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RESUMO

SOUZA, Stephanie da Silva Rodrigues. Estrutura populacional e cenério evolutivo do patégeno
multirresistente Enterococcus faecium em instituicdes hospitalares do Rio de Janeiro. 2020. 214f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Enterococcus faecium se destaca como um patdégeno oportunista frequentemente associado a
infeccOes hospitalares em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi determinar a estrutura
populacional de amostras de E. faecium isoladas em instituicdes hospitalares do estado do Rio de
Janeiro, durante um periodo consecutivo de oito anos (2009 a 2016), e avaliar 0s eventos genéticos
relacionados a evolucdo de linhagens adaptadas ao ambiente hospitalar. As amostras bacterianas
foram inicialmente caracterizadas quanto a suscetibilidade aos antimicrobianos, avaliada pelo método
de disco-difusdo, e a presenca de determinantes genéticos associados a resisténcia a antimicrobianos e
a viruléncia, investigada por técnicas de PCR. Com base nos resultados obtidos, 52 amostras foram
selecionadas para realizacdo de sequenciamento do genoma completo (WGS) com o auxilio da
plataforma Illumina Hiseq. Além dessas, outras 22 amostras pertencentes a linhagem hospitalar ST78,
anteriormente circulante no estado, foram incluidas para fins comparativos. Um extenso pipeline de
ferramentas de bioinformética foi empregado para reconstruir as relacdes filogenéticas e investigar
diferentes aspectos genéticos do processo evolutivo das 74 amostras analizadas. As analises
filogenéticas indicaram a ocorréncia de multiplas alteracdes populacionais ao longo do tempo. A
linhagem ST78 foi predominante no periodo de 2002 a 2008, sendo posteriormente substituida pela
ST412. Essa linhagem predominou até 2012, quando entéo, duas novas surgiram: ST963 em 2013 e
ST896 em 2015. As andlises do genoma revelaram diferentes mecanismos genéticos associados a
evolucdo dessas linhagens. A linhagem ST78 teve seu surgimento e expansdo associados ao aumento
do genoma acessério, com um elevado nimero de sequéncias de insercdo (IS) e profagos. Além disso,
a presenca exclusiva de um sistema toxina-antitoxina, envolvido na estabilizagdo de elementos
genéticos moveis (EGM), corroborou os resultados encontrados. Por outro lado, o surgimento da
linhagem ST412, observada em duas ocasides distintas, foi associado a eventos de recombinacéo nos
nodos ancestrais. Ademais, um nimero elevado de SNPs, possivelmente relacionado a formagdo de
hipermutantes devido ao ganho de um codon de parada em um sistema de reparo de DNA, e o ganho
exclusivo de genes de biossintese da parede celular, também foram associados a expansao desta
linhagem. Eventos de recombinacdo foram detectados nos nodos ancestrais das linhagens ST963 e
ST896. O ST896 teve 0 menor nimero de genes acessorios, entretanto esteve fortemente associado a
uma maior presenca de genes de resisténcia aos antimicrobianos. A expansdo da ST963 foi
acompanhada, particularmente, do ganho exclusivo de genes relacionados ao metabolismo de
aminoacidos e de metabdlitos secundarios. Um namero elevado de unidades de novidade genética
(GNU) foi observado nesse grupo. Algumas caracteristicas, tais como a presenca do gene dfrF
(resisténcia ao trimetoprim), do determinante de viruléncia hyl, da ISLgar5 e o alelo 44 do gene purkK,
também foram associadas as popula¢des que substituiram a ST78. No geral, nossos resultados indicam
que a populacdo de E. faecium investigada sofreu sucessivas substituicbes de STs, associadas a um
processo evolutivo dindmico. Os dados evidenciam os diferentes eventos genéticos que podem ter
desempenhado papel importante na emergéncia de subpopulacBes especializadas, e reafirmam a
necessidade de constante monitoramento das infec¢Oes causadas por esse microrganismo.

Keywords: Enterococcus faecium. Gendmica comparativa. Resisténcia aos antimicrobianos. Estrutura

populacional. Evolugéo bacteriana. Sequenciamento do Genoma Completo.



ABSTRACT

SOUZA, Stephanie da Silva Rodrigues. Populational structure and evolutionary scenario
of the multidrug-resistant pathogen Enterococcus faecium in hospital institutions in Rio
de Janeiro. 2020. 214f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Enterococcus faecium stands out as an opportunistic pathogen frequently associated with
hospital-acquired infections around the world. The aim of this study was to determine the
population structure among E. faecium isolates recovered in hospitals of Rio de Janeiro city,
Brazil, over a period of eight consecutive years (2009 to 2016) and to evaluate the genetic events
related to the evolution of hospital-adapted clonal lineages. The bacterial isolates were initially
characterized according to their susceptibilites to antimicrobial agents, evaluated by the disk-
diffusion method, and to the presence of genetic determinants associated with resistance to
antimicrobial agents and with virulence, investigated by PCR assays. Based on the results
obtained, 52 strains were subsequently selected for whole-genome sequencing (WGS) using the
Illumina Hiseq platform. In addition, another 22 strains belonging to the hospital-adapted lineage
ST78, previously predominant in the city hospital institutions, were included for comparative
purposes. An extensive pipeline of bioinformatics tools was implemented to reconstruct
phylogenetic relationships and analyze different genetic aspects of the evolution of the 74 strains
studied. Phylogenetic analyses indicated the occurrence of multiple lineage changes over time.
ST78 was predominant among isolates recovered from 2002 to 2008, being replaced by the
emergence of ST412. This lineage was predominant until 2012, when two new lineages have
emerged: ST963 in 2013, and ST896 in 2015. Genome analyses revealed different mechanisms
associated with the evolution of these lineages. ST78 had its emergence and expansion associated
with the enlargement of the acessory genome, with a high number of insertion sequences (ISs)
and prophages. Moreover, the exclusive presence of a toxin-antitoxin system, involved in the
stabilization of mobile genetic elements (MGE), corroborated these findings. On the other side,
the emergence of ST412, observed in two distinct waves, was associated with several
recombination events in the ancestor nodes. Additionally, a high number of SNPs, possibly
related to the formation of hypermutantes due to a stop codon acquisition in a DNA repair system,
and the exclusive acquisition of cell wall biogenesis genes, were associated with the expansion of
this lineage. Recombination events in the ancestor nodes were detected in the ST963 and ST896
lineages. ST896 had the lowest number of acessories genes, but a frequent presence of antibiotic
resistance was strongly associated with this group. The expansion of ST963 was accompanied by
the exclusive acquisition of genes related to amino acid metabolism and biosynthesis of secondary
metabolites. A large number of genetic novelty units (GNU) was observed in this group. Some
features such as the presence of drfF gene (trimethoprim resistance), virulence determinant hyl,
the ISLgar5 and the allele 44 to purK gene were also related to the lineages that replaced ST78.
Overall, our results indicate that the E. faecium population investigated has undergone successive
lineage replacement in a dynamic evolutionary process. The data highlighted the different genetic
events that may play a role in the emergency of specialized subpopulations adapted to the hospital
environment and endorse the need of continuous monitoring the infections caused by this
microorganism.

Keywords: Enterococcus faecium. Comparative genomic. Antimicrobial Resistance.

Population structure. Bacterial evolution. Whole-genome sequencing.
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INTRODUCAO

Enterococcus — Consideracgdes Gerais e Importancia

Os integrantes do género Enterococcus sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas morfotintoriais como cocos Gram-positivos, dispostos isolados, arranjados aos
pares ou em cadeias curtas. S0 anaerdbicos facultativos, crescem na faixa de temperatura de
10°C a 45°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento na faixa de 35°C a 37°C; a maior
parte das amostras apresenta o acido teicoico associado a parede celular (TEIXEIRA et al.,
2019). Suas caracteristicas biologicas permitem seu crescimento em meio contendo cloreto de
sodio (NaCl) a 6,5%, e capacidade de hidrolisar esculina na presenca de sais biliares. A
maioria das espécies produz as enzimas pirrolidonilarilamidase e leucina aminopeptidase que
hidrolisam os substratos L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) e L-leucina-p-naftilamida (LAP),
respectivamente. Sdo homofermentativos e o acido latico é o produto final do metabolismo
fermentativo da glicose ou de outros carboidratos. Nao possuem a enzima citocromo oxidase,
sendo negativos no teste da catalase; porém, podem produzir uma pseudocatalase
(FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002).

Durante muito tempo esses microrganismos fizeram parte do género Streptococcus,
sendo também classificados como pertencentes ao grupo D de Lancefield (LANCEFIELD,
1933) A partir da decada de 1980, com o advento das técnicas moleculares, o esquema de
classificacdo dos enterococos foi reavaliado. Schleifer e Kilpper-Balz (1984), conjugando
técnicas de hibridizacdo de DNA-DNA, observaram que as espécies Streptococcus faecalis e
Streptococcus faecium, principais representantes do grupo dos enterococos, apresentavam
pouca correlacdo genética com os demais integrantes do género Streptococcus. Assim, foi
criado o género Enterococcus, e essas especies foram renomeadas como Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium.

Desde entdo, as ferramentas moleculares tém contribuido para melhor delinear o
arranjo filogenético do género que, até 0 momento, ainda ndo estd completamente elucidado.
Neste ano de 2020, o género Enterococcus encontra-se composto por 68 espécies e duas
subespécies, segundo o LPSN - List of Procaryotic Names with Standing in Nomeclature
(PARTE, 2018).
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A identificagdo das espécies que no género é tradicionalmente baseada no uso de um
esquema composto por diversos testes fisioldgicos, como por exemplo: a producédo de &cidos a
partir do metabolismo de carboidratos (arabinose, manitol, metil-B-D-glicopiranosideo,
rafinose, sacarose, sorbitol e sorbose), a descarboxilacdo do aminoacido arginina, a utilizacao
do piruvato de sddio, o crescimento em meio contendo 0,04 % de telurito de potéassio, a
producédo de pigmento e a motilidade (TEIXEIRA et al., 2019). Em geral, estes testes permitem
apenas distinguir as espécies mais comuns. O emprego de técnicas moleculares, principalmente
as metodologias baseadas em PCR multiplex e, mais recentemente, das técnicas de
espectrometria de massa por ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz: tempo de voo
(MALDI-TOF MS - do inglés, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry), contribuiu significativamente para a identificacdo das diversas espécies de
Enterococcus spp., especialmente para a caracterizagdo correta de amostras com
comportamento atipico nos testes fenotipicos convencionais (GRIFFIN et al., 2012; JACKSON;
FEDORKA-CRAY; BARRETT, 2004; SCHULTHESS et al., 2013).

Na atualidade, a Era Genbmica, que tem garantido uma precisdo e rapidez para a
identificacdo bacteriana, particularmente quando associada ao diagndstico clinico, tem
revolucionado a Microbiologia Clinica (KWONG et al.,, 2015). A utilizacdo do
sequenciamento do genoma completo (WGS — do inglés, whole-genome sequencing), que
antes parecia estar numa realidade muito distante, agora torna-se cada vez mais comum. O
surgimento de diferentes plataformas de sequenciamento, incluindo os dispositivos portateis,
permitiu que 0s custos das técnicas diminuissem consideravelmente, tornando-as cada vez
mais acessiveis.

A utilizagdo do sequenciamento do genoma completo permite ndo apenas a
identificacdo das espécies bacterianas, mas também, com bastante propriedade, detectar genes
de resisténcia e atributos de viruléncia, que muitas vezes sdo indicadores importantes no
diagndstico clinico, principalmente para as infeccdes de origem hospitalar (KOSER et al.,
2012). Além disso, essas técnicas fornecem uma resposta rapida e precisa em situacdes de
surtos bacterianos (BROWN et al., 2019; MCGANN et al., 2016). Os enterococos se
configuram como um dos grupos de microrganismos com maior numero de genomas
depositados em bancos de dados puablicos, sendo reflexo da ampla utilizacdo dessa
metodologia em diversas investigacfes associadas a esse género bacteriano (MOUSTAFA,;
LAL; PLANET, 2020).

Com uma capacidade enorme de geracdo de dados, as técnicas de sequenciamento

admitem grandes estudos de vigilancia, tornando possiveis a avaliacdo e a caracterizacdo de
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Enterococcus spp. de diferentes origens e reforcando a ubiquidade destes microrganismos
(ZAHEER et al., 2020). Os enterococos sdo considerados comensais do trato intestinal de
seres humanos e de outros animais, como, por exemplo, cachorros, porcos, galinhas, aves
selvagens, insetos e animais marinhos (COX; GILMORE, 2007; FREITAS, A.A et al., 2018;
JUNG et al., 2018; MEDEIROS et al., 2017; NASER et al., 2005; POETA et al., 2005;
SCHLOISSNIG et al., 2013). Na natureza, foram reportados em ambientes aquaticos, como
agua e sedimentos marinhos, efluentes de esgoto tratado e em diversos alimentos
(BYAPPANAHALLI et al., 2012; CAMARGO et al., 2014; GOULIOURIS et al., 2019).

Representando cerca de 1% da popula¢do microbiana do intestino humano, essa € uma
das principais portas de entrada para infeccbes enterococicas monomicrobianas e
polimicrobianas (LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014). Em situagbes de
desestabilizacdo da microbiota intestinal, como por exemplo decorrente da utilizacdo de
antimicrobianos de amplo espectro ou na presenca de doencas de base, o risco de infeccdo por
espécies do género se torna maior (ALEVIZAKOS et al., 2017; DONSKEY et al., 2000;
PAPADIMITRIOU-OLIVGERIS et al., 2014). Considerados patdgenos oportunistas, esses
microrganismos vém causando uma variedade de infeccGes nos mais diversos sitios anatbmicos,
que tém sido continuamente reportadas (FERNANDEZ-HIDALGO; ESCOLA-VERGE;
PERICAS, 2020; MADRAZO et al., 2020; RAJKUMARI; MATHUR; MISRA, 2014).

Nas Ultimas décadas, os enterococos, destacando-se principalmente as espécies E.
faecalis e E. faecium, tém sido apontados entre os principais agentes de infeccdes relacionadas a
assisténcia a satde (IRAS) (BABADY, 2016; HIDRON et al., 2008; SCHABERG; CULVER,;
GAYNES, 1991). Dados obtidos de institui¢des brasileiras indicam que 0s enterococos estdo
entre os principais agentes de infec¢des do trato urinario e de corrente sanguinea (ALMEIDA,;
BREDA; SILVA, 2014; BARROS; MARTINELLI; ROCHA, 2009). Um levantamento feito
pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos da América (CDC — do
inglés, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, EUA) estimou que, no
ano de 2019, o numero de casos de infeccdes por Enterococcus spp. tenha sido de 54.500, com
um total de 5.400 6bitos (CDC, 2019). No Reino Unido, a taxa de bacteremia causada por esses
microrganismos foi de 13,3 para cada 100 mil habitantes em 2018, o maior indice observado
nos ultimos dez anos (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2019). Na América Latina, um estudo
realizado de 1997 até 2016, pelo programa SENTRY de Vigilancia de Resisténcia a
Antimicrobianos, identificou que 23,5% das amostras bacterianas isoladas de infeccOes intra-
abdominais pertenceram ao género Enterococcus (PFALLER et al., 2019).
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Até duas décadas atrds, a espécie E. faecalis representava cerca de 90% das
enterococcias. Porém, ao longo dos anos, diversos estudos apontaram a substitui¢cdo parcial
dessa espécie em decorréncia do aumento do nimero de casos de IRAS causados pela espécie
E. faecium (HIDRON et al., 2008; WILLEMS et al., 2012). Um estudo de vigilancia global
entre 2007-2008 apontou uma taxa em torno de 35% de isolamento de E. faecium a partir de
diversos sitios (PUTNAM et al., 2010). Dados de vigilancia epidemiolégica mais recentes
demostraram que no Reino Unido houve um aumento na frequéncia de amostras de E.
faecium isoladas de casos de bacteremia de 34% para 38% durante os cinco anos do estudo, de
2012 a 2016 (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2016). Em alguns paises asiaticos, como a China
por exemplo, E. faecium também foi responsavel por 23,7% dos casos de bacteremia (CHEN
et al., 2017). Em pacientes oncoldgicos, uma revisdo sistematica da literatura identificou ao
menos 35 surtos de E. faecium, com um total de 757 pacientes afetados e 77 mortes
(ULRICH; VONBERG; GASTMEIER, 2017). Na Australia, os dados obtidos no ano de 2018
para sepse indicaram que 54,2% das amostras de Enterococcus spp. pertenceram a espécie
E. faecalis, enquanto o percentual de E. faecium foi de 39,3%. Entretanto, a taxa de
mortalidade foi significativamente maior para este Gltimo, totalizando 27,2% dos casos contra
14,7% por E. faecalis (COOMBS et al., 2020).

A ascensdo de Enterococcus faecium — Um modelo de adaptabilidade.

A ascensdo de E. faecium no ambiente hospitalar pode ser explicada por alguns
fatores, tais como: a resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos, a plasticidade
gendbmica, permitindo a aquisicdo de elementos moveis (incluindo determinantes de
resisténcia e de viruléncia), e a persisténcia e a expansédo de linhagens altamente adaptadas.

Os membros da espécie E. faecium conseguem permanecer viaveis por longos
periodos, em diferentes superficies. Um dos primeiros estudos sobre o tema conseguiu
recuperar amostras desta espécie da superficie de uma bancada ap6s 58 dias da contaminagdo
inicial (BONILLA; ZERVOS; KAUFFMAN, 1996). Outros estudos demonstraram a
persisténcia de representantes dessa espécie no estofamento de cadeiras hospitalares apds uma
semana (NOSKIN et al., 2000). Além disso, sabe-se que E. faecium é capaz de sobreviver a
processos de dessecacgdo e estarvacdo, além de ser usualmente resistente a esterilizacdo com
radiacdo UV (LEBRETON et al., 2017; MARACCINI; FERGUSON; BOEHM, 2012).
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Recentemente, estudos demonstraram a resisténcia de E. faecium aos processos de
descontaminacdo com antissépticos como a clorexidina, que é bastante utilizada no ambiente
hospitalar (GUZMAN PRIETO et al., 2017). Posteriormente, outro estudo identificou o
aumento, em até dez vezes, da tolerancia de cepas de E. faecium ao alcool 70%, que é
utilizado rotineiramente para a higienizacao das maos (PIDOT et al., 2018).

Dentre os varios perfis intrinsecos de resisténcia de E. faecium, determinados por
genes localizados no cromossomo, inclui-se a resisténcia aos B-lactamicos, ao trimetoprim-
sulfametoxazol e a baixas concentracbes de aminoglicosideos. Alem disso, sua grande
plasticidade genética permite uma alta frequéncia de aquisicdo de elementos moveis, através
da transferéncia horizontal de genes (THG) que, quando expressos, induzem resisténcia a
niveis elevados de PB-lactdmicos, aminoglicosideos (como gentamicina e estreptomicina),
glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina,
clindamicina e fluoroquinolonas (por exemplo, ciprofloxacina) (LEE et al., 2019a). Todo esse
processo leva ao surgimento de cepas multirresistentes.

Uma revisdo sistematica publicada em 2019, com amostras isoladas de corrente
sanguinea, demonstrou que 46% daquelas pertencentes a espécie E. faecium apresentaram
resisténcia a niveis elevados de gentamicina; enquanto para penicilina, os percentuais obtidos
foram superiores a 80% (JABBARI SHIADEH et al., 2019). No mesmo estudo, quando foram
comparadas as diferentes regibes no mundo, foi observado que em paises da Africa, a
prevaléncia de amostras da espécie resistentes a ampicilina foi de 95%. Em outro estudo, que
avaliou a frequéncia dessa caracteristica em amostras isoladas em paises da América Latina,
como Peru e Equador, também foram encontrados percentuais elevados, sendo maiores que
85% (PANESSO et al., 2010).

Foi estimado que a caminhada para E. faecium se tornar um microrganismo
multirresistente comegou com a aquisicdo da resisténcia a tetraciclina e ao cloranfenicol
durante os anos de 1950-60, seguida da resisténcia a gentamicina e a eritromicina na década
de 1970 e a ampicilina e a vancomicina na década de 1980 (VAN TYNE; GILMORE, 2014).

Dentre os B-lactamicos, as penicilinas possuem maior importancia no tratamento das
enterococcias, pois sdo utilizadas em associagdo a outros antimicrobianos, como a
gentamicina, possuindo efeito bactericida (ARIAS; MURRAY, 2012). A resisténcia intrinseca
a niveis baixos de penicilina nos enterococos esta associada a producédo de PBPs apresentando
baixa afinidade para esses antimicrobianos, especialmente para a PBP5. A resisténcia a niveis
elevados encontra-se mais associada as muta¢es pontuais e cumulativas nos sitios ativos das

PBPs ou na hiperproducéo de tais proteinas (RICE et al., 2004).
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Outra classe de antimicrobianos com significativa importancia no tratamento das
enterococcias sdo 0s aminoglicosideos que, em niveis elevados podem ser utilizados
concomitantemente com os P-lactdmicos ou glicopeptideos. Atuam fundamentalmente
inibindo a sintese de proteinas ao se ligarem ao ribossomo. A resisténcia a niveis baixos
ocorre pela reducdo do transporte ativo da droga para o interior da célula bacteriana, enquanto
que a resisténcia em niveis elevados ocorre devido a existéncia de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (EMAS), além de mutacdes que levam a alteracfes na subunidade 30S do
ribossomo (HERZSTEIN et al., 1984; MILLER et al., 2016; VAN TYNE; GILMORE, 2014).

As EMAs podem ser classificadas em trés diferentes classes, dependendo de como
atuam nas moléculas dos aminoglicosideos: acetilagdo da molécula alvo a partir do
acetilcoenzima A, sendo denominadas acetiltransferases (AAC); fosforilacdo da molécula de
adenosina trifosfato (ATP), denominadas fosfotransferases (APH); ou adicdo de moléculas de
adenina a estrutura do antimicrobiano (adenilacdo), a partir da molécula de ATP,
denominadas nucleotidiltransferases (ANT) (CHOW, 2000; RAMIREZ; TOLMASKY,
2010).

Dentre os gendtipos associados a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos
(HLAR - do inglés, high-level aminoglycoside resistance) em E. faecium, o gene mais
frequentemente identificado é o aac(6’)-le-aph(2’)-la, que codifica uma enzima bifuncional
(EB), com propriedades de acetilacdo e fosforilagdo simultaneas. A presenca da EB é de
grande importancia clinica, pois determina resisténcia em niveis elevados para todos os
aminoglicosideos disponiveis comercialmente, exceto a estreptomicina. Outros genes, ja
descritos nesses microrganismos sdo: aph(2”)-lIb, aph(2”)-Ic, aph(2’)-1d, aph(3’)-1lla,
ant(4’)-la, ant(6)-la, ant(3”)-1a, ant(9’)-1a e ant(9’)-1b. Tais genes sdo capazes de conferir
resisténcia a diferentes antimicrobianos pertencentes a classe dos aminoglicosideos.
Entretanto, a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina é codificada apenas pelos genes
ant(6)-la, ant(3”)-la, ant(9’)-la e ant(9’)-lb (CHOW, 2000; MAHBUB ALAM et al., 2005;
PADMASINI; PADMARAJ; SRIVANI-RAMESH, 2014).

O surgimento de amostras apresentando resisténcia em niveis elevados tanto aos f3-
lactdmicos quanto aos aminoglicosideos se tornou um desafio ao tratamento das infecgdes
enterococicas relacionadas ao ambiente hospitalar. Diante disso, antimicrobianos da classe
dos glicopeptideos comegaram a ser amplamente utilizados para o tratamento das infeccOes
graves. Porém, em sequéncia, foi observada a emergéncia de amostras de enterococos

resistentes & vancomicina, que foi relatada em diferentes partes do mundo, sendo
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acompanhada de significativo impacto no tratamento das enterococcias, diante da
consideravel reducéo de opcGes terapéuticas.

Na Europa, amostras de enterococos resistentes a vancomicina (VRE - do inglés,
vancomycin-resistant enterococci) foram detectadas inicialmente em 1986. Acredita-se que 0s
antimicrobianos utilizados como melhoradores de desempenho nas criagfes animais (como o
glicopeptideo avoparcina) tenham permitido a selecdo de amostras VRE na comunidade. Nos
Estados Unidos, as amostras VRE tiveram sua origem no ambiente hospitalar, estando,
portanto, associadas ao uso de vancomicina nesse ambiente (ARIAS; MURRAY, 2012;
JOHNSEN et al. 2005; MANCINI; BOTEN, 2005; TENOVER; MCDONALD, 2005).

A ocorréncia de amostras de E. faecium resistentes a vancomicina no Brasil teve seu
primeiro relato em 1997, em Sédo Paulo (ZANELLA et al., 1999). Desde entdo, sua ocorréncia
em instituicdes hospitalares brasileiras ganhou destaque a partir dos varios relatos de surtos de
VRE (CAMPOS et al., 2014; PALAZZO et al., 2011; MERQUIOR et al., 2012; ZANELLA
et al., 2003). Em um estudo de Sader et al. (2016), a observacao do fenétipo de resisténcia a
vancomicina em amostras de E. faecium isoladas em instituicdes hospitalares brasileiras, no
periodo de 2011 a 2014, foi de 71,7%.

Dados de vigilancia epidemioldgica demonstraram que, na América do Norte, 0
percentual de amostras de E. faecium resistentes a vancomicina, no periodo de 1997 até 2016,
foi de 64,7% (PFALLER et al., 2019). Entretanto, em um outro estudo, foi observado que
somente no periodo de 2011 a 2014, o percentual de amostras isoladas em hospitais norte-
americanos apresentando essa caracteristica de resisténcia foi em torno de 80% (WEINER et
al., 2016). Na Alemanha, no periodo de 2012 até 2017, a proporcdo de amostras de VREfm
(do inglés, vancomycin-resistant Enterococcus faecium) isoladas saltou de 11,2 % para 26,1%
(MARKWART et al., 2019). Em paises mais préximos do Brasil, como o Peru, ja foi relatada
uma taxa de 48% de amostras VRE (PANESSO et al., 2010).

A vancomicina, e a teicoplanina pertencem a classe dos glicopeptideos e atuam
ligando-se com alta afinidade ao pentapeptideo precursor do peptideoglicano, componente
basico da parede celular, especificamente na por¢do C-terminal do dipeptideo D-alanil-D-
alanina (D-Ala-D-Ala). Desta forma, impedem primariamente a transglicosilagdo dos demais
precursores da cadeia de peptideoglicano e a subsequente ligagdo cruzada para a formacéo da
parede celular, através de transpeptidacdo. Por consequéncia, esse componente da célula
bacteriana ndo é formado. A resisténcia a esta classe ocorre devido a presenca de genes que

codificam enzimas para a sintese de precursores com baixa afinidade pelo antimicrobiano, nos
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quais o residuo C-terminal D-Ala é substituido por D-lactato (D-Lac) ou D-serina (D-Ser),
modificando, portanto, o sitio de ligacdo da vancomicina (ZENG et al., 2016).

Varios genotipos de resisténcia aos glicopeptideos ja foram descritos em enterococos:
vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM e vanN, sendo 0s genotipos vanA e vanB
os mais frequentes (KLARE et al., 2003; LEBRETON et al., 2011; WERNER et al., 2008;
XU et al., 2010). Os fenoétipos VanA e VanB tém maior importancia clinica, estando
frequentemente associados a cepas de E. faecium (COURVALIN, 2006; KLARE et al., 2003).
Isso porque amostras VREfm apresentam elevada capacidade de disseminacdo, sendo
rapidamente transmitidas de paciente para paciente, ocasionando com frequéncia situagdes de
surto e/ou endemicidade. A identificacdo precoce desses microrganismos é fundamental para
controlar a sua disseminacdo (MCGOWAN, 2004). Recomendac¢des para a prevencdo da
disseminacdo da resisténcia adquirida a vancomicina incluem a vigilancia rotineira das
amostras das espécies E. faecalis e E. faecium, visando a deteccdo de amostras resistentes e 0
estabelecimento de um programa de triagem da colonizacdo intestinal (TACCONELLLI;
CATALDO, 2008).

O gene vanA é parte integrante do Tn1546 ou transposons relacionados, que sao
geralmente localizados em plasmideos transferiveis (ARTHUR et al., 1993; HOLLENBECK;
RICE, 2012; PALEPOU et al., 1998). Os setes genes que participam da expressdo do fenotipo
VanA estdo divididos em trés grupos funcionais. Os genes vanS e vanR participam da
regulacdo da resposta. Estes sdo 0s responsaveis pela expressdo de proteinas relacionadas a
deteccdo da presenca do antimicrobiano no meio extracelular e na sinalizacdo intracelular
para ativacdo da transcricdo dos genes vanHAX, que desempenham o papel efetor da
resisténcia, e de vanYZ que sdo genes acessorios (ARTHUR; QUINTILIANI, 2001;
KOTEVA et al., 2010).

Recomendada para o tratamento de infecgbes do trato urinario causadas por
enterococos (CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2019), a classe das
quinolonas, na qual estdo incluidas a ciprofloxacina, a norfloxacina e a levofloxacina, atua
sobre duas enzimas essenciais no processo de replicagdo do DNA bacteriano: a DNA girase e
a topoisomerase IV (CORREIA et al., 2017). No entanto, o surgimento de cepas resistentes ja
foi amplamente descrito (DESHPANDE et al., 2007; KIM et al., 2018; KIM; WOO, 2017;
LOPEZ et al., 2011; TORELL et al., 2003). O mecanismo de resisténcia a esses
antimicrobianos é atribuido, principalmente, a mutacGes nas regiGes chamadas de regides
determinantes de resisténcia as quinolonas (QRDR - do inglés, quinolone resistance-

determining regions) nos genes gyrA e gyrB para DNA girase e parC e parE para
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topoisomerase IV (AMIN; JALAL; WRETLIND, 1999; BRISSE et al., 1999). A resisténcia
as quinolonas é uma das caracteristicas mais associadas as cepas de E. faecium de origem
hospitalar (WERNER et al., 2010).

Atualmente, a limitacdo de opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento de
infeccbes graves por E. faecium resistentes a vancomicina é cada vez mais preocupante.
Assim, vem sendo recomendado o uso de quinupristina/dalfopristina, uma combinagdo de
estreptograminas, que atuam inibindo a sintese proteica através da interacdo com a
subunidade 50S do ribossomo (NIGO, 2014). Registros da ocorréncia de efeitos adversos e o
fato de que muitas cepas dessa espécie carreiam o0 gene erm(B), que elimina o efeito
bactericida desta combinagdo de antimicrobianos, levam a limitagdes importantes para sua
utilizacdo segura e mais ampla (LOPEZ et al., 2010).

Dentre os antimicrobianos mais recentes aprovados para o tratamento de casos de
infeccdo por E. faecium estdo a linezolida e a daptomicina (BIRMINGHAM et al., 2003;
CANTON et al., 2010). A primeira, pertencente a classe das oxazolidinonas, atua inibindo a
sintese proteica (ARIAS; MURRAY, 2008). Entretanto, ainda que em percentuais ndo
elevados, ja foi relatado o surgimento de resisténcia, durante o tratamento com linezolida
(SEEDAT et al., 2006). Os mecanismos de resisténcia envolvidos estdo relacionados a
mutacBes no rRNA 23S e a aquisicdo de uma metiltransferase codificada pelos genes cfr
(ARIAS et al., 2008). A daptomicina € um lipopeptideo ciclico com efeito bactericida, que
atua nos canais de célcio da membrana celular bacteriana, causando a sua consequente
despolarizacdo. A taxa de amostras ndo suscetiveis, em um estudo conduzido nos EUA, foi de
3,9% (EDELSBERG et al., 2014). Mutac6es nos genes liaFSR, responsaveis pela regulacdo
da resposta ao estresse celular, ja foram associadas a um aumento no valor da CIM
(concentracdo inibitoria minima) para esse antimicrobiano (MUNITA et al., 2012).

Considerando a importancia de E. faecium em IRAS, particularmente cepas
multirresistentes (MDR — do inglés, multi-drug resistant), a espécie foi incluida no grupo dos
microrganismos de risco a saide humana, denominado “ESKAPE”, juntamente com
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp. (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). Um documento
preparado pela Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2017), definiu uma lista de patdgenos bacterianos que inclui E. faecium resistentes a
vancomicina como prioridade mundial, determinando a necessidade de esfor¢os imediatos

para pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos e seu efetivo controle.
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Dentre os determinantes adquiridos por E. faecium atraves de processos de THG, estdo
também aqueles associados aos fatores de viruléncia. Embora alguns genes tenham sua
importancia ja estabelecida em amostras relacionadas ao ambiente hospitalar, o conhecimento
da viruléncia da espécie ainda é limitado. Entre os fatores secretados, o unico considerado
especifico de E. faecium € a proteina SagA, que tem a funcdo de se ligar amplamente as
proteinas da matriz extracelular (GAO; HOWDEN; STINEAR, 2018; TENG et al., 2003).
Regides repetitivas dentro do gene sag foram observadas em amostras clinicas e contribuiram
para a formacdo de biofilme (PAGANELLI et al., 2015). Em um estudo realizado no ano de
2011, os pesquisadores obtiveram resultados promissores para a utilizacdo dessa proteina
como eficaz candidata para compor uma futura vacina. Anticorpos criados especificamente
contra a proteina de SagA se mostraram eficientes opsoninas, contribuindo assim na
consequente destruicdo das células de E. faecium (KROPEC et al., 2011).

Dentre os genes associados a amostras de E. faecium de origem hospitalar, pode-se
também destacar hylefm. Identificada erroneamente como uma hialuronidase, a proteina Hyl
na verdade é uma glicosil hidrolase, que ainda ndo demonstrou evidéncias diretas quanto a sua
contribuicdo na patogénese da espécie (LAVERDE GOMEZ et al., 2011; PANESSO et al.,
2011). Outros fatores secretados, tais como uma citolisina, codificada pelo conjunto génico
cyl (sendo o gene cylA responsavel pela expressdo da atividade citolitica), gelatinase
(codificada pelo gene gelE) e uma substancia de agregacdo (codificada pelo gene asal),
também ainda ndo apresentaram um papel bem definido e raramente sdo identificadas em
amostras dessa espécie. Para a maioria dos estudos disponiveis na literatura especializada,
fatores de viruléncia em enterococos estdo mais relacionados a espécie E. faecalis (CRETI et
al., 2004; MADSEN et al.,, 2017; MUNDY; SAHM; GILMORE, 2000; VAN TYNE;
GILMORE, 2014).

A espécie possui também um complexo arranjo de proteinas de superficie, sendo
muitas delas envolvidas no processo de colonizacdo e, portanto, requeridas para sua
patogenicidade. Estruturas como os acidos lipoteicoicos (LTA - do inglés, lipoteichoic acids),
acidos teicoicos de parede (WTA - do inglés, wall teichoic acids) e a capsula polissacaridica
(codificada no locus cps) sdo componentes associados a evasdo da resposta imune inata
mediada por complemento e morte por neutréfilos (GEISS-LIEBISCH et al.,, 2012;
HANCOCK; GILMORE, 2002; WEIDENMAIER; PESCHEL, 2008). O LTA também ja foi
associado a formac&o de biofilmes (FABRETTI et al., 2006).

Uma extensa variedade de proteinas de ancoragem do tipo LPXTG (cerca de 24

distintas) foi descrita como estruturas de superficie na espécie E. faecium. Dessas,MEsp
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(proteina de superficie de enterococos), Acm (adesina de coldgeno), Scm (segunda adesina de
coldgeno), SgrA (adesina de superficie de ligacdo ao nidogénio) e EcbA [MSCRAMM (do
inglés, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) ligadora de
colageno] sdo descritas como importantes determinantes de viruléncia (FREITAS, AR et al.,
2018a; HENDRICKX et al., 2007).

As proteinas Acm e Esp contribuem na adesdo inicial a célula hospedeira e sua
participacdo na patogénese da endocardite causada pela espécie ja foi demonstrada
experimentalmente (HEIKENS et al., 2011; NALLAPAREDDY et al., 2008). A proteina Esp
é o fator de viruléncia mais amplamente distribuido em amostras clinicas de E. faecium, sendo
um marcador de linhagens associados ao ambiente hospitalar. Contribui para a formacao de
biofilmes e esta associada a patogénese das infeccdes urinarias ascendentes (HEIKENS;
BONTEN; WILLEMS, 2007; PANESSO et al., 2010; WILLEMS et al., 2001). J& as proteinas
Acm e Scm se ligam ao colageno, do tipo | e do tipo V, respectivamente, além de fibrinogénio
(NALLAPAREDDY et al., 2008; SILLANPAA et al., 2008). A SgrA se liga ao nidogénio,
componente da lamina basal do tecido epitelial; enquanto EcbA se liga ao colageno do tipo V.
Além disso, ambas se ligam ao fibrinogénio. Mesmo ndo sendo ainda muito claro o papel
dessas proteinas no processo infeccioso, estima-se que a sua expressdo ocorra de forma
organizada e dependente da fase de crescimento bacteriano (HENDRICKX et al., 2009).

Dentre os elementos que contribuem para a plasticidade genética da espécie estdo
elementos genéticos moveis (EGMs), como: plasmideos, transposons, sequéncias de insercdo
(IS - do inglés, insertion sequence) e profagos (HEGSTAD et al., 2010; LEAVIS et al., 2007).
Esses elementos contribuem para a alta diversidade genética de E. faecium, carreando diversos
genes que conferem vantagens seletivas, tais como os determinantes de resisténcia e viruléncia
ja mencionados, além de sistemas toxina/antitoxina (MORITZ; HERGENROTHER, 2007),
determinantes de resisténcia a metais pesados (LAVERDE GOMEZ et al., 2011) e genes
envolvidos no metabolismo de carboidratos (ARREDONDO-ALONSO et al.,, 2020). A
abundancia de EGMs, principalmente em amostras clinicas humanas, revelou a importancia do
mobiloma como fator que impulsiona a emergéncia e evolugdo de linhagens associados ao
ambiente hospitalar (LEAVIS et al., 2007; MIKALSEN et al.,, 2015; SANTAGATI,
CAMPANILE; STEFANI, 2012).

Alguns sistemas, como o de repeticdes palindromicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas associadas a proteina cas (CRISPR-Cas - do inglés, clustered regularly
interspaced short palindromic repeats and associated cas protein) e de restricdo e

modificacdo (R-M), foram muito bem descritos em espécies como E. faecalis por impedir a
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aquisicdo de EGMs, principalmente determinantes associados a resisténcia aos
antimicrobianos (PRICE et al., 2016). Entretanto, sdo raramente descritos em E. faecium,
questionando, assim, sua funcdo efetiva nesta especie (PALMER; GILMORE, 2010). Por
outro lado, alguns estudos tém demonstrado que esses sistemas, quando presentes, parecem
contribuir para a estrutura e a divergéncia dentro da espécie (HUO et al., 2019; LEBRETON
etal., 2013).

Historico Evolutivo da Espécie E. faecium

Com o aumento da frequéncia de isolamento de E. faecium nos EUA, em um primeiro
momento causado por amostras resistentes a ampicilina (AREfm - do inglés, ampicillin-resistant
Enterococcus faecium), e posteriormente seguido pelo surgimento rapido de cepas VRE, um
maior nimero de estudos de vigilancia comegou a ser realizado na tentativa de melhor compreender
0s aspectos envolvidos na persisténcia e disseminacdo dessas linhagens especificas, que naquele
momento circularam no ambiente hospitalar (CHAVERS et al., 2003; FRIDKIN et al., 1998;
MATO etal., 1996).

Nos estudos iniciais, a técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE - do inglés,
pulsed-field gel electrophoresis) uma das precursoras, foi considerada como padrdo-ouro para
tipificacdo molecular desses microrganismos (DICUONZO et al., 2001; KUHN et al., 1995;
MALATHUM et al., 1998; PEGUES et al.,, 1997; WERNER; KLARE; WITTE, 2007).
Contudo, o uso de PFGE por laboratérios de rotina sempre foi considerado relativamente
limitado, devido a necessidade de equipamentos especificos, que demandam elevados
recursos financeiros. Adicionalmente, uma dificuldade inerente a essa metodologia é que 0s
resultados obtidos por diferentes laboratorios ndo podem ser facilmente comparados,
reduzindo a eficicia na reprodutibilidade dos ensaios. Além disso, 0s resultados expressos
como padrées de bandas sdo apenas parcialmente informativos, no que diz respeito as
relacOes filogenéticas (ABELE-HORN et al., 2006; JUREEN et al., 2004).

Assim, métodos baseados no sequenciamento de genes ou, ainda, do genoma
completo, passaram a ser recomendados e muitas vezes considerados como padréo-ouro para
caracterizagdo do relacionamento genético de amostras bacterianas. A metodologia de

tipificacdo de sequéncias em multiplos loci (MLST - do inglés, multilocus sequence typing)
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tem sido referida como a que agrega um maior numero de vantagens para as andlises de
diversidade de microrganismo (JOLLEY; MAIDEN, 2010).

A técnica de MLST foi proposta por Maiden et al. (1998), como um método mais
pratico para identificar relacdes genéticas em bactérias. Essa metodologia é baseada na
caracterizacdo de sequéncias alélicas em um conjunto de genes de manutencdo celular (no
inglés, housekeeping genes), que caracterizam tipos (ou clones) e complexos clonais (CCs),
de relevancia clinica para diversas espécies bacterianas, que podem ser comparados em
bancos de dados internacionais. Cada locus analisado apresenta uma determinada sequéncia
que recebe um determinado ndmero (nimero do alelo) com o propdsito de identificagdo.
Sequéncias que diferem em um ou mais nucleotideo sdo consideradas como alelos diferentes. O
conjunto de nimeros de todos os alelos representa um perfil que define a sequéncia tipo (ST, do
inglés, sequence type) de cada amostra bacteriana. Em técnicas baseadas na comparacao de alelos,
como no caso do MLST, cada mudanca na sequéncia nucleotidica é contada como um evento
genético Unico e independe do ndmero de polimorfismos envolvidos, resultando em uma
abordagem simplificada, porém informativa em nivel de estrutura populacional (MAIDEN et al.,
2013).

No esquema de MLST para a caracterizacdo de amostras de E. faecium sdo analisados
fragmentos internos dos seguintes sete genes de manutencao 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 ligacio de ATP e
fosforribosilaminoimidazol carboxilase, respectivamente (HOMAN et al., 2002). Um banco
de dados internacional de linhagens de E. faecium, analisadas por MLST, esta disponivel
através do PubMLST (JOLLEY; BRAY; MAIDEN, 2018).

Assim, os primeiros resultados utilizando a técnica de MLST demonstraram que a
escalada desse microrganismo do anonimato comensal para 0 protagonismo no cenario das
infeccbes hospitalares tem sido associada a presenca de subpopulacbes especializadas em
conquistar diferentes ambientes. As primeiras impressdes sobre a estrutura populacional de
E. faecium permitiram examinar os padrdes de descendéncia evolutiva nesta espécie. Mesmo
em estudos iniciais, os dados ja apontavam a existéncia de uma subpopulagdo distinta
relacionada as amostras hospitalares. Essa subpopulacdo foi posteriormente melhor
caracterizada e descrita como um complexo clonal, denominado CC17 (WILLEMS et al.,
2005).
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Amostras vinculadas ao CC17 apareceram como responsaveis pela grande maioria das
infeccGes nosocomiais e dos surtos causados por E. faecium nos cinco continentes. Seu
sucesso no ambiente hospitalar foi, pelo menos em parte, relacionado com atributos de
viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos. Entre as amostras pertencentes ao CC17,
destacaram-se as resistentes a ampicilina e as quinolonas; que contam também, com a
presenca de uma putativa ilha de patogenicidade onde se inserem 0s genes esp e hyl. A
presenca destas caracteristicas possivelmente torna as amostras capazes de sobreviver e de se
disseminar, de forma mais eficiente, em ambientes que exigem adaptacdo continua, como 0s
de um hospital (CHANG et al., 2010; COQUE et al., 2002; LEAVIS; BONTEN; WILLEMS,
2006; WILLEMS et al., 2005).

