009; QUINONES et al., 2009; LARSEN
etal., 2011; JAMET et al., 2012; PALMER et al., 2012; JIMENEZ et al., 2013; SONG et al.,
2013; NOVAIS et al., 2013; CHOWDHURY et al., 2014; SILVEIRA et al., 2014). Este
estudo é o primeiro relato da circulagdo do ST21 em Estado do Brasil, e evidénciamos estar
altamente correlacionado com a disseminacdo de resisténcia a estreptomicina no ambito
hospitalar.

Além disso, 0 ST16, ST23, ST26, ST30, ST40, ST55, ST97, ST330 também tem sido
apontado na literatura bem relacionado as amostras hospitalares e associadas a
multirresisténcia e virulencia, embora também reportados em amostras animal e alimentos
como reservatdrio de gene de resisténcia e viruléncia (RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006;
SHANKAR et al., 2006; MCBRIDE et al., 2007; KAWALEC et al., 2007; QUINONES,
KOBAYASHI; NAGASHIMA, 2009; SOLHEIM et al., 2009; LARSEN et al., 2011;
HAMMERUM et al., 2012; OLSEN et al., 2012; PALMER et al., 2012; POULSEN et al.,
2012; PENAS et al., 2013; WERNER et al., 2013; SILVEIRA et al.,2014; MIKALSEN et al.,
2015; ZISCHKA et al., 2015; WOODS et al., 2017). Apenas 0 ST626 ndo apresentou reporte
na literatura, porém depositado no banco de dados relacionado a amostra isolada de paciente
hospitalizado no ano de 2013 de fonte clinica urina também no Estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Em nosso estudo o ST626 esteve associado a uma amostras do ano de 2009 de fezes e
portadora do gendtipo vanA. Também observamos 0 ST626 sendo SLV do ST30. Esse dado
aponta 0 ST626 endémico em hospitais do nosso Estado e expansdo do CC30 participando da
disseminacdo da resiténcia a vancomicina, pois o ST30 foi observado associado a resisténcia a
vancomicina do genotipo vanA no Estado de S&o Paulo no estudo de Pena et al. (2013).

As amostras resistentes a vancomicina foram observadas todas agrupadas por PFGE
em seis grupos e estiveram relacionadas aos ST4, ST6, ST21, ST626 e ST769. Destes, 0s
mais frequentes foram o ST6 e 0 novo ST769 correspondente aos grupos de PFGE GP1 e
GP19. O ST6 foi observado tanto o gendtipo vanA quanto o vanB, fato também observado no
estudo de Mcbride et al. (2007), e 0 ST21, ST626 e 0 novo ST769 apenas ao gendtipo vanA.
Estudos ja repotaram os ST4, ST6 e ST21 associados a amostras resistentes a vancomicina
(RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006; FREITAS et al., 2009; SUN et al., 2014; MIKALSEN et
al., 2015; YANG et al., 2015) e em nosso estudos observamos o ST769 SLV do ST103
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apontado no estudo brasileiro relacionado a VREfa (PENAS et al., 2013; MERLO; DABUL,
CAMARGO, 2015) e ST626 depositado no banco de dados como amostra isolada em hospital
do Estado do Rio de Janeiro e visto nesse estudo associado também a amostras VREfa. Além
do ST103, o estudo brasileiro de Penas et al. (2013) também observaram o ST2, ST30 e ST26
correlacionados com amostras VREfa-vanA observados em nosso estudo em amostras VSEfa,
além do ST6 que também foi visto em nosso estudo relacionado a amostras VREfa.

As amostras resistentes a penicilina estiveram altamente correlacionadas a resitencia a
vancomicina, sendo entdo subdivididas em dois grupos: as amostras penicilina-vancomicina
resistente e amostras penicilina-resistente vancomicina-sensivel. As amostras penicilina-
resistente e vancomicina-sensivel se apresentaram distribuidas em um maior nimero de
grupos de PFGE, enquanto que as amostras penicilina-vancomicina resistentes em dois
principais grupos, GP1 e GP19. No estudo de Conceicdo et al. (2014) as amostras penicilina-
resistente e vancomicina-sensivel se mostraram altamente clonais, caracteristica que em nosso
estudo foi observada em amostras penicilina-vancomicina resistentes. Sabemos que as
amostras que apresentam resisténcia a vancomicina apresentam como caracteristica a
capacidade de transmissdao e de causar surtos (AUWERA et al., 1996; BEEZHOLD et al.,
1997; HIGUITA; HUYCKE, 2014), o que pode estar atribuindo a clonalidade do grupo
penicilina-vancomicina resistente .

