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RESUMO

MELO, Clarissa Martins Christiano. Resisténcia aos antimicrobianos e analises genémicas
comparativas de amostras de Enterococcus isoladas de aguas recreacionais praianas da
cidade do Rio de Janeiro. 2022. 112 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Diferentes fontes de polui¢do impactam os ambientes de aguas praianas (AP), sendo a
contaminacdo fecal extremamente relevante, considerando o risco a satide humana. Nesses ambientes, 0s
membros do género Enterococcus se destacam por apresentar grande capacidade de sobrevivéncia, aliada a
um extenso arsenal de mecanismos intrinsecos e adquiridos de resisténcia aos antimicrobianos. Este estudo
teve por objetivo caracterizar fenotipos e genotipos em 264 amostras de Enterococcus isoladas de aguas de
praias localizadas na zona sul da cidade do Rio de Janeiro (Botafogo, Copacabana, Flamengo, Ipanema e
Leblon), com o proposito de avaliar atributos de multirresisténcia aos antimicrobianos (MRA). Além disso,
a estrutura populacional e filogenia de amostras pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium, obtidas
de AP e de pacientes hospitalizados (PH) foram determinadas, para comparar aspectos relativos a biologia
desses microrganismos em ambos os cenarios. Pelo emprego de MALDI-TOF MS foram identificadas as
seguintes espécies: E. faecium (N=126), E. hirae (N=93), E. faecalis (N=37), E. gallinarum, (N=3), E.
casseliflavus (N=2), E. asini, E. canistestini e E.villorum (uma amostra cada). A taxa de MRA, segundo
testes de disco-difusdo, foi de 50,4%, e foram identificados 70 perfis distintos que incluiram amostras nao
susceptiveis a trés ou mais classes de antimicrobianos. A presenga de determinantes de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclinas foi investigada em amostras de E. faecalis e de
E. faecium por metodologia de PCR. O perfil genotipico prevalente em E. faecalis correspondeu a presenca
concomitante de ant(6')-1a, erm(A), erm(B) e tet(M), enquanto o perfil predominante entre E. faecium foi
composto apenas por mef(4). Foram selecionadas 22 amostras isoladas de AP (7 de E. faecalis e 15 de E.
faecium), para analises por sequenciamento do genoma completo (WGS), além de 20 amostras obtidas de
PH (10 de cada espécie), incluidas para fins comparativos. O tamanho médio do genoma em E. faecalis foi
significativamente maior do que em E. faecium. As diferengas observadas entre amostras de mesma
espécie, porém de origens distintas, ndo foram significativas. A estrutura populacional foi determinada por
MLST deduzida a partir da andlise do WGS. Foram identificados sete STs entre as amostras E. faecalis e
14 STs entre as de E. faecium. Em E. faecalis, o ST21 foi o prevalente e o tinico compartilhado tanto por
amostras oriundas de AP, quanto de PH. Em E. faecium ndo foram observados STs compartilhados entre
os dois cenarios, sendo ST963 o prevalente em amostras isoladas de PH, enquanto os ST94 e ST361 se
destacaram entre as obtidas de AP. Analises filogenéticas de ambas as espécies foram realizadas através da
construgao de matrizes de SNPs. As amostras de E. faecalis foram agrupadas em dois clados bem distintos.
Ja E. faecium mostrou um arranjo em dois clados, porém heterogéneo. O resistoma das amostras de E.
faecalis isoladas de AP foi significativamente mais amplo do que o observado para E. faecium. Entretanto,
entre amostras obtidas de PH ocorreu o inverso. Nos genomas de E. faecalis e E. faecium foram
identificados 10 e 12 profagos, respectivamente. Nao foram identificadas regides associadas ao sistema
CRISPR nas amostras de E. faecium. Por outro lado, para a espécie E. faecalis, sete amostras (cinco de AP;
duas de PH) apresentaram CRISPR1, relacionado a proteina cas; enquanto 12 amostras, (sete de AP; cinco
de PH), apresentaram CRISPR2. Os dados reforcam a necessidade do enfrentamento do problema da
dispersdo de amostras de enterococos multirresistentes aos antimicrobianos em nosso meio, chamando a
atencdo para urgéncia de uma abordagem multidisciplinar com a devida valorizagao da gestdo adequada do
ambiente aquatico, sobretudo as regides praianas.

Palavras chaves: Enterococcus. Aguas praianas. Multirresisténcia. Antimicrobianos. Resistoma.

MLST. WGS.