A emergéncia da resisténcia a vancomicina na populacdo de E. faecium foi detectada
posteriormente ao estabelecimento do CC17 no ambito hospitalar. Existem indicios de que no
ganho do espaco hospitalar predominaram amostras resistentes a ampicilina e portadoras do
gene esp (COQUE et al., 2002; LEAVIS; BONTEN; WILLEMS, 2006; WILLEMS et al.,
2001; 2005), as quais subsequentemente adquiriram resisténcia a vancomicina. Além disso, a
presenca do alelo 1 da fosforribosilaminoimidazol carboxilase codificada pelo gene purK, que
estd incluido no esquema de tipificacdo por MLST, foi o inicialmente mais frequente
encontrado nesta populagdo e por isso considerado um importante marcador de amostras
pertencentes ao CC17 (WILLEMS et al., 2001; WERNER et al., 2008; PANESSO et al.,
2010).

Apesar da clara importancia do CC17, como a principal subpopulacdo genética de
E. faecium de origem hospitalar, a sua precisa estrutura filogenética permanecia incerta. Um
dos primeiros algoritmos empregados nas analises dos dados obtidos por MLST foi o
eBURST, que apontou que o CC17 apresentava uma Unica origem, sendo constituido pelo
fundador primério ST17 e subfundadores, destacando-se as ramificacdes dos ST18 e ST78
que, juntamente com seus variantes de locus unico (SLVs - do inglés, single-locus variant) e
variantes de duplo locus (DLVs - do inglés, double-locus variant), foram responsabilizados
pela ocorréncia de surtos em diferentes partes do mundo (HSIEH et al., 2010, KHAN et al.,
2010, RYAN et al., 2015; SILVA, 2012; STAMPONE et al., 2005; WERNER et al., 2008;
ZHU et al., 2009).

Mais recentemente, diversos estudos tém apontado mudangas significativas na
epidemiologia das infec¢bes causadas por E. faecium em diferentes paises. Tais mudangas
relatam o surgimento e a predominancia de amostras pertencentes ao ST412, um DLV do
ST78 (DAMANI et al., 2010; PANESSO et al., 2010; RIOS et al., 2020).



37

No Brasil, os primeiros relatos do aparecimento de amostras do ST412 ocorreram na
regido sul do pais (ALVES, 2017; PALAZZO et al., 2011; PRADO, 2016; SACRAMENTO,
2017; SILVA, 2012). Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, foi observado que o
ST78, apontado até entdo como um dos mais frequentes em infeccdes de origem hospitalar no
estado do Rio de Janeiro, se manteve predominante entre amostras VREfm até o ano de 2007,
quando foi constatado o surgimento e a disseminagdo do ST412, que passou a ser o
predominante (FARIA, 2012). Cepas de E. faecium pertencentes ao ST412 tém sido
reportadas na literatura albergando resisténcia a linezolida e daptomicina, que sdo 0s
antimicrobianos mais recentes disponibilizados como alternativa para o tratamento das
infecgBes enterococicas causadas por amostras multirresistentes, incluindo a resisténcia a
vancomicina (PRADO et al., 2016).

As constantes mudancgas no curso epidemiolégico de E. faecium que passaram a ser
observadas indicaram que essa espécie estd frequentemente submetida a uma elevada taxa de
recombinacdo homoéloga (TURNER et al., 2007; WILLEMS et al., 2010). Como altas taxas de
recombinacdo podem levar a erros em analises filogenéticas, foi considerado que as
abordagens empregando o algoritmo eBURST para definicdo da estrutura do CC17 eram
sujeitas a consequéncias indesejadas. De fato, ja foi reconhecido que a grande quantidade de
recombinacdo a que esta espécie € submetida resultou em um agrupamento ilegitimo de
diversas linhagens distintas em um tnico complexo clonal (TURNER et al., 2007, WILLEMS
etal., 2010, 2011, 2012)

Diante disso, analises alternativas ao método de eBURST passaram a ser utilizadas e
sugeriram que as linhagens componentes do CC17, como ST17, ST18 e ST78, sédo distintas.
Dessa forma, essas linhagens de E. faecium de origem hospitalar poderiam néo ter evoluido a
partir de um Unico fundador (isto é, ST17) e, consequentemente, 0 CC17 como estaria até
entdo sendo definido, ndo existiria (WILLEMS et al., 2012).

Uma das abordagens alternativas mais recentes utiliza a analise Bayesiana de estrutura
populacional (BAPS - do inglés, Bayesian Analysis of Population Structure), que tem como
principio um modelo genético estatistico para particionar a variagdo molecular com base em
padrGes de ascendéncia e recombinacGes clonais identificadas, em vez de tentar recuperar
informagdes filogenéticas ou implementar um modelo de agrupamento filogenético como os
algoritmos anteriormente utilizados (WILLEMS et al., 2012). Esta abordagem também ja foi
realizada para examinar a estrutura populacional de alguns microrganismos, como
Streptococcus pneumoniae (CHAGUZA et al., 2016), Escherichia coli (SUNDQVIST et al.,
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2014), Campylobacter jejuni (SHEPPARD; MAIDEN, 2015) e Neisseria spp. (CORANDER
etal., 2012).

O estudo realizado por Willems et al. (2012), utilizando BAPS para identificar grupos
de amostras de E. faecium, sugeriu que linhagens associadas ao hospital estavam contidas em
diferentes grupos que tém, no entanto, adquirido elementos adaptéveis semelhantes. Esse
estudo demonstrou também que a grande maioria das amostras de E. faecium oriundas de
infeccbes adquiridas no ambiente hospitalar foi reunida em dois grupos: BAPS 2-1,
constituido pela linhagem 78, e BAPS 3-3 constituido pelas linhagens 17 e 18.

A andlise BAPS indicou que amostras clinicas ndo estdo relacionadas com estirpes de
E. faecium que atuam como comensais nos seres humanos, mas, em vez disso, a evolugéo
genética de linhagens hospitalares possivelmente envolve amostras animais. Assim, para a
populacdo de E. faecium hospitalar, foi proposto um modelo evolutivo em que as cepas com
uma alta capacidade para colonizar e infectar pacientes hospitalizados surgiram atraves de
transferéncia horizontal de genes. Uma vez adaptada para o nicho hospitalar, esta
subpopulacéo se tornou isolada e a recombinacdo com outras populagdes declinou, resultando
em um modelo de evolugdo convergente (WILLEMS et al., 2012).

Na atualidade, o emprego de WGS trouxe um grande avango as mais diversas
abordagens nas diferentes subareas da Microbiologia. Analises por WGS para avaliacdo do
pangenoma, que consiste da reunido do core genoma ou genoma central e genes acessorios
(ou dispensaveis), tém contribuido para o estudo da dindmica epidemioldgica das infecgdes
hospitalares. Por exemplo, estratégias empregando WGS ja foram utilizadas para auxiliar na
construcdo e implantacdo de esquemas de intervencdo para conter 0 aumento da disseminagéo
de amostras VRE em ambientes hospitalares (HOWDEN et al., 2013; JOHNSON et al.,
2010). Raven et al. (2017) utilizaram a metodologia de WGS para obter uma resolugéo
aprimorada da complexa rota de transmissdo de E. faecium inter e intra-hospitalar,
determinando a grandiosidade do problema, que ndo se mostrou restrito a uma escala local ou
nacional, mas que se apresentou de importancia global.

Outros achados, que apenas se tornaram possiveis devido a analise das sequéncias
genbmicas por WGS, apoiaram o conceito de um clado associado ao hospital que é
geneticamente distinto dos demais, 0s quais incluem amostras comensais recuperadas a partir
de animais e seres humanos. As primeiras reconstrugdes filogenéticas utilizando o genoma
completo de E. faecium revelaram divisdo da espécie em dois grandes grupos, designados
como clado A e B, ou clado associado ao hospital e clado associado a comunidade
(GALLOWAY-PENA et al., 2012; PALMER et al, 2012). No clado A estariam,
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principalmente, as amostras clinicas humanas, incluindo aquelas que foram associadas ao
CC17, enquanto no clado B estariam amostras isoladas de individuos saudaveis.
Posteriormente, foi proposta uma subdivisdo para o clado A, onde Al agruparia as amostras
clinicas humanas e A2 reuniria amostras oriundas de animais (LEBRETON et al., 2013).
Entretanto, outros trabalhos refutaram a hipétese de subdivisdo do clado A, demonstrando que
a complexa reconstrugdo populacional de E. faecium ainda é objeto de investigacdo (RAVEN
etal., 2016; RIOS et al., 2020).

Além disso, a utilizacdo de WGS associado a ferramentas de bioinformatica permite
também a obtencdo de informagdes sobre o caminho evolutivo da espécie, desde um
microrganismo comensal a um reconhecido patdgeno de infeccdes hospitalares. A construcéo
de um modelo de relégio molecular permitiu, por exemplo, estimar que o surgimento dos
enterococos foi a 425-500 milhGes de anos, concomitante a passagem dos animais para a vida
terrestre, através da selecdo de caracteristicas fisiologicas necessarias para sua chegada e
sobrevivéncia no ambiente hospitalar (LEBRETON et al., 2017).

Diante do exposto, pode ser considerado que, dada a importancia de E. faecium no
cenario hospitalar em todo 0 mundo, o emprego de estratégias atuais, como as analises por
sequenciamento do genoma completo, é de notavel relevancia para elucidar os processos
evolutivos que resultam em uma maior adaptabilidade e, portanto, circulagdo mais ampla
desses microrganismos. O entendimento da estrutura populacional e de eventos genéticos
relacionados podem ajudar a entender os mecanismos de emergéncia de novas linhagens
altamente adaptadas ao ambiente hospitalar, que apresentam um risco potencial a salde

humana.
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1.1 Objetivo Geral

Determinar a estrutura populacional de amostras de E. faecium resistentes a maltiplos

antimicrobianos que circularam no periodo de 2009 a 2016 em instituicfes hospitalares do

estado do Rio de Janeiro e avaliar diferentes aspectos genéticos e evolutivos associados a

emergéncia e disseminagéo dessas populacfes no ambiente hospitalar.

1.2 Objetivos especificos:

f)

determinar a susceptibilidade a antimicrobianos em amostras de E. faecium
isoladas em instituicdes durante um periodo de oito anos consecutivos;
investigar a diversidade de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos e
de fatores de viruléncia através da deteccdo de elementos genéticos
associados a essas caracteristicas;

realizar o sequenciamento do genoma completo de amostras de E. faecium
e a andlise por diferentes ferramentas de bioinformatica;

determinar a estrutura populacional através da analise do polimorfismo
genético e caracterizacdo os complexos clonais predominantes;

determinar o contetdo genético em relagdo a aquisicdo de elementos
associadas a evolucdo de linhagens multirresistentes de E. faecium
circulantes em nosso meio;

determinar os efeitos de mutacdes e eventos de recombinacdo homdloga na
emergéncia e expansdo das diferentes populacdes no ambiente hospitalar;
reconstruir a filogenia e determinar a estimativa do tempo de divergéncia

clonal entre as diferentes populagdes de E. faecium circulantes no periodo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras Bacterianas

Este trabalho incluiu a analise de 205 amostras bacterianas pertencentes a espécie
E. faecium. Tais amostras foram obtidas ao longo de oito anos (2009 a 2016) de diferentes
fontes clinicas, representativas de quadros de infeccdo e de colonizagdo, provenientes de
pacientes hospitalizados em instituicdes do Rio de Janeiro. A selecdo amostral foi feita a
partir de um universo de 547 amostras de E. faecium que foram recebidas em nosso
laboratério no periodo estudado. O céalculo amostral significativo foi feito utilizando a

férmula abaixo:

B N.Z%p.(1-p)
- Z2p.(1—-p)+e2 (N-1)

n

Onde n é amostra calculada; N, a populacdo; Z, a variavel padronizada do nivel de
confianca; p, a verdadeira probabilidade do evento e e, o erro amostral. Foi utilizado um valor
de p de 50%, com erro amostral de 5% e nivel de confianca de 95%.

Utilizando esta formula, o n amostral significativo foi estabelecido em 226 amostras, e
dividindo-se esse valor pelos oito anos estudados, seria necesséaria a inclusdo de 28,25
amostras por ano. Foi, entdo, estabelecido um critério de selecdo e inclusdo de 30 amostras
por ano. Entretanto, considerando que em dois anos, compreendidos no periodo avaliado, ndo
foi possivel obter o numero desejavel de 30 amostras bacterianas (2011 = 11 amostras; 2012 =
14 amostras), este estudo passou a considerar um erro amostral de 5,5% com um nivel de
confianca de 95%, para um total de 205 amostras.

Os critérios para a selecdo de amostras bacterianas neste estudo, visando contemplar
todo o periodo, foram baseados na disponibilidade de informacbes quanto: ao sitio de
isolamento - foram incluidas todas as amostras representativas tanto de infeccdo quanto de
colonizagdo; a instituicdo de origem; resultados preliminares de resisténcia a vancomicina,
ampicilina, ciprofloxacina e aminoglicosideos.

Todas as amostras estudadas pertencem a colecdo de culturas do Laboratorio de Apoio

Biotecnoldgico, do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio
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de Janeiro, sob a coordenagdo da Prof.2 Lucia Martins Teixeira. As amostras bacterianas
estavam mantidas congeladas a -20°C, em solugéo de leite desnatado a 10% (Skim Milk, BD
Diagnostics, Franklin Lakes, NJ, EUA) acrescido de 10% de glicerol. As amostras ja
possuiam uma caracterizacdo fenotipica prévia quanto a género e espécie, por um painel de
testes fenotipicos convencionais (TEIXEIRA et al., 2019).

Para reativagdo, as amostras foram semeadas em meio 4gar sangue de carneiro - AS
(PlastLabor Ind e Com. Materiais e Equipamentos de Laboratorio, Rio de Janeiro, RJ, BR), e
incubadas por 18h-24h a 36+1°C. Ap0s esse periodo, as placas foram avaliadas para
evidenciacdo do crescimento caracteristico de enterococos (morfologia colonial e atividade

hemolitica) em culturas puras.

2.2 Caracterizagdo Molecular por Espectrometria de Massa - MALDI TOF MS

Para confirmar a identificacdo das amostras bacterianas, foi utilizada a técnica de
MALDI-TOF MS. Para tal, as amostras foram semeadas em placas de AS (PlastLabor) e em
seguida passaram por incubagdo por 18h-24h a uma temperatura de 36 = 1°C. A partir do
crescimento assim obtido, uma colénia foi depositada, com auxilio de uma haste de madeira,
em uma das areas delimitadas na placa de aco inoxidavel polida (MSP 96 target polished steel
BC, Bruker Daltonics®, Billerica, MA, EUA) e depois o material foi coberto com 1ul da
matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico, Bruker Daltonics®). As amostras foram
avaliadas em um espectrémetro de massa Microflex LT (Bruker Daltonics®) em modo linear,
utilizando-se o software MALDI Flex Control 3.3 no modo automatico (MBT_FC.par). Os
espectros de massas foram coletados na faixa de 2.000 a 20.000 m/z e analisados com auxilio
do software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics®).

2.3 Determinacéo da Suscetibilidade aos Antimicrobianos

A suscetibilidade a 18 antimicrobianos foi avaliada pela metodologia de difusdo em
agar (disco-difusdo). Para tal, as amostras bacterianas foram previamente semeadas em placas
de AS (PlastLabor) e incubadas por 18h-24h a uma temperatura de 36x£1°C. A preparacdo dos



43

indculos foi realizada em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) com padréo de turbidez ajustado
para a escala 0,5 de McFarland. Cada suspensao foi semeada em &gar Mueller-Hinton (Difco
Labs., Franklin Lakes, NJ, USA) e, em seguida, os discos de antimicrobianos foram aplicados
com o auxilio de uma pinga previamente esterilizada.

Os discos testados (Oxoid Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) abrangeram 13 classes
distintas de antimicrobianos: p-lactamicos (ampicilina 10ug e penicilina 30ug); ansamicinas
(rifampicina  5ug); estreptograminas (quinupristina/dalfopristina  15pg); quinolonas
(ciprofloxacina 5ug, norfloxacina 10ug e levofloxacina 5ug); fenicois (cloranfenicol 30ug);
macrolideos (eritromicina 15ug); glicilciclinas (tigeciclina 15ug); fosfomicinas (fosfomicina
200uQg); oxazolidinonas (linezolida 30ug); furantoinas (nitrofurantoina 300ug); tetraciclinas
(tetraciclina  30ug); glicopeptideos (vancomicina 30ug e teicoplanina 30pg) e
aminoglicosideos em concentrac6es elevadas (gentamicina 120ug e estreptomicina 300pg).

As placas foram incubadas por 18h, exceto para vancomicina e teicoplanina, onde o
tempo de incubacdo padronizado foi de 24h, a uma temperatura de 36+1°C e, ap0s este
periodo, foram realizadas a leitura dos halos de inibicdo e a interpretacdo conforme
determinacdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019), exceto para a
tigeciclina em que foram seguidas as recomendacdes de interpretacdo do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2019). Para fins de controle de
qualidade foram empregadas as amostras de referéncia Staphylococcus aureus ATCC25923 e
Enterococcus faecalis ATCC29212. As amostras foram classificadas como multirresistentes

seguindo os critérios de Magiorakos et al. (2012).

2.4 Determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de Estreptomicina

As amostras que apresentaram incongruéncias entre os resultados obtidos nos testes
fenotipicos (determinacdo da susceptibilidade por disco-difusdo) e genotipico (detec¢do de
determinantes de resisténcia por PCR convencional e por sequenciamento do genoma
completo) foram também avaliadas quanto a determinacdo da CIM, com o emprego do teste
de diluicdo em agar. A metodologia utilizada e os critérios de interpretacdo seguiram as
recomendacdes de execucdo e interpretacdo estabelecidas pelos documentos M07-A10 e
M100 do CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (2015; 2019). Para a

realizacdo do teste, inicialmente foram preparadas placas de Mueller-Hinton Agar (Difco
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Labs.) contendo diluigdes duplas seriadas de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co., San Louis,
MO, EUA), nas concentracOes finais de 0,25 pug/mL a 4.096 ug/mL, além de placas sem a
adicdo de antimicrobianos, que foram utilizadas como controle do crescimento bacteriano.
Volumes de 1 pl de suspensdes bacterianas confeccionadas em salina fisiologica (a partir de
crescimento recente em AS), correspondendo a turvacao equivalente a 0,5 McFarland, foram
inoculados nas placas contendo as diferentes concentragdes dos antimicrobianos, com auxilio
de um multi-inoculador (replicador) do tipo Steers. A CIM foi considerada como a menor
concentracdo onde nédo foi detectado visualmente crescimento bacteriano, ap0s incubacéo a
36°C+1°C, por até 48h. As amostras de referéncia E. faecalis ATCC 29212 (sensivel) e
ATCC 51299 (que apresenta o fendtipo HLAR) foram utilizadas como controles dos testes.

2.5 Detecgdo dos Genes Associados a Resisténcia a Antimicrobianos e a Viruléncia

Para a deteccdo dos genes envolvidos na resisténcia aos aminoglicosideos e aos
glicopeptideos e na viruléncia de E. faecium, foi utilizada a metodologia da reagcdo em cadeia
da polimerase otimizada em rea¢fes multiplex Gnicas ou em etapas sequenciais. Os protocolos
utilizados para a deteccdo dos genes envolvidos na resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos, glicopeptideos e na viruléncia de Enterococcus spp. seguiram
recomendacdes anteriores. Na secdo 2.5.5 (Quadro 1) estdo listados os genes pesquisados,
bem como as sequéncias dos iniciadores utilizados, os tamanhos esperados dos fragmentos

amplificados e as respectivas referéncias.

2.5.1 Obtencao do DNA Bacteriano

O DNA bacteriano foi obtido utilizando-se a resina Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) conforme protocolo proposto por Pinto et al. (2013). A partir de um
crescimento bacteriano meio AS (PlastLabor) foram preparadas suspensfes bacterianas em
tubos tipo Eppendorf contendo 200 pl de uma solugdo aquosa da resina Chelex 100 a 5% e
0.2 mg/mL de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As suspensdes foram,

primeiramente, incubadas a 50 °C por 1 h, em seguida homogeneizadas em vortex, por 10 s, e
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submetidas a uma nova incubagdo a 95°C, durante 10 min. Apds centrifugacéo a 12.000 rpm
por 3 min, o sobrenadante contendo o DNA molde foi utilizado nos testes.

2.5.2 Deteccdo dos Gendtipos Associados a Resisténcia a Niveis Elevados de

Aminoglicosideos

A presenca de genes que determinam resisténcia a niveis elevados de estreptomicina
foi pesquisada por PCR multiplex, de acordo com protocolo desenvolvido por nosso grupo
(FARIA, 2017), utilizando iniciadores previamente descritos para 0s genes ant(6’)-la
(SWENSON et al., 1995), ant(9’)-1a e ant(9’)-lb (MAHBUB ALAM et al., 2005). A anélise
da presenca dos genes que determinam a resisténcia a niveis elevados de gentamicina e outros
aminoglicosideos também foi pesquisada por PCR multiplex, seguindo protocolo descrito por
Vakulenko et al. (2003), com algumas modificagdes. Foram pesquisados 0s seguintes
determinantes genéticos: aac(6’)-le-aph(2’’)-la, aph(2’’)-b, aph(2’’)-Ic, aph(2’’)-Id,
aph(3’)-llla e ant(4’)-la.

Para a pesquisa dos genes associados a resisténcia a estreptomicina, foi feita uma
reacdo de PCR multiplex com uma mistura no volume final de 25 pl. A reacéo foi constituida
de 2,5 pl do extrato de DNA molde, 1x do tampdo PCR (Ludwig Biotecnologia Ltda,
Alvorada, RS, BRA), 3,0 mM de cloreto de magnésio — MgCl, (Ludwig Biotecnologia Ltda),
0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen) e 1,25 U da enzima Tag DNA polimerase (Ludwig
Biotecnologia Ltda), além dos oligonucleotideos iniciadores conforme descritos na se¢do
2.5.5 (Quadro 1). Os ciclos de amplificacdo foram realizados em termociclador Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), sendo compostos de uma etapa
inicial de desnaturacdo de 5 min a 95°C, seguida de 30 ciclos a 94°C por 1 min para
desnaturacdo, uma fase de anelamento a 55°C por 1 min e uma fase de extenséo a 72°C por 1
min. Em seguida foi realizada uma etapa de extensédo final a 72°C por 10 min. As amostras
utilizadas como controles positivos foram: E. faecium CL8287 para ant(6’)-1a e ant(9’)-1a e
E. faecalis Fa-23 para ant(9°)-Ib.

A pesquisa dos genes que codificam a resisténcia a gentamicina e outros
aminoglicosideos também foi realizada por PCR multiplex. A mistura da reacdo teve um
volume final de 25 pl e foi constituida de 2,5 ul de DNA molde, 1x tampédo PCR, 1,5 mM de
MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP e 2 U da enzima Platinum Tag DNA polimerase, além dos



46

oligonucleotideos como listados na se¢do 2.5.5 (Quadro 1). Os ciclos de amplificacdo foram
realizados em termociclador (Applied Biosystems), partindo-se de uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94°C por 3 min, 35 ciclos compostos de desnaturagdo a 94°C por 40s,
anelamento a 55°C por 40s e extensdo a 72°C por 40s. Para a extensao final, foi realizado um
ciclo de 72°C por 2 min. Todos os reagentes utilizados em ambos os protocolos foram obtidos
da Invitrogen, Life Tech.

As seguintes amostras foram utilizadas como controles deste PCR multiplex:
E. faecium SF11770 para os genes aph(2’’)-Ib, aph(3’)-llla e ant(4')-la; E. gallinarum
SF9117 para 0 gene aph(2’’)-Ic; E. casseliflavus SF11300 para o gene aph(2’’)-Ild e E.
casseliflavus MBO4541E para o gene aac(6’)-le-aph(2”’)-1a.

2.5.3 Deteccdo dos Gendtipos Associados a Resisténcia aos Glicopeptideos

A deteccdo da presenca do gene vanA, que determina a resisténcia a vancomicina e
teicoplanina, foi feita por PCR uniplex, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores descritos
por Dutka-Malen et al. (1995). Cada mistura de reagdo tinha um volume final de 50 pul, sendo
constituida de 4 pl do DNA molde, 1x tampdo PCR (Ludwig Biotecnologia Ltda), 1,5 mM de
MgCl, (Ludwig Biotecnologia Ltda), 0,1 mM de cada dNTP (Invitrogen) e 0,8 U de Taq
DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), além das sequéncias iniciadoras listadas na se¢éao
2.5.5 (Quadro 1).

Os ciclos de amplificacdo foram realizados em termociclador (Applied Biosystems),
constituidos de uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 min, seguida de 35 ciclos a
94°C por 50s para desnaturacdo, 55°C por 30s para anelamento e 72°C por um minuto para
extensdo. Para a extensdo final foi realizado um ciclo a 72°C por 10 min. Como controle
positivo foi utilizada a amostra E. faecalis A256, portadora do gene vanA, e como controle

negativo a amostra E. faecalis VV583.
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2.5.4 Deteccdo dos Gendtipos Associados a Expressdo de Fatores de Viruléncia

Foi avaliada a presenca de cinco genes relacionados a expressdo dos respectivos
fatores envolvidos na viruléncia de Enterococcus spp.: asal, substancia de agregagéo; cylA,
citolisina; esp, proteina de superficie de enterococos; hyl, glicosil hidrolase; gelE, gelatinase.

O ensaio de PCR multiplex seguiu as recomendacdes de Vankerckhoven et al. (2004).
Para tal, foram feitas misturas de reacdo para um volume final de 25 pL, que constaram de 2,5
ML da suspensédo do DNA molde, 1X tampédo PCR, 3 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
1,25 U de Platinum Taq polimerase e os pares de iniciadores conforme descrito na se¢éo 2.5.5
(Quadro 1). As condicdes 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 o0 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 Ac-72 (cylA+, gelE+, asal+), E. gallinarum Ac-
19 (hyl+), E. faecalis Fa-52 (gelE+, esp+) foram utilizadas como controles positivos da

reacao.

2.5.5 Eletroforese e Anélise dos Produtos Amplificados

Apos as etapas em termociclador, os produtos de amplificagdo foram submetidos a
eletroforese, por 1h a 100V, em gel de agarose (LE Agarose, Ludwig Biotecnologia Ltda) a
1,2% preparado em tampdo TBE 0,5X (45mM Tris, 45mM éacido bérico, 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, sendo em seguida visualizados e fotografados com auxilio do sistema
MiniBis Pro (DNR Bio Imaging Systems Ltda, Jerusalém, ISR). A eletroforese foi
acompanhada de um padré@o de pares de base (100 pb Ladder — Ludwig Biotecnologia Ltda)
utilizado para estimar o tamanho dos produtos amplificados.



Quadro 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR multiplex para
deteccdo de determinantes de viruléncia e resisténcia em Enterococcus

faecium
L Quantidade
. Sequéncias iniciadoras o Produto .
Caracteristica Gene L do iniciador g Referéncias
(Direcio 5°-3°) « (empb)
(em pmol°)
F: ACTGGCTTAATCAATTTGGG Swenson et al.,
ant(6’)-1a 1,25 577
R: GCCTTTCCGCCACCTCACCG 1995
F: GGTTCAGCAGTAAATGGTGGT
a ant(9’)-1a 25 476
HLSR R: TGCCACATTCGAGCTAGGGTT
Mahbub Alam
F: CGTCGTATCTGAACCATTGACA etal., 2005
ant(9’)-1b 25 351
R: TCCATAATGGCTCTTCTCAC
aac(6’)-le- F: CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG . 248
aph(2”)-la R: CTCGTGTAATTCATGTTCTGGC
F: CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC
aph(2”)-1b 25 867
R: TTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT
F: CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC
aph(2”)-Ic 35 444
b R:CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG Vakulenko et
HLGR
F: GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC al., 2003
aph(2”)-1d 5,0 641
R: CCTCTTCATACCAATCCATATAACC
F: GCTAAAATGAGAATATCACCGG
aph(3’)-Illa 3,0 523
R: CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG
F: AAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC
ant(4’)-la 2,0 294
R: GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT
o F: GGGAAAACGACAATTGC Dutka-Malen et
Vancomicina vanA 25 732
R: GTACAATGCGGCCGTTA al., 1995
F: GCACGCTATTACGAACTATGA
asal 40 375
R: TAAGAAAGAACATCACCACGA
F: ACTCGGGGATTGATAGGC
cylA 40 688
R: GCTGCTAAAGCTGCGCTT
o F: AGATTTCATCTTTGATTCTTGG Vankerckhoven
Viruléncia esp 40 510
R: AATTGATTCTTTAGCATCTGG etal., 2004
F: ACCCCGTATCATTGGTTT
gelE 40 405
R: ACGCATTGCTTTTCCATC
F: ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG
hyl 40 276
R: GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

Legenda: high-level gentamicin resistance (HLGR); "high-level streptomycin resistance (HLSR); pmol —
quantidade de iniciadores em picomol para o volume final da respectiva reacéo; “pb - tamanho do
produto em pares de base; F - ordem direta (do inglés, foward), R - ordem reversa (do inglés,
reverse); Nucleotideos: Adenenina (A), Citosina (C), Guanina (G), Timina (T), K - apenas
tautdbmeros de Gou de T.

Fonte: A autora, 2020.
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2.6 Sequenciamento do Genoma de E. faecium

O sequenciamento do genoma completo foi realizado a partir de um projeto de
colaboracdo com o Dr. Paul Joseph Planet — University of Pennsylvania, PA, EUA. No total,
52 amostras foram selecionadas para a realizacdo do sequenciamento a partir de critérios
baseados nos resultados obtidos preliminarmente, tais como: perfil fenotipico e genotipico de
resisténcia, perfil genotipico de viruléncia e sitio de isolamento. Foram selecionadas amostras
de todos os anos de estudo, bem como de todas as instituicdes hospitalares de origem.

Adicionalmente, como o objetivo principal deste trabalho foi elucidar a substituicdo
populacional ocorrida pela troca do tipo MLST, de ST78 para ST412, foram incluidas no
estudo 20 amostras bacterianas pertencentes ao ST78, obtidas no periodo de 2002 a 2008.
Além disso, duas amostras pertencentes ao ST412 obtidas no ano de 2008, consideradas como
0s primeiros registros deste ST no banco de dados de nosso grupo, também foram incluidas
nessas analises. Todas essas amostras foram oriundas do trabalho de Faria (2012) e também
possuiam prévia caracterizacdo fenotipica e genotipica. Sendo assim, no presente trabalho, 74
amostras de E. faecium tiveram seu genoma sequenciado e analisado.

O DNA das amostras foi obtido utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para tal, as
amostras foram cultivadas em meio triptona de soja (TSB - do inglés, tripticase soy broth)
(BD Diagnostics). Apds incubacdo a 36°C+1°C, por 18h-24h, 1 mL do crescimento obtido
para cada amostra foi submetido a centrifugacdo (4.000 rpm / 2 min), o sobrenadante foi
removido e as células ressuspensas em 480 uL de EDTA (50 mM) e 120 pL de uma solugédo
aquosa de lisozima (10 mg/mL). Apos incubagdo (36°C+1°C / 1h), as suspensdes foram
centrifugadas (4.000 rpm / 10 min), os sobrenadantes removidos e as células ressuspensas em
600 pL de Solucdo de Lise (especifica do kit, Promega) e incubadas a 80°C por 5 min.
Posteriormente, foram adicionados 3 pL de solucdo de RNAse e em sequéncia, apés
homogeneizacdo, 200 uL da Solucdo para Precipitacdo de Proteinas (especifica do Kkit,
Promega). Apds incubagdo por 5 min no gelo, os tubos foram centrifugados por duas vezes
consecutivas: na primeira (4.000 rpm / 3 min) foram adicionados 600 pL de isopropanol ao
sobrenadante; e na segunda (4.000 rpm / 2 min), 600 pL de etanol 70%. Apos nova etapa de
centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo o DNA foi reidratado
com 100 pL de Solucdo de Reidratacdo 9 (especifica do kit, Promega). Apos incubagéo (65°C

/ 1 h), o DNA foi estocado a 4°C, até 0 momento dos ensaios.
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O DNA genbmico extraido foi quantificado utilizando Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen) e posteriormente 5 pg foram aplicadas em placas de 96 pocos (MicroAmp
Optical 96-Well Reaction plate; Applied Biosystems). As placas foram enviadas para o
servico de sequenciamento do PennCHOP — Microbiome Program, pertencente a University
of Pennsylvania e o Children’s Hospital of Philadelphia, com 0 apoio do Dr. Paul J. Planet.
No local, as bibliotecas genémicas foram construidas utilizando-se lllumina Nextera XT DNA
(150- bp paired-end reads) e entdo sequenciadas na plataforma de alto desempenho Illumina
Hiseq 2500 (lllumina, San Diego, CA, EUA).

2.7 Analises de Bioinformatica Aplicadas ao Estudo do Genoma de E. faecium

Para a andlise do genoma completo das amostras de E. faecium, um pipeline com
diversas ferramentas computacionais foi desenhado, conforme representado na secdo 2.7.6
(Figura 1). O fluxo de trabalho foi dividido em diferentes etapas e consistiu primeiramente na
avaliacdo da qualidade das sequéncias obtidas e processo de “trimagem”. Posteriormente, para
a elucidacdo da estrutura populacional e dos processos evolutivos envolvendo a espécie,
foram empregados diferentes métodos de andlise com trés enfoques distintos: o estudo do
conteddo genético e a analise do pangenoma; o estudo dos processos de mutacdo; e o estudo
dos eventos de recombinacdo. Analises filogenémicas também foram empregadas para ajudar
na elucidacdo das relacdes de ancestralidade entre as amostras. Por fim, por conta de alguns
resultados obtidos, foi aplicado um viés protedmico, com a utilizagdo de modelagem

computacional para demonstragéo de estruturas proteicas.

2.7.1 Avaliacdo de Qualidade e “Trimagem” das Reads

Os arquivos brutos gerados do sequenciamento, chamados de reads, foram
primeiramente analisados através do programa FastQC versdo 0.11.8 (ANDREW, 2010), para
avaliacdo do total de sequéncias geradas, tamanho e qualidade dos fragmentos gerados e
conteldo de adaptadores. A partir desses valores, foi possivel entdo calcular a cobertura do

sequenciamento, multiplicando-se o tamanho das reads (L) pelo nimero de reads (n) obtidas
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e divididas pelo tamanho esperado para o genoma (G). Posteriormente, essas sequéncias
brutas foram entdo “trimadas” com o software Trim Galore! versédo 0.6.2 (KRUEGER, 2015),
utilizando argumentos padrdo, que removem das reads os adaptadores, assim como as

extremidades de baixa qualidade.

2.7.2 Estudo do Contetido Genético e Analise do Pangenoma

A avaliacdo do conteudo genético teve como objetivo identificar todos os genes que
compdem o genoma das 74 amostras de E. faecium, com destaque, principalmente, para a
presenca de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos (resistoma), a fatores de
viruléncia (viruloma) e de estruturas associadas a elementos genéticos moéveis (mobiloma),
como, IS, plasmideos e profagos. Todos os programas que serdo descritos a seguir foram
executados no modo padrao.

Para esta etapa, ap0s o0 processo de “trimagem” das reads, as mesmas foram
submetidas ao processo de montagem “De novo™ através da plataforma online PATRIC 3.6.3
(WATTAM et al., 2017) utilizando-se a estratégia denominada “auto”, que consiste na
montagem dos fragmentos através de trés algoritmos diferentes: Velvet, Spades e IDBA, com
posterior comparacao e pontuacao entre os resultados obtidos e indicacdo do melhor processo
de montagem. O arquivo gerado, indicativo da melhor montagem, denominado contigs.fasta,
foi utilizado em todas as analises posteriores. A avaliacdo da montagem do genoma foi feita
através do software Quast v2 (GUREVICH et al., 2013), para a obtencdo das métricas como o
namero de contigs, tamanho do genoma, N50 e contetdo G+C.

Para a anotagdo do resistoma, foram utilizadas duas plataformas online diferentes,
Resfinder versdo 3.2 (ZANKARI et al., 2012) e Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD) versdo 3.0.8 (ALCOCK et al., 2020). A anotacdo dos determinantes de
viruléncia foi realizada pelas plataformas VirulenceFinder versdo 2.0 (JOENSEN et al., 2014)
e Virulence Factor Database (VFDB) versdo 2019 (LIU et al., 2019). Para anotacdo dos
elementos que compdem o mobiloma, foram utilizadas as seguintes plataformas online:
ISfinder (SIGUIER et al., 2006), para identificacdo de sequéncias de insercdo, PlasmidFinder
versdo 2.1 (CARATTOLI et al., 2014), para detec¢do de plasmideos, e phage search tool
enhanced release (PHASTER) (ARNDT et al., 2016), para identificacdo de profagos. Para a

validacdo dos resultados da deteccdo de IS, s6é foram anotadas aquelas sequéncias que
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possuiam um e-value de 0.0, apresentaram similaridade igual ou superior a 95% e mais de 100
pb. Em relacdo a deteccdo da presenca de profagos, somente aqueles que obtiveram uma
pontuacdo superior a 90, sendo considerados pelo programa como profagos intactos, foram
anotados.

As amostras sequenciadas tiveram a identificacdo dos respectivos STs através da
tipificacdo de sequéncias em mudltiplos loci, conforme painel proposto por Homan et al.
(2002). As anédlises para os sete genes de manutencdo adk (adenilato quinase), atpA
(subunidade a da ATP sintetase), ddl (D-alanina-D-alanina ligase), gdh (Glicose 6-fosfato
desidrogenase), gyd (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), pstS (proteina transportadora de
cassete de ligacdo de ATP fosfato) e purK (fosforribosilaminoimidazol carboxilase) foram
realizadas por meio da plataforma online MLST versdo 2.0 (LARSEN et al., 2012),
pertencente ao servidor do CGE (Center for Genomic Epidemiology), com posterior
confirmagéo utilizando-se o software mlst (SEEMANN, 2015).

Para a analise do pangenoma, as sequéncias foram primeiramente submetidas a
anotacdo do genoma completo através do software Prokka versdao 1.13.17 (SEEMANN,
2014). A partir dos arquivos *.gff gerados na anotacdo, o software Roary versdo 3.11.2
(ANDREW et al., 2015) foi utilizado para estimar o pangenoma e 0 genoma central das 74
amostras (core genoma total). Além disso, as amostras foram divididas em cinco grupos
distintos - ST78, ST412, ST896, ST963 e “Outros STs” (que incluiram os demais STs
encontrados no estudo) - que, posteriormente, foram analisados separadamente pelo programa
Roary. Foram denominados como genes centrais ou core genes de cada grupo ST, aqueles
presentes em 95% ou mais amostras do respectivo grupo. Os genes presentes em 15% ou
menos amostras de cada grupo foram considerados genes acessorios.

Com a finalidade de identificar genes exclusivos a cada um dos cinco grupos de
amostras, foi utilizado o software Scoary verséo 1.6.16 (BRYNILDSRUD et al., 2016)
comparando-se 0 arquivo gerado por Roary, que continha uma lista dos genes identificados
nos 74 genomas, com uma planilha binaria que associou cada uma das amostras ao Seu
respectivo grupo. Foram considerados genes exclusivos de um grupo, aqueles que
simultaneamente atenderam aos seguintes parametros: (i) valor de sensibilidade entre 80% e
100%; (i) valor de especificidade de 90% a 100%; (iii) ser identificado exclusivamente em
um unico ST dentre os de interesse (ST78, ST412, ST896, ST963). Porém, ndo foi
considerado como um fator de exclusdo quando um determinado gene associado a um dos
STs de interesse foi também identificado entre amostras pertencentes ao grupo nomeado

como “Outros STs”.
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Todos os genes preditos como exclusivos nas analises anteriores tiveram sua sequéncia
extraida do arquivo de anotacdo para uma confirmacdo manual por meio da ferramenta de
BLAST — basic local alignment search tool (ALTSCHUL et al., 1990), hospedado no NCBI
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOY INFORMATION, 2020) e o banco de
dados do UniProt (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2019). As categorias funcionais desses
genes foram pesquisadas em bancos de dados como EggNOG verséo 5.0.0 (HUERTA-
CEPAS et al., 2019), e QuickGO versdo 2020-04-04 (BINNS et al., 2009).

Foram, também, pesquisados 0s genes associados a resisténcia a metais pesados. Para
tal, os genes cadA (resisténcia ao cadmio), tcrB e cueO (resisténcia ao cobre), e merA
(resisténcia ao mercurio) foram pesquisados de forma manual nos arquivos de anotacdo
gerados pelo programa Prokka (arquivo.gbk), utilizando-se a ferramenta de busca simples
para cada um dos 74 genomas. Os nimeros de acesso para as sequéncias de nucleotideos
utilizadas como referéncia foram as seguintes: WP_010815218.1 (cadA), HM565232.1
(cueO), WP_049141803.1 (merA) e AY048044.2 (tcrB).

A deteccdo de sistema associado a imunidade bacteriana contra aquisicdo de material
genético externo, tal como o sistema CRISPR-Cas, foi avaliada a partir da plataforma online
CRISPRCasFinder versao 1.1.2 (COUVIN et al.,, 2018). Foram consideradas regides
associadas a presenca de CRISPR apenas aquelas que tiveram valores entre 2-4 para o nivel
de evidéncia, conforme descrito no manual do programa. Esses valores atestam a
confiabilidade dos resultados e se baseiam no numero de espacadores, na conservacdo das
sequéncias repetitivas e em uma maior similaridade entre as matrizes CRISPR existentes.
Uma analise do sistema R-M foi feita através da ferramenta de busca simples nos arquivos de
anotacdo. Foram pesquisados manualmente em cada um dos genomas as trés subunidades (R,
M e S) que compdem o sistema. As sequéncias utilizadas como referéncia seguiram as

recomendacdes do artigo de Huo et al. (2019).

2.7.3 Estudo das Mutacdes

Para o estudo das mutacgdes, as 74 amostras foram alinhadas em relagdo ao genoma de
referéncia E. faecium AUS0004 (CP003351). Esta amostra, utilizada como referéncia,
pertence ao ST17, foi isolada no ano de 1998 de uma infeccdo de corrente sanguinea na

Australia e foi o primeiro genoma completo descrito para a espécie (LAM et al., 2012), sendo
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até os dias atuais bastante utilizada como referéncia em andlises de gendmica comparativa
dentro da espécie (BRODRICK et al., 2016; PINHOLT et al., 2015; VAN HAL et al., 2018)

A etapa de alinhamento foi realizada utilizando-se as reads previamente “trimadas”
conforme descrito no ITEM 2.7.1 em relacdo a amostra de referéncia atraves do software
burrows-wheeler aligner (BWA) versao 0.7.17 (LI; DURBIN, 2009). O software SAMtools
versdo 1.4 foi posteriormente utilizado para a chamada de variantes (LI et al., 2009). Foi
empregado um filtro (BCFFILTER) para sitios que obtiveram uma baixa qualidade durante o
alinhamento e a deteccdo de variantes utilizando o comando: -g 12.

Posteriormente, utilizando-se um script interno, gentilmente cedido pelo Dr. Paul
Planet, denominado de snp_matrixBuilder.pl, os arquivos de chamada de variante (VCF - do
inglés, variant calling format) gerados na analise anterior foram utilizados para criar uma
matriz de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - do inglés, single nucleotide
polymorphisms) em relacdo a amostra de referéncia. Variantes que possuiam um valor de
qualidade menor que 20 foram excluidas da matriz através da utilizagdo do comando —q 20.
Através dessa matriz, foi possivel obter o nimero de SNPs de cada uma das 74 amostras em
relacdo a referéncia e os resultados obtidos também foram posteriormente utilizados para a
construcdo de arvores de filogenia.