Nossos resultados corroboram com a observacao de Infante et al. (2016) que sugeriu a
emergéncia da resisténcia a penicilina em E. faecalis ocorra independente de expansao clonal.
Entretanto, a ocorréncia da resisténcia a penicilina em amostras com resisténcia a
vancomicina colabora para o aumento da frequéncia da resiténcia a penicilina por conferir
carater de expansdo clonal detes grupos. A resisténcia a penicilina associada a vancomicina
foi observada nas amostras dos hospitais B, C e L, e as amotras sensiveis a vancomicina nos
hospitais A, D e H sinalizando os eventos genéticos que confere resisténcia a penicilina ter
ocorrido em momentos diferentes e de forma independente.

As amostras penicilina-resistente e vancomicina-sensivel estiveram associadas
principalmente ao grupo de PFGE GP5 e ao ST9, fato observado em outros estudos
(MCBRIDE et al., 2007; CONCEICAO et al., 2012). O estudo de Conceicdo et al. (2012)
observou o ST9 associado as amostras de E. faecalis penicilina-resistentes vancomicina-
sensivel no Brasil. Nossos resultados realca o envolvimento do ST9 na difusdo da resisténcia
a beta-lactamicos em E. faecalis no Brasil. Entretanto, as amostras sensiveis também foram
observadas aos ST97 e ST103 evidenciando a distribuicdo da resisténcia a penicilina

independente a expanséo clonal.
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Nas amostras penicilina-vancomicina resitentes com gendtipo vanA estiveram
relacionadas ao ST6. O ST6 também ja foi correlacionado a amostras que apresentaram
reducdo da susceptibilidade a penicilina na Dinamarca (GUARDABASSI et al., 2010), s6 que
este fendtipo esteve relacionado a amostras penicilina-resistente e vancomicina-sensivel,
diferente de nosso estudo que encontrou o ST6 associado a amostras apresentando também a
resisténcia a vancomicina com genotipo vanA e vanB, fato observado na analise populacional
de E. faecalis nos estudo de Mcbride et al. (2007). O estudo de Guardabassi et al. (2010)
também observaram as amostras do ST6 apresentando resisténcia a gentamicina, também
observado em nosso estudo. Esses resultados apontam que o ST6 tem adquirindo cada vez
mais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e se estabelecendo no ambiente
hospitalar, consolidando como um dos principais complexo de alto risco em E. faecalis.

As amostras penicilina-vancomicina resitentes também estiveram altamente
relacionadas ao ST769 descrito no nosso estudo e visto ser SLV do ST103 relacionado a
amostras de VREfa no Brasil. Essa observacdo indica uma emergéncia da resisténcia a
penicilina em amostras hospitalares estabelecidas em nosso meio. A ocorréncia da resisténcia
a penicilina em STs adaptados em nossos hospitais, 0 ST6, ST9 e ST103 e seu SLV ST769,
traz uma preocupacao para o estabelecimento dessa resisténcia nessa espécie como observado
para a espécie de E. faecium.

O ST6, ST9, ST103 e seu SLV descrito no estudo, ST769 fazem parte dos complexos
clonais CC2, CC9 e CC388 respectivamente. CC6 e CC9 sdo os principais complexos
apontados em E. faecalis compreendendo linhagens adaptadas ao ambiente hospitalar,
dispersos globalmente e designados como complexo de alto risco, também observados
frequentes em amostras clinica no Brasil como aponta nosso estudo (RUIZ-GARBAJOSA et
al., 2006; KAWALEC et al, 2007; KUCH et al, 2012; GETACHEW et al., 2015). J4 0 ST103
faz parte do CC388 apontado amplamente distribuido na América (MERLO; DABUL;
CAMARGO, 2015). Nossos resultados em conjunto com a literatura nos leva a sugerir que a
resisténcia aos beta-lactdmico tem emergido em clones previamente bem estabelecidos no
ambiente hospitalar e a previsdo da sensibilidade a penicilina por ampicilina devem ser
desconsiderada como medida preventiva para assegurar 0 sucesso do tratamento dessas
infeccdes.

Né&o observamos um perfil de viruléncia associado a um unico grupo de PFGE ou ST.
Entre os genes de viruléncia, observamos que 0s genes efaA, eep, ace e asal foram
observados associados aos 17 STs observado nesse estudo. O gene gelE foi associado a 15

STs, ndo observado apenas no ST16 e ST626. O gene agg em 14 STs, ndo observado para
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ST16, ST30 e o0 novo ST770. Esses resultados apontam que o gene asal encontra mais
distribuidos que o agg, onde o asal foi observado em ST16, ST30 e o novo ST770. O gene
cylA foi observamos em 11 STs e 0 esp apresentaram menor circulacdo nos STs, observado
circulando em 8 STs desse estudo.