Utilizando-se os mesmos arquivos VCF, as variantes encontradas foram anotadas em
relacdo a amostra de referéncia Aus0004, para predicdo de seus efeitos nos genes através do
software SnpEff versdo 4.3T (CINGOLANI et al., 2012a). Para esse estudo, apenas efeitos de
alto impacto nas proteinas, como o ganho ou perda de um codon de parada, foram
considerados. Para tal, o software SnpSift verséo 4.0 foi utilizado para filtrar esses dois tipos
de efeito de cada um dos genomas (CINGOLANI et al., 2012b).

Com intuito de observar se os efeitos de alto impacto eram relacionados aos diferentes
grupos de amostras bacterianas, uma planilha foi construida no Microsoft Excel®,
confrontando todos os efeitos encontrados nos 74 genomas com os diferentes STs. Foram
considerados efeitos de alto impacto associados a um determinado grupo de ST aqueles que
foram identificados em mais de trés amostras do grupo e que nao estavam presentes em
nenhum dos outros grupos de interesse, exceto em “Outros STs”.

Foram investigadas as muta¢Oes associadas a resisténcia aos antimicrobianos, tais
como os R-lactdmicos e quinolonas. Para tal, foram avaliados os genes da PBP5 (pbp5), que
codifica uma proteina ligadora de penicilina, e cujas mutacGes estéo relacionadas a resisténcia
a ampicilina e a penicilina nesses microrganismos, além dos genes que codificam a DNA

girase (gyrA e gyrB das subunidades A e B da proteina, respectivamente) e a topoisomerase
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tipo IV (parC e parE das subunidades A e B da proteina, respectivamente), cujas mutaces
sd0 associadas a resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos respectivos genes foram extraidas a
partir dos arquivos de anotacdo (*.ffn e *.gbk) gerados atraves da anotacgéo feita pelo software
Prokka. As sequéncias obtidas dos 74 genomas para cada um dos cinco genes foram entéo
alinhadas junto a sua respectiva referéncia utilizando-se o aplicativo de dominio publico
BioEdit — Biological Sequence Alignment v.7.04 (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA). As
sequintes referéncias foram utilizadas: YP_006375753 (Sequéncia do gene completo) e
AB017811.1 (Regido QRDR), para o gene parC; YP_006374612.1 (Sequéncia do gene
completo) e AF060881.1 (Regido QRDR), para o gene gyrA; YP_006374611.1 e
YP_006375752.1 para gyrB e parE, respectivamente, além da sequéncia X84860.1 para o
gene da pbp5.

Para avaliar se as varia¢Oes naturais dentro das sequéncias de proteinas (variagdes de
alelos) poderiam ser consideradas como novidade genética (novos polimorfismos), foi
utilizada a ferramenta WhatsGNU versdo 1.0 (MOUSTAFA; PLANET, 2020). Para tal, é
atribuida uma pontuacéo, ou escore, GNU (do inglés, gene novelty unity) para cada uma das
proteinas, a partir do nimero de combinacGes exatas encontradas dentro de um banco de
dados contendo véarios genomas. A pontuacdo GNU para cada proteina é inversamente
proporcional a atribuicdo de novidade genética. Assim, uma dada sequéncia proteica com
pontuacdo GNU elevada indica a alta frequéncia desse alelo no banco de dados sendo,
provavelmente, uma proteina conservada. Por outro lado, sequéncias proteicas com pontuacdo
GNU baixa sdo raras no banco de dados e aquelas com pontuacdo zero sdo as que nao
apresentam correspondéncia, sendo estas Ultimas consideradas novidades genéticas.

Para tal, foi obtida uma planilha, diretamente do NCBI, contendo o total de genomas
da espécie (1.928 genomas) que estavam depositados até 0 momento da realizacdo desta etapa
do trabalho (marco de 2020). Para as analises, foram excluidos desse numero total aqueles
genomas que estavam montados somente até o nivel de contigs, que ndo possuiam anotagédo
do genoma pelo GenBank ou que possuiam um tamanho total ou percentual de conteudo G+C
diferente do esperado para a espécie, sugerindo uma possivel contaminagdo. Sendo assim, 0
banco de dados final, que foi construido e utilizado para essas analises, constou de 823
genomas diferentes de E. faecium.

Utilizando-se um script dentro da propria ferramenta WhatsGNU, foi realizado o
download diretamente do GenBank da sequéncia de aminoacidos dos 823 genomas

selecionados. Para uma abordagem mais completa dos dados, o ST dos 823 genomas foi
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definido através da metodologia descrita no item 2.7.2. Os resultados entdo foram
incorporados ao banco de dados final que foi posteriormente comprimido utilizando um script
dentro da prépria ferramenta.

Todos os 74 genomas presentes em nosso estudo tiveram suas proteinas avaliadas em
relagdo ao banco de dados construido a partir do arquivo *.faa de anotagdo gerado pelo
software Prokka. Uma planilha foi gerada com os resultados de cada uma das amostras. As
analises foram realizadas filtrando apenas aquelas proteinas que obtiveram um GNU escore
igual a zero. Foram consideradas unidades de novidades genéticas exclusivas de um
respectivo grupo, as proteinas com escore zero presentes em mais de uma amostra do grupo.

Ainda utilizando a ferramenta WhatsGNU, foram também pesquisados os 10 genomas
no bando de dados que apresentaram o maior nimero de hits genéticos com as proteinas

presentes em cada uma das amostras de E. faecium incluidas neste estudo.

2.7.4 Estudo dos Eventos de Recombinacdo

A identificacdo de eventos de recombinacdo homologa foi realizada através do
software ClonalFrameML (DIDELOT; WILSON, 2015). Para tal, as reads “trimadas” dos 74
genomas incluidos neste estudo foram alinhadas e tiveram suas variacfes (SNPs) detectadas
em relacdo a referéncia AUS0004 (CP003351) através da ferramenta Snippy (SEEMANN,
2015). Um arquivo de alinhamento denominado core.snps.aln foi gerado. Este arquivo incluiu
0s SNPs que estavam presentes em todas as amostras em relagdo a referéncia.

A partir do arquivo gerado, foi feita a reconstrucéo de filogenia utilizando-se o método
de Méxima Verossimilhanca no programa RAXML versdo 8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com
valor de bootstrap estipulado em 100 replicacbes e modelo evolutivo GTR+G. A arvore
filogenética gerada pelo programa e o arquivo de alinhamento core.snps.aln serviram como
entradas para a analise pelo ClonalFrameML. A analise foi replicada 100 vezes através do
comando —emsim. Os resultados graficos foram produzidos por um script em linguagem R,
presente no repositério do proprio programa. As arvores de filogenia, geradas antes e depois
da demarcacdo dos eventos de recombinacdo, foram visualizadas pelo programa FigTree
versdo 1.4.4 (RAMBAUT, 2018).
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2.7.5 Anédlises Filogenbmicas

A reconstrucdo das relacdes filogenéticas foi realizada através de duas abordagens
diferentes: Méaxima verossimilhanca e andlise bayesiana (ver secdo 2.7.6 — Figura 1).
Utilizando a matriz de SNPs construida conforme descricdo no ITEM 2.7.3, um script interno
fornecido gentilmente pelo Dr. Paul Planet, denominado de shp_invariant_screen.pl, foi
utilizado para corrigir os problemas com sitios invariantes, uma vez que o0 arquivo de matriz
sO possuia os sitios que variavam. As analises foram entdo realizadas com o programa
RAXML versdo 8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com valor de bootstrap estipulado em 100
replicacdes e modelo evolutivo GTR+G. As arvores foram construidas pelo método classico
de enraizamento pelo ponto médio (do inglés, midpoint rooting) e visualizadas na plataforma
online iTOL versdo 5 (LETUNIC; BORK, 2019), onde foi possivel compilar os dados obtidos
em diversas analises.

Para 0s casos pontuais nos quais as arvores produzidas apresentaram resultados
discordantes do esperado (por exemplo, amostras pertencentes a STs diferentes compondo o
mesmo ramo), foram utilizadas andlises adicionais pelo calculo de ANI (do inglés, average
nucleotide identity). Para tal, foi utilizado o programa OrthoANI versdo 0.90 (LEE et al.,
2015), e, posteriormente, uma arvore foi construida pelo algoritmo unweighted pair group
method with arithmetic mean (UPGMA), utilizando os valores percentuais obtidos de ANI.

Através da abordagem bayesiana para reconstrucdo da filogenia, foi possivel estimar
os tempos de divergéncia, pelo o emprego do software BEAST versdo 2.5.2 (BOUCKAERT
et al., 2019). Como a inferéncia bayesiana ndo leva em conta os eventos de recombinacao
homdloga, uma vez que, em geral, eles tendem a influenciar a reconstrugdo de relagdes de
filogenia (DIDELOT; MAIDEN, 2010), um script em linguagem Pyhton, denominado cfml-
maskrc.py (KWONG, 2018), foi utilizado para mascarar as regides de recombinagéo obtidas
através da analise pela ferramenta ClonalFrameML (Item 2.8.4), no arquivo de alinhamento
core.snps.aln gerado pelo programa Snippy (Item 2.8.4).

Este novo alinhamento, com as regides de recombinagdo mascaradas, foi usado no
programa BEAULti (distribuido junto com pacote BEAST) para o ajuste dos parametros e
comandos necessarios para a analise bayesiana. As datas de isolamento das amostras foram
utilizadas como informacdo para calibrar as datas de divergéncia. O modelo de substituicéo
escolhido foi HKY, com uma taxa de substituicdo estimada de 1.0, um modelo de reldgio

molecular estrito e com taxa estimada também de 1.0. O modelo a priori escolhido para
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determinar a distribuicdo das arvores e dos comprimentos de ramos foi 0 coalescente em
populagdes com tamanho constante (do inglés, coalescent constant population).

Analises matematicas atraves do emprego do algoritmo de Monte Carlo via Cadeias de
Markov (MCMC, do inglés Markov chain Monte Carlo) foram executadas por 100 milhdes de
geragdes, com arvores e parametros amostrados a cada 1.000 geragdes. Do total de arvores
amostradas, 10.000 foram descartadas como burn-in (10%). Os arquivos de saida (*.log)
foram entdo importados no software Tracer versdo 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018), para
avaliar se haviam atingido a convergéncia da distribuicdo posterior, através da analise dos
valores de ESS (effective sample size) > 200. Posteriormente, uma arvore filogenética de
consenso foi gerada pelo critério de méaxima credibilidade de clados (MCC, do inglés
maximum clade credibility) no software TreeAnnotator versdo 2.5.2. As arvores foram

visualizadas através do programa FigTree versdo 1.4.4 (RAMBAUT, 2018)

2.7.6 Evolucdo Molecular

Para avaliar a evolugdo molecular, foi aplicado o teste D de Tajima (TAJIMA, 1989),
para os genes ddl, purK, pstS, que compdem o esquema de MLST, e para 0s genes de
resisténcia aos antimicrobianos parC, gyrA e pbp5, nas 61 amostras de E. faecium
pertencentes aos ST78, ST412, ST963 e ST896. Este € um teste estatistico aplicado aos
estudos de genética populacional, considerando-se uma populacdo constante em evolucao
neutra (teste de neutralidade). As andlises foram realizadas através do emprego do programa
DnaSP v.6 (ROZAS et al., 2017). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



Figura 1 — Fluxo de trabalho realizado para a analise do genoma de 74 amostras de Enterococcus faecium
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Fonte: A autora, 2020.
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2.7.7 Estudo das Incongruéncias entre Fendtipo e Gendtipo

As amostras que apresentaram resultados incongruentes entre os testes fenotipicos
(categoria sensivel nos testes de susceptibilidade por disco-difusdo e determinacéo da CIM) e
genotipicos (presenga do gene por PCR convencional e sequenciamento do genoma) para o
antimicrobiano estreptomicina, apds pelo menos duas repeticbes em dias distintos, foram
selecionadas para uma avalicdo mais detalhada. As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
relacionadas a presencga do gene ant(6°)-la foram obtidas e alinhadas com uma sequéncia de
referéncia (AF330699.1) utilizando o aplicativo BioEdit.

Para a complementacdo dos dados obtidos com as amostras que foram submetidas ao
sequenciamento do genoma (N=74), foi também investigada a presenca do gene ant(6’)-la,
por PCR convencional (conforme item 2.5.2), em todas as demais amostras incluidas neste
estudo que foram sensiveis a estreptomicina e ndo foram selecionadas para sequenciamento
do genoma completo (N=124). Adicionalmente, foi feita uma avaliacdo da sequéncia de
primers utilizada na técnica de PCR através da ferramenta Primer-BLAST, disponivel online
na plataforma do NCBI.

A predicdo da estrutura 3D da proteina codificada pelo gene ant(6°)-1a foi realizada
através da sequéncia de com a utilizagdo do servidor online PHYRE2 (KELLEY et al., 2015).
Os sitios de ligacdo da proteina também foram preditos utilizando-se outra plataforma online
chamada 3DLigandSite (WASS; KELLEY; STERNBERG, 2010). A exibicdo gréfica da
estrutura foi obtida através do software EzMol 1.3 (REYNOLDS; ISLAM; STERNBERG,
2018).

2.8 Analises Estatisticas

A comparacdo entre as métricas obtidas para tamanho do genoma, percentual de
conteddo G+C, quantidade de SNPs, nimero de sequéncias codificantes (CDS - do inglés,
coding sequence) anotados, quantidade de determinantes de viruléncia e resisténcia
encontrados, numero de ISs, profagos e plasmideos detectados nos diferentes grupos de STs
foi realizada através da analise de variancia monocaudal (One-way ANOVA) com posteriores

comparac0es pelo teste de Welch, uma vez que foi assumido que os desvios-padréo para cada
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grupo ndo eram semelhantes. Posteriormente, os grupos foram analisados pareadamente para
cada uma das métricas atraves de teste t ndo pareado. A correlacdo entre a ndo suscetibilidade
a 14 antimicrobianos distintos e a presenca/auséncia de resisténcia a vancomicina foi feita
através da correlacao de Pearson.

As analises foram realizadas com o aplicativo GraphPad Prism versdo 8.0 (GraphPad
Software Inc.). Foram considerados significativos valores de p<0,05. Para as correlacGes de
Pearson, valores entre 0,0 e 0,3 (0,0 e -0,3) indicavam correlacdo ndo significante. Valores
entre 0,3 e 0,5 (-0,3 e -0,5) indicavam baixa correlacdo positiva (negativa), entre 0,5 e 0,7 (-
0,5 e -0,7), correlacdo positiva (negativa) moderada e, a partir de 0,7 (-0,7) alta correlagéo
positiva (negativa) (MUKAKA, 2012).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao da Amostragem

Todas as 205 amostras incluidas no estudo, previamente caracterizadas por testes
fisioldgicos convencionais (TEIXEIRA et al. 2019) como pertencentes a espécie E. faecium,
tiveram a identificacdo confirmada através da técnica de MALDI-TOF MS. Os escores de
identificacdo foram >2.300, que garantem a classificagdo em género e espécie, de acordo com
as recomendac0es do fabricante.

Em relacdo as fontes de isolamento, 42% (86/205) foram representativas de sitios de
infeccdo, enquanto que 55,6% (114/205) foram provenientes de swabs e/ou fezes,
representativos de culturas de vigilancia. Apenas 2,4% (5/205) das amostras néo tiveram sua
origem de isolamento informada. Entre os espécimes clinicos representativos de infeccdo, os
gue mais se destacaram foram sangue (21,5%) e urina (11,7%). A Tabela 1 apresenta a
distribuicdo das amostras nos oito anos de estudo de acordo com o espécime clinico de

origem.

Tabela 1 — Distribui¢do das 205 amostras de Enterococcus faecium incluidas no presente
estudo, de acordo com o espécime clinico de origem e ano de isolamento

Espécime Clinico Ano/N° de amostras Total
P 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 N° (%)
Sangue 5 3 2 6 3 8 9 8 44 (21,5)
Urina 4 2 2 1 8 2 1 4 24 (11,7)
Secrecfes Abdominais 2 - - - - 2 2 2 8(3,9)
Fragmentos de Tecido - - - - 1 2 2 1 6 (2,9)
Cateteres e Drenos - 1 - - - 1 - - 2 (1)
Abscessos - - 1 - - - - - 1(0,5)
SecrecBes Respiratorias - - - - - 1 - - 1(0,5)
Swabs/Fezes 19 20 5 7 18 14 16 15 114 (55,6)
N4o informado - 4 1 - - - - - 5(2,4)
30 30 11 14 30 30 30 30 205
0 (0O,
TORINTC0)  46) (46) (54) (1) (15 (146) (146) (146) _ (100)
Legenda: Nédo informado - ndo foi possivel obter informagdo quanto ao espécime clinico de origem; - (nenhuma
amostra).

Fonte: A autora, 2020.
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3.2 Suscetibilidade aos Antimicrobianos

Os resultados dos testes de suscetibilidade aos 18 antimicrobianos, considerando os
critérios de interpretacdo do CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (2019)
e EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING
(2019), estdo demonstrados no Grafico 1. Foram consideradas como amostras ndo suscetiveis
aquelas classificadas como resistentes ou intermediarias, de acordo com os critérios de
interpretagdo mencionados anteriormente.

Percentuais elevados de nédo suscetibilidade foram observados para ampicilina (95,1%
- 195/205), ciprofloxacina (97,6% - 200/205), eritromicina (99,5% - 204/205), levofloxacina
(90,7% - 186/205), nitrofurantoina (85,8% - 176/205), norfloxacina (91,7% - 188/205),
penicilina (95,1% - 195/205), rifampicina (87,3% - 179/205), teicoplanina (81% - 166/205) e
vancomicina (81% - 166/205). Por outro lado, taxas elevadas de sensibilidade foram
encontradas para cloranfenicol (94,2% - 193/205), fosfomicina (95,1% - 195/205), linezolida
(99,5% - 204/205), quinupristina/dalfopristina (91,2% - 187/205) e tetracilina (84,4% -
173/205). Todas as amostras testadas foram suscetiveis a tigeciclina. A taxa de néo
suscetibilidade a niveis elevados de aminoglicosideos foi de 19% (39/205) para

estreptomicina e 39,5% (81/205) para gentamicina.

Gréfico 1 - Distribuicdo de 205 amostras de Enterococcus faecium de acordo
com a suscetibilidade a 18 antimicrobianos
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Legenda: Quinupristina/Dalfopristina (Q/D).
Fonte: A autora, 2020.



64

Foi observado que, durante quase que a totalidade do periodo de oito anos avaliado,
houve a manutengdo do percentual de amostras ndo suscetiveis a ampicilina, ciprofloxacina,
eritromicina, levofloxacina, norfloxacina, penicilina, rifampicina, teicoplanina e vancomicina,
com valores acima de 80%. Apenas nos anos de 2011 e 2012, reportados anteriormente por
contemplarem um menor ndmero de amostras, ocorreram variacbes nos perfis de néo
susceptibilidade (Tabela 2).

Em relacdo a vancomicina e a teicoplanina, a frequéncia de amostras ndao suscetiveis
nesses dois anos foi de 36,4% (4/11) e 42,8% (6/14), respectivamente. Entre as quinolonas, o
percentual de amostras ndo suscetiveis a norfloxacina foi de 45,4% (5/11) em 2011. Para a
classe dos R-lactamicos, 63,6% (7/11) das amostras foram ndo suscetiveis a penicilina em
2011. Neste mesmo ano, foi possivel observar que 54,5% (6/11) das amostras foram néo
suscetiveis a niveis elevados de gentamicina.

No ano de 2015, o percentual de amostras ndo suscetiveis ao cloranfenicol e a
quinupristina/dalfopristina foi de 20% (6/30) e 16,7% (5/30), respectivamente. O mesmo
percentual de amostras ndo suscetiveis a quinupristina/dalfopristina foi observado em 2009.
No ano de 2016, 33,3% (10/30) das amostras apresentaram ndo suscetibilidade a
estreptomicina, enquanto 26,7% (8/30) foram ndo suscetiveis a tetraciclina. Embora néo
indicado na Tabela 2, a Ginica amostra ndo suscetivel & linezolida foi identificada em 2015.

A correlacdo entre amostras caracterizadas como resistentes a vancomicina (VRE) ou
sensiveis (VSE) com a perda de suscetibilidade a outros antimicrobianos esta demonstrada no
Gréfico 2. Dos 14 antimicrobianos avaliados, as trés quinolonas e os dois R-lactamicos
testados foram os Unicos que obtiveram coeficiente de correlacdo superiores a 0,3, indicando
uma fraca correlacdo positiva entre a presenca de resisténcia & vancomicina com a nao
suscetibilidade a estas classes. Entre os B-lactamicos, o coeficiente de correlagdo obtido para a
ampicilina foi de 0,46, enquanto que para a penicilina foi de 0,40. As amostras resistentes a
vancomicina apresentaram um percentual de ndo suscetibilidade a ampicilina e a penicilina de
100% (166/166) e 99% (165/166), respectivamente. Ja entre as amostras sensiveis a
vancomicina, o percentual de ndo suscetibilidade a estas drogas foi de 74% (29/39) e 77%
(30/39).



Tabela 2 — Distribuicdo do percentual de ndo suscetibilidade aos antimicrobianos de
amostras de Enterococcus faecium no periodo de 2009 a 2016

Ano / N° de amostras (%)

Antimicrobianos
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016  Total

Ampicilina 29 28 9 13 29 28 30 29 195
P (96,7) (933) (81,8) (928) (967) (933)  (100) (96,7) (95,1)
Penicilina 29 28 7 14 29 28 30 30 195
(96,7) (933) (63,6) (100) (96,7)  (93,3)  (100)  (100) (95,1)

Ciorofloxaci 3 30 10 12 29 29 30 30 200
profloxacina 10y (100) (90,9) (857) (96.7) (96,7)  (100)  (100) (97.6)
Levofloxacina 26 26 10 12 27 27 29 29 186
(86,7) (86,7) (90,9) (857) (90)  (90)  (96,7) (96,7) (90,7)

Norfloxacina 27 29 > 12 28 28 30 29 188
(90) (96,7) (454) (857) (93.3) (933)  (100) (96,7) (91,7)

Estreptomicina ! 6 2 3 5 0 6 10 39
(233) (20) (182) (214) (16,7) 20)  (333) (19)

Gentamicina 12 4 6 l 16 11 13 12 81
40) (133) (545) (50) (533) (367) (433) (40) (39.5)

Teicoolani 2%6 26 4 6 25 28 24 27 166
elicoplanind 567) (86,7) (364) (428) (833) (933)  (80)  (90)  (81)
Vancomicina 26 26 4 6 25 28 24 27 166
(86,7) (86,7) (36,4) (428) (833) (933)  (80)  (90)  (81)

Eritromicin 30 30 10 14 30 30 30 30 204
omicind (100) (100) (90.9) (100) (100)  (100)  (100)  (100) (99.,5)
Q/D S 2 0 1 1 0 5 4 18
(16,7) (67) 70 (33) (167) (13,7) (8.8)

Cloranfenicol 2 0 1 0 0 0 6 3 12
6,7) (9,1) 200  (10) (5.8)

Fosfomicina 1 0 0 0 3 1 1 4 10
(3.33) (10) (3,3) (33) (133) (4.9

Nitrofurantoina 23 29 11 14 30 19 22 28 176
(76,7) (96,7) (100) (100) (100)  (633) (733) (93,3) (858)

Rifamici 27 30 10 13 22 25 26 26 179
lampicina —g0)  (100) (90.9) (92.8) (733) (833) (86,7) (86,7) (87.3)
Tetraciclina ! 2 2 1 2 4 6 8 32

(233) (67) (182) (7.1) (66) (133)  (20) (267) (15,)

Legenda: Quinupristina/Dalfopristina (Q/D).
Fonte: A autora, 2020.
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Entre as quinolonas, os coeficientes de correlacdo obtidos para ciprofloxacina,
levofloxacina e norfloxacina foram 0,32, 0,40 e 0,44, respectivamente. Para ciprofloxacina, o
percentual de amostras VRE ndo suscetiveis a esta droga foi de 100% (166/166), enquanto
que para amostras VSE foi de 87% (34/39). Para essas amostras, 0 percentual de néo
suscetibilidade para levofloxacina e norfloxacina foi de 67% (26/39). Em contrapartida, as
amostras VRE obtiveram percentuais de 96% (160/166) e 97,6% (162/166), respectivamente.

Para todos os outros antimicrobianos testados, os valores de correlacdo obtidos foram
inferiores a 0,3, sendo considerados insignificantes e ndo permitindo associar a presenca da

resisténcia a vancomicina com a ndo suscetibilidade a essas drogas (Gréfico 2).

Gréafico 2 - Correlacdo entre as taxas de ndo suscetibilidade a 14 antimicrobianos
diferentes entre amostras ndo suscetiveis (VRE) e suscetiveis (VSE) a
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Legenda: Quinupristina/Dalfopristina (Q/D).
Fonte: A autora, 2020.
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Em relacdo ao fenotipo HLAR, 45,8% (94/205) das amostras apresentaram este
fendtipo. Dentre estas, o fen6tipo HLGR (do inglés, high-level gentamicin resistance) foi
predominante, representando 58,5% (55/94) das amostras (Grafico 3). O fendtipo HLGSR (do
inglés, high-level gentamicin and streptomycin resistance) e HLSR (do inglés, high-level
streptomycin resisitance) representaram 27,7% (26/94) e 13,8% (13/94) das amostras,

respectivamente.

Grafico 3 — Distribuicdo dos fendtipos de ndo suscetibilidade a niveis elevados de
aminoglicosideos em amostras de Enterococcus faecium

54.2%

Nao-HLAR

" HLAR
= HLGE =HLRSE - HLGER

Legenda: High-level gentamicin resistance (HLGR); High-level streptomycin resistance (HLSR); High-level
gentamicin and streptomycin resistance (HLGSR).
Fonte: A autora, 2020.

Em relacdo as quinolonas, um dos alvos de estudo do trabalho, 87,4% (180/205) das
amostras foram ndo suscetiveis aos trés antimicrobianos testados dentro da classe. Apenas
5,8% (12/205) foram ndo suscetiveis a dois antimicrobianos e 3,4% (7/205) somente a um
antimicrobiano. Na Tabela 3, estdo listados os fendtipos de suscetibilidade as quinolonas
encontrados neste estudo.

Um total de 91,7% (188/205) das amostras foi considerada MDR, ou seja, ndo foram
suscetiveis a pelo menos um agente dentro de trés categorias de antimicrobianos diferentes.
Nenhuma amostra foi caracterizada como PDR (do inglés, pandrug-resistant), isto é, os
resultados deveriam apontar a ndo suscetibilidade a todos os antimicrobianos de todas as
categorias testadas. Dezessete amostras ndo puderam ser classificadas seguindo os critérios
mencionados, pois foram ndo suscetiveis a categorias de antimicrobianos desconsideradas

pela classificagdo utilizada como referéncia, descrita por Magiorakos et al. (2012).
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Tabela 3 - Perfis de suscetibilidade as quinolonas de 205 amostras de Enterococcus faecium

Antimicrobiano N° de
% de amostras

Ciprofloxacina Levofloxacina Norfloxacina amostras

R R R 180 87,8
I S S 7 3,4
R R S 5 2,4
R S R 5 2,4
R S I 2 0,98
R I I 1 0,49
S S S 5 2,4

Legenda: Resistente (R); Intermediério (I); Sensivel (S).
Fonte: A autora, 2020.

3.3 Caracterizacdo dos Genotipos Associados a Resisténcia

Em relacdo a vancomicina, todas as amostras que apresentaram o fenétipo VRE
(N=166) apresentaram produtos de amplificacdo para o gene vanA.

Todas as 94 amostras que apresentaram fendtipo HLAR foram avaliadas quanto a
presenca de genes relacionados a esta caracteristica. O Grafico 4 apresenta os resultados
obtidos com as 81 amostras que apresentaram o fen6tipo HLGR e HLGSR quanto a
frequéncia dos genes que codificam resisténcia a gentamicina e a outros aminoglicosideos na
populacdo estudada. O gene aac(6’)-le-aph(2”)-la, que codifica uma enzima bifuncional, foi
encontrado em todas as amostras, seguido pelo gene aph(3’)-1lla, que codifica resisténcia
apenas a canamicina, e esteve presente em 83,9% (68/81) das amostras. Uma porcentagem
pequena de amostras, 7,4% (6/81), apresentou produtos de amplificacdo relativos ao gene
aph(2”)-1c. Por outro lado, nenhuma amostra apresentou produtos de amplificacdo para os
genes aph(2”)-1b, aph(2”)-1d e ant(4’)-la.
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Gréafico 4 — Frequéncia de determinantes genéticos de resisténcia a niveis elevados
de gentamicina identificados por metodologia de reacdo em cadeia da
polimerase em amostras de Enterococcus faecium
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Fonte: A autora, 2020.

Em relacdo a distribuicdo dos genes representativos do fenétipo HLAR, 62 (76,5%)
amostras apresentaram amplificagdo dos genes aac(6’)-le-aph2”)-la e aph(3’)-llla
concomitantemente. A presenca unicamente do gene aac(6’)-le-aph(2”)-la foi detectada em
13 (16%) amostras. Somente seis amostras (7,4%) apresentaram produtos de amplificacéo
relativos aos trés genes avaliados.

As 39 amostras que foram caracterizadas pelo teste de disco-difusdo como néo
suscetiveis a niveis elevados de estreptomicina, também foram avaliadas quanto a presenca de
determinantes genéticos de resisténcia através de um protocolo de PCR multiplex para um
painel especifico de genes. Os resultados mostraram que, em quase sua totalidade (97,4% -
38/39), as amostras apresentaram produtos de amplificacdo correspondentes com o gene
ant(6’)-1a. Apenas uma amostra, representando 2,6% do total, apresentou amplificagéo para o
gene ant(9’)-1a. O gene ant(9’)-1b ndo foi identificado. N&o houve concomiténcia na presenca

dos dois genes encontrados.
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3.4 Caracterizagdo dos Genotipos Associados a Expresséo de Viruléncia

A andlise, por PCR multiplex, da presenca de cinco determinantes genéticos
responsaveis pela expressdo de fatores de viruléncia revelou que 82,4% (169/205) das
amostras apresentaram algum dos fatores de viruléncia pesquisados. Dos cinco genes
pesquisados, apenas dois foram observados. O gene esp foi o determinante de viruléncia que
obteve a maior predominancia, sendo encontrado em 81,4% (167/205) das amostras, enquanto
que o gene hyl esteve presente em 52,7% (108/205) das amostras.

No Gréfico 5, é possivel observar o percentual de amostras que possuiam 0s
determinantes de viruléncia ao longo dos oito anos de estudo. Nos dois primeiros anos do
periodo avaliado, 2009 e 2010, o percentual de amostras apresentando o gene hyl foi inferior a
25% [23,3% (7/30) e 16,7% (5/30), respectivamente]. Entretanto, nos anos seguintes, esse
percentual foi superior a 50%. Nos anos de 2013 e 2014, 83,3% (25/30) das amostras
carreavam o gene hyl. Em relagcdo ao gene esp, durante todos os anos avaliados o percentual

de amostras que apresentavam o gene foi superior a 60%.

Gréfico 5 - Distribui¢do dos determinantes genéticos de viruléncia identificados
por reacdo em cadeia da polimerase em amostras de Enterococcus faecium
isoladas no periodo de 2009 a 2016
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Fonte: A autora, 2020.
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Em relagcdo aos perfis genotipicos de viruléncia, 51,7% (106/205) das amostras
incluidas no estudo apresentaram a presenca concomitante dos genes esp e hyl. O segundo
perfil genético mais encontrado, em 61 (29,7%) amostras, foi a presenca unicamente do gene
esp. Apenas duas amostras (0,97%) apresentaram o gene hyl somente. Trinta e seis amostras
(17,6%) ndo apresentaram produtos de amplificagdo para nenhum dos determinantes
avaliados.

A correlacdo entre a presenca de determinantes de viruléncia com a resisténcia a
vancomicina pode ser observada no Grafico 6. Dentre as amostras VRE, 89% (147/166)
apresentaram o gene esp e 55% (92/166), o gene hyl. As amostras VSE também apresentaram
percentuais elevados para a presenca do gene esp (51% - 20/39) e hyl (41% - 16/39). Sendo
assim, nao foi possivel observar correlagdes significativas entre essas duas caracteristicas.
Para o gene esp, o coeficiente de Pearson foi igual a 0,37, indicando uma baixa correlacdo
entre a presenca do gene com a resisténcia ao antimicrobiano. Em relagéo a hyl, o coeficiente
de correlagéo obtido foi ainda menor (0,11), considerado, por isso, ndo significante.

Gréafico 6 - Correlacdo entre a presenca de determinantes genéticos de viruléncia e a
resisténcia a vancomicina em amostras de Enterococcus faecium
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Fonte: A autora, 2020.
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3.5 Analise do Sequenciamento do Genoma Completo de E. faecium

Todas as 74 amostras, sendo 52 isoladas no periodo de 2009 a 2016 e 22 pertencentes
a um estudo anterior do grupo, como mencionado na secéo 2.6, tiveram seu genoma avaliado
seguindo os passos descritos na secdo 2.7. As métricas do sequenciamento, tais como: nimero
de reads obtidas, tamanho das reads, cobertura de sequenciamento, niumero de contigs, N50,
entre outros, de cada uma das 74 amostras estéo listadas no APENDICE.

O tamanho do genoma obtido para as amostras, foi em média, de 2,76Mb * 0,15. Os
74 genomas de E. faecium apresentaram um percentual de contetdo G+C meédio de 37,75 *
0,11. A cobertura de sequenciamento obtida foi de 47x + 19. Os genomas foram montados, na
média, em 205 + 48 contigs. A anotacdo do genoma identificou em média 2.715 £+ 159 CDS, 5
* 2rRNA e 54 = 7 tRNA.

3.6 Determinacdo da Estrutura Populacional e Diversidade Genética

A andlise da diversidade genética através da avaliacdo dos perfis alélicos de MLST foi
realizada para as 74 amostras que tiveram o genoma sequenciado. No Quadro 2, estéo listados
todos os STs que compde a estrutura populacional de E. faecium nesse estudo e algumas de
suas principais caracteristicas.

Dentre as 74 amostras avaliadas, foi possivel observar 13 STs distintos circulando
pelas instituicdes hospitalares do estado do Rio de Janeiro no periodo avaliado. Dois deles
foram reportados pela primeira vez por nosso grupo (ST1626 e ST1628) e pertenciam ao
CC17. Um dos STs ainda ndo nomeado (ST NOVO) contém um alelo do gene ddl ainda néo
catalogado no PubMLST. Dos 13 STs encontrados, seis deles foram observados em apenas
uma amostra, sdo eles ST97, ST203, ST253, ST885, ST1626 e ST1628. Quatro destes, 0
ST97, ST253, ST885 e ST1628 ndo apresentaram determinantes de viruléncia e resisténcia a
vancomicina e foram todos oriundos de pacientes atendidos em uma mesma instituicdo
(hospital 11). Também, ST97, ST253 e ST885 ndo pertencem ao CC17.

O ST78 foi o predominante, sendo encontrado em 21 amostras, particularmente no
periodo de 2004 até 2007. Entretanto, ao observar as amostras do periodo de 2009 a 2016, o

ST412 foi o mais frequente (19 amostras). Através deste estudo, foi possivel observar a
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emergéncia de outros dois STs distintos, ndo pertencentes ao CC17, ST963 e ST896 (Quadro
2). O ST963 teve sua primeira amostra isolada no ano de 2011, sendo observado em todos os
anos posteriores totalizando 12 amostras. Ja o ST896 foi encontrado em nove amostras a
partir do ano de 2015. Todos esses STs apresentaram uma ampla disseminacdo em
instituicbes hospitalares do estado do Rio de Janeiro. O ST78, ST412 e o ST963 foram
identificados em dez instituicGes diferentes e 0 ST896 em seis.

Os resultados indicaram a possivel ocorréncia de uma nova sucessdo de STs, com a
predominancia do ST412 no periodo de 2009 a 2012, com uma frequéncia de 66,7% (14/21)
das amostras no periodo. Cerca da metade das amostras pertencentes ao ST963 foi encontrada
nos anos de 2013 e 2014 (5/12). Posteriormente, o ano de 2015 concentrou a maioria das
amostras do ST896 (8/9).

Comparado ao ST78, as amostras representativas de STs que emergiram no periodo
proposto pelo estudo (2009 a 2016) apresentaram caracteristicas fenotipicas e genotipicas
marcantes. A presenca de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR) esteve
presente em 58,3% (7/12) das amostras pertencentes ao ST963, enquanto naquelas do ST412,
somente 31,5% (6/19) apresentaram essa caracteristica fenotipica. No ST78, a presenca do
fendtipo HLAR foi de 90,5% (19/21). A presenca de resisténcia & vancomicina também foi
predominante no ST78, ST963 e ST896, sendo encontrada em 100% das amostras. Essa
caracteristica esteve presente em 73,7% (14/19) das amostras do ST412. Em relacdo aos perfis
genotipicos, foi possivel observar que a presenca do gene hyl pode ser relacionada ao ST412,

ST896 e ST963, estando presente em todas as amostras deste Gltimo (Quadro 2).



Quadro 2 — Principais caracteristicas dos diferentes STs encontrados nos 74 genomas de Enterococcus faecium circulantes em instituicbes

hospitalares do estado do Rio de Janeiro
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Fonte: A autora, 2020

aminoglycoside resistance (HLAR); Vancomicina (VAN); N&o informado (NI); + (positivo); (resisténcia).
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3.7 Reconstrucdo Filogenética

A reconstrucdo das relagdes filogenéticas utilizando Méaxima Verossimilhanca a partir
da matriz de SNPs permitiu identificar ao menos dois clados distintos (Figura 2). Apenas
quatro amostras ndo se agruparam nesses dois ramos. Um dos clados foi formada quase que
exclusivamente pelas amostras do ST78 e incluiu também a amostra de referéncia AUS0004,
além do ST1626, descrito pela primeira vez nesse trabalho. O grupo de amostras do ST78 e
do ST896 teve origem em um Unico ancestral comum, sendo considerados como grupos de
origem monofilética.

O outro clado apresentou duas ramificacfes distintas: uma onde foram agrupadas todas
as amostras do ST412; e outra constituida das amostras do ST963 e ST896, evidenciando uma
ancestralidade comum entre esses grupos de STs e distinta da que originou o ST78. Além
disso, nossos resultados indicaram a emergéncia do ST412 em dois periodos diferentes por
grupos filogeneticamente distintos. Um dos ramos tinha amostras isoladas no periodo de 2008
a 2010, enquanto que o outro grupo apresentava uma circulacdo mais recente, de 2011 a 2016.

A distribuicdo desses grupos de STs em ramos filogeneticamente distintos ratificou os
dados preliminares mostrados anteriormente no Quadro 2, indicando uma sucessdo de STs ao
longo dos oito anos.



76

Figura 2 — Arvore filogenética baseada em SNP construida através de Maxima

Verossimilhancga e enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting), dos 74
genomas de Enterococcus faecium
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Através da arvore filogenética, foi possivel observar também que uma amostra do
ST78 (CL7611), estava filogeneticamente relacionada ao grupo do ST412 (Figura 2). Para
investigar a similaridade desse genoma com as amostras do ST412, uma analise do percentual
de ANI foi realizada pelo programa OrthoANI (Figura 3). A média de identidade nucleotidica
entre a amostra CL7611 e nove genomas, de diferentes bracos do ST412, foi de 99,45%. A
arvore construida pelo método de UPGMA utilizando os valores de ANI evidenciou uma
separacdo mais clara entre a amostra CL7611 e o grupo de amostras do ST412. Além disso,
foi possivel confirmar a observacdo quanto a divisdo do ST412 em dois ramos distintos,
demarcados em azul e verde na Figura 4. O percentual médio de identidade nucleotidica entre
as amostras do ramo demarcado em azul foi de 99,95%, enquanto que para as amostras

pertencentes ao ramo demarcado em verde foi de 99,94%.

Figura 3 — Mapa de calor com arranjo hierarquico em cluster através do
algoritmo UPGMA indicando os valores de ANI entre a amostra
CL7611 e outras nove amostras pertencentes ao ST412
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A mesma anélise foi realizada entre a amostra CL7611 e outras amostras identificadas
do ST78. Os resultados estdo demonstrados na Figura 4. A média de identidade nucleotidica
obtida foi de 99,43%. O valor médio de ANI, entre as outras amostras do grupo do ST78, foi
de 99,96%. Tais resultados confirmaram um distanciamento entre a amostra CL7611 e as
demais também pertencentes ao ST78. Os resultados corroboraram a estreita identidade entre
amostras pertencentes ao grupo do ST78, indicando uma elevada semelhanca genética,

representada por bracos bem curtos na arvore filogenética.

Figura 4 — Mapa de calor com arranjo hierarquico em cluster através do algoritmo
UPGMA indicando os valores de ANI entre a amostra CL7611 e outras
nove amostras pertencentes ao ST78
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3.8 Estudo do Contetdo Genético

O estudo da composicdo do contetdo genético teve como principal objetivo comparar
possiveis diferengas na presenca/auséncia de genes, principalmente aqueles envolvendo
caracteristicas importantes, tais como a resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia, que
pudessem ser associadas ao surgimento e expansdo de algumas linhagens no cenério
hospitalar. Diante desta finalidade, ap6s a observacgéo de trés linhagens circulantes em tempos
distintos durante o periodo de 2009 a 2016 e a constatacdo da possivel substituicdo da
linhagem do ST78 nesse periodo, as amostras foram divididas em cinco grupos: ST78, ST412,
ST963, ST896 e “Outros STs” (reunindo as amostras pertencentes aos demais STs
identificados no periodo). Os resultados estdo mostrados na Figura 5.

O resistoma dos 74 genomas analisados foi composto por 21 genes associados a
diferentes classes de antimicrobianos, tais como: um gene associado a resisténcia aos
glicopeptideos (vanA), cinco genes associados a resisténcia a niveis elevados de
aminoglicosideos [aac(6’)-le-aph(2’’)-1a; ant(6’)-la; ant(9’)-la; aph(3’)-llla; sat4], sete
genes associados a resisténcia aos macrolideos, estreptograminas e lincosamidas [efmA;
erm(B); ermA; msrC; InuB; IsaE; eatAv], quatro genes associados a resisténcia as
tetraciclinas [tet(L); tet(M); tet(S); tet(U)], dois genes associados a resisténcia ao trimetoprim
(dfrG e dfrF), um gene associado a resisténcia as oxazolidinonas [cfr(B)] e um gene associado
a resisténcia ao cloranfenicol (cat).

De todos os genes identificados, apenas oito deles foram encontrados em mais de 80%
(60/74) das amostras. Sao eles: vanA, aac(6’)-le-aph(2’)-1a; ant(6’)-1a, aph(3’)-1lla; sat4,
efmA; ermB, msrC. O gene cfr(B), caracteristico em amostras resistentes a linezolida, foi
encontrado em uma amostra isolada no ano de 2015 pertencente ao ST896; no entanto, essa
amostra foi caracterizada fenotipicamente como sensivel a esse antimicrobiano. Os genes
tet(L) e tet(M) foram encontrados em 18,9% (14/74) e 23% (17/74) das amostras,
respectivamente. Entretanto, foram identificados em todas as amostras pertencentes ao ST896.
Além dos mencionados anteriormente, através da anotacdo do resistoma, foi possivel
identificar outros dois genes associados a resisténcia a tetraciclina. Os genes tet(S) e tet(U)
foram identificados na amostra CL7611, pertencente ao ST78, mas filogeneticamente
relacionada ao grupo do ST412 (Figura 5).

A associacdo da presenca/auséncia de determinantes de resisténcia com as complexas

sucessdes de linhagens observadas no estudo pode ser observada para o gene dfrF. Este gene
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ndo foi detectado em amostras do grupo do ST78, porém foi encontrado em 17 das 19
amostras do ST412 sequenciadas. Além disso, 0 gene também foi identificado em 11 das 12
amostras do ST963 sequenciadas e em seis das nove amostras ao ST896.

Comparando os dados obtidos para a presenca de genes de resisténcia através da
técnica de PCR multiplex com o observado pela analise do sequenciamento do genoma
completo, foi possivel observar algumas discrepancias. O gene aph(2”)-Ic foi identificado em
trés amostras apenas pela metodologia de PCR, ndo sendo detectado nas sequéncias avaliadas.
Situacdes opostas também foram observadas: quatro amostras ndo apresentaram produtos de
amplificacdo para o gene aph(3’)-11la, mas tiveram o mesmo detectado por anélise do genoma
completo; uma amostra que apresentou em seu genoma a presenga dos genes ant(6’)-la e
ant(9’)-la, ndo apresentou produtos de amplificacdo compativeis por PCR multiplex.

Cabe ressaltar que como a pesquisa através de PCR multiplex, utilizada neste estudo,
foi apenas realizada para amostras fenotipicamente resistentes a niveis elevados de
gentamicina ou estreptomicina, outros genes envolvidos nos fen6tipos HLAR que estdo
presentes no protocolo utilizado mas sdo associados a resisténcia a outros aminoglicosideos,
como o caso do gene aph(3’)-llla, acabam tendo sua real frequéncia ndo estimada. Das 29
amostras fenotipicamente sensiveis a gentamicina, 22 apresentaram em Seu genoma a
presenca do gene aph(3’)-1lla.

Algumas situacdes de incongruéncia entre o fen6tipo e o genotipo também foram
observadas. Trinta e quatro amostras apresentaram em seu genoma o gene ant(6’)-la, mas
foram classificadas fenotipicamente como sensiveis a niveis elevados de estreptomicina
(posteriormente detalhado no item 3.9). O mesmo ocorreu para 20 amostras classificadas
como sensiveis a niveis elevados de gentamicina, mas que apresentaram no genoma 0 gene
aac(6’)-le-aph(2”)-la.

O viruloma foi composto por 13 genes distintos, associados as mais variadas
estrategias de viruléncia. Dentre estes, oito genes sdo relacionados a aderéncia: acm
(MSCRAMM de ligacao de colageno); ebpaABC operon (pili); srtC (sortase); ecbA (proteina
de ancoragem de parede celular); efaA (antigeno de endocardite A); sgrA (adesina de ligacdo
ao fibrinogénio); scm (MSCRAMM de ligacdo de colageno) e esp (proteina de superficie de
enterococos). Alem desses, também foram identificados o locus cps associado a producédo de
uma capsula antifagocitaria, o gene bopD envolvido na formacao de biofilme, uma glicosil
hidrolase codificada pelo gene hyl, uma serina protease codificada pelo gene htrA e o gene
bsh associado a resisténcia a bile (Figura 5).
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Desses 13 genes, somente trés deles ndo foram identificados em mais de 80% das
amostras, sdo eles: scm, hyl e bsh. O gene hyl foi identificado em 29 amostras, sendo 41%
(12/29) delas pertencentes ao ST963. Este gene nao foi identificado em nenhuma amostra do
ST78. Em contrapartida, o gene scm, identificado no genoma de 20 amostras, foi
principalmente anotado em amostras pertencentes ao ST78 (9/20), seguido pelo ST412 (7/20),
principalmente em amostras pertencentes a primeira emergéncia do grupo, isoladas do
periodo de 2008 a 2011.

Os dados obtidos através da pesquisa do viruloma ndo apresentaram discrepancias em
relacdo ao que foi obtido pela técnica de PCR multiplex. Entretanto, a pesquisa de
determinantes de viruléncia utilizando o genoma completo permitiu identificar um maior
namero de genes de viruléncia que ndo estdo contemplados no protocolo de PCR utilizado.

Em relacdo aos genes que codificam resisténcia a metais pesados, dos quatro genes
pesquisados, somente cadA que codifica resisténcia ao cddmio foi encontrado em todas as
amostras. Os demais genes — tcrB, merA e cueO — foram encontrados apenas em amostras do
ST78 (Figura 5).

Dentro da avaliacdo do contedo genético, também foi observada a presenca dos genes
associados ao mobiloma, tais como: profagos, ISs e plasmideos. Os resultados obtidos estdo
demonstrados na Figura 6. Os genomas de E. faecium apresentaram uma extensa diversidade
de plasmideos, sendo identificados 15 tipos plasmidiais diferentes. As amostras apresentaram
entre um e oito plasmideos no genoma (x =3,6). De todos os tipos diferentes de plasmideos
encontrados, repUS15 e repl7 foram identificados em mais de 80% das amostras.

Além disso, foi possivel observar a associacdo da presenca de alguns tipos de
plasmideos com certos grupos de STs. Por exemplo, todas as amostras pertencentes ao ST896
(N=9) apresentaram o plasmideo repUS43, representando 64,3% das amostras que
apresentaram esse elemento (9/14). Da mesma forma, o plasmideo replla foi prevalente entre
amostras dos ST963 e ST896. Das 25 amostras em que esse plasmideo foi detectado, 60%
(15) pertenciam a esses dois STs. Além desses, rep14b foi identificado em 87,5% (21/24) de
amostras pertencentes ao ST412 e ST963.
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Figura 5 — Arvore de filogenia construida através de Maxima Verossimilhanca utilizando
matriz de SNPs e enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting)
demonstrando diferencas no conteGdo genético de 74 genomas de
Enterococcus faecium

| Tree scale: 0.01

Grupos de STs
B ss | sta2 [ stes3 [ stese [ Ouros sTs

Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com o grupo de ST ao qual pertencem, verde -
ST78, vermelho escuro - ST412, azul - ST963, rosa - ST896 e lilds - “Outros STs”;
Quadrados amarelos - presenga de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos;
Quadrados azuis - presenca de genes de viruléncia; Quadrados lilds - presenga de genes
associados a resisténcia aos metais pesados.

Fonte: A autora, 2020.
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A Figura 6 retne os resultados obtidos com as analises do conteddo genético das
amostras de E. faecium. Pode-se destacar que nas 74 amostras estudadas foram anotados entre
dois e 13 genes de resisténcia (X = 8,6). J& 0 nimero de fatores de viruléncia anotados variou
de cinco a 13 genes por genoma (x = 10,4). Das amostras que apresentaram genes de
resisténcia em quantidades maiores que a média observada (N=40), 47,5% (19/40) carrearam
cinco ou mais plasmideos. Entre as 46 amostras que obtiveram valores acima da média para a
presenca de determinantes de viruléncia, 36,9% (14/46) apresentaram entre cinco e seis
plasmideos.

Foram anotados oito profagos distintos intactos (Figura 6). O nimero maximo de
profagos por genoma foi de dois. Em 40% das amostras ndo foi detectado nenhum profago
intacto. Todavia, nos outros 60% de amostras que apresentaram algum profago, foi observado
um possivel padrdo de circulacdo desses elementos. Todas as amostras do ST78 tiveram em
seu genoma a presenca do profago PHAGE_Lister 2389, que foi observado apenas
esporadicamente em outras trés amostras pertencentes aos ST412, ST963 e ST1626. Por outro
lado, o profago PHAGE_Bacill_phBC6A52 foi detectado apenas em amostras pertencentes ao
ST412, todas elas oriundas da primeira emergéncia desse ST, que inclui amostras isoladas
entre 2008 e 2009.

Em relacdo as IS identificadas, na Figura 6 é possivel observar que as amostras
apresentaram entre 30 e 74 IS no genoma (X =31 por amostra). Ao todo, 32 tipos de IS
distintas foram constatados. Na Tabela 4 estdo listadas todas as 32 IS encontradas e suas
respectivas distribuicdes entre os cinco grupos de STs estudados. As amostras do grupo do
ST78 foram as que apresentaram o maior numero de IS, totalizando 879 desses elementos nos
21 genomas que compuseram esse grupo. O segundo grupo com mais IS foi 0 ST412, com
512 detectadas em 19 genomas. Os grupos de amostras do ST963 e ST896, compostos por 12
e nove genomas cada, tiveram 375 e 276 IS anotadas, respectivamente. O grupo nomeado de

“Outros STs” foi 0 que obteve a menor quantidade de IS detectadas, 299 em 16 genomas.
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Figura 6 — Arvore de filogenia construida através de Maxima Verossimilhanca utilizando
matriz de SNPs e enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting) demonstrando
0 mobiloma associado ao genoma de Enterococcus faecium
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Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com o grupo de ST ao qual pertenceram: verde - ST78,
vermelho escuro - ST412, azul - ST963, rosa - ST896 e lilas - “Outros STs”. Trés mapas de calor
sdo observados consecutivamente, o0 primeiro aponta o ndmero de genes de resisténcia detectados,
onde a cor azul indica o menor nimero e a cor vermelha o maior. Na linha sequencial, esta
demonstrado o nimero de genes de viruléncia detectados, onde a cor amarela indica o menor
nlmero e a cor verde o maior. Na terceira linha estd demonstrado o nimero de ISs encontradas,
onde a cor azul indica 0 menor nimero e a cor roxa o maior; Circulos cinzas — presenca de
plasmideos; Circulos marrons - presenca de profagos intactos.

Fonte: A autora, 2020.
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Dentre as 32 diferentes sequéncias de insercdo identificadas, ISEfall foi a mais
frequentemente anotada: 315 vezes no total. Em seguida, ISEfa5 foi anotada 210 vezes.
Outras seis IS foram detectadas mais de 100 vezes, entre elas: ISEfa8 (174), ISEfal0 (139),
ISEnfa3 (129), 1S1476 (120), ISEfm1 (104) e ISEf1 (102). Entre as IS que foram observadas
apenas uma Unica vez estdo: ISS1IN, 1S1062, 1S153, ISWci2, 1S1310 e ISEfal3 (Tabela 4).

A maioria das IS anotadas foi identificada pelo banco de dados como sendo de origem
da propria espécie E. faecium, ou como oriundas de outros membros do género. Entretanto,
identificamos nove IS de espécies distintas, sendo elas: ISLgar5 de Lactococcus garvieae,
identificada 34 vezes; ISCco2 de Campylobacter coli, identificada 73 vezes; 1S1182 e 1S256
de Staphylococcus aureus, detectadas 82 e 93 vezes cada; 1S1297, ISS1E e ISSIN de
Lactococcus lactis, que foram detectadas em conjunto 73 vezes; ISWci2 de Weissella cibaria,
detectada uma unica vez e 1S153 de Lactobacillus sanfranciscensis, também detectada uma
Unica vez.

Dentre os cinco grupos de STs estudados, foi possivel notar diferencas entre as IS
predominantes. Todas as IS que obtiveram o maior nimero de copias em um determinado
grupo ST, estavam presentes em todas as amostras pertencentes ao grupo. Nas amostras do
grupo do ST78, as ISEfall e ISfa5 foram as mais frequentes, representando 33,9% (298/279)
das sequéncias de insercdo presentes nesse grupo. Nos grupos ST412 e ST963, ISEfall
também foi a mais encontrada, seguida por ISEfa8. Ja no grupo do ST896, depois de ISEfall,
a segunda mais frequente foi ISEfa5 (24 vezes). As amostras pertencentes ao grupo
denominado “Outros STs” tiveram um perfil bastante diverso, com um predominio de
ISEfal0, identificada 26 vezes e ISEfa8, identificada 23 vezes. Além disso, foi possivel
observar que as ISs detectadas menos de trés vezes foram associadas preferencialmente em
amostras dos grupos do ST896 ou do “Outros STs” (Tabela 4).

Ademais, também foi possivel constatar que a presenca de algumas sequéncias de
insercdo pode estar associada com a emergéncia de alguma linhagem. A ISLgar5 nao foi
observada em amostras do ST78, sendo somente identificada a partir da expanséo do ST412 e
demais STs subsequentes. Ja as 1S1216V e 1S1252, detectadas cada uma 20 vezes nas
amostras do ST78, passaram a ndo ser identificadas a partir da emergéncia do ST412,
sugerindo um declinio na sua circulacdo. A 1S1252, ndo foi observada nas amostras
pertencentes ao ST963 e ST896.
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Tabela 4 — Listagem das 32 sequéncias de insercdo detectadas no genoma das 74 amostras de
Enterococcus faecium estudadas e sua respectiva distribuigdo entre cinco grupos
de STs distintos

N° de IS (N° de Amostras) / Grupo de ST

IS ST78 ST412 ST963 ST896 “Outros STs”
(N=21) (N=19) (N = 12) (N=9) (N = 13)

1S1216V 20 (17)

IS1216E 11 (10) 13 (11) 11 (9) 14 (6) 11 (10)
1S1251 18 (10) 18 (18) 15 (12) 10 (9) 8 (8)
1S1252 20 (20)
1S1476 38 (21) 29 (19) 22 (12) 13 (7)
1S1485 20 (20) 18 (18) 12 (12) 10 (9) 14 (13)

1S16 21 (21) 18 (18) 12 (12) 9 (9) 10 (10)
1S1678 21 (21) 20 (18) 12 (12) 10 (9) 9 (9)
1S6770 22 (21) 20 (18) 12 (12) 9 (9) 13 (12)

ISEf1 27 (21) 26 (18) 23 (12) 12 (8) 14 (12)
ISEfad 21 (20) 18 (18) 12 (12) 8 (8) 9 (9)
ISEfa5 | 180 (21) 29 (18) 27 (12) 11 (9)
ISEfa7 23 (21) 18 (18) 12 (12) 9 (9) 9 (9)
ISEfa8 50 (21)

ISEfal0 40 (21) 34 (19) 23 (12)

ISEfall

ISEfm1 46 (21) 21 (18) 13 (12) 9(9) 15 (12)
ISEfm2 20 (18) 9(7) 9 (8) 9 (8)
ISEnfa3 42 (21) - 24 (12) 10 (9) 16 (9)
1S256 40 (21) 20 (19) 12 (12) 9(9) 12 (11)
1S1182 40 (21) 16 (15) 11 (11) 7 (6) 8 (7)
1S1297 19 (19) 18 (18) 12 (12) 9(9) 11 (11)
ISCco2 21 (21) 21 (18) 11 (11) 7(7) 13 (10)
ISEfal3
ISLgar5 9(7)
1S1542

1S1310

ISWci2

ISS1E

1S153

1S1062

ISSIN

Total 879 514 375 267 299

Legenda: Insertion sequence (IS); Sequence type (ST); Numero de amostras (N); Escala de cores aplicada em
cada coluna para indicar o menor (verde) e o maior valor (vermelho) obtido em cada grupo.
Fonte: A autora, 2020.
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3.9 Incongruéncia Fenotipica e Genotipica

Através do estudo do conteddo genético e da indicagdo dos genes presentes no
resistoma, constatamos que algumas amostras apresentaram incongruéncias entre oS
resultados obtidos em testes fenotipicos de resisténcia para niveis elevados de estreptomicina
e 0 gque havia sido observado genotipicamente. Trinta e seis amostras que foram consideradas
suscetiveis a estreptomicina tiveram o gene ant(6’)-la anotado em seus genomas por
diferentes ferramentas utilizadas. As amostras que apresentaram esse fendmeno foram
isoladas no periodo de 2008 a 2016, e foram classificadas como pertencentes ao ST412 (17),
ST963 (9), ST896 (5), ST NOVO (2), aléem de uma do ST203 e uma do ST844. Essas
amostras representaram, respectivamente, 78,9% (15/19), 83,3% (10/12), 55,5% (5/9) e 7,7%
(1/13) do total de amostras que compdem cada um dos cinco grupos de STs observados no
estudo.

Os dados iniciais obtidos por testes de disco-difusdo (amostras sensiveis), que
demonstraram incongruéncia com o PCR convencional [presenca de produto de amplificacdo
compativel com o gene ant(6°)-1a], foram confirmados pela determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (metodologia padrdo-ouro). Os valores de CIM obtidos variaram entre 16
ug/mL a 512 pg/mL, resultados que mantiveram as amostras na categoria sensivel para niveis
elevados de estreptomicina.

Diante de tais resultados, em uma fase seguinte, a presenca do gene ant(6’)-la foi
investigada nas demais amostras que compuseram 0 estudo e se mostraram sensiveis para
estreptomicina em concentracGes elevadas. Das 124 amostras sensiveis a estreptomicina que
ndo foram avaliadas pela metodologia de sequenciamento do genoma completo, 103 delas
apresentaram o gene por técnica de PCR, totalizando 50,3% das amostras deste estudo que
mostraram essa caracteristica de incongruéncia fenotipica-genotipica.

Assim, as possiveis alteraces na estrutura do gene ant(6°)-la foram investigadas nos
genomas de amostras sequenciadas. Através do alinhamento da sequéncia de nucleotideos e
aminoacidos com uma sequéncia de referéncia (AF330699.1), foi possivel observar uma
delecdo dos 48 primeiros nucleotideos, que levaram a alteracbes deletérias na sequéncia
proteica (Figura 7). Alem disso, foram identificadas quatro mutacdes ndo sinénimas nas
posicOes 49C>A, 50A>T, 52G>A e 54T>C, que levaram a substituicbes pontuais de uma
glutamina por uma metionina (G17M) e de um &acido aspartico por uma asparagina (D18N).
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As andlises atravées da ferramenta Primer-BLAST indicaram que o par de iniciadores
proposto por Swenson et al. (1995), utilizados nas etapas de deteccdo do gene por PCR
convencional, anelam em posic¢des fora da area afetada pelas alteracdes observadas (sequéncia
iniciadora direta na posicdo 179; e reversa na 775), o que proporcionou a identificacdo das

alteracdes estudadas.

Figura 7 - Alinhamento para comparacao das sequéncias nucleotidicas do gene ant(6°)-1a, e
respectivas sequéncias de aminoacidos, entre a referéncia (AF330699.1) e uma das
amostras de Enterococcus faecium apresentando resultados incongruentes para a
susceptibilidade a estreptomicina, identificada no presente estudo
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A modelagem da proteina codificada pelo gene ant(6’)-la conseguiu predizer uma
estrutura em 3D com 100% de confianca e 85% de cobertura (Figura 8). O arcabouco proteico
demonstrou alteracGes na regido N-terminal quando comparadas ao modelo de referéncia
(Figuras 8A e 8B). Além disso, essas mudancas levaram a uma alteracdo no sitio de ligacao
da molécula (Figura 8D). Em seu estado nativo, a proteina ANT(6’)-1A teria seus sitios de
ligagdo nos residuos 156, 183 e 187, respectivamente, glutamato-isoleucina-glutamato. Com
as alteracbes causadas pela delecdo de 17 aminoacidos e consequentes alteragdes no
arcabouco proteico, o programa utilizado fez uma predicao de nove residuos diferentes como

representativos do sitio de ligagdo da molécula.
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Figura 8 — Modelo estrutural 3D da proteina ANT(6’)-1a nativa (A) e mutada (B) e respectivos sitios de ligacao previstos (C,D)

A)
Residuo AA
141 PHE
142 TRP
C) 144 VAL
145 THR
146 PRO
Residuo AA 149 ILE
156 GLU 168 VAL
183 ILE 225 LEU
187 GLU 229 HIS

Legenda: Modelo colorido de vermelho (N-terminal) para azul (C-terminal) para a sequéncia de referéncia (AF330699.1) e a sequéncia mutada; Em azul
— sitios de ligacdo previstos; Aminoacidos (AA); Glutamato (GLU); Isoleucina (ILE); Fenilalanina (PHE); Triptofano (TRP); Valina (VAL);
Treonina (THR); Prolina (PRO); Leucina (LEU); Histidina (HIS).

Fonte: A autora, 2020.
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3.10 Analise dos Mecanismos de Defesa

Dentro da andlise do conteddo genético foi, tambeém, investigada a presenca de
sistemas descritos como barreiras para aquisicdo de DNA externo, dentre eles o sistema
CRISPR-Cas e o sistema de restricdo/modificacdo (R-M). As andlises realizadas néo
identificaram, com nivel desejavel de confianca, regides associadas a elementos CRISPR-Cas,
através do programa o utilizado (ITEM 2.8.2).

Por outro lado, anélises utilizando as sequéncias descritas no trabalho de Huo et al.
(2019), foi possivel identificar o sistema R-M do tipo | em 71 dos 74 genomas analisados.
Apenas nas amostras CL7611 (ST78), CL8790 (ST1628) e CL9373 (ST885) nao foi possivel
a deteccdo do sistema completo. Entretanto, como observado na Figura 9, nem todas as
amostras apresentaram uma composicdo homogénea da estrutura do sistema, tanto pela
presenca das subunidades, quanto na similaridade entre elas. A subunidade R, que possui uma
atividade de endonuclease de restricdo (REase), foi identificada em 70 amostras, sendo
similar em todas elas. Ja4 a subunidade M, que possui uma atividade de metiltransferase
cognata (Mtase), foi encontrada em 52 genomas, sendo que em uma das amostras a sequéncia
identificada era diferente das demais. Dentre as amostras do ST78, a subunidade M foi
identificada em apenas trés desses genomas.

A subunidade S, que tem a funcdo de especificar a sequéncia de DNA a ser
reconhecida, foi a que apresentou maior variabilidade. Sessenta amostras tiveram essa
subunidade detectada; entretanto, quatro sequéncias distintas foram encontradas
(demonstradas na Figura 9 em rosa, azul, verde e cinza). As amostras dos grupos do ST78 e
ST412 apresentaram similaridade entre as suas subunidades S, enquanto que as amostras dos
grupos do ST963 e ST896 apresentaram uma subunidade semelhante entre si, mas diferente
da encontrada nos demais. Duas amostras apresentaram ainda, pontualmente, sequéncias
distintas para a subunidade S.
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Figura 9 — Arvore de filogenia construida através de Maxima Verossimilhanca utilizando
matriz de SNPs com enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting)
demonstrando a presencga/auséncia das trés subunidades que compdem o sistema
R-M

Grupos de STs

B st78
I sT896
B sT963
B sT412

B outros sTs

Tree scale: 0.1 ———1

Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com o grupo de ST ao qual pertencem, verde — ST78, vermelho
escuro — ST412, azul — ST963, rosa — ST896 e lild&s — “Outros STs”; Na parte mais externa esta
indicada a presenca/auséncia da subunidade S, seguida pela subunidade M. A linha mais interna
indica a presenca/auséncia da subunidade R. As sequéncias de cada uma das subunidades que
apresentaram similaridade entre si, estdo pintadas na mesma cor.

Fonte: A autora, 2020.

3.11 Anélise do Pangenoma

O pangenoma das 74 amostras foi estimado em 5.598 genes, sendo 1.925 destes
pertencentes ao genoma central (core genoma total). Em relagdo aos grupos de STs estudados,
diferencas substanciais na composicdo do genoma central e do genoma acessério foram
observadas (Grafico 7). O grupo denominado “Outros STs” foi o que continha o maior
numero de genes considerados acessorios (851 genes), seguido pelo grupo do ST78 (715
genes). Este ST, juntamente com o ST412 e o ST896, continha 0 maior nimero de genes
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considerados centrais, ou seja, que apareciam em mais de 95% das amostras do grupo. O
namero de genes centrais nestes grupos foi de 2.154, 2.233 e 2.467, respectivamente. O

ST963 e 0 ST896 continham 0 menor nimero de genes acessorios.

Gréafico 7 — Composicdo do genoma central e do genoma acessorio dos cinco grupos de
STs de Enterococcus faecium observados no estudo

"Outros STs" SO0 851
sTeo6 T 255
sT963 oss . 2s8
sTa12 s 529
sT78 TS —— 715

500 1000 1500 2000 2500 3000
No. de Genes

Grupos de STs

m Genes Centrais (95% <= amostras <= 100% Genes Acessorios (0% <= amostras <= 15%)

Legenda: Sequence type (ST).
Fonte: A autora, 2020.

Considerando os dados obtidos que apontaram para a presenca de genes exclusivos em
determinados grupos de ST, 0 passo seguinte foi caracteriza-los para investigar a relacéo entre
a aquisicdo de uma dada caracteristica e a emergéncia dos diferentes grupos de STs. Para essa
analise, ndo foram incluidas as amostras pertencentes ao grupo nomeado “Outros STs”, uma
vez que ndo era filogeticamente Gnico, sendo apenas uma reunido dos outros STs observados
no estudo, que apareceram esporadicamente.

Os resultados obtidos demonstraram que 59 genes, no total, foram preditos como
sendo exclusivos das amostras do ST78, enquanto que, 45 genes foram exclusivos do grupo
de amostras do ST412. O ST963 e 0 ST896 tiveram 0 menor nimero de genes exclusivos, 15
e 12, respectivamente (Figura 10). Embora os genes que ndo possuiam fungdo conhecida nos
bancos de proteinas tenham sido os mais presentes, foi possivel observar que o ganho de
alguns tipos de funcGes estava mais associado a certos grupos de STs.

Sendo assim, excluindo os de funcéo desconhecida, para o ST78, 27% (9/33) dos

genes preditos como exclusivos estavam envolvidos em processos de replicagéo,
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recombinacéo e reparo do DNA, seguidos por genes associados a mecanismos de transcri¢ao
(21% - 7/33) e mecanismos de defesa (18% - 6/33).

No entanto, para 0s grupos de amostras pertencentes ao ST412 e ST963, o perfil
obtido foi completamento distinto. Nesses dois grupos, a maioria dos genes exclusivos que
possuiam funcdo identificada estava envolvida no processamento e sinalizacdo celular,
principalmente com genes associados a biossintese de parede celular, membrana e envelope,
representando 63% (12/19) e 58% (7/12) do total obtido para cada grupo. No ST896, 50%
(4/8) dos genes exclusivos com funcédo predita foram relacionados a processos de transcri¢ao
e também ao transporte e metabolismo de carboidratos (Figura 10).

Dentre 0s genes obtidos por esses grupos que mereceram destaque, estdo 0s que
codificam um sistema toxina (zeta £) / antitoxina (épsilon &) nas amostras pertencentes ao
grupo do ST78, além da presenca em 18 dos 19 genomas do grupo do ST412 de um gene
associado a producdo de uma beta-lactamase de classe C. Nesse grupo, também foi
considerada exclusiva a presenca dos genes do operon neuABCD, envolvidos no metabolismo
de &cido sidlico. Nas amostras pertencentes ao ST963, foram identificados os genes epsD,
epsC e epsL que estdo associados a producdo de exopolissacarideos. No ST896, que teve um
ganho de funcdo bastante associado ao metabolismo e transporte de carboidratos, foi
identificado o gene dgoD, que codifica o D-galactonato dehidratase e esta associado ao

metabolismo do galactonato.



Figura 10 — Distribuicdo dos genes preditos como exclusivos para cada um dos grupos de STs de E. faecium estudados de
acordo com a sua categoria de funcdo COG (Cluster of Orthologous
Group)

Fonte: A autora, 2020.
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Além disso, como foi observado através da reconstrucdo da filogenia (Sec¢éo 3.7 -
Figura 2), o ST412 teve dois momentos diferentes de emergéncia, representados por grupos
filogeneticamente distintos. Sendo assim, foi também investigada a presenca e funcdo de
genes exclusivos para cada um desses momentos, nomeados neste estudo como 12 emergéncia
e 22 emergéncia. Foram considerados como genes exclusivos de cada momento aqueles que
apresentaram uma especificidade de 100% e sensibilidade maior ou igual a 80% (Figura 11).
As amostras pertencentes a 1% emergéncia tiveram 40 genes preditos como exclusivos,
enguanto que o grupo pertencente a 22 emergéncia teve 33 genes exclusivos. Em ambos 0s
grupos, a maior parte dos genes preditos era de funcdo desconhecida, seguida por genes
associados a replicacdo, recombinacéo e reparo de DNA. Contudo, uma maior diversidade nas
amostras da 1% emergéncia foi observada, principalmente quando relacionado aos genes

associados ao processamento e sinalizacao celular.

Figura 11 — Distribuicdo dos genes preditos como exclusivos para cada um dos grupos
pertencentes as duas emergéncias do ST412 de acordo com a sua categoria
de funcdo COG (Cluster of Orthologous Group)

1* Emergencia ST412 2? Emergéncia ST412

Processamento e Sinalizagio Metabolismo Outros

Celular .Produg;ﬁo e conversfio de energla R Somente previsdo geral da fungio
Ciclo Celular, divisdo celular e partigio
Ccromossimica .Tra.nspom ¢ metabolismo de carboidratos . Fungio desconhecida

. Mecaniamas de transdngSo de sinal Armazenamento e Processamento de

Trafego intracelular, secreciio e transporte Informacio

vesicular . -
Transcrigio
. Mecanismos da defesa

. Replicagiio, recombinagiio e reparo

Fonte: A autora, 2020.



97

A amostra CL7611, pertencente ao ST78 mas que filogeneticamente ficou relacionada
com o0 ST412 (Secéo 3.7 — Figura 2), ndo foi incluida nos resultados apresentados acima. Essa
amostra, em decorréncia da sua particularidade, foi analisada individualmente. Foi observado
que das 2.843 sequéncias codificantes (CDS) preditas no genoma desta amostra, 68 também
estavam presentes em amostras pertencentes a STs diferentes, exceto no ST412. Por outro
lado, foram identificados apenas 44 CDS nessa amostra que apareceram em todos 0S outros
grupos de ST, exceto no ST78. Entretanto, considerando apenas os genes que foram
identificados anteriormente como sendo exclusivos de cada ST, a amostra CL7611 apresentou

16 genes preditos como exclusivos do ST412 e apenas quatro que foram exclusivos do ST78.

3.12 Estudo das Mutacdes

Para identificar as mutacdes presentes nos 74 genomas de E. faecium avaliados, as
sequéncias foram alinhadas em relacdo ao genoma da amostra de referéncia AUS0004. A
média de SNPs observadas foi de 5.962 + 1.711. Uma média de 92 + 26 insercOes e 82 + 25
delecBes em relacdo a referéncia foi observada. Os resultados obtidos entre os diferentes
grupos de STs estdo apresentados na Tabela 5. O grupo de “Outros STs” foi 0 que obteve a
maior média de variacGes em relacdo a referéncia, tanto no nimero de SNPs (7.645) quanto
na presenca de insercdes e delecbes, 123 e 109, respectivamente. O alto valor de desvio-
padrdo observado indica a heterogeneidade do grupo.

Dentro dos demais grupos que possuem amostras relacionadas filogeneticamente, o
ST412 foi 0 que obteve o maior valor de SNPs, 6.069 (Tabela 5). Em relacdo aos eventos de
insercdo e delegdo, as amostras do ST963 apresentaram o maior nimero medio de inser¢oes,
com 94. Por outro lado, as amostras do ST896 foram as que atingiram a maior média de
eventos de delecéo, totalizando 92. O grupo do ST78 obteve os menores valores nos trés tipos
de variagdes avaliados, indicando uma similaridade maior do grupo em relacéo a referéncia
AUS0004.

Considerando a capacidade dessas mutagOes em gerar efeitos de alto impacto no gene,
como o ganho ou perda prematura de codons de parada, foi observado que nas 74 amostras
estudadas, o ganho de cddons de parada foi observado em média 16 + 4 vezes em cada

genoma; ja a perda do cédon de parada foi detectada em média 13 + 2 vezes. Uma
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comparacdo entre os cinco grupos de STs pesquisados também apontou uma variagdo da
presenca desses efeitos nos diferentes grupos (Tabela 5)

Amostras pertencentes ao ST412 foram as que apresentaram 0 maior nimero medio de
eventos de ganho ou perda de codons de parada, 19 e 16 respectivamente. Destagque-se que 0s
valores observados foram superiores aos encontrados nas amostras pertencentes ao grupo de
“Outros STs”, que por tendéncia dos dados ja demonstrados nas demais analises, sempre
mostram uma grande variabilidade. Por outro lado, 0 ST963 obteve 0 menor nimero desses
eventos impactando o genoma de suas amostras, foram 13 relacionados ao ganho de um

cddon de parada e nove a perda.

Tabela 5 — Valores obtidos para os diferentes eventos de mutacdo e seus efeitos nos cinco
grupos de STs estudados

Variagoes STs
(Média) ST78 ST412 ST963 ST896 “Qutros STs”
SNPs 4.895 + 374 6.069+ 696 5.981+ 569 5.773+ 166 7.645+ 3380
Inser¢des 75+12 89+8 94+7 89+4 123 +48
Deleges 59+ 6 82+6 89 + 10 92+6 109 +41
Efeitos de Alto Impacto

Ganho do

¢6don de parada 13+4 19+3 13+2 15+1 18+5

Perda do codon 13+038 16+1 9+1 14+0.4 12+3

de parada

Legenda: Single nucleotide polymorphisms (SNPs); Sequence type (ST); + (mais ou menos).
Fonte: A autora, 2020

De acordo com os dados obtidos, foram avaliados quais 0s genes e, consequentemente,
quais proteinas foram impactados pelo ganho ou perda de um cédon de parada, além da
associacdo entre esses genes com o respectivo grupo ST.

Os resultados obtidos para o ganho de um cédon de parada estdo mostrados na Figura
12. Para a construgcdo da figura, foram incluidos somente ganhos prematuros de codon de
parada que tenham aparecido em mais de uma amostra. No total, 197 proteinas diferentes
foram impactadas pelo ganho de um cédon de parada, gerando, assim, uma proteina truncada.
Dentre os cinco grupos estudados, as amostras de “Outros STs” foram as que tiveram o maior
namero de proteinas diferentes afetadas, 114 no total, sendo que 61 delas apareceram somente
uma vez. Nas amostras pertencentes ao ST78, 63 proteinas diferentes foram impactadas,
sendo que seis delas eram exclusivas desse grupo de amostra. As amostras do ST412 tiveram

um namero menor de proteinas afetadas, 48, porém sete delas eram exclusivas. Nos grupos do
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ST963 e ST896, o numero de proteinas afetadas foi de, respectivamente, 31 e 23, e as
consideradas exclusivas desses grupos foram cinco e trés, respectivamente.

Na Figura 12 pode também ser observado que os efeitos decorrentes do ganho de
codons de parada em algumas proteinas foram identificados em mais de 90% das amostras
estudadas foi o caso de uma acetiltransferase e de uma proteina determinante do formato de
parede celular codificada pelo gene mreC.

Todas as amostras pertencentes aos ST78 e ST412 apresentaram uma proteina do
sistema tipo | de restricdo-modificacdo impactada. J& nas amostras pertencentes ao ST412,
ST963 e ST896, foi possivel notar a presenca do ganho de cédon de parada em algumas
proteinas associadas a regulacdo e reparo de DNA, como a M protein trans-acting positive
regulator (em traducdo livre: proteina M reguladora positiva trans-ativacdo) e a pyrimidine
dimer DNA glycosylase (em traducdo livre: DNA glicosilase do dimero de pirimidina). Estas
mesmas proteinas ndo se apresentaram modificadas nas amostras do ST78.

Nas amostras do ST412, foi também observada uma proteina reparadora de DNA
mismatch (DNA mismatch repair protein) afetada pelo ganho de um cddon de parada. Nas
amostras associadas a 12 emergéncia desse grupo, foi possivel observar um transportador de
maltiplas drogas (Drug resistance MFS transporter) e uma proteina envolvida na sintese de
cobalamina (Cobalamin synthesis protein), ambas truncadas.

O segundo tipo de efeito de alto impacto analisado foi a perda do c6don de parada,
observada em 50 proteinas no total. Os diferentes grupos de STs tiveram um namero diferente
de proteinas contendo este erro, além de se observar de que alguns efeitos estavam presentes
apenas em grupos de amostras de um mesmo ST (Figura 13). O grupo de “Outros STs”, por
reunir amostras heterogéneas, foi o que apresentou o maior nimero de proteinas diferentes
afetadas, 36 no total.

Dentro do grupo de amostras do ST78, o numero de proteinas alteradas foi de 26,
sendo que trés destas foram consideradas exclusivas desse grupo. Assim, como ja comentado
anteriormente, as amostras do ST412 obtiveram um menor numero de proteinas impactadas,
porém com uma quantidade maior delas consideradas exclusivas, quatro no total. O ST896
obteve 16 proteinas diferentes modificadas; todavia, nenhuma delas era exclusiva desse
grupo. Por fim, o ST963 foi 0 que obteve o menor numero de proteinas diferentes que
perderam o cddon de parada, 11 no total, sendo uma delas identificadas apenas nesse grupo de

amostras.



Figura 12 — Avaliacdo das proteinas anotadas a partir da amostra de referéncia Aus0004 que tiveram o ganho
prematuro de codons de parada nos 74 genomas de Enterococcus faecium
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Figura 13 — Avaliacdo das proteinas anotadas a partir da amostra de referéncia Aus0004 que tiveram a perda prematura do cédon de
parada nos 74 genomas de Enterococcus faecium
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Dentre as proteinas que apresentaram alteragdes, oito delas estiveram presentes em
mais de 80% das amostras (Figura 13). Algumas associadas, por exemplo, a estruturas de
parede celular (LPXTG-motif protein cell wall anchor domain, fibronectin binding protein); a
transcricdo do DNA (transcriptional antiterminator bglG/Sigma 54 factor). Nas amostras do
ST78, foi identificada especificamente uma proteina associada a parede celular (cell wall
surface anchor) e outra associada & metilacdo de DNA (C-5 cytosine-specific DNA
methylase). J& no ST412, variacGes entre as amostras relacionadas a 12 e a 2% emergéncias
deste grupo foram observadas: nas amostras da 1% emergéncia pode ser observada uma
proteina relacionada a particdo cromossdémica afetada pela perda do coédon de parada
(FtsK/SpolllE family protein), enquanto que na 2% emergéncia a proteina afetada estava

relacionada a processos de recombinacdo (site-specific tyrosine recombinase XerC-family).

3.13 Analise das Mutagoes Associadas a Resisténcia as Quinolonas e f-lactamicos

Os genes gyrA, gyrB, parC e parE tiveram sua sequéncia alinhada em relagcdo a uma
referéncia para observacdo de mutagdes que conferem resisténcia as quinolonas. Os resultados
estdo mostrados no Quadro 3. Foram observadas mutacGes tanto nas duas subunidades da
DNA girase (gyrA e gyrB), quanto nas duas subunidades da DNA topoisomerase tipo IV
(parC e parE)

No gene gyrA, todas as mutacdes encontradas foram na posicdo 84; porém, houve
variacdo em relagdo ao aminodcido substituto. A substituicdo mais frequente foi a troca da
serina pela arginina (Ser84Arg), observada em 33 (44,6%) amostras. Todas as amostras do
ST78 tiveram essa alteracdo identificada, que também foi encontrada em dez amostras do
ST412, em uma amostra do ST203 e na Unica amostra do ST1626. A segunda substitui¢éo
mais frequente foi a troca da serina pela tirosina (Ser84Tyr), detectada em 27 (36,5%)
amostras, incluindo todas as amostras do ST963 e do ST896. Esta varia¢do foi encontrada em
apenas uma amostra do ST412. O restante das amostras pertencentes ao ST412 apresentou a
substituicdo da serina por isoleucina (Ser84lleu). Apenas quatro amostras (5,4%),
pertencentes ao ST97, ST253, ST885 e ST1628, ndo apresentaram nenhuma mutagdo no gene

gyrA.
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A maioria das amostras ndo apresentou alteragdes na subunidade B da DNA girase.
Apenas uma amostra pertencente ao ST253 apresentou a substituicdo de uma treonina por
uma serina na posicdo 197 (Thr197Ser) (Quadro 3).

No gene parC, foram observados dois padr@es distintos de substituicdo, que se
mostraram amplamente associados aos diferentes grupos de STs. Todas essas alteracfes
ocorreram no aminoacido serina presente na posicdo 82. A substituicdo mais frequente,
presente em 44 (61%) amostras, foi a troca da serina por arginina (Ser82Arg). Esta alteracéo
foi encontrada em todas as amostras do ST412 (19) e do ST963 (12), e em oito das nove
amostras do ST896. Além disso, também foi identificada em amostras do ST97, ST192 e nas
duas amostras pertencentes a ST novos e ainda ndo nomeados. Todas as amostras do ST78
avaliadas (N=21) possuiram a substituicdo da serina por isoleucina (Ser82lleu). Esta
substituicdo foi detectada ainda, no ST203, no ST844 e no ST1626. Apenas trés amostras
(4,2%) ndo apresentaram padrdo de mutacdo nesse gene. Além disso, ndo foi possivel avaliar
0 gene parC em duas amostras incluidas no estudo, pois as sequéncias obtidas estavam
parcialmente quebradas, impossibilitando a analise.

Quatro alteracbes distintas foram encontradas no gene parE em cinco amostras
diferentes. Algumas dessas amostras apresentaram mais de uma alteracdo. A troca da
isoleucina pela treonina na posicdo 144 (1le144Thr) foi a mais frequentemente encontrada.
Esta alteracdo foi identificada de forma exclusiva (1 amostra), ou concomitante com a
substituicdo do glutamato na posicdo 226 pela valina (Glu226Val) (1 amostra) ou com a
substituicdo na posicdo 685, de uma asparagina por uma lisina (Asn685Lys) (2 amostras). O
quarto tipo de alteracdo correspondeu a troca de valina por leucina na posicdo 555
(Val55Leu), que foi observada em uma Gnica amostra, e sem nenhum outro tipo de alteragdo
associada (Quadro 3).

Apenas trés amostras (4,05%) ndo apresentaram mutacGes concomitantemente em
gyrA e parC, dentre elas, duas apresentaram alteragdes em parE e foram caracterizadas como
ndo suscetiveis a ciprofloxacina e a norfloxacina. A outra amostra apresentou alteracfes em
gyrB e parE concomitantemente e foi caracterizada como ndo suscetivel as trés quinolonas

testadas.
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Quadro 3 — AlteracGes observadas nas duas subunidades da DNA girase (gyrA e gyrB) e
da topoisomerase tipo 1V (parC e parE) e sua distribuicdo nos 74 genomas
de Enterococcus faecium avaliados

Padréo de Substituicéo NGmero
Gene Total de Numero Total por ST
NT AA Amostras
(Posicéo) (Posicéo)
ST78 (21); ST203 (1); ST412
T252A Ser84Arg 33 (10): ST1626 (1)
G251T Ser84lle 10 ST192(2); ST412 (8)
gyrA
ST412 (1); ST844 (3); ST896
A250T / G251A Ser84Tyr 27 (9); ST963 (12);
ST NOVO (2)
. ~ ST97 (1); ST253(1);
SEM MUTAGOES  SEM MUTAGOES 4 ST885 (1) ST1628 (1)
C590G Thr197Ser 1 ST253
gyrB . ~
SEM MUTAGOES  SEM MUTAGOES 73 TODOS OS OUTROS STs
ST97 (1); ST192 (2); ST412
A244C Ser82Arg 44 (19); ST896 (8); ST963 (12);
ST NOVO (2)
parC
ST78 (20); ST203 (1); ST844
G245T Ser82lle 25 (3); ST1626 (1)
x x ST253 (1); ST885 (1);
SEM MUTAGOES ~ SEM MUTAGOES 3 ST1628 (1)
ST97 (1); ST253 (1); ST885
T431C lle144Thr 4 (1): ST1628 (1)
AGTTT Glu226Val 1 ST885
parkE
G1663T Val555Leu 1 ST963
C2055A Asn685Lys 2 ST97 (1); ST253 (1)
SEM MUTAGOES  SEM MUTAGOES 68 TODOS 0S OUTROS STs

Legenda: Nucleotideo (NT); Aminoécido (AA); Sequence type (ST); Adenina (A); Citosina (C); Guanina
(G); Timina (T); Arginina (Arg); Asparagina (Asn); Glutamato (Glu); Isoleucina (lleu); Lisina
(Lys); Leucina (Leu); Serina (Ser); Tirosina (Tyr); Treonina (Thr); Valina (Val).