Além dos genes eeP e efaA; o gene gelE observamos maior correlagdo com os STs e
CCs observado nesse estudo, correlacionado a CC2, CC21, CC388, CC30, ST4, ST9, ST40,
ST97 e ST330. Para os genes que codifica para adesinas, 0 gene asal apresentou maior
correlagdo com os STs do estudo, correlacionado ao CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55,
ST97, ST330 e ST21. O gene agg, ao CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 e ST330. O
gene ace, correlacionado a CC2, CC388, ST4, ST9, ST26, ST55, ST97 e ST330. O gene esp
se mostrou correlacionado apenas ao ST21 e ndo ao CC21, e ao ST26 e ST40. De forma
interessante, 0 gene ace e agg ndo foram observados correlacionados com ST21 e ST40,
acreditamos que a correlacdo destes STs com esp esteja relacionado a menor circulagdo de
adesinas nesses STs.

O estudo de Quifiones; Kobayashi; Nagashima (2009) diferentemente dos nossos
resultados, observou o gene esp amplamente distribuido entre os STs, incluindo o ST21.
Porém, outros estudos apontaram alta correlacdo de esp com ST40 (SHANKAR et al., 2006;
KAWALEC et al., 2007; MIKALSEN et al., 2015; ZISCHKA et al., 2015). Em um estudo
recente (MERLO; DABUL; CAMARGO, 2015) agg e gelE foram observados como
principais fatores de viruléncia relacionados ao ST103. Em parte, esses dados estdo de acordo
com nosso estudo, que identificou esses genes associados ao CC388, que agrupa ST103.

O gene cylA apresentou correlagdo com CC2, constituido pelos os ST6 e ST2, e para 0
ST4, ST9, ST103. Estudos anteriores ja vincularam a circulacdo de cylA principalmente por
CC2 (FREITAS et al., 2009; PENA et al., 2013). Todavia, o estudo de Quifiones; Kobayashi;
Nagashima (2009), também, encontram associacdodesse gene com outros STS néo
pertencentes ao CC2 (ST64 e ST16). Apesar de em nosso estudo ndo ter sido identificado
cylA na amostra ST16, nossos dados também apontam amostras classificadas ndo pertencentes
a este complexo e portadoras deste gene.

Apesar de termos encontrado associacdo entre alguns genes de viruléncia e STs,
acreditamos que, diante da ampla variabilidade destes determinantes de viruléncia por
diferentes STs, o principal mecanismo de dispersdo esteja associado a transferéncia lateral de
gene.

Em um estudo de Palmer et al. (2012) os autores demonstraram, por analise genémica

comparativa de 18 genomas de E. faecalis, que elementos genéticos moveis presentes em
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mdaltiplas linhagens de E. faecalis correspondem a uma fonte importante de diversidade nesses
microrganismos.

Os resultados deste estudo indicam uma dominancia do ST6, que foi observado
distribuido ao longo de todo periodo do estudo (2005 a 2013) e associado a amostras com
caracteristicas de resisténcia a niveis elevados de gentamicina. Além deste, destacou-se
também o ST103, que indicou um periodo de expansdo clonal desde o ano de 2005, com a
ampliacdo de sua linhagem, pelo SLV ST769, que foi descrito neste estudo. O estudo de
Merlo; Dabul; Camargo (2015) avaliando amostras de hospitais do estado de Minas Gerais,
isoladas no periodo de 2009 a 2010, identificou 0 ST103 associado a um grande grupo clonal
de PFGE composto por amostras VREfa, corroborando para nossa hipotese.

Por outro lado, os resultados deste estudo sugerem que a resisténcia a vancomicina,
encontrada em ST769, que é SLV de ST103, ocorreu por expansao clonal, e todas as amostras
foram reunidas em um mesmo grupo de PFGE (GP19). ST103 tem sido apontado como um
dos mais difundidos no continente americano (KAWALEC et al., 2007; NOVAIS et al., 2004;
QUINONES et al., 2005; RAVEN et al., 2015).

Outro fato que nos chamou atencao, em nossos resultados, é o ST4 observado a partir
de 2007 e principalmente associado as amostras do ano de 2013, onde ndo foi mais
identificado o ST6. Este fato sugere que o ST4 esteja ganhando espaco no nincho ainda
ocupado, no periodo avaliado, por ST6, o que pode ter representado uma etapa imediatamente
anterior a substituicdo do clone considerado prevalente entre amostras expressando resisténcia
a niveis elevados de gentamicina. Além disso, ST4 demonstrou tendéncia a aumentar em
prevaléncia na maioria dos hospitais avaliados, podendo vir a tornar o ST prevalente em nosso
meio, em relacdo a amostras resistentes a niveis elevados de aminoglicosideo, incluindo entre
STs relacionados a resisténcia a estreptomicina, como ST21. O ST4 também foi observado em
amostras VREfa o que corrobora para o aumento em frequéncia em nosso meio. Em paises da
Asia este ST tem sido apontado dominante nas amostras de VREfa, com relatos raros de ST6
(GETACHEW et al., 2013; YANG et al., 2015; WATANABE et al., 2009).

Apesar das recentes descobertas a cerca dos aspectos evolutivos das principais
espécies de Enterococcus associadas as infec¢fes humanas, a estrutura populacional de E.
faecalis ainda ndo esta claramente definida. Nos ultimos anos, a constante adicdo de novas
informacdes tem esclarecido muitos dos aspectos relacionados a evolugdo de linhagens
especificas. Porém, em certas situagdes, estas tém se mostrado conflitantes.

Assim sendo, o grande motivador deste estudo foi considerar a necessidade de avaliar,

nesse contexto, as caracteristicas relacionadas as amostras circulantes em nosso meio, pela
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investigacdo dos pardmetros que contribuem para especializacdo de algumas linhagens de E.
faecalis ao ambiente hospitalar, particularmente a presenca de resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos. Andlises relativas a avaliacdo do papel do fluxo génico na evolucdo de
certas linhagens bacterianas, particularmente as multirresistentes e de maior viruléncia, tem-se
mostrado de extrema relevancia cientifica, por agregar conhecimento quanto a existéncia,
distribuicdo e dindmica da emergéncia desses microrganismos. Esses fatos sao ainda de maior

interesse, quando tais situacdes sdo consideradas em ambientes peculiares, como o hospitalar.
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CONCLUSOES

Este estudo identificou a distribuicdo da caracteristica de HLRA, entre as amostras
analisadas de E. faecalis, disperso por diferentes Instituicbes de Salde do Estado do Rio de
Janeiro e vinculadas a clones apresentando uma multiplicidade de caracteristicas de viruléncia
e resisténcia antimicrobiana, habilitado para a conquista e estabelecimento nesse ambiente. A
ocorréncia da circulagdo da resisténcia a gentamicina associada principalmente ao gene
aac(6')-le-aph(2")-la que codifica para uma enzima bifuncional que confere resisténcia a
todos antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos, com excecdo da estreptomicina, que
ocorreu principalmente associada ao gene ant6 -la.

Além dos gendtipos associados a resisténcia elevada a gentamicina e estreptomicina,
observamos o gene aph(3')-Illa com ampla distribuicdo em nossa instituicdes hospitalares,
com frequéncia aumentada e observado em diversificada origem clinica, o que corrobora
para alta prevaléncia de resisténcia a outros aminoglicosideos, além da gentamicina e
estreptomicina em nosso meio. Também destacamos a maior diversidade de genes
relacionados a caracteristica de HLRA em amostras de fezes inerente de o trato
gastrointestinal ser ambiente propicio para a troca genética.

A grande abundancia de genes de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos
contribui significativamente para o sucesso de E. faecalis como agente etioldgico de infeccdes
hospitalares, principalmente aquelas mais dificeis de serem tratadas e com alto indice de
morbidade, como as ocasionadas por amostras HLRA. A diversidade e distribuicdo de E.
faecalis HLRA, distribuida entre clones adaptados ao espaco hospitalar, principalmente aos
ST6 (CC2), ST4 (CC4) e ST21 (CC21) descritos como de alto ricos, e o ganho de resisténcia
a penicilina e vancomicina por este clones, tem os tornando cada vez mais adaptados e
especializados. Além disto, ressaltamos para emergéncia do CC388, com a identificacdo da
expansdo clonal do ST103 em nosso meio, com seu SLV ST769, descrito neste estudo, com
importante participacdo de dispersdo de caracteristica de HLRA, como HLR-G e HLR-GS, e
tambem resisténcia a vancomicina e penicilina.

A presenga de amostras HLRA-VREfa e associadas a amostras VSEfa-HLRA ja
adaptadas ao ambiente hospitalar, ressaltando para a vigilancia continua e implementagéo de
medidas eficientes que combatam este microrganismos do ambiente hospitalar, que podem
facilitar a emergéncia de amostras resistentes a vancomicina que configuram um problema de

salde ainda mais grave. A resisténcia a vancomicina em nosso meio esteve associado a
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disseminacdo principalmente do elemento VanA de forma clonal e por transferéncia
horizontal nas amostras VREfa do Estado do Rio de Janeiro, com a participacdo do genotipo
vanB em amostras provenientes de quadros infeciosos.

Em E. faecalis a menor participacdo do gene esp e o aumento em frequéncia da
resisténcia a penicilina, apés o periodo de emergéncia a vancomicina, além de uma maior
abundancia de adesinas que contribuiram para maior envolvimento de linhagens de E. faecalis
na conquista do espago hospitalar como patdgeno oportunista, sao passos diferentes do
ocorrido no processo adaptativo de E. faecium, respondendo em parte pela diferenca em
aspectos de diversidade quanto ao nimero de linhagens associadas as amostras hospitalares

nessas principais espécies responsaveis por processos infecciosos em humanos.
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