Fonte: A autora, 2020.
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A avaliacdo das mutacBes presentes no gene que codifica a proteina ligadora de
penicilina 5 (pbp5), associada a resisténcia aos B-lactamicos, foi realizada em 72 das 74
amostras estudadas. Em dois genomas, a sequéncia estava quebrada e, por isso, nao foi
possivel ser avaliada. Um grande acimulo de mutac6es ao longo do gene pode ser observado.
No total 36 aminodacidos diferentes sofreram alteracfes, além da deteccdo da insercdo de uma
serina ou acido aspartico na posi¢do 467 (Figura 14).

Ao todo, as amostras puderam ser divididas em 11 perfis distintos de acordo com o
padrdo de mutacdo obtido. Algumas alteracdes puderam ser observas em todos os 11 perfis,
enquanto que algumas substituicbes estiveram presentes em alguns grupos de perfis, ou
mesmo isoladamente. Dentre os perfis mais encontrados, estdo P1 e P2, que juntos
representaram 87,5% (63/72) dos genomas avaliados. Encontrado em 44 (61%) amostras, P2
apresentou alteracdo em 28 posicbes diferentes e foi identificado em sete STs distintos,
incluindo 89,5% das amostras do ST412 (17/19), 83,3% (10/12) do ST963 e todas do ST896.
Por outro lado, P1 acumulou alteracbes em 22 pontos distintos e foi identificado em apenas 19
(26,4%) amostras, sendo a maioria delas do ST78, além de uma amostra do ST1626. Este

perfil correspondeu a 85,7% das amostras do ST78.

Figura 14 — Distribuicdo das alteraces observadas no gene que codifica a proteina ligadora
de penicilina 5 (pbp5) em onze perfis distintos de amostras de Enterococcus
faecium
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Legenda: Quadrados azuis - presenca da substituicdo; Alanina (Ala); Arginina (Arg); Asparagina (Asn); Acido
aspartico (Asp); Glutamato (Glu); Glicina (Gly); Glutamina (GIn); Histidina (His); Isoleucina (lle);
Leucina (Leu); Lisina (Lys); Metionina (Met); Fenilalanina (Phe); Prolina (Pro); Serina (Ser);
Tirosina (Tyr); Treonina (Thr); Valina (Val).

Fonte: A autora, 2020.
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3.14 Avaliagéo das Unidades de Novidade Genética

Os dados obtidos foram também avaliados utilizando a ferramenta WhatsGNU,
objetivando um estudo mais especifico sobre mutagdes nas amostras incluidas neste estudo.
Com essa ferramenta, foi possivel observar quais mutagdes, quando comparadas a um banco
de dados extenso de genomas de E. faecium, eram identificadas como um novo alelo daquela
proteina, sendo categorizada entdo como uma unidade de novidade genética, ou GNU. Nas 74
amostras estudadas, a média de GNUs foi de X = 86 + 77 por genoma. Quando observados 0s
nameros de unidades de novidade genética em amostras do mesmo grupo de ST, os valores
foram, em geral, semelhantes (Figura 15).

As amostras do grupo “Outros STs” foram as que obtiveram o maior nimero de GNU
identificadas (x =102 + 58 por genoma, excluindo a amostra CL9458 que apresentou valores
extremos, 662 GNUSs), seguida pelo ST412 (x =85 + 32). O ST963 e ST896 tiveram o
mesmo numero médio de unidades de novidade genética identificados, X =81+ 27 por
genoma e, X =81 + 15, respectivamente. As amostras do ST78 foram as que obtiveram o
menor nimero de GNU, x = 56 + 34.

A amostra CL9458 pertencente ao ST253 e filogeneticamente distinta do restante das
amostras (Secdo 3.7 - Figura 2) obteve um total de 662 GNUs identificados. Dessas, 299 eram
anotadas em no genoma como proteinas hipotéticas. Das 363 GNUs que apresentavam algum
tipo de funcdo, 41% (149/363) estavam presentes em todas as outras amostras incluidas no
estudo.

Observando quais as proteinas obtiveram um escore GNU igual a zero, sendo entdo,
consideradas como unidades de novidade genética, e os dados relacionados ao grupo de ST ao
qual pertencia a amostra, foi possivel observar um compartilhamento dessas novidades
genéticas entre os diferentes grupos ST estudados. No total, 5.937 unidades novidades
genéticas foram identificadas, sendo que 818 delas foram correlacionadas aos diferentes
grupos de STs (Figura 16).
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Figura 15 — Numero de Unidades de Novidade Genética (GNU) nos 74 genomas de
Enterococcus faecium estudados
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Legenda: Cada ponto representa uma das 74 amostras; As amostras foram coloridas de acordo com o grupo de
ST ao qual pertencem, verde - ST78, vermelho escuro - ST412, azul - ST963, rosa - ST896 e lilas:
“Outros STs”.

Fonte: A autora, 2020.

As amostras do grupo de “Outros STs” foram, como esperado, as que apresentaram o
maior nimero de GNUs consideradas exclusivas, ou seja, que apareciam em mais de uma
amostra do grupo e que ndo apareciam em nenhuma amostra dos outros quatro grupos (Figura
16). Foram identificadas 157 no total. O segundo maior grupo em frequéncia foi o do ST78,
com 103 GNU identificadas, seguido pelo ST963 (84 GNU exclusivas) e ST412 (79 GNU
exclusivas). O ST896 foi o que obteve 0 menor nimero de unidades de novidade exclusivas,
44 no total.

Além disso, foi observada uma variacdo no numero de GNUs compartilhadas entre os
grupos de STs de acordo com a maior ou menor proximidade filogenética. Entre as amostras
do ST78 o numero de GNU compartilhadas com grupos filogeneticamente mais distantes
como o ST963 e ST896, foi de sete e nove, respectivamente, e somente uma GNU foi
simultaneamente compartilhada entre esses trés grupos. Ja para o grupo ST412, foram
observadas 13 e 14 GNUs compartilhadas com ST963 e ST896, respectivamente,
considerando gque esses grupos apresentaram uma mesma origem ancestral comum, de acordo

com dados apresentados anteriormente. Além disso, seis GNUs foram compartilhadas
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simultaneamente entre esses trés grupos. Apenas trés unidades de novidade genética foram

compartilhadas entre os cinco grupos avaliados (Figura 16).

Figura 16 — Diagrama de Venn representando o compartilhamento de Unidades
de Novidade Genetica (GNU) entre os cinco grupos de STs
estudados

Outros STs

Fonte: A autora, 2020.

Através da ferramenta WhatsGNU, também foi possivel observar com quais genomas
presentes no banco de dados de E. faecium construido para essa andlise, as amostras incluidas
no estudo obtiveram um maior nimero de correspondéncias (matches). Como foi possivel
identificar o ST ao qual pertenciam todas as amostras do banco de dados de referéncia, foi
avaliada a relagdo entre as amostras deste estudo com outros genomas de E. faecium de
diferentes origens. No Quadro 4, estdo listados os dez genomas que cada grupo de ST obteve
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maior correspondéncia, o ST ao qual pertencia esse genoma e nimero de amostras dentro do
grupo que apresentavam essa correspondéncia.

Os genomas C68 (ST16) e D34RRF (ST25) foram o0s que apresentaram mais matches
com amostras incluidas nesse estudo, independentemente do grupo ao qual pertenciam. As
amostras do ST78 foram relacionadas com outras amostras do mesmo ST e do ST17 presentes
no banco de dados. J& o grupo do ST412 deste estudo teve entre 0s dez genomas com mais
correspondéncia, trés do mesmo ST (VRE_13, 43834 e 2.1) e um do ST203. O ST963
apresentou relacdes extremamente proximas com genomas do ST736 presentes no banco: oito
dos dez genomas com que as amostras do grupo obtiveram match pertenciam a este ST. As
amostras do grupo do ST896 também apresentaram relacdo com o ST736, embora também
tenham sido encontrados hits com outras amostras do ST896 (HBSHRP_10, HBSHRP_9).

Essa ferramenta também foi utilizada para avaliar as relacbes ancestrais da amostra
CL7611, que demonstrou discrepancias entre as amostras incluidas neste estudo. Conforme ja
apresentado, esta amostra pertence ao ST78 esteve mais relacionada filogeneticamente ao
grupo ST412. Nessas analises, CL7611 apresentou correspondéncia com trés genomas
relacionados ao grupo do ST78 (UAA909, UAA1484, UAA952), pertencentes ao ST17. Além
disso, CL7611 também apresentou correspondéncia com outros trés genomas que ndo foram
identificados nem no grupo do ST78 e nem no grupo do ST412, sendo dois desses genomas
também pertencentes ao ST17 e um pertencente ao ST78. A amostra CL7611 ndo apresentou
entre seu top hits de genomas presentes no bando de referéncia, nenhum genoma que tivesse

sido exclusivo ao grupo do ST412.
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Quadro 4 — Lista com os dez genomas presentes no banco do programa WhatsGNU que obtiveram mais hits com as amostras de Enterococcus
faecium dos diferentes grupos de STs estudados

Grupos
Top ST78 ST412 ST963 ST896 “Qutros STs”
hits (N=21) (N=19) (N=12) (N=9) (N=13)
Genoma ST N° Genoma ST N° Genoma ST N° Genoma ST N° Genoma ST N°
1° C68 16 21 C68 16 19 C68 16 11 C68 16 Co68 16 13

2° D344RRF 25 21 | D344RRF 25 19 D344RRF 25 11 D344RRF 25

3° EnGen0376 736 21 | EnGen0376 736 19 | EnGen0312 736 11 | EnGen0312 736
4°

D344RRF 25 13
EnGen0376 736 13

© O O ©

EnGen0377 736 21 | EnGen0377 736 19 | EnGen0376 736 11 | EnGen0376 736 EnGen0377 736 13

5° UAA909 17 21 VRE_13 412 19 | EnGen0377 736 11 | EnGen0377 736 9 | ER04526.3A 736 12

6° E1644 78 20 E2560 78 16 | EnGen0323 736 10 | HBSJRP_10 896 9 EnGen0312 736 5
” E2369 78 20 | VRE_108 192 15 | EnGen0375 736 10 | HBSJRP_9 896 9 EnGen0323 736 5
8° UAA1484 17 19 43834 412 11 | ER04526.3A 736 9 | ER04526.3A 736 7 E2560 78 3
9% UAA952 17 19 2.1 412 8 EnGen0319 736 7 EnGen0323 736 7 EnGen0375 736 3

10° UAA911 17 18 6600e06 203 8 EnGen0314 736 5 EnGen0375 736 6 VRE_108 192 3

Legenda: NUmero de amostras do grupo (N); Sequence Type (ST); N° - nimero de amostras que tiveram match com o genoma em questéo.
Fonte: A autora, 2020.
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3.15 Estudo dos Eventos de Recombina¢do Homologa

A taxa estimada de recombinacdo relativa & mutacéo (R / 6) para todo o genoma das
74 amostras de E. faecium incluidas no estudo foi de 0,0680 + 0,0027, e o impacto relativo da
recombinacdo para a mutacdo foi de 1.87. Esse resultado indica que ao longo do processo
evolutivo, os eventos de recombinacdo homologa introduziram duas vezes mais substituicdes
nucleotidicas no genoma do que mutacfes pontuais.

A arvore reconstruida ap0s a investigacéo dos eventos de recombinacdo (Figura 17B)
apresentou bracos mais curtos que os observados na arvore que ndo levava em conta os efeitos
da recombinacdo (Figura 17A). Ao identificar e reconstruir os eventos de recombinacéo, foi
possivel observar que muitos se deram em nodos ancestrais da arvore de filogenia. Na Tabela
6, encontram-se os resultados em relacdo ao nimero de eventos de recombinacdo observados
nesses nodos e a extensdo desses eventos em tamanho e quantidade de pares de base que
foram afetados. Estes resultados sugeriram que a quantidade de mudancgas observadas
anteriormente, demonstradas pelo tamanho dos bragos na arvore, ocorreram, em geral, por
efeitos de recombinacdo, principalmente, nos nodos que formam a estrutura da arvore.

O nodo 145 foi 0 que obteve o maior niumero de eventos de recombinacdo detectado,
12 no total. Entretanto, em termos da extensdo desses eventos, o nodo 91 foi o que obteve a
maior regido atingida, com 100.427 pares de bases. Este nodo representou o ultimo ancestral
que deu origem ao grupo de amostras do ST963. O nodo 144, ancestral comum do ramo onde
estava alocada a amostra CL7611 e do ramo que deu origem ao grupo do
ST412/ST963/ST896, foi 0 que obteve o menor nimero de eventos de recombinagédo
detectado, apenas um. Mesmo com quatro eventos detectados, 0 nodo 147 foi o que obteve a
menor extensdo de pares atingidos por recombinacao (1.166 pb).

Outros nodos importantes para a explicacdo do surgimento de alguns STs que foram
prevalentes no estudo também tiveram eventos de recombinagdo detectados, como, por
exemplo, o0 nodo 146, ultimo ancestral entre o brago onde estdo as amostras do ST78 e as
ramificagbes que deram origem ao ST412 e seus relacionados. Este nodo teve seis eventos de

recombinacéo identificados, com um total de 16.665 pares de bases atingidos (Tabela 6).
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Por outro lado, ndo foram encontrados eventos de recombinacdo no nodo ancestral,
que dividiu o grupo onde estavam as amostras do ST412 do brago que, posteriormente, deu
origem aos grupos ST963 e ao ST896 (Figura 17). Eventos de recombinacdo também foram
detectados no nodo 120, ancestral que deu origem aos diferentes grupos do ST412, que
emergiram no periodo avaliado. Nesse nodo, foram identificados trés eventos recombinatdrios

que afetaram um total de 42.840 pares de base

Tabela 6 — Relacdo do numero de eventos de recombinagédo
e sua extensdo nos diferentes nodos ancestrais
da arvore de filogenia de Enterococcus faecium

No. de Eventos de Extenséo dos

Nodos Recombinacio Eventos de
Recombinacao (pb)

NODO 80 6 64.409
NODO 81 3 51.238
NODO 85 2 1.987

NODO 91 3 100.427
NODO 92 7 73.249
NODO 119 8 47.934
NODO 120 3 42.840
NODO 122 4 48.141
NODO 128 4 10.656
NODO 143 5 17.107
NODO 144 1 8.975

NODO 145 12 27.901
NODO 146 6 16.665
NODO 147 4 1.166

NODO 148 3 3.054

Legenda: pares de base (pb); Nimero (No)
Fonte: A autora, 2020.

Em relacdo ao numero de eventos de recombinacdo observados no genoma das
amostras, apenas CL9458, pertencente ao ST253, obteve mais de 30 eventos detectados em
seu genoma. Outras duas amostras, CL9838 (ST97) e CL9373 (ST885), apresentaram entre
20 e 30 eventos de recombinacdo em seu genoma. A amostra CL7611, que até 0 momento
apresentou diversas caracteristicas conflitantes em relacdo ao ST ao qual pertence e as suas
relagOes filogenéticas, obteve oito eventos de recombinagéo detectados em seu genoma, com

um total de 64.558 pares de bases atingidos (Figura 18).
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Figura 17 — Avaliacdo dos impactos de eventos de recombinacio homéloga na reconstrucéo da filogenia de Enterococcus faecium. (A) Arvore de
filogenia construida através Méxima Verossimilhanca baseada no alinhamento SNPs e enraizamento pelo ponto médio (midpoint
rooting) anterior a deteccdo das regides de recombinacio homdloga. (B) Arvore de filogenia construida através de Maxima
Verossimilhanga ap6s serem identificadas as areas de recombinacéo
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Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com o grupo de ST ao qual pertencem, verde - ST78, vermelho escuro - ST412, azul - ST963, rosa - ST896 e lilas: “Outros
STs; As bolinhas coloridas representam cada um dos nodos ancestrais onde foram detectados eventos de recombinacéo.
Fonte: A autora, 2020.
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Figura 18 — Arvore de filogenia construida através Maxima
Verossimilhanga baseada no alinhamento de SNPs e
enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting)
demonstrando os eventos de recombina¢do homdloga
em amostras de Enterococcus faecium
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Legenda: NUumero de eventos de recombinacdo representado por circulos coloridos;
Linha colorida mais externa representa a extensdo dos eventos de
recombinacdo em quantidade de pares de bases (pb), seguindo uma escala de
cores do menor (verde) ao maior (vermelho) valor; As amostras foram
coloridas de acordo com o grupo de ST ao qual pertencem, sendo verde —
ST78; vermelho escuro — ST412, azul — ST963, rosa — ST896 e lilas —
“Outros STs”.

Fonte: A autora, 2020.

Cabe ressaltar que, dentre as amostras estudadas, 0 maior nimero de pares de bases
atingidos ndo foi diretamente relacionado ao maior nimero de eventos de recombinacao
identificados em um dado genoma. A amostra CL8988 apresentou um total de 74.582 pares
de bases afetados em apenas trés eventos de recombinacdo detectados (Figura 18). As

amostras do ST963 e do ST78, que foram atingidas por eventos de recombinacdo, nédo
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apresentaram comprometimento de grande parte do seu genoma. Outras variagdes incluem as
duas amostras do ST963, em que uma apresentou um total de 363 pb atingidos por
recombinacdo (CL9361), enquanto a outra o tamanho afetado foi de 6.155 pb (CL10055).
Também, na outra amostra do ST78 incluida neste estudo, além da CL7611, foram
identificados apenas sete pares de bases sob processo de recombinagéo.

Por fim, foi possivel identificar que algumas regides do genoma foram mais
especificamente atingidas por processos de recombinacdo homologa (Figura 19). Além disso,
alguns genes de interesse nos objetivos propostos por este estudo, como 0s sete genes que
compdem o esquema de MLST e 0s genes associados a resisténcia aos antimicrobianos como
o gyrA/parC (resisténcia as quinolonas) e pbp5 (resisténcia aos B-lactamicos), foram também
avaliados quanto a presenca de regides afetadas por eventos de recombinacao.

Os resultados obtidos demonstraram que as regides do genoma onde foi identificada a
maior parte dos eventos de recombinacdo estavam entre as posi¢cdes 50 milhdes e 100
milhdes, e na regido acima da posicdo dois milhdes. A maioria dessas regides possuia sitios
ndo polimdrficos. Entretanto, quando polimdrficos, apresentaram algum grau de semelhanca
estrutural, decorrente de paralelismo ou evolucdo convergente, sendo considerados sitios
homoplasicos (Figura 19). Dentre os genes avaliados, apenas dois estiveram sob sitios de
recombinacéo, ddl e atpA.

Em relacdo ao gene ddl, apenas os nodos 119 e 146 apresentaram eventos de
recombinacédo associados. Todavia, cabe ressaltar que o nodo 119, como observado na Figura
17, representou o ancestral que deu origem ao grupo do ST896 e do ST963. Esses dois STs
foram portadores do alelo 2 para o gene ddl, enquanto que 0 ST78 e 0 ST412 apresentaram 0
alelo 1. Eventos de recombinagdo na regido onde se encontravam o gene atpA foram
detectados em duas amostras (CL8790 e CL9458) e no nodo 146.



Figura 19 — Arvore de filogenia construida através de Méaxima Verossimilhanca pelo software ClonalFrameML e enraizamento
pelo ponto médio (midpoint rooting) detalhando as regides de recombinagdo inferidas para os ramos ancestrais e
terminais dos 74 genomas de Enterococcus faecium
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Legendas: Linhas verticais pretas representam o posicionamento dos sete genes do MLST (adk, ddl, gdh, gyd, purK, pstS, atpaA) e trés genes associados a
resisténcia aos antimicrobianos (gyrA, parC, pbp5) em relagéo a referéncia Aus0004; Eventos de recombinagdo estdo marcados em azul escuro;
Sitios ndo polimorficos estdo mostrados em azul claro; Sitios polimdrficos apresentam uma escala de cor indicando o nivel de homoplasia.
Branco: ndo homoplésico, do amarelo ao vermelho: grau de homoplasia.

Fonte: A autora, 2020.
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3.16 Evolugéo Molecular

Para este teste, foram escolhidos os genes que no esquema de MLST sdo os que
diferem os grupos do ST78, ST412, ST896 e ST963, sendo eles ddl, pstS e purK. A avaliagédo
foi realizada utilizando-se as sequéncias nucleotidicas de todas as amostras pertencentes a
esses STs (61 ao todo). Os resultados demonstrados na Tabela 7 indicam que os trés genes do
esquema de MLST se apresentam sobre selecdo neutra. Embora tenham obtido valores de D
maiores que zero, 0s testes estatisticos indicaram que os resultados ndo foram significativos (p
> (0,05), ndo sendo possivel rejeitar a hipotese nula de estarem sob a influéncia de processos
estocasticos.

Os genes associados a resisténcia as quinolonas (gyrA e parC) e o gene responsavel
pela resisténcia aos B-lactdmicos (pbp5) também tiveram sua evolucdo molecular avaliada.
Para os genes gyrA e parC, foram incluidas as sequéncias de todas as amostras pertencentes
ao ST78, ST412, ST963 e ST896, além de trés amostras que ndo apresentaram mutacdes
como referéncia para comparacdo. Para pbp5, bem como todas as amostras do estudo
apresentaram mutacGes no gene, a sequéncia de referéncia X84860.1 foi incluida na analise.
Os resultados obtidos indicaram que tanto o gene gyrA quanto o gene pbp5 ndo estavam sobre
processos de evolugédo neutra. Os resultados foram suportados estatisticamente, revelando que

os dois genes tiveram valores de D estimados em 2,54 (gyrA) e -2,43 (pbp5).

Tabela 7 — Parametros estimados na determinacdo do valor de D de Tajima para cinco genes
de Enterococcus faecium avaliados

Genes S 1 K Pi o o Valor p-valor
(por sequéncia) (POrsitio)  ge p
ddl 1 1 0.45 0.0009 0.21 0.0004 1.46 <0.05
pstS 18 18 5.69 0.01 3.84 0.006 1.68 > 0.05
purK 1 1 0.45 0.0009 0.21 0.0004 1.46 > 0.05
gyrA 24 27 1025 0.0041 5.69 00023 254  <0.05
parC 11 11 1.33 0.0005 2.34 0.0009 -1.21 >0.05
pbp5 108 109 7.03 0.0034 23.37 0.011 -2.43 <0.05

Legenda: S — nimero de sitios polimérficos; n (Eta) — ndmero total de mutages; K — nimero médio de
diferencas nucleotidicas; Pi — diversidade nucleotidica; ® — Theta.
Fonte: A autora, 2020.
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3.17 Estimativa do Tempo de Divergéncia Clonal

Através da reconstrucdo da filogenia pelo método bayesiano, foi possivel fazer uma
andlise temporal dos processos de divergéncias clonal observados e estimar o reldgio
molecular. A taxa de mutacdo foi estimada em 2.34 x 10”7 SNPs por sitio por ano, utilizando-
se 95% de HPD (do inglés, highest posterior density).

A arvore filogenética construida confirmou a divisdo das amostras em diferentes
grupos correlacionados ao ST ao qual pertenciam (Figura 20). O ancestral comum mais
recente (MRCA — do inglés Most recent common ancestor) foi estimado ter ocorrido no ano
de 2012. As amostras do ST963, que em outras reconstru¢des ndo se mostraram como um
grupo homogéneo, apresentaram dois MRCA distintos, porém, datados, ambos, do ano de
2006. A divergéncia entre esses dois grupos teria ocorrido no ano de 2004.

O ST412 teve sua emergéncia confirmada em dois periodos distintos, sendo a
estimativa de divergéncia datada do ano de 1982 (Figura 20). O ancestral comum mais recente
que levou a 12 emergéncia surgiu no ano de 2005; ja o responsavel pela 22 emergéncia surgiu
em 2006. A divergéncia entre o ST412 e os outros dois ST mais recentes, mencionados
anteriormente, STT963 e ST896, ocorreu no ano de 1964. Por fim, a divergéncia entre o ST78
e 0 ST412 foi estimada quatro anos antes, em 1958. O ST78, cujos resultados anteriores ja
haviam demonstrado se tratar de um grupo bastante homogéneo, possuindo uma origem
monofilética, teve seu MRCA estimado em 1999.

Os resultados obtidos pela analise bayesiana demonstraram claramente ondas de
emergéncia de diferentes linhagens. Na Figura 21, reconstruimos essa sucessdo de STs
observadas. A emergéncia do ST78 se iniciou no ano de 1999, perdurando por dez anos, até
2009. Este foi o ultimo ano de registro de amostras pertencentes a esse ST neste estudo. Os
dados obtidos com as amostras avaliadas demonstraram que a emergéncia do ST412 ocorreu
ainda durante o periodo de circulagdo do ST78. Contudo, o pico de observacdo da primeira
emergéncia se deu em 2009, quando entdo chegou ao seu fim. A segunda emergéncia ocorreu
principalmente entre 2011 e 2012, com as amostras mais recentes isoladas no estudo datadas
nos anos de 2015 e 2016.
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Figura 20 — Arvore filogenética reconstruida através de analise bayesiana estimando o tempo de divergéncia
entre as diferentes linhagens de Enterococcus faecium isolados no periodo de 2004 a 2016
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Fonte: A autora, 2020.
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A emergéncia do ST963 data de 2006 e amostras pertencentes a este ST foram
identificadas até 2016. Durante todo o periodo, esse grupo de ST foi observado
principalmente entre 2011 e 2015, sendo o Unico ST a circular entre os anos de 2013 e 2014.
No periodo de 2015 a 2016, obtivemos trés STs circulando concomitantemente, com

expansao e pico maximo de observacdo do ST896. O surgimento deste ST ocorreu em 2012,

Figura 21 — Linha do tempo reconstruindo os eventos de emergéncia de linhagens de
Enterococcus faecium em institui¢oes hospitalares do estado do Rio de Janeiro

Emergéncia 1*Emergéncia 2 Emergéncia  Emergéncia
ST78 ST412 ST412 ST8%6

1995 2000

Fonte: A autora, 2020.

Observando dados compilados ao longo do estudo e usando testes estatisticos, foi
possivel associar algumas caracteristicas aos diferentes grupos de STs, 0 que seria sugestivo
de que alguns tipos de eventos ocorridos no genoma das amostras de E. faecium possam
explicar a emergéncia e sucessdo dessas linhagens (Tabela 8).

O grupo do ST78 obteve a menor média de SNPs observada, x =4.895 SNPs por
amostra, sendo estatisticamente correlacionado a uma menor presenca de variagdo. Por outro
lado, este grupo obteve o maior nUmero médio de IS preditas (x = 41,61) em relacdo aos
outros grupos. O valor de p confirmou que esta caracteristica esteve associada as amostras
desse ST. Uma outra caracteristica relacionada a este grupo foi a presenca de profagos, sendo
este 0 grupo com o maior nimero médio de profagos observados. Entretanto, quando avaliado
0 namero de plasmideos presentes em cada amostra, 0 ST78 obteve a menor média estimada,

% = 2,42 plasmideos por amostra.
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Jé& as amostras do ST412 obtiveram o maior nimero de CDS preditas (2.792); porém,
correlages significativas s6 foram encontradas em relacdo ao ST963. A presenca de genes de
resisténcia foi fortemente associada ao ST896, que obteve a maior média. Este grupo também
obteve valores significativos em relacdo a presenca de plasmideos, exceto em relacdo ao
ST963.

Tabela 8 — Métricas obtidas para diversos parametros estudados no genoma de Enterococcus
faecium e suas correlacdes entre os diferentes grupos de ST predominantes

Grupos (Média £ DV)

Parametros
ST78 ST412 ST963 ST896
SNPs 4.895*+374 6.069+696 5.981 +569 5.773 + 166
CDS preditos 2.684 + 236 2.792*+41 2.664 + 162 2.765+ 30

Genes de Resisténcia 8,09 +1,13 831+145 841+164 10,11*+1/45

Genes de Viruléncia 10,23+1,22 10,68+0,67 10,66+0,98 10,77 £ 0,97

Presenca de IS 41,61*+135 26,84+6,24 30,91+6,65 29,66 £5,5

Presenca de Profagos 1*+0,31 0,63+ 0,59 0.33+0.49 0

Presenca de Plasmideos  2,42* + 1,07 3,42 +1,12 4,66 +0,77 5*+ 1,65

Legenda: Single nucleotide polymorphism (SNP); Coding sequence (CDS); Insertion sequence (IS); Desvio
padréo (DV); £ (mais ou menos); * indicam valores de p < 0,05.
Fonte: A autora, 2020.
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4 DISCUSSAO

A espécie Enterococcus faecium constitui um dos membros do género Enterococcus
que pertence a microbiota do trato gastrointestinal humano e que nas Ultimas décadas ganhou
notorio destaque como um dos mais importantes agentes de infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), ndo apenas dentro do género, como em relacdo ao grupo de
bactérias Gram-positivas. Sua escalada de comensal a patdgeno altamente adaptado ao
ambiente hospitalar esta associado a um processo evolutivo dindmico, envolvendo sua grande
plasticidade gendmica, que permitiu com que gradualmente adquirisse diversos mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos e de viruléncia, junto com fendmenos de recombinacao
homologa e expansao populacional.

Este estudo teve por objetivo abordar sob uma perspectiva genémica, com a utilizagao
de sequenciamento do genoma completo e ferramentas de biologia computacional, os
processos evolutivos que levaram ao surgimento e expansdo de populagdes clonais que
circularam em instituicdes hospitalares do estado do Rio de Janeiro no periodo de 2009 a
2016. E se deu, principalmente, ap6s as primeiras observacGes em estudos de nosso grupo
(FARIA, 2012), que apontou a substituicdo da linhagem epidémica circulante, até entdo o
ST78, pelo ST412.

O estudo foi composto por 205 amostras oriundas de 31 instituicGes hospitalares. A
caracterizacdo do perfil de suscetibilidade, realizada pelo método de disco-difuséo, revelou
elevados percentuais de amostras ndo suscetiveis as mais variadas classes de antimicrobianos.
Foi constatado que na amostragem avaliada, para ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina e
penicilina, as frequéncias de ndo suscetibilidade chegaram a ser superiores a 95%. Cabe
ressaltar que elevados percentuais de resisténcia para E. faecium se mostram, via de regra,
extremamente comuns. Uma meta-andlise realizada por Jabbari et al. (2019) demonstrou que
a prevaléncia de amostras de E. faecium isoladas de infeccdo de corrente sanguinea
apresentando taxas de resisténcia a ampicilina era superior a 80% em quase todas as regides
do globo, exceto no Sudeste Asiatico (50,5%) e no Oriente Médio (64,5%).

Por outro lado, para antimicrobianos como a gentamicina, o percentual de amostras
ndo suscetiveis a niveis elevados foi de 39,5% neste estudo, enquanto que no de Jabbari et al.
(citado anteriormente), os autores observaram percentuais variando entre 28% no continente
americano até 65,5% na regido do Pacifico Ocidental, que inclui paises como Australia, Nova

Zelandia, Japao, China e Vietnd. Considerando-se a resisténcia a vancomicina, sabe-se que a
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frequéncia de amostras VREfm circulantes é bastante varidvel de acordo com a regido
geogréfica. Na Europa, a taxa de amostras VREfm no periodo de 2009 a 2014 variou entre
15% a 30%, enquanto nos Estados Unidos, no mesmo periodo, essa taxa ficou entre 70% e
80% (MENDES et al., 2016).

A resisténcia a vancomicina é uma caracteristica que contribui para o destaque da
espécie E. faecium como importante agente de infecgdes humanas. Em nosso estudo, visto
que o conjunto de amostras avaliadas foi selecionado a partir de uma colecao de culturas, ndo
seria possivel extrapolar as taxas de resisténcia inferidas para o cenario local. Entretanto, as
amostras foram provenientes de diferentes institui¢cdes, apontando para a ampla disperséo de
VREfm no estado do Rio de Janeiro. Foram observados percentuais de resisténcia a
vancomicina > 80% no periodo avaliado, excetuando-se apenas 0s anos de 2011 e 2012
(36,4% e 42, 8%, respectivamente). Cabe ressaltar que nesse periodo foi quando observamos
importantes mudangas em termos de estrutura populacional, com o pico de circulagdo da
segunda onda do ST412 e do ST963.

A correlacdo da resisténcia a vancomicina com a presenca de resisténcia a outras
classes de antimicrobianos, como R-lactamicos e quinolonas, observada no estudo, deve ser
discutida e entendida por uma ldgica reversa. Na realidade, a presenca da resisténcia aos B-
lactdmicos e quinolonas foi fundamental para o surgimento de amostras VREfm, pois
permitiu o estabelecimento desse microrganismo no ambiente hospitalar. Alguns trabalhos na
década de 1990 ja alertavam que seria impossivel evitar pressdes seletivas em favor do
surgimento de amostras multirresistentes, uma vez que paralelamente ao crescente aumento
da frequéncia de cepas carreando resisténcia a vancomicina, linhagens endémicas de E.
faecium resistentes a ampicilina e fluoroquinolonas j& eram comuns no periodo
(ELIOPOULOS, 1997; HANRAHAN; HOYEN; RICE, 2000; SUPPOLA et al., 1999).

Globalmente, amostras VREfm carreando o gene vanA sdao mais comuns, enquanto
que a circulacdo de vanB tem se mostrado mais restrita a algumas regides, como a Australia e,
mais recentemente, com relatos de expansdo na Alemanha (BENDER et al., 2016b;
COOMBS et al., 2014; FALGENHAUER et al., 2019; FREITAS et al., 2016; MAHONY et
al., 2018; XANTHOPOULOU et al., 2020). No Brasil, a predominancia de amostras VREfm
carreando 0 genotipo vanA ja foi amplamente reportada (CAMARGO et al., 2004;
CONCEICAO et al., 2011; KERBAUY et al., 2011; MERLO; DABUL; CAMARGO, 2015;
PALAZZO etal., 2011; RESENDE et al., 2014; RUZON et al., 2010; SACRAMENTO et al.,
2017; SILVA et al.,, 2012). Neste estudo, também ndo foram identificadas amostras

portadoras do gendtipo vanB, reforcando a hegemonia de vanA em nosso meio.
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A disseminacdo de determinantes genéticos de resisténcia a vancomicina esta
relacionada a disseminacdo de elementos genéticos associados ao fenotipo HLAR. O
megaplasmideo pMGI tem sido apontado como responsavel pela cotransferéncia do operon
vanSRHAXYZ, contido no Tn1546 juntamente com o gene aac(6’)-le-aph(2’’), que codifica a
resisténcia a niveis elevados de gentamicina (HLGR) e est& contido no Tn5281 (BEHNOOD
et al., 2013; HEGSTAD et al., 2010; TOMITA et al., 2002; 2003). O percentual de amostras
HLAR no presente estudo foi de 45,5%, com uma predominancia maior de amostras do
fenotipo HLGR. Outros estudos ja indicaram que este é o fendtipo predominante entre
amostras de E. faecium HLAR (HAGHI; LOHRASBI; ZEIGHAMI, 2019; PADMASINI;
PADMARAJ; SRIVANI-RAMESH, 2014).

De fato, a estreptomicina foi amplamente utilizada em esquemas terapéuticos
combinada a penicilina no periodo de 1945 a 1970 (NOSKIN et al., 1991), quando entdo, foi
substituida por outros aminoglicosideos como a amicacina, gentamicina e tobramicina, que
surgiram como alternativas ao tratamento de cepas que ja apresentavam resisténcia contra
alguns aminoglicosideos anteriores (MINGEOT-LECLERCQ; GLYPCZYNSKI; TULKENS,
1999). Dados do periodo de 2002 a 2009 relataram que em hospitais dos EUA a gentamicina
representou 63% do uso de aminoglicosideos, seguida pela tobramicina (28%) e amicacina
(9%), indicando uma maior pressao seletiva em favor desses antimicrobianos (ABABNEH et
al., 2012). Estes dados podem explicar a maior observacdo do fenétipo HLGR entre amostras
de E. faecium, uma vez que a enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2”) confere resisténcia a
niveis elevados para todos antimicrobianos da classe, exceto a estreptomicina (RAMIREZ;
TOLMASKY, 2010).

O gene aac(6’)-le-aph(2’’) é descrito como prevalente entre amostras portadoras do
fenotipo HLGR em diversas partes do mundo, tanto em amostras clinicas humanas quanto em
amostras de origem animal e ambiental, da mesma forma que ant(6’)-la em amostras HLSR
(EL-MAHDY; MOSTAFA; EL-KANNISHY, 2018; KLIBI et al., 2006; NIU et al., 2016;
NOVAIS et al., 2005; NOWAKIEWICZ et al., 2017; PETSARIS et al., 2005; PEYVASTI et
al., 2020; RATHNAYAKE; HARGREAVES; HUYGENS, 2011; WOODFORD et al., 1993).
Neste estudo, foi observado que o gene que codifica para a enzima bifuncional foi
identificado em todas as amostras HLGR; e ant(6’)-la foi identificado na frequéncia de
97,4%.

Um elevado percentual de amostras de E. faecium resistentes a ciprofloxacina também
foi identificado neste estudo. Esta caracteristica de resisténcia também é comumente descrita

como estreitamente relacionada a amostras mais adaptadas ao ambiente hospitalar (LEAVIS
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et al., 2006; WERNER et al., 2010). Alguns autores ja relataram que amostras de E. faecium
resistentes a ciprofloxacina mesmo que de origens diversas (“ndo-humana”) foram
pertencentes a clones prevalentes no ambiente hospitalar (FREITAS, A.A et al., 2018; KIM et
al., 2018).

Cabe, também, destacar a identificacdo de amostras ndo suscetiveis a antimicrobianos
considerados como opc¢Oes terapéuticas mais recentes para o tratamento de infecgfes graves
(como endocardites) causadas por amostras de E. faecium resistentes a vancomicina. Neste
contexto, foi possivel observar que 8,8% das amostras incluidas neste estudo apresentaram
esta caracteristica para a associa¢do quinupristina/dalfopristina. Estes antimicrobianos sdo
combinados na proporcdo de 30% de quinupristina, uma estreptogramina B, e 70% de
dalfopristina, uma estreptogramina A. Para o tratamento das infec¢bes por E. faecium,
quinupristina/dalfopristina € comumente administrada juntamente com altas doses de
ampicilina (BETHEA; WALKO; TARGOS, 2004; NIGO, 2014; THOMPSON; LAVIN;
TALBOT, 2003). Dados de outros paises ja apontaram por exemplo que, em 2004, o
percentual de amostras resistentes a Q/D na Coréia do Sul foi de 10% (OH et al., 2005). Na
Bélgica, um estudo realizado em 2007, cinco anos apos as estreptograminas serem banidas do
pais como promotores de crescimento animal, o percentual de amostras humanas resistentes a
Q/D foi de 23% e de amostras suinas, 34% (DE GRAEF et al., 2007). Adicionalmente, foi
relatado que o gene erm(B), um determinante de resisténcia amplamente disseminado em
amostras de enterococos, bem como na amostragem que compds este estudo, possa estar
associado a eliminacdo do efeito bactericida desse antimicrobiano (DONABEDIAN et al.,
2006; LOPEZ et al., 2010; WANG et al., 2016). Esses relatos sdo preocupantes por indicar
uma maior limitacdo ao tratamento de infec¢des causadas por VRE.

Ao todo, observamos que 91,7% de nossas amostras apresentavam resisténcia a pelo
menos um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos distintas, sendo caracterizadas de
como MDRs de acordo com os critérios estabelecidos neste estudo e baseados nas
recomendacdes de Magiorakos et al. (2012). Amostras E. faecium MDR estdo amplamente
disseminadas pelo mundo e sdo a razdo pela qual essa espécie faz parte das principais listas
criadas por organizagdes e centros de controle de doengas, em relagdo ao problema da
resisténcia aos antimicrobianos. Em um estudo de Freitas et al. (2018b) em Portugal, foi
observado que todas as amostras de E. faecium isoladas em clinicas de cuidado prolongado
apresentaram resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos de classes distintas.

No Brasil, um estudo de Santos et al. (2017), conduzido em pacientes portadores de

neoplasias, o percentual de amostras da espécie apresentando o fendtipo MDR foi de 88,9%.
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A circulac@o de amostras de E. faecium multirresistentes ndo € restrita ao ambiente hospitalar,
pois estas ja foram identificadas a partir de diferentes origens como, porcos e aves, dentre
outros (BERTELLONI et al., 2015; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA; ZADERNOWSKA,;
LANIEWSKA-TROKENHEIM, 2016; JOHNSTON; JAYKUS, 2004; NOVAIS et al., 2013).

O acompanhamento continuo das variacdes dos percentuais de amostras resistentes se
faz necessario para uma melhor avaliacdo global do cenario momenténeo e prospeccéo futura
dos efeitos relacionados as infec¢des por essa espécie. Todavia, 0 que permeia o entendimento
e a discussdo da evolucdo de E. faecium, e de qualquer outro microrganismo multirresistente,
passa pela reflexdo sobre o impacto da utilizacdo de antimicrobianos. Em um estudo realizado
com dados obtidos da venda de antibioticos em farmécias da rede privada no Brasil, entre o
periodo de 2013 a 2016, os autores indicaram que houve um crescimento do consumo de
antimicrobianos no pais em torno de 18%. No estado do Rio de Janeiro, a média foi superior
ao observado nacionalmente, com um crescimento de 20%. Por outro lado, em paises da
Europa a taxa de aumento foi de 2%. No ano de 2016, somente em nosso estado, mais de 5
milhGes de unidades, definidas como caixas ou ampolas, foram vendidas em farméacias da
rede privada. Ao todo, na regido sudeste 30,5 milhdes de unidades foram vendidas no ano.
Dentre as classes mais consumidas, estavam os R-lactdmicos e macrolideos (NEVES
CASTRO et al., 2020). Alguns dados mundiais também demonstraram um preocupante
aumento no consumo de antimicrobianos em paises considerados, de acordo com o Banco
Mundial, como de renda média-alta (KLEIN et al., 2020).

E amplamente reconhecido que a pressdo seletiva exercida pelo uso de
antimicrobianos favorece a circulacdo de amostras multirresistentes e adaptadas ao ambiente
hospitalar. Para a espécie E. faecium, essas amostras também apresentam o gene esp, que
codifica a proteina de superficie enterocdcica. O surgimento de populagdes de E. faecium
adaptadas ao ambiente hospitalar pode ser descrito como um processo de multiplos passos,
que ja foi chamado de “capitalismo genético” ou efeito de Methew, no qual a aquisicdo de
mecanismos que traz vantagens seletivas (como por exemplo, a presenca do gene esp e a
resisténcia a ampicilina) permite a aquisicdo de mais elementos adaptativos (como por
exemplo, o gene hyl) (BAQUERO; COQUE; CANTON, 2003; KLARE et al., 2005; RICE et
al., 2003).

Entretanto, como também foi observado neste estudo, ndo parece existir uma
correlacdo direta entre a presenca de genes de viruléncia (como esp e hyl) e a resisténcia a
vancomicina. Como ja mencionado, no estabelecimento inicial desse microrganismo no

ambiente hospitalar predominaram as amostras portadoras de esp e resistentes a ampicilina e
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ciprofloxacina (BALDASSARRI et al., 2001; LEAVIS et al., 2003; WILLEMS et al., 2001).
Dessa forma, a resisténcia & vancomicina nao parece ter sido a condi¢do sine qua non para o
ganho do ambiente hospitalar por E. faecium. Entretanto, a identificacdo inicial de clones
albergando essa caracteristica de resisténcia foi indicativa de extrema preocupacao, uma vez a
pressdo seletiva exercida pelo do uso de vancomicina resultaria, como foi de fato observado,
na sua disseminacdo e ampla circulacdo de amostras resistentes em curto periodo de tempo
(COQUE et al., 2005).

A utilizacdo de técnicas de sequenciamento do genoma completo fornece uma alta
capacidade discriminatéria para o entendimento de aspectos evolutivos. Atualmente, essa
metodologia j& ultrapassou barreiras inicialmente apontadas, como o custo e tempo de
execucdo elevados. Por exemplo, o sequenciamento de um genoma bacteriano pela plataforma
Illumina MiSeq (lllumina Inc.) custa em torno de $25 dodlares, o que para muitos laboratérios
do mundo representa uma boa relagdo de custo-beneficio. Além disso, nas novas plataformas
0 tempo médio necessario para sequenciar um genoma é de 24 horas, sendo que, em alguns
dispositivos, como Nanopore (Oxford), esse processo pode ser feito em até duas horas
(DIDELOT et al., 2012; MEDINI et al., 2008).

A partir do primeiro genoma completamente sequenciado de E. faecium, publicado por
Lam et al. (2012), referente a amostra Aus0004, alguns trabalhos utilizando WGS
investigaram aspectos relacionados a evolucdo da espécie (GOULIOURIS et al., 2019;
LEBRETON et al., 2013), bem como a diversidade de amostras hospitalares em relacédo as
amostras comensais (GALLOWAY-PENA et al., 2012; RAVEN et al., 2016), além de
aspectos epidemioldgicos relacionados a surtos e eventos de transmissdo hospitalar
(BRODRICK et al., 2016; LEONG et al., 2018; RAVEN et al., 2017). Em um estudo de 2016
realizado na Australia, o sequenciamento do genoma completo foi fundamental para
caracterizar o surgimento e disseminacdo de amostras ndo-tipificaveis pela técnica de MLST,
devido a perda do gene pstS (CARTER et al., 2016).

Neste estudo, foram selecionadas 52 amostras a partir dos dados obtidos por métodos
de caracterizacdo fenotipica e genotipica. Alem destas, outras 22 amostras pertencentes ao
estudo de Faria (2012), referentes ao periodo de 2002 a 2008, foram incluidas para fins
comparativos, uma vez que representavam a linhagem epidémica anteriormente circulante em
nossas instituicdes hospitalares, ST78, e as duas primeiras amostras observadas como
pertencentes ao ST412.

Considerando-se os dados obtidos com as analises iniciais a partir de WGS, foi

determinado que o tamanho médio do genoma para as 74 amostras foi estimado em 2,76Mb,
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com identificagdo média de 2.715 CDS por genoma. Dados disponiveis na literatura
especializada indicaram que no género Enterococcus, o tamanho do genoma é variavel de
acordo com a espécie. Assim, ja foram registrados resultados que variaram de 2,31Mb para
amostras da espécie Enterococcus sulfureus até 5,27Mb para Enterococcus pallens, e 0s genes
preditos no genoma entre 2.154 até 5.107 (ZHONG et al., 2017).

Entretanto, o tamanho do genoma e a quantidade de CDS identificadas até mesmo
dentro de uma mesma espécie como E. faecium também podem variar, particularmente, entre
amostras de origens distintas. No estudo realizado por Zhong et al. (2019), com amostras de
E. faecium de diversas origens, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao tamanho do genoma e a quantidade de genes. As amostras de E. faecium
isoladas de humanos apresentaram um tamanho médio do genoma de 3Mb; enquanto nas
obtidas de porcos e frangos foi de 2,70 Mb e 2,77 Mb, respectivamente, e de laticinios de
2,69Mb. O mesmo ocorreu em relagdo a quantidade de CDS anotadas; os autores relataram
que as amostras humanas tiveram uma média de 2.866 CDS preditos e para as amostras
oriundas de frangos e porcos, esse valor foi de 2.574 e 2.519, respectivamente (ZHONG et al.,
2019).

Um outro parametro importante relacionado ao genoma bacteriano é o seu contetdo de
G+C. No presente estudo, o conteudo G+C médio foi de 37,75% entre as amostras analisadas,
0 que esta totalmente de acordo com a descricdo para a espécie na plataforma NCBI (37,8%).
Mais do que uma métrica de comparacdo e analise em estudos de sequenciamento do genoma,
o percentual de conteddo G+C bacteriano tem impactos importantes nos eventos de
transferéncia horizontal de genes. Em geral, o DNA transferido horizontalmente, como DNA
plasmidial e de fagos, apresenta um baixo conteddo G+C, com diferencas menores do que
10% em relagcéo ao genoma hospedeiro (NISHIDA, 2012; ROCHA; DANCHIN, 2002). Estes
achados sugerem que, usualmente, bactérias ndo adquirem DNAs com conteido G+C
superior ao seu préprio, uma vez que ndo conseguem manter e nem regular elementos
genéticos com conteudo muito diferente dos seus (NISHIDA, 2013).

A mudanca na epidemiologia das subpopulacdes de E. faecium circulantes no
ambiente hospitalar, com a emergéncia de diferentes STs, tem sido amplamente relatada.
Neste estudo, as analises da estrutura populacional de amostras de E. faecium circulantes no
estado do Rio de Janeiro, obtidas atraves da identificacdo dos STs no genoma completo,
demonstraram uma evolucdo dindmica com a emergéncia e expansdo de diversas linhagens.
Foi constatado que depois do periodo de circulagdo do ST78, sendo 2009 o ano de isolamento

da ultima amostra analisada, observou-se a emergéncia e circulacdo da linhagem do ST412.
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Esses dados corroboraram achados anteriores de trabalhos de nosso grupo (FARIA, 2012).
Ademais, no periodo avaliado foram também observadas a emergéncia e a expansao de outras
duas linhagens, a do ST963 e a do ST896.

Em diversos paises existem relatos que atestam o dinamismo da espécie em relacdo ao
aparecimento e rapida circulacdo de linhagens clonais especificas, levando inclusive ao
desaparecimento de subpopulacdes anteriormente dominantes. Na Dinamarca, estudos
epidemioldgicos utilizando WGS indicaram que a partir de 2014 houve a substituicdo das
linhagens até entdo circulantes, pertencentes ao ST117 e ST192, pelas associadas aos ST203 e
ST80 (PINHOLT et al., 2019). Na Australia e na Suica, a linhagem associada ao ST795 tem
sido considerada, nos ultimos anos, endémica em diversas instituicGes hospitalares e
associadas ao acontecimento de surtos (MAHONY et al., 2018; WASSILEW et al., 2018).
Em Taiwan, a vigilancia epidemiolégica nacional revelou a emergéncia e expansao do ST414
a partir do ano de 2012 (KUO et al., 2014).

Em nosso estudo, o ST412 foi responsavel pela dominacdo do ambiente hospitalar a
partir do ano de 2009. De acordo com o que pode ser avaliado na literatura, o primeiro relato
de troca populacional associada a emergéncia desta linhagem envolveu um estudo com
amostras de E. faecium isoladas de instituicdes hospitalares do Canada (MCCRAKEN et al.,
2013). Os autores observaram que a partir de 2006 houve a substituicdo das linhagens até
entdo circulantes (ST16, ST17, ST154 e ST80), por aquelas pertencentes ao ST412, ST203 e
ST584. A partir de entdo, outros estudos surgiram identificando alteracdes na prevaléncia de
tipos ST, com a emergéncia do ST412 em diferentes regiées do mundo.

Em hospitais terciarios da cidade de Nova York, o ST17 representou 76,7% das
amostras de E. faecium entre 1994 e 1995. Entretanto, no periodo de 2009 a 2012 foi
observada a emergéncia do ST736 (60% das amostras), seguido pelo ST412 (13,9%). Em
2013, o percentual de amostras pertencentes ao ST412 ja era de 20,7% (WANG et al., 2018).
Em um estudo multicéntrico com diferentes paises da Ameérica Latina, o ST412 foi
considerado predominante em amostras isoladas entre 2006 a 2008 (PANESSO et al., 2010).
No periodo entre 2009 a 2014, 44,4% das amostras de E. faecium de diferentes paises do
Caribe perteciam ao ST412 (AKPAKA et al., 2017). Em paises como Grécia, Hungria, Japéo,
México e Suica, a circulacdo de amostras pertencentes a este ST também ja foi reportada
(ABDELBARY et al., 2019; DAMANI et al., 2010; FRANYO et al., 2018; MAYORAL-
TERAN et al., 2020). Além disso, ST412 ja foi descrito relacionado a amostras oriundas do
trato gastrointestinal de corvos e também em superficies inanimadas em instituicfes
hospitalares (MICHAEL; NO; ROBERTS, 2017; ROBERTS et al., 2016).



130

No Brasil, em um trabalho de 2012, Silva et al., avaliando amostras de E. faecium
isoladas no periodo de 2008 a 2010, em um hospital da cidade de Sdo Paulo, demonstraram
que 38,7% pertenceram ao ST412 e que o ST78 ndo foi observado. Um estudo temporal
publicado por Sacramento et al. (2017), demonstrou que na cidade de S&o Paulo ocorreu uma
mudanca generalizada na epidemiologia das infec¢des enterococicas. Os autores, avaliando
amostras de Enterococcus spp. isoladas entre 1998 e 2015, observaram que a partir de 2006 as
infeccOes de etiologia enterococica, que até entdo eram predominantemente causadas pela
especie E. faecalis, passaram a ter uma relevante participacdo da espécie E. faecium, com a
disseminacéo do ST412. A emergéncia e circulagdo do ST412 também ja foram relatadas em
diferentes locais da regido sudeste do pais (ALMEIDA; BREDA,; SILVA, 2014; ALVES et
al., 2017; MARCHI et al., 2018; PRADO et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

Uma das preocupacGes em relacdo a emergéncia de diferentes subpopulacdes de
E. faecium reside no fato que, em geral, as novas linhagens circulantes estdo associadas a
resisténcia a diversos antimicrobianos de Gltima linha para o tratamento de infec¢bes causadas
por esse microrganismo. Diferentes trabalhos ja relataram a associacdo do ST412 com a
resisténcia a linezolida (ALMEIDA; BREDA,; SILVA, 2014; JASPAN et al., 2010). No
trabalho realizado em uma instituicdo hospitalar de referéncia no tratamento de pacientes
oncolodgicos da Cidade do México, dentre as 12 amostras analisadas no periodo de 2009 a
2011, 50% pertenceram ao ST412 (seis amostras), sendo que cinco delas apresentaram
resisténcia a doxiciclina e uma a linezolida (OCHOA et al., 2013). O ST736, relatado como
clone epidémico atualmente circulante nos Estados Unidos, também vem sendo associado a
resisténcia a daptomicina (EL HADDAD et al., 2018; WANG et al., 2018). Em nosso estudo,
apenas uma amostra nao foi suscetivel a linezolida. Entretanto, como esse dado ainda nao
estava disponivel por ocasido da realizagdo das etapas de sequenciamento neste estudo, essa
amostra ndo foi selecionada e néo teve o ST determinado.

O primeiro relato da circulacdo do ST963 foi feito por Santos et al. (2017), a partir de
amostras isoladas nos anos de 2013 e 2014, de pacientes hospitalizados em um instituto de
referéncia para o tratamento de pacientes oncoldgicos na cidade do Rio de Janeiro.
Posteriormente, um outro trabalho, dessa vez com amostras oriundas de um hospital
universitario da cidade de S&o Paulo, identificou uma amostra isolada em 2013 pertencente ao
ST963 (MARCHI et al., 2018). Neste estudo, no periodo entre 2009 a 2016, 0 ST963 esteve
presente em 23% (12/52) das amostras sequenciadas, sendo o segundo ST mais frequente no
periodo. Observado primeiramente em uma amostra datada de 2011, os dados obtidos

indicaram que esta linhagem ja circulava no Brasil antes dos dados publicados por outros



131

autores e descritos acima. Considerando os estudos divulgados até entdo na literatura
especializada, consideramos supor que a emergéncia do ST963 esteja associada as amostras
brasileiras.

Em relacdo ao ST896, encontrado em nove amostras deste estudo a partir do ano de
2015, sendo o terceiro mais frequente, sua primeira descrigédo foi reportada em uma amostra
clinica humana, isolada num hospital da cidade de Nova York no ano de 2013 (WANG et al.,
2018). Posteriormente, apenas relatos em amostras brasileiras puderam ser observados. No
mesmo estudo mencionado anteriormente na cidade de S&o Paulo, Marchi et al. (2018)
encontraram oito amostras do ST896 no periodo de 2012 a 2014. No presente trabalho, tanto a
linhagem do ST896 quanto a do ST963 foram observadas em diversas instituigdes
hospitalares de nosso estado, concomitantemente e por um longo periodo. Estes achados em
conjunto com o ja divulgado pela literatura indicam uma ampla disseminacdo dessas
linhagens em nosso meio.

Entre as caracteristicas comuns das linhagens que emergiram a partir do ano de 2009,
estd a presenca do alelo purK44 e a presenca do gene hyl. Em relacdo a presenca do
determinante de viruléncia hyl, como mencionado em paragrafos anteriores, este gene esta
relacionado as amostras circulantes no ambiente hospitalar. Embora diversos estudos tenham
relatado a presenca de hyl em amostras do ST78 (BONORA et al., 2007; PARK et al., 2011,
SONG et al., 2006; YANG et al., 2016), este fato ndo foi observado neste estudo. Todavia,
em linhagens recentes, como o0 ST963, por exemplo, todas as amostras apresentaram o gene.
A presenca desse determinante de viruléncia ja foi descrita em outros estudos, em amostras
pertencentes as linhagens que emergiram mais recentemente (FREITAS et al., 2010;
MARCHI et al., 2018; OCHOA et al., 2013; SANTOS et al., 2017).

O alelo 1 do gene purK (incluido no protocolo de analise por MLST) foi considerado
um marcador de linhagens circulantes no ambiente hospitalar (BONORA et al., 2004,
COQUE et al., 2005; LEAVIS et al., 2003; WILLEMS et al., 2001). Entretanto, os STs que
passaram a predominar mais recentemente, ST412, ST963 e ST896, apresentam o alelo 44
desse gene de manutencdo celular, indicando mudangas na estrutura populacional das
amostras circulantes no ambiente hospitalar, resultantes da emergéncia de diferentes
linhagens. A observacao de que as linhagens que estdo emergindo e circulando recentemente,
incluindo o ST736, clone epidémico nos Estados Unidos (WANG et al., 2018), apresentam o
alelo 44, pode sugerir que esse seja um novo marcador de amostras hospitalares.

Um outro aspecto importante em relagdo aos STs que emergiram recentemente, reside

no fato de ndo pertencerem ao CC17. Como anteriormente descrito, o complexo clonal 17 de
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E. faecium foi amplamente caracterizado por albergar linhagens adaptadas ao ambiente
hospitalar (LEE et al., 2019a; TOP; WILLEMS; BONTEN, 2008). As linhagens pertencentes
ao CC17 apresentam caracteristicas genotipicas e fenotipicas marcantes, consideradas
fundamentais para ascensao dessa especie, que ja foi considerada quase que exclusivamente
comensal do TGl humano, ao status de um destacado patdgeno oportunista circulante em
instituiges hospitalares de diversos paises (BILLSTROM, et al., 2010; HSIEH et al., 2010;
LEAVIS; BONTEN; WILLEMS, 2006; TITZE-DE-ALMEIDA et al., 2006; TOP et al., 2008;
XU et al., 2011). As novas linhagens emergentes observadas no presente trabalho (ST963 e
ST896), embora ndo pertengam ao CC17, demonstram atributos desse grupo, além de outras
caracteristicas importantes, como a presenca de genes de viruléncia responsaveis pela
producdo de hidrolases (hyl) e adesinas (scm). Estes achados podem indicar o surgimento de
um novo complexo clonal, considerando que essas amostras carreiam diferentes atributos
adaptativos e, portanto, estariam aptas a se destacarem no ambiente hospitalar.

Além dos STs ja mencionados, neste estudo também foram identificadas amostras
pertencentes a outros seis STs ja reportados na literatura (ST97, ST192, ST203, ST253,
ST844 e ST885), dois STs novos que foram primeiramente descritos neste trabalho (ST1626 e
ST1628), e um ST ainda ndo nomeado (ST NOVO). Quando comparados aos dados presentes
na literatura, a estrutura populacional em relacdo aos STs encontrados neste estudo,
circulando em nosso estado, esta muito mais proximo do observado em paises da Europa e da
Asia, bem como na Australia; e diferente do observado em outros paises do continente
americano, como os Estados Unidos (ABDELBARY et al., 2019; COOMBS et al., 2014;
FREITAS et al., 2016; MICHAEL; ROBERTS, 2017, PINHOLT et al., 2015; ROBERTS et
al., 2016; WARDENBURG et al., 2019).

O ST192 tem sido a linhagem associada a infeccOes invasivas na Alemanha,
relacionadas, principalmente, ao fendtipo VanB (BENDER et al., 2016b). Na Suécia, o gene
vanB2 também esteve associado a este ST, através da inser¢cdo do Tn1549/Tn5382 no
plasmideo pRUM (repl7). Além disso, as amostras do ST192 foram descritas por possuirem
um numero maior de determinantes de viruléncia (>10) (SIVERTSEN et al., 2014). O ST844
também foi descrito associado & circulagdo no ambiente hospitalar, sendo isolado inicialmente
em infeccdes de corrente sanguinea em pacientes oncoldgicos na Espanha (GUDIOL et al.,
2013). De maneira curiosa, dentre as trés amostras pertencentes ao ST844 identificadas neste
estudo, duas delas foram isoladas de sangue. Por outro lado, o ST253 reportado como néo

pertencente a complexos clonais adaptados ao ambiente hospitalar, foi identificado em
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amostras comensais humanas isoladas na Alemanha e em amostras oriundas de sistemas de
tratamento de esgoto na Franca (LASCH et al., 2014; LECLERCQ et al., 2013).

O ST203 ja foi descrito em paises como: Coréia do Sul, China, Dinamarca, Grécia e
Malasia, neste ultimo, em amostras do trato gastrintestinal de aves (LEE; LEE; KIM, 2006;
DAMANI et al., 2010; GETACHEW et al., 2013; HOFFMANN et al., 2018; ZHENG et al.,
2007; ZHU et al., 2009). Na Australia, esta linhagem foi considerada a responsavel por
substituir o ST17, anteriormente predominante nesse pais. Os dados obtidos através de
genbmica comparativa, indicaram que as amostras do ST203 possuiam uma regido de quase
500 kb exclusivas. Porém, essas regides ndo foram associadas a presenca de fatores de
viruléncia, o que talvez pudesse ser responsaveis por sua emergéncia e circulagdo (JOHNSON
et al., 2010). Na Alemanha, onde este ST é considerado epidémico, sua circulacdo foi
associada a presenca dos determinantes esp e hyl (KLARE et al., 2005; XANTHOPOULOU
et al., 2020).

O ST885, que foi encontrado em uma amostra isolada de sangue em nosso estudo, teve
sua primeira descricdo a partir de uma amostra isolada no solo (BEN SAID et al., 2016).
Posteriormente, outro estudo também identificou sua presenca em uma amostra clinica
humana, que apresentou o0 gene optrA, relacionado a resisténcia as oxazolidinonas, como a
linezolida (CAl et al., 2015).

Foi objetivo deste estudo determinar a filogenia de E. faecium através da construgéo
de matrizes de SNPs. Os resultados obtidos permitiram identificar que os ST78, ST412,
ST963 e ST896 constituiram bracos diferentes da arvore de filogenia, confirmando que
mdaltiplas linhagens circularam em nosso meio durante o periodo avaliado. Em um trabalho
recente descrevendo a estrutura populacional de E. faecium na América Latina, Rios et al.
(2020) também demonstraram a divisdo em dois clados distintos, onde as amostras do ST412
foram separadas do clado que continha a linhagem do ST17. Cabe ressaltar que esses autores,
mesmo utilizando abordagens para a reconstrucéo da filogenia de E. faecium distintas das que
foram empregadas em nosso estudo, também observaram que esses novos STS emergiram e se
expandiram como linhagens separadas.

Na verdade, a distancia no relacionamento filogenético dessas linhagens foi observada
até mesmo com o emprego de metodologia de PFGE. Suzuki et al. (2014) avaliando amostras
pertencentes ao ST412 reportaram que estas foram agrupadas nos perfis de PFGE nomeados
pelos autores como “A” e “B”; enquanto amostras do ST78 se agruparam, primordialmente,
no perfil “E”. Em outro estudo, utilizando dendrogramas também construidos a partir das

analises pela técnica de PFGE, os autores demonstraram que as amostras pertencentes ao
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ST412 se agruparam em perfis separados daqueles constituidos por amostras do ST78
(FRANYO et al., 2018). Em um estudo brasileiro, as amostras pertencentes ao ST78, ST412,
ST963 e ST896 foram, da mesma forma, alocadas em perfis de PFGE completamente
distintos (MARCHI et al., 2018).

Através da reconstrucdo da filogenia, foi possivel observar o posicionamento de
alguns STs isolados dentro de clados robustos. As duas amostras do ST192, um SLV do
ST78, ficaram inseridas dentro do grupo do ST412; 0 mesmo ocorreu para a amostra
pertencente ao ST203, que também é um SLV do ST78. Alguns estudos ja alertaram para a
baixa resolugdo do MLST particularmente para inferir relagcdes filogenéticas, considerando
suas inerentes limitacGes quanto a reduzida proporcdo do genoma que é analisada (sete
segmentos génicos com tamanho em torno de 450 pb) e natureza das variacGes desses genes.
Por serem considerados genes de manutencdo celular, evolutivamente apresentam uma
tendéncia de ndo acumular muitas variagcdes (DIDELOT; MAIDEN, 2010).

Além disso, van Hal et al. (2016) demonstraram, em um estudo avaliando a dindmica
evolutiva de 132 amostras de E. faecium através de sequenciamento de genoma completo, que
ao menos 28 eventos de recombinacdo ocorreram em genes que fazem parte do esquema de
MLST da espécie (ddl, atpA, gyd, pstS), o que interfere nas reconstrucdes de filogenia e
invalida 0 MLST como Unica metodologia para avaliacdo de expansdo clonal.

Este parece ser o caso observado em nosso estudo para a amostra CL7611, pertencente
ao ST78, que se mostrou agrupada dentro do clado do ST412. Quando foi utilizada uma
metodologia para a reconstrucdo da filogenia, pela analise do conjunto de SNPs presentes em
todos 0s genomas, essa amostra apresentou um distanciamento maior do clado ST412, mesmo
compartilhando relagfes de ancestralidade com este grupo que ndo foram observadas para o
ST78. Embora as duas arvores tenham sido reconstruidas a partir de SNPs, elas diferem
substancialmente no contetdo analisado. Uma &rvore reconstruida através de uma matriz de
SNPs e feita com base nas variagdes que cada amostra individualmente possui, em relacéo a
referéncia escolhida. Ja a outra metodologia empregada, consiste na reconstrucéo da filogenia
a partir dos SNPs em relacdo a amostra de referéncia que estdo presentes simultaneamente em
todas as amostras.

Ainda em relacdo a amostra CL7611, os resultados obtidos, considerando a presenca
de genes exclusivos para grupos de STs e comparacdo com de genomas disponiveis no NCBI
com o0s quais esta amostra obteve mais hits, indicaram que possivelmente trata-se de um
hibrido. Além disso, a avalia¢do dos eventos de recombinacdo homologa identificou ao menos

oito eventos no genoma desta amostra, com 64.558 pb afetados. Dados semelhantes também
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foram relatados por Galloway-Pefia et al. (2012), que identificaram uma amostra, nomeada de
“1.231.408” e isolada do sangue de um paciente hospitalizado, que apresentou partes do
genoma mais similares com o clado de amostras comensais. Os autores consideraram que se
tratava de uma amostra hibrida de E. faecium, cujo escore de divergéncia para o clado de
amostras comensais variou entre 3,3 e 3,5, enquanto para o de amostras hospitalares variou
entre 1,1 e 1,6. De forma semelhante, os dados relativos a amostra CL761 deste estudo
apresentaram um escore de divergéncia para as amostras do ST78, entre 0,39 e 0,73; e para
aquele que agrupa as amostras do ST412, esse escore variou entre 0,45 e 0,50.

As técnicas de biologia molecular, como o PCR e o0 sequenciamento de larga escala do
genoma, sdo importantes para a compreensdo sobre 0s mecanismos responsaveis pela
resisténcia aos antimicrobianos e sua disseminacdo em diversas populac@es bacterianas. Em
geral, os resultados obtidos em nosso estudo, através da caracterizacao genotipica baseada em
PCR, apresentaram uma boa correlagdo com o que foi encontrado nas anélises por WGS.
Apenas em relacdo aos aminoglicosideos, algumas discrepancias foram observadas. Poucos
relatos sdo descritos na literatura em relacdo a inconsisténcia entre as duas técnicas (MASON
et al., 2018). A ndo predicdo de um gene através de WGS que tenha sido anteriormente
amplificado por PCR pode ser explicada pela sua auséncia nos bancos de dados utilizados, ou
quando ocorre algum tipo de interrupcdo na sequéncia do gene, devido ao processo de
montagem do genoma ou inser¢do de elementos (MORAN et al., 2017).

Por outro lado, a utilizacdo de WGS permite uma visdo completa, ou parcialmente
completa, do todo, ao invés de pequenas pecas que compdem um quebra-cabeca. Dentro desse
contexto, foi possivel identificar o resistoma, ou seja, 0S genes presentes no genoma ou na
populagédo que contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos. Esse conjunto de genes de
resisténcia ndo é apenas necessario para a emergéncia de subpopula¢bes mais bem adaptadas,
como também reflete a histdria evolutiva bacteriana.

A resisténcia aos antimicrobianos, embora seja frequentemente avaliada sob uma otica
antropogénica, deve ser considerada de fato um problema de magnitude ambiental e
evolutiva. Muitos dos genes que hoje compdem o resistoma de bactérias patogénicas tém sua
origem no ambiente, com um caminho evolutivo anterior a utilizacdo dos antimicrobianos na
medicina humana (WRIGHT; POINAR, 2012). Em um estudo de Marshall et al. (1998) os
autores identificaram em bactérias produtoras de glicopeptideos, da espécie Amycolatopsis
orientalis, genes que apresentavam similaridade superior a 60% com aqueles que compdem o
operon de resisténcia a vancomicina em enterococos. Em um estudo de 2011, os autores

utilizando ferramentas de metagendmica identificaram variantes ancestrais do gene vanA e de
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genes responsaveis pela resisténcia aos R-lactamicos e tetraciclina em sedimentos de solo
permanentemente congelado (permafrost) datados de 30.000 anos (D’ COSTA et al., 2011).

Dentro desse resistoma, estdo também genes que evoluiram atraves de protogenes ou
genes precursores, que anteriormente estavam envolvidos em funcbes metabdlicas e de
manutencdo celular e ndo possuiam nenhum efeito relacionado aos antibidticos. Muitas das
enzimas de modificacdo de aminoglicosideos, amplamente disseminadas em importantes
patdgenos humanos, tém estruturas e funcbes semelhantes a enzimas metabdlicas, como por
exemplo proteinas quinases (WRIGHT, 2010).

As pressdes seletivas exercidas pelo homem tém contribuido para moldar o arranjo
atual desses resistomas, tanto em diversidade dos genes quanto em abundéncia. A importancia
desse impacto decorre do fato de que esse conjunto de genes fornece a diversidade genética
necessaria para a ocorréncia de mecanismos adaptativos que levam a emergéncia de novas
linhagens, principalmente no ambiente hospitalar. Assim, o entendimento da composic¢do do
resistoma é fundamental para o combate de amostras MDR bem adaptadas a esse ambiente.

Neste estudo, ao todo 20 genes relacionados com a resisténcia as mais diversas classes
de antimicrobianos foram encontrados na populacdo analisada. Alguns apresentaram uma
consideravel abundancia nessa populagdo, enquanto outros se mostraram de forma mais
esporéadica e, em algumas situacdes, relacionados a apenas uma amostra. Dentre 0s genes que
foram identificados em mais de 80% das amostras estudadas, estd sat4. Este gene codifica
para resisténcia a estreptotricina, um antibiotico produzido por Streptomyces spp. e que
apresenta atividade similar aos aminoglicosideos, e efeito, principalmente, em bactérias
Gram-negativas. Durante muito tempo, este antimicrobiano foi utilizado como promotor de
crescimento animal (SMALLA et al., 1993; WAKSMAN; WOODRUFF, 1942; WITTE et al.,
2000).

O gene sat4 foi descrito inicialmente em amostras de Campylobacter coli. Em
amostras de E. faecium, esta inserido em cluster génico juntamente com ant(6°)-1a (também
reconhecido como aadE), e aph(3’) (ARIAS; MURRAY, 2012; JACOB et al., 1994,
WERNER; HILDEBRANDT; WITTEM, 2003). No género Enterococcus, sat4 foi
identificado inserido no transposon Tn5405, bem como no plasmideo pRE25 de E. faecalis
(REHMAN et al., 2018; TEUBER; SCHWARZ; PERRETEN, 2003). Possui uma ampla
distribuicdo entre amostras de origens diversas e com o advento da utilizagdo do WGS vem
sendo cada vez mais encontrado em amostras de origem humana (ASLAM; DIARRA,;
MASSON, 2012; CHEN et al., 2019; EISENBERGER et al., 2020).
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Neste estudo, o gene aph(3’)-llla, responsavel pela caracteristica de resisténcia a
niveis elevados apenas de canamicina, também foi bastante frequente entre as amostras
estudadas. Apesar de ter sido pesquisado através da técnica de PCR somente nas amostras que
exibiram o fendtipo HLGR, esse gene se mostrou amplamente disseminado na amostragem.
Dessa forma, cabe ressaltar que os testes fenotipicos preconizados para a identificacdo de
HLAR (CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE 2019), utilizando como
critério 0 uso de gentamicina e estreptomicina, ndo sao suficientes para inferir a resisténcia a
canamicina, quando resultante da presenca desse determinante. Além disso, ndo se mostram
como um excelente parametro para a pesquisa genotipica dos determinantes de HLAR.

Os resultados obtidos em relagdo a prevaléncia de genes de resisténcia aos
macrolideos, estreptograminas e lincosamidas, estdo de acordo com outros estudos
envolvendo o sequenciamento de genoma completo de um numero grande amostras de E.
faecium, em que se observa uma predominéncia de efmA, erm(B), msr(C) (EICHEL et al.,
2020; EISENBERGER et al., 2020; KERSCHNER et al., 2019; LEE et al., 2019b; 2020;
REHMAN et al., 2018; RIOS et al., 2020).

Os genes associados a resisténcia as tetraciclinas, tet(L) e tet(M), estiveram mais
relacionadas com amostras do ST896, porém estes genes constituem os mais disseminados em
E. faecium, devido a sua associacdo ao Tn916 que é um elemento genético amplamente
distribuido (AGERS@; PEDERSEN; AARESTRUP, 2006; FRAZZON et al., 2010;
NISHIMOTO et al., 2005; REHMAN et al., 2018; RIZZOTTI et al., 2009; RATHNAYAKE;
HARGREAVES; HUYGENS, 2012).

Os genes tet(S) e tet(U) foram observados apenas na amostra hibrida, CL7611. O gene
tet(U) foi descrito inicialmente por Ridenhour et al. (1996), em amostras de E. faecium que
apresentavam o plasmideo pKQ10. Também associado a uma disseminacdo por elemento
movel, o gene tet(S) foi primariamente encontrado em amostras de E. casseliflavus e E.
gallinarum (BROUWER; MULLANY; ROBERTS, 2010; FARD; HEUZENROEDER,;
BARTON, 2011; Novais et al., 2012; ROBERTS et al., 2006). Entretanto, assim como no
presente trabalho, com a utilizagdo de estratégia de sequenciamento do genoma completo para
identificacdo e caracterizagdo do resistoma de um grande nimero de amostras bacterianos,
esses dois genes vém sendo cada vez mais reportados em E. faecium (LEE et al., 2020;
REHMAN et al., 2018; RIOS et al., 2020).

E reconhecido que os membros do género Enterococcus sdo intrinsecamente
resistentes aos efeitos de trimetroprim e de sulfametoxazol, por serem capazes de obter &cido
folico do meio externo (HOLLENBECK; RICE, 2012). Por isso, testes in vitro ja
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demonstraram que 0s enterococos Sao suscetiveis ao trimetoprim-sulfametoxazol em meios
sem a presencga de folato (ZERVOS; SCHABERG, 1985). Sendo assim, a utilizagdo dessa
combinacdo de antimicrobianos como opcdo terapéutica é bastante controversa (GRAYSON
et al., 1990; RAMBALDI et al., 1997; WISELL; KAHLMETER; GISKE, 2008;
WOJCIECHOWSKI; CHANDRAN, 2013).

Neste estudo, dentre os achados relativos ao resistoma das amostras de E. faecium,
ressaltamos o encontro do gene dfrF, responsavel por produzir uma di-hidrofolato redutase
responsavel pela caracteristica de resisténcia adquirida a niveis elevados de trimetoprim-
sulfametoxazol (COQUE et al., 1999). Este determinante de resisténcia foi identificado na
quase totalidade de amostras relacionadas aos STs que emergiram mais recentemente (ST412,
ST963 e ST896). Entretanto, em um estudo avaliando o genoma de amostras de E. faecium
responsaveis por surtos em hospitais da Alemanha, os autores identificaram esse gene
disseminado em diversas outras linhagens, incluindo no ST78 (EISENBERGER et al., 2020).
Sendo assim, sO € possivel afirmar que localmente essa caracteristica esteve associada com 0s
STs que emergiram mais recentemente.

Diferente do observado no presente trabalho, onde foi identificado em apenas quatro
amostras, o gene dfrG tem sido reportado na literatura por ser amplamente disseminado em
amostras de E. faecium (CHEN et al., 2019; RIOS et al., 2020). Ainda em 2009, Cattoir et al.,
avaliando amostras de E. faecium resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol isoladas de
hospitais franceses, identificaram o gene em uma frequéncia de 59,2%. No mesmo estudo
alemdo mencionado anteriormente, 77% dos isolados apresentaram dfrG em seu genoma
(EISENBERGER et al., 2020).

Os genes eatAv e cat, encontrados esporadicamente em algumas amostras, estdo
associados ao fenotipo LSAP e a resisténcia ao cloranfenicol, respectivamente. O fendtipo
LSAP é um mecanismo de resisténcia cruzada as lincosamidas, estreptograminas A e
pleuromutilinas, caracterizado primeiramente em E. faecium no ano de 2013 (ISNARD et al.,
2013). Desde sua descricdo, apenas um estudo relatou a ocorréncia de etaAv em cinco
amostras de E. faecium que apresentaram uma caracteristica marcante, a auséncia do gene
pstS, sendo ndo-tipificaveis pela técnica de MLST (LEMONIDIS et al., 2019). Ja o gene cat,
associado a producdo da enzima cloranfenicol acetiltransferase, possui ampla descrigéo,
embora sua presenca em amostras de E. faecium das mais diversas origens seja apenas
esporadica (CHEN et al., 2019; KANG et al., 2019; LEE et al., 2020; RIOS et al., 2020;
YAHIA et al., 2018).
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Por outro lado, diante do crescente acesso as tecnologias de sequenciamento do
genoma completo e dos potenciais beneficios que esta metodologia trouxe para 0
rastreamento de resisténcia aos antimicrobianos, diversas discussdes tém surgido sobre a sua
ampla aplicacdo em substituicio as técnicas fenotipicas classicas (KOSER; MATTHEW;
PEACOCK, 2014; HENDRIKSEN et al., 2019; SU; SATOLA; READ, 2019). De fato, deve
ser levado em consideracdo um conceito basico da biologia molecular, de que a predigdo de
um gene ndo significa sua posterior expressao. Nesse sentido, destaca-se o reporte do comité
EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING,
publicado em 2017, que elenca uma série de recomendac@es e conclusfes quanto aos padroes
que devem ser observados para a utilizacdo da metodologia de WGS como preditora de
resisténcia aos antimicrobianos. Uma importante reflexdo feita pelos autores ressalta que a
medida do didmetro de uma zona de inibi¢do, ou mesmo os valores de CIM, refletem varios
parametros complexos, como, por exemplo, a biodisponibilidade da droga, e ndo apenas a
presenca ou auséncia de um gene (ELLINGTON et al., 2017).

Entretanto, neste estudo foram identificados resultados incongruentes entre a
metodologia de WGS e andlises fenotipicas. Foram caracterizadas 36 amostras
fenotipicamente sensiveis a niveis elevados de estreptomicina que carreavam o gene ant(6’)-
la. As analises complementares confirmaram os resultados obtidos e indicaram que dele¢des
no gene acarretaram mudancas na estrutura conformacional da proteina. Além disso, a
investigacdo por PCR nas amostras que nao tiveram o genoma sequenciado identificou mais
124 amostras que apresentaram incongruéncia fenotipica e genotipica para estreptomicina. A
observagdo de um numero significativo de amostras apresentando esse fendmeno sugere uma
disseminacédo clonal, através de transferéncia horizontal no ambiente hospitalar. Neste caso,
os dados obtidos foram fundamentados exclusivamente por analises genotipicas.

O mesmo fenbmeno pode ser observado em um estudo com amostras obtidas de
carcacas de aves (JACKSON et al., 2004). Os autores demonstraram que duas amostras de
E. faecium e uma de E. faecalis apresentaram essas incongruéncias entre fendtipo-gendtipo.
Uma explicacdo para a perda tdo acentuada de partes da sequéncia de nucleotideos dentro do
gene, pode residir na observacdo de rearranjos nesse cluster genético (aadE-sat4-aph3); além
da presenca de ISs dentro do Tn5405-like, responsavel por carrear esse cluster génico, como
ja apontado por Werner et al. (2003). Em outro estudo, Leelaporn et al. (2008) identificaram
30 amostras que apresentaram o gene aadE, mas ndo demonstraram o fenétipo HLSR. De
fato, esse fendmeno ja foi identificado também em outros patdgenos bacterianos, como

Escherichia coli e Salmonella spp., em que os achados por WGS demonstraram divergéncia
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daqueles indicados por testes fenotipicos para detec¢do da resisténcia aos aminoglicosideos
(MCDERMOTT etal., 2016; THOMAS et al., 2017; TYSON et al., 2015).

Além disso, também foi observado, de forma similar, a presenca do gene cfr(B) em
uma amostra que caracterizada fenotipicamente como sensivel a linezolida. O gene cfr(B),
descrito inicialmente em 2015, é uma variante do gene cfr que estd associado a resisténcia a
linezolida mediada por plasmideo em Enterococcus spp. (DESHPANDE et al., 2015). Assim
como todos os genes cfr, 0 mecanismo exercido consiste na metilagdo de alguns residuos
funcionais do RNA ribossdmico 23S, resultando em efeitos protetivos contra a acdo de
diversos antimicrobianos (LONG et al., 2006). Embora as mutagdes no rRNA 23S sejam o
principal mecanismo de resisténcia as oxazolidinonas, a circulacdo desse gene associada a
uma disseminacdo plasmidial configura uma situacdo preocupante (BENDER et al., 2016a;
DESHPANDE et al., 2018).

Contudo, uma das discussdes que devem ser feitas consiste no entendimento da
manutencdo e perpetuacdo de um elemento que nédo apresenta funcionalidades. Em geral, as
bactérias mantém um genoma conciso e funcional, com poucos elementos ndo codificantes, e
gue sdo a base para uma reproducdo rapida. Além disso, o custo da aquisi¢cdo e manutencdo de
elementos genéticos extras, como por exemplo genes de resisténcia, hd& muito vem sendo
discutido na literatura (SAN MILLAN; MACLEAN, 2017).

Em termos evolutivos, a tendéncia € que genes ndo-funcionais sejam perdidos, no
entanto, esse processo se da dentro de uma escala de tempo maior, o que nao exclui a hipotese
de que futuramente esses elementos possam até ser perdidos. Entretanto, em contraponto, ja
foi observado que a ocorréncia de mutacdes que levam a uma restauracdo do fitness
bacteriano tende a ocorrer mais frequentemente do que a perda (ANDERSSON; HUGHES,
2011), o que poderia favorecer a manutencdo desse elemento. Além disso, como descrito
anteriormente, este gene se apresenta num cluster genético, ou seja, em um pacote com outros
genes. Esses elementos ligados em clusters tendem a interagir uns com os outros das mais
variadas formas, o que aumenta sua habilidade coletiva de manutencdo (SALYYERS;
AMABILE-CUEVAS, 1997). Outro fator associado a essa manutencio poderia ser explicado
pela cosselegdo para algum outro determinante de resisténcia ou mesmo de metabolismo, que
confira algum tipo de vantagem seletiva para o microrganismo (ANDERSSON; HUGHES,
2011).

De fato, existe uma forte correlacdo entre a presenca do cluster aadE-sat4-aph3 e o
gene erm(B), associado a resisténcia aos macrolideos e amplamente disseminado na
amostragem, pois ambos estdo presentes no Tn5405-like (REHMAN et al., 2018; WERNER
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et al., 2003). Além disso, este transposon ja foi detectado em diferentes plasmideos, onde
também estava presente 0 Tn1546-like, responséavel pela disseminacdo do gene vanA, e que
poderia funcionar como fator de cosselecdo (LIM et al., 2006; PINHOLT et al., 2017). A
ampla circulacdo deste elemento defeituoso, como observado no trabalho, pode também
contribuir para sua disseminacéo continua.

Dentre os cosselecionadores de resisténcia mais amplamente descritos e estudados,
estdo os metais pesados e biocidas (BAKER-AUSTIN et al., 2006; PAL et al., 2015; SEILER;
BARENDONK, 2012). A contaminacdo ambiental por estes agentes é amplamente descrita na
literatura e os processos de cosselecdo ocorrem pela presenca simultanea de genes que levam
a fendtipos de resisténcia aos metais pesados em elementos mdveis que carreiam genes de
resisténcia aos antimicrobianos (LI et al., 2019; RAI et al., 2019; SANKHLA et al., 2016; YU
et al., 2017). No presente estudo, quatro genes associados a resisténcia a metais pesados
foram pesquisados nos genomas bacterianos, sendo possivel observar a presenca de cadA em
todas as amostras, enquanto que cueO, merA e tcrB estiveram mais relacionados ao ST78.

Dentro do género Enterococcus, diversos trabalhos ja apontaram a correlacdo da
resisténcia aos metais pesados com a ocorréncia de amostras MDR, bem como a disseminacéo
de determinantes de resisténcia. Kimiran-Erdem et al. (2007) observaram que a maioria das
amostras de Enterococcus spp. fenotipicamente resistentes a amicacina, canamicina, acido
nalidixico e estreptomicina, também apresentou resisténcia ao cadmio e ao cobre. Outro estudo
também observou a correlacdo da presenca de resisténcia fenotipica a diversos metais pesados
com a presenca dos genes tet (resisténcia a tetraciclina) (LI1U et al., 2019).

Em relacdo a espécie E. faecium, um trabalho brasileiro publicado em 2012 observou
que amostras isoladas das fezes de pombos urbanos, apresentaram tolerancia ao mercdrio,
cadmio e cobre (SILVA et al., 2012). Em um estudo recente (VIGNAROLI et al., 2018),
apesar dos autores ndo terem detectado a presenca dos genes cadA, tcrB e merA, as amostras
de E. faecium isoladas de sedimento marinho, foram resistentes ao cAdmio e ao cobre em
testes fenotipicos e, tambeém, em maioria se mostraram multirresistentes aos antimicrobianos.

O gene tcrB que codifica para a resisténcia ao cobre, dentre os relacionados a
resisténcia aos metais, é o0 mais amplamente disseminado em E. faecium. Alguns estudos ja
demonstraram que a ocorréncia na espéecie esta associada a presenca concomitante de genes
de resisténcia aos antimicrobianos, como como vanA e erm(B), presentes em elementos como
0 Tn1546, que possui ampla disseminacdo através de plasmideos (HASMAN; AARESTRUP,
2002; 2005; PASQUAROLLI et al., 2014). Em um estudo de Fard et al. (2011), 46 amostras de
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E. faecium isoladas do intestino de porcos saudaveis foram positivas para o gene tcrB, bem
como para os genes erm(B) e diversos genes da familia tet.

Embora no presente estudo tenha ficado restrita a linhagem do ST78, a presenca da
resisténcia ao cobre parece estar amplamente dispersa nas subpopulacGes de E. faecium.
Silveira et al. (2014), demonstraram que 23% e 25% das amostras de E. faecium apresentaram
0 gene tcrB e cueO, respectivamente, ambos associados a resisténcia ao cobre. Os autores
também relataram que ambos elementos foram detectados nos mais variados STs de
diferentes origens. Um estudo com gados em confinamento alimentados com uma dieta rica
em cobre demonstrou que 6,9% das amostras de E. faecium carrearam o gene tcrB, alem de
erm(B) e tet(M). A reconstrucdo da populacédo, utilizando os resultados obtidos pela técnica
de MLVA e o algoritmo eBURST, indicou que essas amostras representavam diferentes
grupos populacionais (AMACHAWADI et al., 2013). A presenca dos genes cueO e cadA
também foi relatada em amostras pertencentes ao ST796, clone epidémico na Austrélia
(BUULTJENS et al., 2017). Por sua vez, o gene merA, que confere resisténcia ao mercurio, ja
foi descrito associado a um plasmideo de resisténcia a estreptomicina, pPPM1000 (DAVIS et
al., 2005).

A utilizacdo do sequenciamento do genoma completo também permitiu observar uma
ampla gama de fatores de viruléncia nas amostras de E. faecium. Os dados obtidos
corroboraram diversos outros estudos sobre o arsenal de determinantes de viruléncia presentes
na espécie (EISENBERGER et al., 2020; FREITAS, A.R et al., 2018a; LEE et al., 2020;
RIOS et al., 2020; SOHEILI et al., 2014). Estes achados demonstraram o potencial de E.
faecium em exibir atributos de viruléncia, caracteristica comumente mais associada a espécie
E. faecalis (GUZMAN PRIETO et al., 2016; LANDETE et al., 2018; SHOKOOHIZADEH et
al., 2018). Embora muitos dos determinantes encontrados ainda ndo tenham um papel
definido na patogénese das infec¢Bes por E. faecium (GAO; HOWDEN; STINEAR, 2018), a
presenca desses elementos alerta para o potencial patogénico desse microrganismo,
reconhecidamente multirresistente aos antimicrobianos.

A circulacdo de alguns determinantes de viruléncia, como hyl e scm, foi associada com
algumas linhagens especificas. Os resultados obtidos através da técnica de PCR para o gene
hyl serviram como indicador de que mudancas populacionais estariam ocorrendo, sendo
posteriormente corroborado com a reconstrucdo da filogenia e a observagdo que esse
determinante ndo foi encontrado nas amostras do ST78. Contudo, em termos gerais, ndo é
possivel inferir que a presenca desses determinantes seja um parametro indicativo dessas

alteracdes. Deve-se a isso o0 fato de que tanto hyl quanto scm j& foram observados nas mais
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diversas linhagens de E. faecium, estando, em geral, associados as amostras de origem
humana (EISENBERGER et al., 2020; FREITAS, AR et al., 2018a; GHATTARGI et al.,
2018; LEE et al., 2019b; SOHEILI et al., 2014). Adicionalmente, no recente trabalho de Rios
et al. (2020), os autores observaram que o clado onde todas as amostras do ST412 foram
agrupadas ndo foi associado a presenca do gene hyl.

O mobiloma é definido como o conjunto de todos os elementos genéticos moveis
dentro do genoma e contribuem para a sua plasticidade (SANTAGATI; CAMPANILE;
STEFANI, 2012). No presente estudo, o mobiloma das amostras de E. faecium foi avaliado
através da deteccdo da presenca de plasmideos, profagos intactos e 1Ss. A média de
plasmideos foi de 3,6 por amostra. No estudo de Arredondo-Alonso et al. (2020), a média de
plasmideos em amostras de E. faecium de origem hospitalar foi de 5,7, portanto
comparativamente um pouco mais elevada.

Todavia, cabe ressaltar que neste estudo foi utilizada a plataforma PlasmidFinder, que
permite apenas determinar quantos tipos de familias Rep estdo presentes no genoma, 0 que
ndo reflete o exato nimero de plasmideos presentes em cada amostra. Uma vez que diversos
trabalhos j& demonstraram a existéncia de plasmideos multireplicons (ARREDONDO-
ALONSO et al., 2020; FREITAS et al., 2013; MIKALSEN et al., 2015), ou seja, que
codificam diferentes proteinas replicadoras (Rep), a determinacdo do nUmero exato de
plasmideos por amostra demandaria abordagens computacionais especificas, envolvendo a
identificacdo e montagem de reads plasmidiais, em separado da montagem do cromossomo.

As proteinas Rep mais abundantes no estudo foram repUS15 e repl7, ambas
pertencentes a grande familia de plasmideos conjugativos denominada RepA_N. Esta familia
é amplamente disseminada em bactérias Gram-positivas, com presenca frequente em amostras
de E. faecium (ARREDONDO-ALONSO et al., 2020; MIKALSEN et al., 2015; WEAVER et
al., 2009). Além disso, esta familia, e em especial repl7, tem sido descrita associada a
amostras pertencentes a linhagens altamente adaptadas ao ambiente hospitalar e relacionadas
a disseminacdo do gene vanA (ARREDONDO-ALONSO et al., 2020; HEGSTAD et al.,
2010; MELEGH et al., 2018; ORAVCOVA et al., 2018).

Algumas familias Rep tiveram maior prevaléncia em grupos de amostras pertencentes
a uma determinada linhagem de ST, como por exemplo replla no ST963 e ST896, repl4b no
ST412 e ST963 e repUS43 no ST896. Um estudo de Mikalsen et al. (2015), demonstrou uma
maior prevaléncia de repll em amostras do ST78, quando comparada ao ST17. No presente
estudo, replla ndo foi encontrada nas amostras pertencentes ao ST78 analisadas.
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Quanto as demais, repl4b e repUS43 pertencem ao grupo Rep_trans, que também ja
foi apontado como altamente disseminado em amostras de enterococos (LANZA et al., 2015).
Ja replla, que pertence a familia Rep_3, foi identificada em Enterococcus spp. das mais
diversas origens, incluindo amostras VRE de complexos clonais associados ao ambiente
hospitalar; além de amostras de outros géneros de cocos Gram-positivos como
Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus (CLEWELL et al., 2014; QU et al., 2012). A
familia Inc18, também observada no presente estudo, pela presenca de repl, rep2 e repUST7A,
é reconhecida por carrear maltiplos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos e metais
pesados, e mais recentemente tem estado associada a disseminacdo do Tn1546 (CLEWELL et
al., 2014; VALDEZATE et al., 2012; WARDAL et al., 2017).

Em geral, a presenca de elementos acessorios, tais como os plasmideos, é interpretada
apenas a partir da perspectiva relativa aos beneficios que promovem para a célula bacteriana e
dos valores adaptativos e/ou custosos que esses elementos podem trazer ao seu hospedeiro.
Todavia, o entendimento de que esses elementos possuem uma dindmica populacional e
evolutiva propria é fundamental para a compreensao dos processos evolutivos bacterianos,
dado que sdo nesses elementos onde grande parte da variacdo necessaria para a evolucédo
bacteriana tem inicio e é transmitida.

Os plasmideos sdo entidades moleculares independentes, concentrados, de forma néo
literal, apenas em sua propria sobrevivéncia (SLATER et al., 2008). Geralmente carreiam
atributos que permitem o acesso e sobrevivéncia da bactéria hospedeira a novos nichos
ambientais, sendo a resisténcia aos antimicrobianos o mais bem estudado desses processos.
Em um estudo recente, Arredondo-Alonso et al. (2020) postularam que a emergéncia de E.
faecium no ambiente hospitalar estaria relacionada ao elevado nimero de plasmideos nessas
amostras e que a configuracdo diversa desses elementos poderia contribuir com a
especificidade necessaria para a adaptacao da espéecie no ambiente hospitalar.

Contudo, uma vez que a condicdo estressante que exerce pressao seletiva é removida,
a presenca desses elementos deixa de ser benéfica. Diversos estudos vém demonstrando que
na auséncia de pressdo seletiva de antimicrobianos, a presenca de plasmideos eleva 0s custos
para a célula hospedeira (SAN MILLAN et al., 2017; VOGWILL; MACLEAN, 2015). Um
trabalho de revisdo abordando os efeitos da presenca de plasmideos para a célula hospedeira
observou uma reducdo no fitness bacteriano variando entre 1% e 28%, sendo 0S enterococos
0s que mais sofreram com esses custos (CARROLL; WONG, 2018).

Considerando que em determinado momento 0s elementos genéticos carreados por

plasmideos sejam benéficos para a célula hospedeira e dado os custos e a instabilidade que
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possuem, é razoavel admitir que sua integracdo ao cromossomo bacteriano seria uma
possibilidade natural. Em E. faecium, diversos estudos demonstraram a integragdo dos
transposons relacionados a resisténcia a vancomicina no cromossomo bacteriano
(HANDWERGER; SKOBLE, 1995; PAPAGIANNITSIS et al.,, 2017; WARDAL et al.,
2017). Em estudo publicado por Bergstrom et al. (2000), os autores apresentaram a hipdtese
de que caso a mobilidade desses determinantes adaptativos, através de elementos moveis,
venha a acarretar custo ao hospedeiro, que ndo € observado quando 0s mesmos estdo
integrados e transportados atraves do cromossomo, entdo, eles podem eventualmente perder
sua mobilidade. Do mesmo modo, 0 oposto ocorre; na medida em que a estabilidade do
elemento e as oportunidades de serem transmitidos dentro da populagdo decaem, por
exemplo, a selecdo favorecera a mobilidade desse elemento.

Entretanto, o que se observa, mesmo diante das situacGes anteriormente apresentadas,
é a persisténcia desses plasmideos em populagdes bacterianas. Essa longa permanéncia tem
sido tratada como “o paradoxo dos plasmideos” (HARRISON; BROCKHURST, 2012). A
resolucdo desse paradoxo reside em um processo de coevolugdo, favorecendo mecanismos
que reduzem os custos de fitness para o hospedeiro (MACLEAN; SAN MILLAN, 2015).

Dentre os EGMs, também observados no estudo, uma diversidade de profagos foi
encontrada, com algumas associacGes em relacdo a linhagem das amostras. Sanderson et al.
(2020) também encontraram diferentes tipos de profagos em amostras de E. faecium, porém,
nenhum  deles semelhantes aos encontrados neste  estudo. O  profago
phage_Bacill phBC6A52, encontrado associado as amostras do ST412, ja foi reportado em
amostras clinicas de E. cecorum isoladas de aves (SHARMA et al., 2020). As amostras do
ST17 ja foram relacionadas com a presenca dos fagos PhiEnfa001, Enfa002 e Enfa0003
(LAM et al., 2012). Todos os profagos encontrados no presente estudo pertenceram a familia
Siphoviridade que, junto com as familias Podoviridae e Myoviridae, sdo as mais
frequentemente encontradas em enterococos (DUERKOP; PALMER; HORSBURGH, 2014).

Um estudo de Fard et al. (2011) demonstrou experimentalmente a transferéncia de
genes de resisténcia a tetraciclina mediada por fagos em enterococos. Contudo, ainda ndo esta
claro se, na natureza, os fagos carreiam genes que contribuam para a adaptacao de E. faecium
(DUERKOP; PALMER; HORSBURGH, 2014; MILKALSEN et al., 2015). Um artigo de
Van Schaik et al. (2010) demonstrou que entre 2,3% e 5,1% dos genes presentes nos genomas
analisados eram oriundos de fagos. Em geral, as amostras de E. faecium adaptadas ao
ambiente hospitalar parecem estar mais associadas a presenca desses elementos (KIM;
MARCO, 2014).
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No artigo de Lebreton et al. (2013), que demonstrou a divisao de E. faecium em clados
distintos, as amostras pertencentes ao clado Al, associadas as infecgdes em humanos, tinham
uma média de 1,6 profagos por genoma. O clado B, que agrupou amostras comensais
humanas, apresentou em media 0,9 profagos por genoma, enquanto que no clado A2, que
reline amostras bacterianas oriundas de animais, essa media foi de 0,7. No presente estudo, a
média geral de profagos no genoma foi de 0,7, com uma predominancia maior em amostras
do ST78 (média de 1 profago por genoma).

Em termos evolutivos, a presenca de fagos pode ser benéfica em um ambiente
altamente competitivo. Um estudo de Brown et al. (2006) demonstrou experimentalmente que
os fagos servem como uma excelente estratégia para invasdo de nichos. Embora possa trazer
riscos para a célula hospedeira, pois eventualmente pode resultar em lise celular, eles também
podem eliminar os concorrentes. Os autores compararam tais achados a verdadeiras
epidemias, demonstrando que os fagos, além de eliminarem concorrentes, também os utilizam
para 0 seu processo de replicacdo. Assim, pode-se pensar na hipdtese de que profagos
diferentes relacionados a linhagens distintas, como identificado neste estudo, atuariam como
uma estratégia evolutiva em situacGes competitivas para um mesmo nicho ecolégico.

As sequéncias de insercdo tém importante impacto na estrutura e funcdo do genoma.
Um trabalho de Leavis et al. (2007) prop6s que a 1S16, descrita por ser um marcador de
amostras de E. faecium no ambiente hospitalar, conferiu certa flexibilidade gendmica que
permitiu a adaptacdo dessas subpopulacdes de E. faecium. No presente trabalho, essa IS foi
encontrada em 70 copias. As ISs também apresentam impactos individuais em genes,
alterando sua expressao. Monteiro da Silva et al. (2020) demonstraram que a 1S19, também
conhecida como ISEfm1, foi responsavel por manter a expressdo constitutiva de uma amostra
com fenotipo VanA, por estar inserida no gene vans.

No presente estudo, uma variedade de ISs das mais diversas familias foram
identificadas. Dentre as que estiveram em maior numero de cépias, ISEfall, pertencente a
familia ISL3, foi considerada predominante dentre amostras do ST78. Mikalsen et al. (2015)
também observaram que esta IS foi mais frequentemente encontrada nas amostras
pertencentes aos ST17 e ST78.

A ISEfa5, que foi a segunda mais identificada no estudo, ja foi associada ao Tn1546-
like em amostras isoladas nos diversos continentes (CAMARGO et al., 2005; KHAN et al.,
2010; LAM et al., 2013; WARDAL et al., 2017). Em um estudo recente, que avaliou o
dinamismo a longo prazo do genoma de amostras de coloniza¢do em pacientes hospitalizados,

0s autores identificaram de 17 a 27 copias de ISEfa5 nos genomas de E. faecium e sugeriram
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que o alto numero de eventos de excisdo e insercdo desse elemento contribuiu para a
flexibilidade do genoma das amostras (BAYJANOV et al., 2019).

Em 2018, Ghattargi et al., comparando o genoma de uma amostra de E. faecium,
utilizada como probiotico (170M39), com o de amostras patogénicas e ndo-patogénicas da
espécie, identificaram que ISEfa8 e ISEfall estavam presentes no genoma apenas de
amostras patogénicas; enquanto que, ISEfal2 foi associada a amostras comensais. Neste
estudo, ISEfa8 e ISEfall foram identificadas em frequéncia elevada. Entretanto, dentre os 74
genomas aqui avaliados, ISEfal2 nao foi identificada. Assim, comparando os dados obtidos
no presente estudo, pode-se sugerir que as amostras representativas de colonizagéo poderiam
estar albergando padrdo de ISs supostamente mais similar com o j& encontrado em amostras
patogénicas.

A presenca de ISs associadas especificamente a algumas linhagens ja foi reportada. No
trabalho de Mikalsen et al. (2015), foi descrito que a 1S1380 foi prevalente em amostras do
ST78. Esses dados sdo diferentes daqueles apresentados neste estudo, em que as amostras do
ST78 aqui avaliadas estiveram associadas a 1S1216V. Alguns trabalhos ja demonstraram que
IS1216V pode comumente ser identificada inserida no Tn1546, acarretando disrup¢des no
gene vanS (DARINI et al., 1999), que pode inclusive levar a expressdo do fendtipo VanB em
amostras que carreiam o gendtipo vanA (PARK et al., 2008).

A ISLgar5 de Lactoccocus garvieae, que neste estudo esteve associada as linhagens
gue emergiram mais recentemente, apresentou similaridades com ISEfm1 segundo o estudo de
Eraclio et al. (2015). Também foi reportada por estar inserida no Tn5801, responsavel pela
disseminacdo de tet(M), em uma amostra de Enterococcus villorum (LEON-SAMPEDRO et
al., 2016), além de ja ter sido identificada no genoma de amostras de E. faecium tanto
utilizadas como probi6ticas, quanto patogénicas (GHATTARGI et al., 2018).

A presenca de ISs comuns a outras espécies bacterianas demonstra a elevada
capacidade de E. faecium em realizar trocas de material genético, bem como confirmam a sua
plasticidade gendmica. Todavia, esses dados alertam para a capacidade desses
microrganismos de realizar habitualmente eventos de transferéncia de determinantes de
resisténcia e/ou viruléncia, contribuindo com frequéncia para a ampliacdo do vasto arsenal
que a especie ja possui. Um estudo de Wagner et al. (2008), demonstrou que, embora raros, 0s
eventos de trocas de IS entre especies filogeneticamente distintas podem ocorrer. No estudo,
0s autores sugeriram uma transferéncia recente da 1S256 entre E. faecalis e Staphylococcus
epidermidis. Outros eventos de transferéncias de ISs entre espécies distintas também ja foram
reportados na literatura (TOUCHON; ROCHA, 2007; WAGNER; LEWIS, BICHSEL, 2007).
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Além da ISLgar5, mencionada anteriormente, outras sequéncias de inser¢do oriundas
de diferentes espécies bacterianas foram observadas. A 1S1182 foi associada ao transposon de
S. aureus Tnb5405, responsavel por carrear 0 cluster genético de resisténcia aos
aminoglicosideos aadE-sat4-aph3 (DERBISE; DE; EL, 1997). Também descrita em S.
aureus, a 1S256, bastante disseminada no genoma das amostras estudadas, ja foi identificada
flanqueando o gene de resisténcia aos aminoglicosideos aphD-aac no transposon Tn4001-like
(BYRNE; ROUCH; SKURRAY, 1989). Rice et al. (1994) ja indicaram que 85% das amostras
clinicas de enterococos apresentaram essa IS. Em E. faecium, tem sido responsavel pela
diversidade do Tn4001 e do Tn5281-like, ambos associados a disseminacdo de determinates
do fen6tipo HLGR (KLIBI et al., 2006; WATANABE et al., 2009).

Nos estudos ja mencionados anteriormente de Klibi et al. (2006) e Watanabe et al.
(2009), foi observado que a auséncia da 1S256 em uma e/ou ambas extremidades do gene
aac(6’)-aph(2’’) geraram transposons truncados. Como a exciséo de 1Ss pode levar a perda
das sequéncias nucleotidicas subjacentes, esses achados levantam a hipGtese que pode
explicar a presenca de amostras contendo o gene aac(6’)-aph(2’’) ndo funcional, como
observado no presente trabalho. Entretanto, mais avaliacdes na sequéncia deste gene devem
ser realizadas para que seja possivel obter um resultado confirmatério.

As ISS1E e ISSIN, que pertencem a familia I1S6 e sdo descritas como comuns em
Lactococcus lactis, foram encontradas neste estudo em quatro amostras. A ISSIN foi descrita
por Haandrikman et al. (1990), presente na regido downstream do gene prtM (proteinase
maturation gene), necessario para a atividade de proteinase no género Lactococcus. Ja ISS1E
ndo possui relatos na literatura e, em sua descri¢cdo no banco de dados do software ISFinder, é
apresentada como contendo uma Unica ORF, responsavel por codificar uma transposase.
Diferente das anteriores, a 1S1297, também descrita primeiramente em L. lactis, esteve
amplamente presente nas amostras analisadas. Esta IS ja foi encontrada nos trés plasmideos
identificados na amostra de referéncia E. faecium DO (QIN et al., 2012).

Assim como ISS1E, ndo foram encontrados relatos na literatura para 1SCco2, de
Campylobacter coli. Na sequéncia depositada no banco de dados do ISFinder, esta IS
pertencente a familia 1IS1595 e possui 7.852 pb divididos em oito ORFs, sendo trés deles
relacionadas a genes de resisténcia aos aminoglicosideos. No presente estudo, a I1SCco2
esteve amplamente disseminada por toda amostragem, porém ndo se mostrou intacta nos
genomas sequenciados.

A ISWci2 e 1S153, também observadas entre as amostras de E. faecium que

compuseram o estudo, pertencem a familia I1S3. A ISWci2 foi encontrada em uma amostra do
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ST896 e a I1S153, que foi identificada em apenas uma amostra do ST1626 (descrito pela
primeira vez neste estudo), j& havia sido descrita por Ehrmann et al. (2001) como possivel
marcador espécie-especifico de Lactococcus sanfranciscensis.

Todos esses elementos genéticos mdveis aqui mencionados, em sua maioria, Sao
entidades semiautbnomas que possuem um processo evolutivo proprio, que visa maximizar
sua transmissdo e, por isso, sdo altamente representados no genoma bacteriano. Sendo assim,
as pressdes seletivas exercidas pelo ambiente tendem a operar, de forma conflitante, nos
diferentes niveis de complexidade, por exemplo, no nivel do gene, do elemento genético
movel, do genoma, da populacdo, da espécie e assim por diante. Isto posto, € importante
entender que os padrdes de distribuicdo diferenciada desses EGMs nas linhagens analisadas
sdo consequéncia da emergéncia e expansdo desses grupos, com possivel contribuicdo desses
elementos no processo, mas também de sua prépria evolucdo desses elementos (BOYD;
ALMAGRO-MORENO; PARENT, 2009; HARRISON et al., 2015; HE et al., 2016; LEVIN;
BERGSTROM, 2000; RODRIGUEZ-BELTRAN et al., 2020).

A THG ¢ parte importante da evolucdo, acarretando extensas variacbes no genoma
bacteriano. No caso dos enterococos, mesmo em amostras que possuam uma grande
identidade gendmica, diversos genes Unicos a essas amostras podem estar presentes
(GHATTARGI et al., 2018; LAM et al., 2013; SANDERSON et al., 2020; ZHONG et al.,
2019). A transferéncia de genes ocorre ndo apenas entre individuos relacionados, como em
bactérias de uma mesma espécie ou de mesmo género, ja tendo sido identificada entre
organismos de dominios distintos, por exemplo, entre bactérias e arqueas (REST; MINDELL,
2003). Os mais recentes achados em relacéo aos impactos da transferéncia horizontal de genes
na evolucdo bacteriana levam a discussdes sobre o conceito de espécie e as reconstrugdes
filogenéticas, e sobre a propria teoria evolutiva.

Em um estudo de 2010, o autor discute que a transferéncia horizontal em bactérias
questiona o conceito classico do Neo-Darwinismo, em que a evolucdo é vista como um
processo gradual de surgimento de novas caracteristicas e fungdes. A aquisicdo de genes por
THG ¢ primariamente ndo-genealdgica e faz com que os individuos adquiram novidades
evolutivas de forma rapida e ndo gradual (BOTO, 2010). O mesmo autor lembra que o
impacto da transferéncia horizontal de genes no processo de evolucéo bacteriana depende de
fatores como: o nimero de genes transferidos, 0 sucesso em manté-los no genoma, a extensédo
do fendmeno e a distancia filogenética entre os organismos.

Todavia, mesmo com os diversos fatores que estdo envolvidos nos processos de THG,

diferentes autores ja questionaram a acurdcia dos dados obtidos atraveés de arvores
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filogenéticas construidas para bactérias (GALTIER, 2007; HAO; PALMER, 2011;
LAPIERRE; LASEK-NESSELQUIST; GOGARTEN, 2014; MARTIN, 1999). Em um estudo
de 2007, o autor sugere que o impacto da THG na reconstrucédo da filogenia é que, em vez de
se observar arvores, os eventos de transferéncia horizontal levariam a formacdo de teias
(SAAP, 2007). Para outros, a reconstrucdo da filogenia somente se mostra possivel e
verdadeira quando feita através dos chamados core genes (genoma central), uma vez que
estes, em teoria, nunca seriam transferidos (BROWN, 2003; RILEY; LIZOTTE-
WANIEWSKI, 2009; WOLF et al. 2002).

Os impactos dos eventos de THG levam a questionamentos até mesmo mais amplos,
como, por exemplo, a definicdo de espécies bacterianas (FRASER et al. 2009; BAPTESTE;
BOUCHER, 2008). O conceito que prevalece, descreve que grupos de individuos que sejam
genomicamente coesos e compartilhem um elevado grau de similaridade em muitas
caracteristicas independentes, testadas comparativamente sob condi¢cBes altamente
padronizadas, sdo considerados membros de uma mesma espécie. Em termos praticos, isso
significa que uma espécie deve apresentar consisténcia fenotipica, com valores de
hibridizacdo DNA-DNA igual ou superior a 70% e mais de 97% de similaridade nucleotidica
para rRNA 16S (GEVERS et al., 2005). Nas analises mais recentes, envolvendo o
sequenciamento de genoma completo, a média de identidade nucleotidica deve ser superior a
94% (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005). De qualquer forma, com os avangos do
conhecimento do genoma bacteriano, o conceito de espécie permanece em discussdo. Na
ultima década, diferentes propostas para uma melhor definicdo do conceito de espécie ja
foram descritas. Por exemplo, uma delas propde uma abordagem de sequenciamento, onde a
tipificacdo de maultiplos loci definiria as espécies de um género (KONSTANTINIDIS; 2005).
Rossell6-Mdéra et al. (2015) ja sugerem que as espécies sejam definidas como populagdes
monofiléticas, que apresentam coeréncia gendmica e fenotipica, em que os individuos podem
ser claramente discriminados por meio de parametros padronizados, como sequéncias
gendmicas de alta qualidade ao menos para a amostra-tipo da espécie e a sequéncia completa
do gene do rRNA 16S.

Neste estudo, também foi investigada a presenca de fatores descritos por delimitar as
trocas de elementos genéticos, como o sistema CRISPR-Cas e os sistemas de restricdo e
modifica¢do (R-M). Os resultados obtidos ndo indicaram a presenca de regides associadas ao
sistema CRISPR, o que corrobora as hipdteses de que em E. faecium esses elementos estariam
sob selecdo negativa e ndo atuariam como mecanismo de defesa (PALMER; GILMORE,

2010). Embora tenha sido muito bem caracterizado como barreira protetiva em E. faecalis,
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para E.faecium a presenca desse sistema € questiondvel (BURLEY; SEDGLEY, 2012;
SANTOS et al., 2020; PRICE et al., 2016). Deve-se a isso o fato de que diversos outros
estudos também ndo detectaram a sua presenca (LINDENSTRAUSS et al., 2011; MIKSLSEN
et al., 2015; RIOS et al., 2020; TREMBLAY et al., 2013), ou entdo identificaram sistemas
sem funcionalidade (BUULTJENS et al., 2017; VAN SCHAIK et al., 2010), indicando que
possivelmente os processos evolutivos levaram a selecdo de amostras que ndo carreiam esse
sistema protetivo.

Por outro lado, das 74 amostras analisadas no presente estudo, apenas quatro nao
apresentaram o sistema R-M. Entretanto, uma extensa variacdo na sequéncia da subunidade S
foi observada entre amostras de subpopulagdes distintas. As amostras do ST78 e ST412
compartilharam da mesma sequéncia da subunidade S, enquanto que amostras do ST896 e
ST963 apresentaram sequéncias distintas. A subunidade S é responsavel por especificar a
sequéncia de DNA a ser reconhecida pelo sistema, que posteriormente, baseado em seu status
de metilacdo, fara com que o sistema funcione tanto como uma enzima de restricdo (REase),
ou seja, clivando sequéncias ndo metiladas, quanto como uma metiltransferase (MTase),
catalisando a metilacdo (TOCK; DRYDEN, 2005). Sequéncias de DNA reconhecidas pela
subunidade S que apresentam metilacdo estdo imunes aos processos de clivagem.

A presenca de sequéncias distintas para a subunidade S entre essas linhagens resulta
em diferentes padrdes de reconhecimento, formando uma barreira frente ao fluxo ilimitado de
material genético entre esses grupos e contribuindo para os processos de especiacdo e de
isolamento genético. Esse fato pode ser observado por Huo et al. (2019), que foi o suporte de
onde as sequéncias pesquisadas neste estudo foram extraidas. Os autores demonstraram que as
amostras do clado Al avaliadas (associadas a amostras MDR circulantes no ambiente
hospitalar) apresentaram uma subunidade S distinta das observadas no clado B (amostras
comensais humanas). Diante disso, sugeriram que essas diferencas no sistema R-M atuaram
como barreira para a troca de material genético entre esses dois grupos e podem ter
contribuido para a especiacdo das subpopulacbes de E. faecium que circulam no ambiente
hospitalar.

As amostras do ST963 e ST896 apresentaram a subunidade S semelhante as
encontradas no clado Al. Ja as sequéncias dos grupos ST78 e ST412 apresentaram baixa
homologia com todas as subunidades pesquisadas, indicando possivelmente se tratar de uma
nova sequéncia desta subunidade. Em um estudo recente, Arredondo-Alonso et al. (2020)
identificaram oito novas sequéncias da subunidade S que também apresentavam uma

distribuicdo de acordo com padrbes populacionais, reforcando a teoria de que esse sistema



152

forma uma barreira para THG e auxilia no processo de especiacdo. Entretanto, cabe ressaltar
que o presente estudo é o primeiro a reportar variagdes na subunidade S dentro de linhagens
associadas ao ambiente hospitalar. As diferencas de distribuicdo da subunidade S reportadas
nos estudos anteriores foram observadas comparando amostras hospitalares e nao-
hospitalares.

Os genes adquiridos por transferéncia horizontal contribuem para a estrutura do
pangenoma. Por conta da grande variabilidade que o genoma bacteriano apresenta, essa
colecdo de genes pode ser dividida em genes centrais (core genes), que compreendem aqueles
que sdo compartilhados por todos os membros da espécie ou grupo; e 0s genes acessorios, que
séo aqueles presentes em apenas algumas amostras e refletem essa variabilidade (TETTELIN
et al., 2005).

O pangenoma é descrito por possuir uma correlacdo negativa em relacdo ao seu
tamanho com a proporcao de core genes presentes nele. No presente estudo, o pangenoma das
74 amostras foi composto por 5.598 genes, sendo que destes, 1.925 pertenciam ao genoma
central (core genes). Os chamados genomas abertos sdo grandes em tamanho, entretanto
apresentam uma propor¢cao pequena de core genes e possuem uma elevada taxa aquisicdo
genética por meio de THG. Ja os genomas classificados como fechados apresentam um
tamanho menor como consequéncia da baixa taxa de ganho de genes, mas uma grande
proporcéo de core genes (BROCKHURST et al., 2019).

Genomas abertos sdo comuns em bactérias com tamanho populacional grande, que séo
capazes de sobreviver nos mais diversos nichos ecoldgicos e possuem as mais diversas
interacdes com os membros da comunidade ali presente, resultando em mais oportunidades
para a transferéncia horizontal de genes. Diante de todas essas caracteristicas, é de se observar
que E. faecium apresenta genomas do tipo aberto (GHATTARGI et al., 2018; VAN SCHAIK
etal., 2010; ZHONG et al., 2017).

Em um estudo que avaliou dez genomas de E. faecium, representados por amostras
patogénicas e ndo-patogénicas, 0 genoma acessorio apresentou 5.718 genes, enquanto que, 0
core genoma era composto de 1.935 genes (GHATTARGI et al., 2018). Essa grande diferenca
no conteudo do genoma acessorio, em relacdo ao observado nas amostras deste presente
estudo, pode ser explicada pela origem de isolamento. Neste estudo, todas as amostras foram
isoladas do ambiente hospitalar, o que sugere uma maior relacdo clonal entre elas. Em outro
estudo envolvendo amostras da espécie isoladas de estacfes de tratamento de aguas residuais,
0 pangenoma predito apresentou apenas 3.950 genes, sendo 49,6% desses genes pertencentes
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ao core genoma. O genoma acessorio continha apenas 1.991 genes (SANDERSON et al.,
2020).

De fato, 0 que vem sendo descrito é que as amostras de E. faecium circulantes no
ambiente hospitalar, em geral, apresentam um pangenoma maior, enriquecido de genes com
as mais variadas fungdes. Um estudo de Kim et al. (2014), reunindo genomas de E. faecium
depositados no banco de dados do NCBI, demonstrou que as amostras clinicas humanas
apresentaram, em média, 182 genes a mais do que amostras nao-clinicas. Os genes que
contribuiram para esse aumento pertenciam aos mais diversos grupos funcionais
(metabolismo de carboidratos, reparo de DNA, fatores de viruléncia, genes de resisténcia aos
antimicrobianos e elementos maveis).

Todavia, ainda que a presenca de elementos de resisténcia aos antimicrobianos e/ou
fatores de viruléncia seja amplamente relatada em amostras de E. faecium circulantes no
ambiente hospitalar, sdo os genes associados ao metabolismo de carboidratos que parecem ter
um papel central na adaptacdo da espécie. No estudo que Lebreton et al. (2013) determinou a
divisdo da espécie em dois clados distintos, a aquisicdo de novos sistemas de fosfotransferases
(PTS) para a utilizacdo de carboidratos complexos como aminoacucares foi fundamental para
a divergéncia do clado de amostras hospitalares (Al) a partir do clado de amostras comensais
(B). Outros estudos também demonstraram que genes de metabolismo de carboidratos
estavam mais relacionadas as amostras hospitalares (BAYJANOV et al., 2019; KIM,;
MARCO, 2014).

No presente estudo, também caracterizamos 0s genes centrais e acessorios para oS
diferentes grupos de STs circulantes. Considerando a observacdo apenas de grupos coesos
(excluindo o grupo “Outros STs”), foi observado que o ST78 apresentou um elevado nimero
de genes acessorios (715), sugerindo um processo evolutivo relacionado a aquisicdo de
elementos acessorios. E admitido que a aquisicio de elementos acessorios através de THG
permite uma adaptacdo rapida ao ambiente (MEDINI et al., 2005).

Por outro lado, outra estratégia evolutiva que também é atribuida a diversos patogenos,
esta relacionada a reducdo do tamanho do genoma, principalmente pela remocao de elementos
acessorios (LEE; MARX, 2012; MORAN, 2002; WOLF; KOONIN, 2013). Como
mencionado anteriormente, em certas situacdes, um elevado numero de elementos acessorios
pode representar custos a celula hospedeira (CARROLL; WONG, 2018; SAN MILLAN et
al., 2017; VOGWILL; MACLEAN, 2015). Considerando os dados observados neste estudo,
estratégia semelhante pode ter ocorrido nas amostras pertencentes aos ST963 e ST896, que

demonstraram a presenca de poucos genes acessorios. No entanto, o elevado nimero de genes



154

centrais no ST896 pode também ser um indicio da incorpora¢do de genes acessorios no
genoma central. A expansdo do genoma central atraves da aquisi¢do de elementos acessorios,
que em geral trazem alguma vantagem adaptativa, pode ser uma forma de reduzir os custos
associados a presenca de muitos desses elementos.

Neste estudo, em termos de exclusividade genética, o ST78 foi o que obteve o maior
namero de genes exclusivos (59 genes), enquanto o ST896 foi o que obteve menos (12
genes). Estes resultados, em parte, sdo comparaveis aos obtidos por Ghattargi et al. (2018),
que registraram um numero de genes amostra-especificos variando entre 10 e 87 por genoma
de amostras de E. faecium.

Também, no presente estudo, as mais diversas categorias funcionais estiveram
envolvidas nesses processos de aquisicdo, embora muitos dos genes exclusivos em cada grupo
apresentaram fungdes ainda desconhecidas. Dentre os que possuiam funcdo conhecida, as
categorias adquiridas variaram intra e inter-grupos de STs, como no caso das duas
emergéncias do ST412. Estas observacOes provavelmente refletem alguns dos processos
adaptativos que foram necessarios para a expansao dessas subpopulacdes.

Um dos genes que se mostrou exclusivo de ST78 foi associado a producdo de um
sistema toxina-antitoxina (TA) chamado epsilon/zeta. Nesse sistema, ambos 0s componentes
formam um complexo no qual a sintese e/ou a atividade da toxina é inibida pela antitoxina
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2016). Os sistemas TA estdo relacionados ao processo de
morte celular programada, que se ativa principalmente em condi¢cdes de estresse nutricional.
Nesses casos, as antitoxinas sdo degradadas, favorecendo a acdo da toxina (MUTSCHLER,;
MEINHART, 2011). Em alguns casos, a toxina ativada apenas inibe processos essenciais na
célula (YAMAGUCHI; PARK; INOUYE, 2011).

Nos enterococos, o sistema TA epsilon/zeta estd amplamente disseminado em
plasmideos que carreiam determinantes de resisténcia a vancomicina (MORITZ et al., 2007,
ROSVOLL et al., 2009), onde desempenha papel importante para a estabilidade na heranca
plasmidial, induzindo a morte dos descendentes privados de plasmideo (ZIELENKIEWICZ;
CEGLOWSKI, 2005). A presenca exclusiva desse sistema nas amostras do ST78 pode
explicar o elevado nimero de genes acessorios, que em geral sdo carreados pelos plasmideos,
identificados neste grupo.

Os dois genes encontrados exclusivamente em amostras do ST412 estdo relacionados
com a producdo de uma beta-lactamase e com a biossintese do écido sialico. E reconhecido
gue esses dois genes sdo carreados conjuntamente num locus genético associado ao

metabolismo de carboidratos, adquirido por amostras de E. faecium circulantes no ambiente
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hospitalar (GILMORE; LEBRETON; VAN SCHAIK, 2013; NOVAIS et al., 2016). O locus
denominado epa-like tem sido descrito por supostamente estar envolvido na biossintese de um
polissacarideo antigénico de parede celular e se apresenta em pelo menos quatro versdes
distintas. Dentre as variantes descritas, uma delas apresenta 0s genes neuABCD e a beta-
lactamase inseridos na regido downstream do locus (PALMER et al., 2012; QIN et al., 2012).
Mudltiplos eventos de recombinacdo na regido epa-like tém sido observados e sugeriram
variacOes capsulares em E. faecium (DE BEEN et al., 2013). A variacdo capsular é uma
estratégia bem-sucedida que bactérias patogénicas utilizam para evadir do sistema imune
(BEDDEK et al., 2009; MERINO; TOMAS, 2015; MILLARD et al., 2012; TEMIME et al.,
2008), que também pode ter contribuido no sucesso dessa linhagem.

Outro processo substancial para a evolucdo bacteriana é a ocorréncia de mutacdes
pontuais. No presente estudo, o numero de SNPs de cada amostra foi obtido através de sua
comparagdo com a amostra Aus0004, posteriormente foi obtida uma média para cada grupo
ST. O grupo denominado “Outros STs” obteve o maior nimero de SNPS e isso certamente é
decorrente deste grupo representar a reunido de amostras que apresentaram um grande
distanciamento filogenético. A observacdo de um elevado numero de SNPs no ST412,
segundo grupo com mais variacdes, despertaram hipoteses relativas ao processo evolutivo
desse grupo.

O baixo grau de diversidade observado entre as principais linhagens que circularam
nas instituicdes hospitalares do estado do Rio de Janeiro, durante o periodo do estudo, com
médias de SNPs que variaram de 4.895 a 6.069, corroborou o que ja havia sido reportado
sobre a expanséo clonal de amostras hospitalares. Um estudo de Raven et al. (2016), com
amostras de E. faecium isolados em hospitais do Reino Unido e da Irlanda, durante o periodo
de 2001 a 2011, indicou que a expansdo do clado A (associado a amostras hospitalares)
apresentou uma baixa diversidade genética (média de 2.174 SNPs) quando comparado ao
clado B (amostras comunitarias), que obteve uma média de 11.673 SNPs.

Entre as variagdes gendomicas observadas, foi identificado um elevado numero de
processos de insercdo e delecdo de nucleotideos, eventos importantes que causam
deslocamento do quadro de leitura, afetando a sintese proteica. Apesar de observado apenas
para o grupo do ST896, ja foi sugerido que o0 mais comum é a ocorréncia de um maior nimero
de delecdes do que de inser¢bes (MIRA; OCHMAN; MORAN, 2001).

Esses eventos ocorrem quando a pressdo seletiva ndo é forte o suficiente para manter
determinados genes, que podem ser mais facilmente eliminados se estiverem inativados
(BOBAY; OCHMAN, 2017; BRYANT; CHEWAPREECHA; BENTLEY, 2012) De fato,
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dentro das linhagens que se expandiram no ambiente hospitalar, 0 ST896 foi o que obteve o
maior nimero de delecBes e 0 menor nimero de genes acessorios, 0 que pode sugerir que sua
evolucdo incluiu a reducdo do genoma pela eliminacdo de genes apos eventos de delecao.

A importancia dos efeitos mutacionais para o processo evolutivo foi corroborada
diante dos resultados observados na avaliacdo de novidades genéticas (GNU). Dentro das
variacBes presentes no genoma, uma média de 86 GNUs foi identificada, ndo sendo
encontradas em nenhum outro genoma presente no banco de dados que foi construido. Os
resultados reforcaram os arranjos obtidos para a determinacdo das relacdes filogenéticas
observadas, demonstrando que um menor nimero de GNUs foi compartilhado entre STs que
apresentaram um maior distanciamento genético. Um dado interessante observado dentre os
STs de interesse se refere a linhagem ST78 que apresentou 0 menor nimero médio de SNPs.
Por outro lado, esta linhagem foi a que obteve um dos maiores nimeros de unidades de
novidade genética exclusivas.

As mutacdes podem levar a efeitos de alto impacto pois 0 ganho ou a perda de um
cddon de parada, resulta em sequéncias truncadas, também chamadas de pseudogenes
(TUTAR, 2012). Diversos estudos ja demonstraram que, embora os pseudogenes estejam
frequentemente presentes no genoma bacteriano, os processos evolutivos tendem a levar a
eliminacdo dessas sequéncias ndo funcionais (KUO; OCHMAN, 2010; LERAT; OCHMAN,
2005; MIRA; OCHMAN; MORAN, 2001). A presenca de pseudogenes amplamente
distribuidos na populacéo reflete os diferentes impactos do processo evolutivo na arquitetura
genbmica bacteriana. O genoma conservado possui uma origem ancestral e reflete a evolugédo
vertical da espécie; sua divergéncia esta mais associada ao acumulo lento de polimorfismos.
Por outro lado, o genoma acessério reflete uma evolucdo mais recente, ocorrida lateralmente e
de forma mais rapida, por isso tende a ser menos impactado por polimorfismos. Sua variagdo
é dada pelas diferengas de conteddo (AZIZ; NIZET, 2010; CORDERO; POLZ, 2014).

A presenca de sequéncias com alteracfes disruptivas tem impacto ndo apenas na
evolucdo da arquitetura do genoma, como também tem efeitos na funcionalidade da célula
bacteriana (DINA; MALBRUNY; LECLERCQ, 2003; TEIXEIRA et al., 2012). Em uma
amostra de E. faecium, portadora do gene vanA, Kerbauy et al. (2011) demonstraram que uma
insercdo no gene ddl, responsavel pela producdo da proteina D-Alanina-D-Alanina ligase,
envolvida no processo de sintese da parede celular, acarretou a geragdo prematura de um
cddon de parada. Como efeito fenotipico, a amostra apresentou um crescimento dependente

da presenca de vancomicina.
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Uma dessas proteinas afetadas pelo codon de parada foi a proteina de reparo de DNA
mismatch, que esteve associada as amostras do ST412, e pode ser a explicacdo para o elevado
acumulo de mutacbes nesse grupo. Os sistemas MMR possuem importancia central na
integridade do material genético ao reparar incompatibilidades (mismatch) de pareamento,
ocorridas ap6s o processo de replicacdo do DNA (FUKUI, 2010). A perturbacdo desses
processos de reparo leva a instabilidade do genoma bacteriano, que, no entanto, é essencial
para o processo evolutivo (WILLIAMS, 2016).

A instabilidade é capaz de gerar a diversidade genética necessaria para 0s processos de
adaptacdo, seja pela permissividade em gerar mutantes como também por facilitar a aquisicédo
de elementos por THG (DARMON; LEACH, 2014). Em E. faecium, a formacgédo de
hipermutantes por erros no funcionamento do sistema de reparo esta associada a emergéncia
de amostras resistentes aos antimicrobianos como a linezolida e daptomicina, que sdo de
ultima escolha para o tratamento das infecgdes por este microrganismo (MATONO et al.,
2016; WILLEMS et al., 2003).

A resisténcia aos -lactamicos e as quinolonas também esta relacionada a eventos de
mutacdo. No presente estudo, a avaliacdo das mutacGes nos genes gyrA e parC revelaram
padrbes de substituicdo associados as mudancas populacionais. As substituicGes encontradas
estdo de acordo com o reportado na literatura. Em um estudo de 2019, Ostrer et al., analisando
um extenso banco de dados de sequéncias dos genes gyrA e parC, demonstraram que em E.
faecium a posicdo 84 do gene gyrA é a que apresenta a maior frequéncia de mutacéo (0,64). Ja
em parC, a posicdo 82 é mais frequentemente alterada (0,66). Assim, 0s autores
estabeleceram que o caminho hierarquico para a aquisicao de resisténcia as quinolonas seria:
parC82 — gyrA84 — gyrA88 — parC86. No presente estudo, ndo foram identificadas
alteracdes nas posicOes 88 de gyrA e 86 de parC.

Em um estudo com amostras isoladas no Jap&o, Urushibara et al. (2018) observaram
que no gene gyrA a substituicdo Ser84lleu era a mais frequente, seguida por Ser84Arg e
Ser84Tyr. Esses resultados diferiram do observado para nossas amostras, em que a presenga
de isoleucina nessa posicdo foi menos encontrada. Ja para parC, nosso estudo obteve o
mesmo padrdo observado por Urushibara et al., 2018, com a predominancia da substitui¢do
Ser82Arg. Em relacdo aos genes gyrB e parE, poucos estudos ja relataram mutacdes nesses
dois genes. Em 2020, Yang et al. encontraram uma amostra apresentando a substituicdo de
serina por glicina na posicdo 378 do gene parE. No gene gyrB, Tremblay et al. (2013)
encontraram  alteracdes nas  posicdes 371  (leucina—triptofano), 436 (4cido

aspatico—asparagina) ¢ 455 (prolina—serina). Cabe ressaltar que no presente estudo foi
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possivel identificar trés amostras que ndo apresentaram, concomitantemente, mutacdes nos
genes gyrA e parC, mas possuiam alteragcbes nos genes gyrB e/ou parE. Entretanto, para
confirmar que a presenca dessas alteraces teria participacdo no fendtipo de resisténcia,
andlises adicionais seriam necessarias.

O gene pbp5, associado a resisténcia aos R-lactdmicos, apresentou uma série de
polimorfismos em sua estrutura. A maior parte destas substituicdes ja foi reportada na
literatura (GALLOWAY-PENA; RICE; MURRAY, 2011; HSIEH et al., 2006; KLIBI et al.,
2008; LOPEZ et al., 2009; POETA et al., 2007; RUIZ-RIPA et al., 2020; SADOWY;
LUCZKIEWICZ, 2014; SILVA et al., 2018; TREMBLAY et al., 2013; VALDEZATE et al.,
2012). Entretanto, até onde foi possivel observar, as alteracbes nas posicdes 56
(leucina—metionina), 227 (alanina—serina); 378 (alanina—acido glutdmico); 401
(alanina—serina); 408 (glutamina—histidina/tirosina); 476 (alanina—serina) ¢ 497
(fenilalanina—leucina), observadas pontualmente em algumas amostras, neste estudo, ainda
ndo haviam sido descritas.

Embora uma grande variacdo em relacéo a esse gene seja observada, a substituicdo da
metionina por alanina na posi¢do 485, localizada dentro do sitio ativo da molécula, é que vem
sendo descrita como responsavel pelos fendtipos de resisténcia, além de uma insercdo na
posicdo 466 (MOHN et al., 2004; RICE et al., 1995; SIFAQUI et al., 2001). O elevado
acumulo de mutacdes nesse gene pode ser explicado por sua propria importancia no processo
de sintese da parede celular, uma vez que ja foi postulado que os genes gque sdo altamente
expressos tendem a apresentar uma taxa de mutagcdo maior que o restante do genoma
(BRYANT; CHEWAPREECHA; BENTLEY, 2012).

Dentre os diversos perfis de variacdo no gene pbp5, dois corresponderam a quase 90%
das amostras (P1 e P2). E assim como observado para os genes gyrA e parC, pode-se observar
uma certa distribuigéo relacionada aos diferentes STs. No estudo de Novais et al. (2016), os
autores observaram mutacGes no gene da PBP5 estavam relacionadas com a diversidade
filogenética. Alem disso, comprovaram que esse gene pode ser transferido entre as amostras.
Posteriormente, Morroni et al. (2019) corroboraram esses achados, ao observar a transferéncia
de pbp5 através de plasmideos.

Diante da observacdo de que algumas das substituicdes nos genes anteriormente
mencionados ndo apenas emergiram junto com as novas linhagens, como também foram
disseminadas nas geracgdes seguintes, neste estudo foram investigados os processos evolutivos

gue poderiam estar envolvidos nesse fendbmeno. O teste de neutralidade D de Tajima
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distingue se uma sequéncia de DNA evolui de forma aleatéria, através da neutralidade, ou por
um processo nao-aleatorio (selecionista) (TAJIMA, 1989).

Proposta por Motoo Kimura (1968), apds a observacdo, maior do que a esperada, de
polimorfismos no genoma, a teoria neutralista da evolucdo sugere que a maior parte das
mutacdes no genoma ndo apresentaria vantagens adaptativas, sendo consideradas neutras, e
que a evolucdo no nivel molecular é dominada por processos aleatorios como a deriva génica.
O mesmo autor ressaltou que esta teoria ndo se apresenta como uma 0posi¢ao a teoria da
selecao natural proposta por Darwin (KIMURA, 1968).

Dessa forma, pode-se observar que genes gyrA e pbp5 nédo estiveram sobre processos
de evolugdo neutra. Suportados estatisticamente, os dois genes tiveram valores de D
estimados em 2,54 (gyrA) e -2,43 (pbp5). Em geral, valores de D acima de zero indicam a
existéncia de poucas variantes raras, uma situacdo que pode ser encontrada em processos de
selecéo balanceadora ou estrutural. Por outro lado, quando o valor de D se encontra abaixo de
zero, as variantes raras sdo abundantes, situacdo que pode ser encontrada em processos de
expansdo populacional apos “efeitos de gargalo”, ou mesmo em processos de selecdo, seja ela
positiva ou purificadora.

A recombinacdo genética é tida como uma das maiores forcas que governam a
evolucdo bacteriana. Foi primeiramente identificada em decorréncia da observagdo da
formacdo de mosaicismo no locus que codifica moléculas imunogénicas e de resisténcia aos
antimicrobianos (FEAVERS et al., 1992; SPRATT et al., 1992). O processo de recombinacéo
em bactérias € unidirecional e definido como a incorporacdo de DNA de uma célula doadora
para uma receptora. Os eventos de recombinagdo podem ser classificados de acordo com o
mecanismo pelo qual o DNA é introduzido na célula hospedeira em: transducdo mediada por
bacteriéfagos, conjugacdo ou transformacdo (VILLA et al., 2019). A recombinacdo é baseada
no tipo de material genético transferido, podendo ser uma sequéncia homologa, que limitara a
variagcdo a no maximo o aparecimento de um novo alelo para aquela regido; ou ndo-homéloga,
em que um novo gene pode ser transferido (VOS; DIDELOT, 2009).

Uma importante funcdo biologica primaria gerada por recombinagdo homologa é o
reparo de DNA (REDFIELD, 2001). A troca de segmentos de DNA idénticos entre grupos
bacterianos filogeneticamente relacionados ou mesmo entre membros da mesma espécie serve
como molde para o reparo de danos no DNA, que ndo tenham sido naturalmente reconhecidos
pela maquinaria que a célula possui como, por exemplo, aqueles causados por quebras da fita
ou alteracdes estruturais (MICHOD; BERNSTEIN; NEDELCU, 2008).
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No presente trabalho, a taxa estimada de recombinagéo no genoma da populacéo total
(R/0) foi de 0,0680, com um impacto relativo de recombinacéo para a mutacdo (r/m) de 1,87.
Um estudo de Homan et al. (2002) com amostras de E. faecium isoladas de diferentes origens
estimou um valor de r/m de 1,1. Em um estudo que avaliou um conjunto de 146 amostras
isoladas numa instituicdo hospitalar australiana, durante diferentes periodos, os autores
estimaram um valor de r/m de 6,1 com R/ 6 de 0,22 (VAN HAL et al., 2016). Outros estudos
também ja relataram taxas elevadas de recombinacdo em amostras de E. faecium (DE BEEN
et al., 2013; TURNER et al., 2007; WILLEMS; VAN SCHAIK, 2009). Todavia, cabe
ressaltar que variagdo nas taxas de recombinagdo sdo comumente relatadas, seja devido a
diferentes metodologias utilizadas nas analises, seja pelo tipo de regido analisada (VOS,
2009).

Anteriormente, taxas de recombinacdo eram comumente estimadas a partir dos genes
de MLST (DEN BAKKER et al., 2008; RAVEN et al., 2016; SHEPPHARD et al; 2008;
WILLEMS et al., 2012; WIRTH et al., 2007). Porém, com o advento do sequenciamento de
genoma, os eventos de recombinacgdo passaram a ser avaliados mais amplamente. Além disso,
0s métodos de analise sdo influenciados em relacdo a amostragem a ser estudada e taxas de
recombinacdo podem diferir ao serem analisados representantes de uma populacao inteira ou
apenas de uma linhagem especifica daquela populacdo (DIDELOT; MAIDEN, 2010).

Ainda que diferentes taxas de recombinacdo tenham sido observadas em estudos
relativos a E. faecium, é posto que os processos de recombinacdo homologa foram
fundamentais para evolucdo da espécie. Esses eventos levaram a diversificacdo das
populacdes e foram importantes para a emergéncia de linhagens mais adaptadas no ambiente
hospitalar, como o anteriormente denominado, complexo clonal 17 (WILLEMS et al., 2005).
Os eventos de recombinacdo que atingiram o core genoma também tiveram papel
fundamental no processo adaptativo da espécie no ambiente hospitalar (DE BEEN et al.,
2013). Adicionalmente, Garcia-Solache et al. (2016), descreveram que a ocorréncia de
recombinacdo homologa em grandes trechos do cromossomo facilitou a aquisicdo de
resisténcia aos p-lactamicos pela espécie.

Como observado no presente estudo, os eventos de recombinagéo tiveram um impacto
significativo na reconstrucdo da filogenia das amostras estudadas. Ainda que a organizagédo
das relacdes filogenéticas tenha se mantido, a filtragem dos eventos de recombinacédo levou ao
encurtamento dos bragos e a uma maior coesdo entre os diferentes clados. As mesmas
observacdes foram feitas no estudo de De Been et al. (2013), que reconstruiu a filogenia dos

dois principais clados de E. faecium em humanos (Clado A e B), utilizando o alinhamento de
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SNPs obtidos do concatenamento dos genes que compdem o core genoma. Os achados de
nosso estudo corroboram a hipotese de que os eventos de recombinagdo tendem a influenciar
as reconstrucgdes filogenéticas, como postulado por Posada et al. (2002).

O presente estudo também identificou que a maioria dos eventos de recombinacao
ocorreu em nodos ancestrais, com poucos eventos sendo detectados individualmente nas
amostras analisadas. A observacdo da ocorréncia de poucos eventos de recombinacdo nas
amostras nos leva a considerar a hipotese de que esse resultado seja ratificado pelos achados
de Willems et al. (2012), que prop6s que ao adentrar no ambiente hospitalar essas linhagens
especializadas comegaram um processo de isolamento genético, levando ao declinio na
frequéncia de eventos recombinatorios.

Diversos outros patdgenos experimentaram um decréscimo dos eventos de
recombinacdo, como consequéncia por se tornarem altamente especializados, como por
exemplo Yersinia pestis (ACHTMAN et al., 2004), Bacillus anthracis (VAN ERT et al.,
2006) e Mycobacterium tuberculosis (LIU et al., 2006). Com a adaptacdo e a especiagéo, a
oportunidade de recombinacdo com outras linhagens diminui e tende a ficar restrita aquelas
gue compartilham o mesmo nicho. Uma ocorréncia de recombina¢do homéloga entre grupos
préximos é mais provavel primeiro em razdo da proximidade fisica em que se encontram e
segundo por conta da dependéncia de homologia para que 0 evento venha a ter sucesso
(DIDELOT; MAIDEN, 2010).

Os dados obtidos neste estudo, relativos ao processo recombinacdo, quando avaliados
em uma representacdo grafica (como em Resultados — Figura 19), revelaram que esses
eventos dentro dessas linhagens apresentaram algum grau de homoplasia. Os processos
homoplasicos ndo decorrem a partir de uma ancestralidade comum, mas sim por multiplas
causas; dentre elas a convergéncia evolutiva que, entre outros fatores, pode ser produzida
através do aumento na pressao seletiva pelo uso massivo de antimicrobianos, o que favorece o
surgimento de madltiplas populagdes independentes (FARHAT et al.,, 2013; ROKAS;
CARROLL, 2008). Entretanto, os processos de recombinacdo homoéloga também podem ser
responsaveis pela introdugdo de sitios homoplésicos e sdo um indicativo de sua ocorréncia
(CRISPELL; BALAZ; GORDON, 2019).

Para observar se 0s eventos de recombinagdo que ocorreram tanto nos nodos ancestrais
qguanto nas amostras decorreram de trocas de material genético apenas entre as linhagens
circulantes, ou se havia o envolvimento de outras populag@es, seriam necessarias analises em

relacdo ao nivel de mistura dessa populacdo. De Been et al. (2013) sugeriram que 0s maiores
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reservatorios de material genético para o clado de amostras hospitalares (Clado A) eram
amostras comensais humanas (Clado B).

Embora tenha sido observado que quase todos os nodos da arvore de filogenia foram
impactados por eventos de recombinacdo, alguns merecem destaque e podem indicar mais
sobre a emergéncia e expansdo de algumas linhagens. Ao que parece, as duas emergéncias do
ST412, detectadas neste estudo, podem ter ocorrido por processos de recombinacdo
homologa, observados pela presenca de eventos no nodo ancestral. Entretanto, a expansao
dessas duas subpopulagdes se deu por outros mecanismos, uma vez que nao foram observados
eventos de recombinagéo nos nodos do ancestral comum mais recente (MRCA).

Por outro lado, o surgimento e expansdo do ST963 e ST896 pode estar relacionado
com processos de recombinagdo, uma vez que todos os nodos ancestrais, incluindo o do
MRCA, foram afetados por eventos dessa natureza. O MRCA do ST896 foi o segundo mais
afetado por eventos de recombinacao, oito eventos no total com uma extensdo de 47.934 pb.
Os nodos relacionados ao surgimento e expansdo do ST963 somam juntos 14 eventos de
recombinacdo com 218.061 pb de bases afetados, sendo que o nodo NODO 91, ancestral que
deu origem a este clado, foi 0o que apresentou sozinho a maior extensdo de eventos de
recombinacéo, 100.427 pb. Estes dados nos remetem ao estudo de Buultjens et al. (2017), que
determinou a origem evolutiva do ST796, um clone epidémico na Australia, através da
utilizacdo de gendbmica comparativa. Os autores descreveram que a mais provavel explicacdo
para 0 surgimento dessa linhagem foi a ocorréncia de eventos de recombinacdo que foram
detectados em seu ancestral recente mais comum. Os mesmos autores relataram que uma
regido gendmica de 170 kb, constituida de genes codificadores de proteinas de transporte
associadas a parede celular, incluindo os translocadores de cadmio e cobre, foi envolvida nos
eventos recombinatdrios propulsores do surgimento do referido clone (BUULTJENS et al.,
2017).

Neste estudo, de forma interessante, foi observada a presenca de eventos de
recombinacdo no MRCA que divide o ST78 do ST412. Entretanto, 0 mesmo nédo se deu para
0 nodo que divide o ST412 do ST963/ST896. Estes achados podem ser resultado do que foi
identificado quanto as diferencas na subunidade S do sistema R-M. Pode-se supor que, por
compartilharem a mesma subunidade de especificacédo, as trocas de material genético entre o
ST78 e 0 ST412 poderiam ocorrer de forma mais constante. Por outro lado, como néo
possuem a mesma sequéncia da subunidade S presente nos ST963 e ST896, as trocas de
material entre esses grupos podem ter sido impedidas por esse sistema.
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O impacto dos eventos de recombinacdo também foi avaliado nos genes que fazem
parte do esquema de caracteriza¢do por MLST, bem como naqueles relacionados a resisténcia
as quinolonas e aos B-lactamicos, particularmente, por terem um padrdo de distribuicédo
caracteristico nas diferentes linhagens identificadas. Os resultados revelaram que apenas 0s
genes atpA e ddl estavam presentes em areas sob efeito de recombinacdo. Os alelos para o
gene atpA séo semelhantes nas quatro linhagens de maior frequéncia. Entretanto, a mudanca
do alelo 1 (ST78-ST412) para o alelo 2 (ST963-ST896) no gene ddl pode residir na presenca
de eventos de recombinacdo nesse gene dentro do respectivo nodo ancestral. A mudanga do
alelo de purK ndo pode ser explicada por processos de recombinagdo. Além disso, como ja
demonstrado, este gene também néo se apresentou sob processos de sele¢do adaptativa.

A presenca de eventos de recombinacdo em genes de manutencdo celular que
compdem o esquema de MLST ja foi amplamente reportado na literatura (HOWDEN et al.,
2013; RAVEN et al., 2016; VAN HAL et al., 2016; WILLEMS et al., 2010) e, por essa razéo,
a reconstrucdo da filogenia baseada em algoritmos como o eBURST ndo se mostram
verdadeiras. A analise da filogenia utilizando inferéncia bayesiana tem se mostrado mais
eficaz para demonstrar as relagdes evolutivas de E. faecium e permitiu determinar que a
formagdo do anteriormente chamado CC17 ndo se deu a partir de um Unico fundador (ST17),
mas sim por maltiplos fundadores (WILLEMS et al., 2012).

Neste estudo, a analise bayesiana corroborou os achados de estrutura populacional e as
relacBes filogenéticas. A observacdo de que o grupo do ST412 apresentava uma origem
polifilética com dois processos de emergéncia e expansdo foram confirmadas. O mesmo
ocorreu para 0 ST963, em que foi possivel observar de uma forma mais clara a divisao desse
grupo em dois subclados. A taxa de mutacdo observada na populagdo foi de 2,34 x 107 SNPs
por sitio por ano.

Num estudo similar, Raven et al. (2017), analisando 293 amostras de E. faecium
isoladas de uma instituicdo hospitalar no Reino Unido no periodo de 2006 a 2012, obtiveram,
através do emprego de analise bayesiana, uma taxa de mutacdo de 2,3 x 10 SNPs por sitio
por ano, valor dez vezes menor que o observado no presente estudo. A taxa de mutacdo
encontrada para amostras pertencentes ao ST17 e ST252 que foram isoladas em institui¢oes
hospitalares australianas num periodo de 12 anos também foi menor do que a relatada no
presente estudo, 1,5 x 10 SNPs por sitio por ano (HOWDEN et al., 2013). Assim, 0s achados
sugerem fortemente que as amostras de E.faecium que circularam nas instituicoes
hospitalares do Rio de Janeiro apresentaram uma evolugdo mais rapida do que tem sido

observado em instituicdes hospitalares dos paises mencionados.
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No estudo que prop0s a divisdo de E. faecium em diferentes clados, os autores
determinaram que a taxa de mutacdo do clado Al, onde se encontram as amostras que
circulam no ambiente hospitalar, seria de 1,49 x 10" SNPs por sitio por ano. As amostras do
clado A2, que estdo associadas a isolados animais, tiveram uma taxa de mutacdo bastante
superior 3,6 x 10® SNPs por sitio por ano. Nas amostras comensais, clado B, a taxa de
mutacdo foi de 1,3 x 10™° SNPs por sitio por ano. Entretanto, como ja mencionado, dados de
outros autores nao suportam essa subdivisdo do clado A (LEBRETON et al., 2013).

Em um estudo recente, Rios et al. (2020) estimaram a taxa de mutagéo de todo o clado
A em 1,21 x 10" SNPs por sitio por ano. Quando avaliado o subclado onde estavam o0 ST78 e
ST412, a taxa de mutagdo foi de 4,67 x 107 SNPs por sitio por ano. J& as amostras do ST17 e
ST18, que pertenciam a outro subclado, obtiveram uma taxa de mutacdo estimada em 6,43 X
10", Esses valores, embora maiores do que o observado no presente estudo, se apresentaram
na mesma ordem de grandeza. Entretanto, cabe ressaltar que variagfes na estimativa da taxa
de mutagdo podem ocorrer por diversas razdes, desde o conjunto de amostras avaliado até o
tipo de analise empregada para obtencéo dos dados.

As andlises das taxas de mutacdo também permitiram estimar o tempo de divergéncia
clonal e datar o MRCA das diferentes linhagens observadas. Os dados indicaram que a
emergéncia do ST78 se iniciou em 1999 e que cerca de seis anos depois, em 2005, ocorreu 0
inicio da primeira emergéncia do ST412. Esta foi prontamente seguida pela sua segunda
emergéncia, com MRCA datado de 2006. Neste mesmo ano, ocorreu o surgimento dos dois
MRCAs que deram origem ao ST963. A emergéncia do ST896 ocorreu mais recentemente,
em 2012,

Além disso, os resultados obtidos neste estudo apontaram que a divisdo dessas grandes
linhagens ocorreu em um periodo anterior: (i) a divisdo do ST78 das linhagens
ST412/ST896/ST963 ocorreu em 1958, ano em que foi estimado o surgimento do MRCA
desses grupos; (ii) a subsequente divisdo do ST412 com o ST963/ST896 ocorreu seis anos
depois, em 1964, quando foi posicionado o0 MRCA deste grupo; (iii) a posterior divisdo do
ST963 e ST896 ocorreu ja no século XXI, no ano de 2004.

Entretanto, a emergéncia de E. faecium no ambiente hospitalar parece ter ocorrido em
um periodo mais distante, embora as datas especificas ainda sejam controversas. No primeiro
estudo que propods a divisdo de E. faecium em um clado hospitalar e um clado de amostras
comunitarias, os autores sugeriram que a separacdo desses grupos ocorreu ha 300 mil anos
(GALLOWAY-PENA et al., 2012). Posteriormente, outro estudo que sugeriu que as amostras

humanas que circulavam no ambiente hospitalar eram relacionadas com amostras animais, e
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propds a divisdo em clado Al (amostras humanas hospitalares) e clado A2 (amostras
animais), os autores determinaram que a separacdo desses clados e a emergéncia de E.
faecium no ambiente hospitalar teria ocorrido 75 anos antes (1938), concomitante com a
introducdo dos antimicrobianos. A separacéo do clado A2 do clado B, que seriam as amostras
comensais humanas, teria ocorrido ha 3 mil anos, mesmo periodo que registra o inicio da
domesticacdo animal (LEBRETON et al., 2013).

Em um estudo recente, os autores sugeriram que a separacdo do clado A do clado B
teria ocorrido ha 2.765 anos. A emergéncia de amostras humanas que circulam no ambiente
hospitalar também teria datado em torno de 502 anos atrds. As posteriores divisdes de
linhagens que circulam dentro do ambiente hospitalar, no caso o subclado ST78-ST412 e o
subclado ST17-ST18, teriam ocorrido em torno do ano de 1718, ou seja, ha 302 anos (RIOS
et al., 2020).

Através das datas estimadas para emergéncia das diferentes linhagens, foi possivel
neste estudo reconstruir uma linha do tempo, que demonstrou a ocorréncia de diversas ondas
de circulacdo de STs. As diferentes linhagens apresentaram um respectivo periodo de
emergéncia, de expansdo, e sequencialmente um decréscimo da sua circulacdo (declinio da
curva), que se deu no mesmo momento em que outros STs comegaram sua expansao.

Manter a diversidade genotipica representa uma estratégia evolutiva pois,
primariamente, aumenta as chances de que um gendtipo adaptativo emergir e se fixar. A
longo prazo, a circulagdo concomitante de diferentes linhagens tende a influenciar o sucesso
ecologico dessa populacdo naquele ambiente, uma vez que, se qualquer tipo de mudanca
extrema ocorrer, haverd uma probabilidade maior de que ao menos um deles seja capaz de se
adaptar, garantindo a sobrevivéncia da populacdo. Além disso, a diversidade genotipica
aumenta a variedade de ambientes e recursos aos quais a populacéo estd adaptada, diminuindo
a competicdo entre essas linhagens (CORDERO; POLZ, 2014; GALHARDO; HASTINGS;
ROSENBERG, 2007; HUGHES et al., 2008).

Com o emprego de testes estatisticos, foi possivel prever que algumas caracteristicas
estavam associadas aos diferentes grupos de STs estudados. Tais analises demonstraram que 0
ST78 foi significativamente o que apresentou 0 menor nimero de SNPs e 0 maior nimero de
CDSs preditos, bem como em seu genoma havia uma maior presenga de ISs e profagos.
Assim, pode-se sugerir que a emergéncia e expansdo do ST78 se deu principalmente por
alargamento do seu genoma acessorio. Este fato torna-se mais relevante considerando que
esse grupo de ST apresentou comparativamente 0 maior nimero desses genes e demonstrou

portar um sistema toxina-antitoxina associado a estabilizacdo de elementos moveis. Ainda que
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estatisticamente tenha apresentado menos mutagdes que o restante dos grupos, um grande
namero dessas variagdes foi de novidades genéticas exclusivas desse grupo, sugerindo que
nesse caso tenha acarretado algum beneficio evolutivo para este grupo.

Considerando que um dos principais objetivos deste estudo consistiu na busca dos
eventos que determinaram a emergéncia do ST412, os resultados obtidos nos levam a sugerir
as seguinte propostas para responder esta questdo: (i) as duas emergéncias do ST412 podem
ter ocorrido apds os eventos de recombinacdo observados em seu nodo ancestral; (ii) a
expansdo dessas duas linhagens, possivelmente, ocorreu por processo de formacdo de
hipermutantes, corroborada pela observacdo de um alto nimero de SNPs nesse grupo,
possivelmente explicado pelo ganho de um codon de parada num sistema de reparo de DNA;
(iii) seu sucesso no ambiente hospitalar pode ter sido decorrente do ganho exclusivo de genes
de parede celular, promovendo variacdes antigénicas em componentes associados ao acido
sidlico (neuABC).

Além disso, pode-se sugerir que 0s processos de recombinacdao no MRCA dos ST963
e ST896 levaram a emergéncia desses grupos. Posteriormente, um balanco entre a reducéo do
genoma acessorio, através da expurgacdo de genes afetados por delecBes e a expansao do
genoma central, com uma maior aquisicdo de genes de resisténcia e de genes de metabolismo
estatisticamente significativa resultaram no sucesso do ST896 no ambiente hospitalar. O
grande numero de unidades de novidade genética e 0 ganho de genes exclusivos associados a
parede celular, metabolismo de aminoacidos e biossintese de metabdlitos secundarios podem
ter sido responsaveis pelo sucesso do ST963.

Ante 0 exposto, fica clara a importancia de se elucidar a estrutura populacional e os
processos evolutivos de um microrganismo que possui notavel relevancia no cenario
hospitalar e que parece que cada vez mais tem se tornado apto a adquirir um arsenal de
mecanismos que aumentam sua adaptacédo e circulagdo nesse ambiente. A determinacdo da
estrutura populacional e a observacdo de diversos mecanismos evolutivos podem apontar as
pistas que auxiliem as agdes de controle dos futuros processos que possam resultar na
emergéncia de novas linhagens ainda mais adaptados. As mudancgas importantes no cenario
epidemioldgico de E. faecium sustentam ainda mais a necessidade do rapido rastreamento
dessas linhagens, para que possa basear acOes efetivas na melhoria de protocolos de controle,
deteccgéo e intervencéo.

Ademais, uma das importantes observacfes feitas neste estudo diz respeito ao rapido
processo evolutivo no qual a espécie E. faecium estd envolvida e o quanto esse tempo é

superior a capacidade humana de criar novas ferramentas de combate e controle. A evolucgéo é
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um fato e o surgimento de linhagens ainda mais adaptadas €, possivelmente, apenas uma
questdo de tempo. E de fato premente que sejam continuamente avaliados os tipos de conduta
que sdo aplicadas nos ambientes hospitalares, o funcionamento dos sistemas de satde, 0 uso
consciente de substancias antimicrobianas e, de maneira ainda mais geral, substancias
poluentes que impactam o ambiente. Desse modo, pode-se estender as proximas geragdes a
chance de manter o uso de antimicrobianos para o tratamento eficaz das doengas infecciosas
bacterianas. Caso contrario, até mesmo infec¢des, ainda que consideradas como de menor

gravidade, podem vir a configurar serios problemas futuros de saude publica.
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CONCLUSAO

Neste estudo foi determinada a estrutura populacional e a analise dos processos
evolutivos que ocorreram em amostras de Enterococcus faecium que circularam em
institui¢Oes hospitalares do estado do Rio de Janeiro no periodo de 2009 a 2016.

A caracterizacdo inicial de 205 amostras bacterianas revelou taxas elevadas de ndo
suscetibilidade a pelo menos dez antimicrobianos distintos, caracterizando a maior parte da
amostragem como multirresistente. Determinantes de resisténcia comuns na espécie,
detectados através de testes de PCR, apresentaram ampla distribuicdo na amostragem
avaliada.

Foram sequenciados os genomas de 74 dessas amostras, cuja analise indicou que pelo
menos 13 STs distintos circularam no periodo estudado, e confirmou a substituicdo da
linhagem anteriormente circulante ST78, pelo ST412. Alem disso, foi identificada a
emergéncia e circulacdo de outras duas linhagens ndo pertencentes ao complexo clonal
circulante no ambiente hospitalar CC17, ST963 e ST896. A reconstrucdo filogenética
permitiu determinar que as principais linhagens circulantes pertenceram a diferentes bracos
filogenéticos e indicaram que mdultiplas linhagens distintas circularam em nosso meio, no
periodo avaliado.

Essas linhagens emergentes resultaram em mudancas na estrutura populacional da
espécie, sugerindo a presenca do alelo purk44 como marcador desses novos STs circulantes.
Além disso, a avaliacdo do conteudo genético permitiu identificar padrdes diferenciados de
circulacdo de genes associados a resisténcia e a viruléncia, como também de elementos
moveis. Os diferentes perfis de substituicdo para genes de resisténcia as quinolonas e aos -
lactdmicos também acompanharam o padrdo de circulacdo dessas linhagens. Porém os
resultados apontaram que alguns desses genes ndo acompanharam um padrdo evolutivo de
neutralidade.

Com a utilizagdo dos recursos de anélise do sequenciamento do genoma completo, foi
possivel identificar ao menos 21 genes distintos associados a resisténcia aos antimicrobianos e
13 genes associados a determinantes de viruléncia, bem como quatro genes envolvidos na
resisténcia aos metais pesados. Alguns genes apresentaram uma ampla distribuicdo na
populagéo. Ressalta-se que foram identificados genes com pouco relato na literatura, como
tet(S) e tet(U), relacionados a resisténcia a tetraciclina, e eatA, associado ao fendtipo LSAP

(lincosamidas-streptogramina A-pleuromutilinas).
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Uma extensa diversidade de familias de plasmideos, ISs e profagos foi identificada na
amostragem, incluindo alguns que possuem como origem outras espécies bacterianas. A
deteccdo de um mobiloma diverso reforgou o conceito da ampla plasticidade genética de
E. faecium.

A anélise conjunta de técnicas fenotipicas de caracterizacdo da susceptibilidade a
niveis elevados de aminoglicosideos e sequenciamento do genoma permitiu identificar a
ocorréncia de incongruéncias fenotipo-gendtipo. Estes achados foram fundamentais para
caracterizacdo de uma variante do gene ant(6’)-la que apresentou modificacdes estruturais
que levaram a perda de sua funcionalidade.

Resultados relativos ao encontro de variagdes no sistema de defesa R-M permitiram
supor que estas podem ter ajudado no processo de expansdo de algumas linhagens, por
atuarem como barreira para troca de material genético.

A composicdo do genoma central e do genoma acessorio foi bastante diversa entre os
grupos de STs e demonstrou diferentes estratégias evolutivas para a manutencdo da
arquitetura gendmica. A expansdo do genoma acessOrio através da aquisicdo de genes
acessorios foi importante para o processo adaptativo do ST78, corroborado pelo elevado
namero de IS e profagos identificados nesse grupo.

Os processos mutacionais levaram a uma baixa diversidade das amostras, porém se
mostraram importantes para as linhagens ST412 e ST78, principalmente quando associados a
efeitos de alto impacto nas proteinas e geracdo de unidades de novidade genética.

Os eventos de recombinacdo foram de extrema importancia para o surgimento das
linhagens ST896 e ST96, sendo identificados primordialmente em nodos ancestrais. Além
disso, foram responsaveis por possiveis mudancas de alelo no gene ddl dentro dessas
subpopulagdes.

Os eventos que determinaram a emergéncia e expansao da linhagem ST412 estiveram
relacionados a processos de recombinagdo em seu nodo ancestral e, posteriormente, a
formagéo de hipermutantes através de modificagdes em sistema de reparo de DNA. O ganho
de genes de parede celular, promovendo a formag&o de variantes antigénicas pode também ter
contribuido para o seu processo adaptativo.

A inferéncia bayesiana permitiu estimar o tempo de divergéncia clonal e indicou a
presenca de sucessivas ondas de emergéncia e expansdo de STs iniciada a partir do ano de
1999. Essas expansoes estiveram relacionadas com diversos processos evolutivos no genoma,

como a aquisicdo de material genético, eventos mutacionais e de recombinac&o.
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Amostra | Ano | Hospital ST N. Reads LELUELLI Cobertura |Contigs| N50 | G+C | tRNA rRNA CDS Tamanho
das Reads do Genoma

CL6583 | 2004 XVI 78 1.295.445 125 55x 197 39,854 | 37,7 48 3 2799 2,8
CL6596 | 2004 XVII 78 248,499 125 10x 370 14,769 | 37,8 33 3 2582 2,7
CL6670 | 2004 v 78 1.437.200 125 61x 189 37,451 | 37,7 48 3 2811 2,8
CL6684 | 2004 I 78 778.43 125 33x 180 39,855 | 37,7 50 3 2805 2,9
CL6729 | 2005 I 78 1.429.426 125 61x 222 35,965 | 37,7 47 3 2804 2,8
CL6787 | 2005 XVIII 78 868.493 151 44x 197 50,067 | 37,7 62 8 2792 2,8
CL6900 | 2005 I 78 1.953.414 126 84x 272 21,507 | 37,4 19 3 2747 2,8
CL6941 | 2005 \ 78 977.868 151 50x 188 | 55,414 | 37,7 61 8 2794 2,8
CL6959 | 2005 I 78 949.552 151 49x 186 51,559 | 37,4 62 8 2845 2,9
CL7045 | 2006 I 78 1.061.343 151 54x 190 55,414 | 37,7 64 8 2771 2,8
CL7087a | 2006 VII 78 575.387 151 29x 191 36,097 | 38 60 7 2514 2,6
CL7093 |2006 XIX 78 258.848 151 13x 169 | 49,709 | 37,8 56 8 2697 2,7
CL7133 | 2006 XX 78 1.676.204 126 72x 127 56,501 | 38 48 3 2498 2,6
CL7153 | 2006 XXI 78 655.772 151 33x 190 | 49,709 | 37,7 63 8 2794 2,8
CL7197 | 2006 v 78 152.177 151 7x 138 34,074 | 37,6 39 7 1745 1,8
CL7435 | 2007 I 78 935.527 151 48x 193 51,559 | 37,7 61 8 2763 2,8
CL7448 | 2007 Vil 78 434.801 151 22x 175 | 49,893 | 37,8 59 8 2669 2,7
CL7611 | 2007 XXII 78 919.888 151 47x 227 41,041 | 37,7 64 7 2845 2,9
CL7720b | 2007 | XXl 78 747.849 151 38x 196 49,461 | 37,8 62 8 2685 2,8
CL8055 |2008 NI 78 441.263 151 22x 244 | 32,622 | 37,8 59 8 2718 2,8
CL8183 | 2008 IX 412 494.663 151 25x 227 31,158 | 37,7 58 6 2761 2,8
CL8216 |2008 I 412 112.009 151 5x 389 | 18,462 | 37,7 62 8 2752 2,9
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Amostra | Ano | Hospital ST N. Reads LELUELLI Cobertura |Contigs| N50 | G+C | tRNA rRNA CDS Tamanho
das Reads do Genoma

CL8226 | 2009 Il 192 1.366.242 126 58x 222 44,996 | 37,7 46 3 2733 2,8
CL8267 | 2009 1] 412 1.218.363 126 52x 191 47,273 | 37,7 50 3 2777 2,8
CL8308 | 2009 1] 412 478.038 151 24x 198 43,451 | 37,7 63 5 2781 2,8
CL8324 | 2009 \ 412 1.366.089 126 58x 196 47,274 | 37,7 50 3 2773 2,8
CL8439 | 2009 Il 192 1.047.782 126 45x 219 41,418 | 37,7 57 3 2734 2,8
CL8450 | 2009 1] 412 963.850 126 41x 198 39,222 | 37,7 57 3 2777 2,8
CL8476 | 2009 v 78 1.153.551 126 49x 164 38,84 | 37,8 55 3 2694 2,7
CL8527 | 2009 I 412 1.768.966 126 76x 194 49,769 | 37,7 58 3 2801 2,9
CL8579 | 2009 VII 1626 | 1.210.602 126 52x 185 34,979 | 37,8 49 3 2666 2,7
CL8655 |2009 I 412 840.997 151 43x 209 | 50,137 | 37,7 60 8 2811 2,9
CL8759A | 2010 1] 412 914.531 151 47x 181 50,931 | 37,7 58 8 2744 2,8
CL8780 | 2010 X 412 898.765 151 46x 181 49,749 | 37,7 56 7 2742 2,8
CL8790 | 2010 1] 1628 | 1.415.593 126 61x 76 124,315| 38 57 3 2492 2,5
CL8793 | 2010 X 412 1.194.469 126 51x 227 36,213 | 37,7 50 3 2740 2,8
CL8924 |2011 IX 963 1.508.367 126 65x 194 | 42,436 | 37,6 55 3 2778 2,8
CL8986 | 2011 v 412 1.396.509 126 60x 208 32,633 | 37,7 56 3 2797 2,8
CL8988 |2011 I 203 1.287.743 126 55x 180 | 40,989 | 37,7 50 3 2800 2,9
CL91e62 | 2011 Il 412 1.310.312 126 56x 215 36,681 | 37,7 54 3 2809 2,8
CL9166 |2011 Il 412 955.012 126 41x 237 | 31,011 | 37,7 52 3 2835 2,9
CL9218 | 2012 Il 412 1.201.432 126 51x 209 32,633 | 37,7 58 3 2792 2,8
CL9263b | 2012 \ 412 193.735 151 9x 229 | 29,492 | 37,7 54 8 2848 2,9
CL9313 | 2013 | XXIV 963 143.943 151 7x 174 31,086 | 37,8 54 8 2168 2,2
CL9361 |2013 \Y 963 1.205.229 126 52x 190 | 37,234 | 37,7 57 3 2678 2,8
CL9373 | 2013 Il 885 1.341.255 126 57x 111 66,275 | 37,9 59 3 2595 2,6
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Amostra | Ano | Hospital ST N. Reads faganhe Cobertura |Contigs| N50 | G+C | tRNA rRNA CDS lelanhe
das Reads do Genoma
CL9386 |2013 Vv 963 1.113.632 126 48x 183 | 45,687 | 37,8 49 3 2695 2,8
CL9388 | 2013 Vv 844 1.147.555 126 49x 213 50,121 | 37,8 56 3 2742 2,8
CL9405 | 2013 Xl 844 2.253.450 126 97x 226 53,968 | 37,8 49 3 2755 2,8
CL9406 | 2013 XI 844 1.178.088 126 50x 238 50,121 | 37,8 49 3 2758 2,8
CL9458 | 2013 1] 253 2.595.203 126 111x 74 141,77 | 37,9 52 8 2633 2,7
CL9540 | 2014 VI 963 1.214.543 126 52x 199 35,057 | 37,8 50 3 2649 2,7
CL9583 |2014 I 963 1.235.153 126 53x 229 | 33,209 | 37,8 48 3 2713 2,8
CL9725 | 2015 VIl ST novo| 405.179 151 20x 191 44,634 | 37,8 59 7 2702 2,8
CL9734 | 2015 Xl 412 761.332 151 39x 217 31,158 | 37,8 63 7 2799 2,8
CL9735 | 2015 XXV 896 464.093 151 23x 216 31,208 | 38 60 8 2729 2,8
CL9747 | 2015 XMl 963 676.526 151 34x 199 | 38,096 | 37,7 59 7 2792 2,8
CL9756 | 2015 XXVI 896 1.785.588 126 77x 229 30,465 | 37,8 53 3 2752 2,8
CL9759 | 2015 | XXVII 412 738.992 151 38x 228 30,561 | 37,7 61 8 2804 2,8
CL9762 | 2015 XV 963 1.036.570 151 53x 252 34,094 | 37,8 55 8 2712 2,8
CL9785 | 2015 Xl 963 1.357.328 151 70x 213 33,984 | 37,8 60 7 2741 2,8
CL9789 | 2015 | XXV 896 724.498 151 37x 250 31,204 | 37,7 51 8 2800 2,9
CL9800 |2015 X1V 896 510.815 151 26x 221 | 31,707 | 37,8 58 6 2778 2,8
CL9804 | 2015 XV 896 1.137.385 151 58x 276 29,962 | 37,9 58 8 2749 2,8
CL9826 |2015 Vil ST novo | 1.384.655 126 59x 198 | 42,868 | 37,8 57 3 2693 2,8
CL9839 |2015 Il 97 1.555.869 126 67x 72 75,318 | 38,1 60 3 2332 2,4
CL9848 | 2015 XXIX 896 1.589.348 126 68x 230 31,547 | 37,8 53 3 2771 2,8
CL9856 |2015 Vil 896 618.350 151 31x 222 | 28,841 | 37,9 57 7 2733 2,8
CL9882 | 2015 XV 896 1.546.628 126 66x 233 31,548 | 37,8 51 3 2761 2,8
CL9947 |2016 XMl 963 1.252.566 126 54x 207 | 32,443 | 37,8 56 3 2654 2,7
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Amostra | Ano | Hospital ST N. Reads LELUELLI Cobertura |Contigs| N50 | G+C | tRNA rRNA CDS Tamanho
das Reads do Genoma
CL10055 | 2016 | XXX 963 1.168.081 126 50x 231 | 35,057 | 37,8 57 3 2697 2,8
CL10189 [2016| XXXI 963 1.139.342 126 49x 240 32,44 | 37,8 53 3 2697 2,8
CL10395 | 2016 XV 896 1.278.745 126 55x 233 | 30,465 | 37,8 56 3 2820 2,9
CL10484 | 2016 1] 412 1.034.019 126 44x 244 30,465 | 37,6 58 3 2909 2,9

Legenda: sequence type (ST); nimero (N); coding sequence (CDS).