ABSTRACT

MELO, Clarissa Martins Christiano. Antimicrobial resistance and comparative genomic
analyses of Enterococcus isolates obtained from recreational beach waters in the city of
Rio de Janeiro. 2022. 112 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Different sources of pollution may impact marine environments (ME), being fecal
contamination one of the most relevant, considering the risk to human health. In these environments,
members of the genus Enterococcus are prominent due to their remarkable ability to survive,
combined with an extensive arsenal of intrinsic and acquired mechanisms of resistance to
antimicrobials. This study aimed to characterize phenotypes and genotypes among 264 Enterococcus
strains isolated from water samples obtained in beaches located in the city of Rio de Janeiro
(Botafogo, Copacabana, Flamengo, Ipanema and Leblon), to evaluate their antimicrobial multiresistance
(AMR) traits. The population structure and phylogeny of isolates belonging to E. faecalis and E. faecium
species were investigated and compared to those of isolates recovered from hospitalized patients (HP).
The following species were identified by the use of MALDI-TOF MS: E. faecium (N=126), E. hirae
(N=93), E. faecalis (N=37), E. gallinarum, (N=3), E. casseliflavus (N=2), E. asini, E. canistestini and
E.villorum (one isolate each). The rate of AMR, as determined by disc-diffusion tests, was 50.4%, and
70 profiles were identified. The presence of determinants of resistance to high-level of aminoglycosides,
macrolides and tetracycline was detected by PCR in E. faecalis and E. faecium isolates. The prevalent
genotypic profile in E. faecalis corresponded to the concomitant presence of ant(6')-la, erm(A), erm(B)
and tet(M), while a profile composed by only mef(A) was the most common in E. faecium. Twenty-two
ME isolates (7 E. faecalis and 15 E. faecium) were analyzed by whole-genome sequencing (WGS), in
addition to 20 HP isolates (10 of each species) that were included for comparative purposes. The
average genome size among E. faecalis was significantly larger than among E. faecium. The
differences observed among isolates belonging to the same species, but from different sources, were not
significant. The population structure was determined by MLST, as deduced from WGS analyses. Seven
STs were identified among E. faecalis and 14 STs among E. faecium isolates. ST21 was prevalent
among E. faecalis, and it was identified in both scenarios (ME and HP isolates). Whereas no ST was
shared by E. faecium isolates from distinct sources, ST963 was prevalent among HP isolates, and ST94
and ST361 predominated among ME isolates. Phylogenetic analysis of both species was performed
through the construction of SNP matrices. E. faecalis isolates were grouped into two distinct
clades. On the other hand, E. faecium showed a more heterogeneous arrangement in two clades.
Resistomes were significantly more abundant among E. faecalis ME isolates than among E.
faecium. However, the opposite occurred among HP isolates. Ten and 12 prophages were
identified in the genomes of E. faecalis and E. faecium, respectively. No CRISPR system regions
were identified in E. faecium genomes. On the other hand, seven E. faecalis isolates (five from
ME; two from HP) showed CRISPRI, related to the cas protein; while 12 (seven ME; five HP)
presented CRISPR2. The data reinforce the need to address the problem related to the
dissemination of multidrug-resistant enterococci in natural environments, drawing the attention to
the urgency of a multidisciplinary approach dealing with a proper management of the aquatic
environment, especially in recreational coastal areas.

Keywords: Enterococcus. Marine environment. Multidrug resistance. Antimicrobials

Resistome. MLST. WGS.
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INTRODUCAO

Os membros do género Enterococcus se destacam entre as bactérias Gram positivas de
maior versatilidade no panorama atual da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, devido a
extensao de atributos de resisténcia intrinseca, bem como a sua notavel capacidade de adquirir
e disseminar novos mecanismos de resisténcia. Estas caracteristicas colaboram também para a
sua expressao entre os principais agentes de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude —
IRAS (MILLER et al., 2020; PFALLER et al., 2019).

Esses microrganismos sdo também capazes de crescer em uma ampla faixa de
temperatura (compreendida entre 10°C e 45°C), na presenca de salinidade elevada (NaCl a 6,5
%), em faixa variada de pH e sobrevivem a temperaturas elevadas, como 60°C por 30 minutos
(TEIXEIRA et al., 2019). Certamente, tais caracteristicas fisiologicas contribuem para que os
enterococos sejam amplamente distribuidos na natureza e possam ser encontrados nos mais
diferentes ambientes, seja como um dos componentes mais comuns € numerosos da
microbiota do trato intestinal de animais homeotérmicos, como mamiferos e aves, mas
também em ambientes hidricos, solo, plantas e alimentos (BYAPPANAHALLI et al., 2012;
ELGHAIEB et al., 2020; TORRES et al., 2018).

Segundo o sitio eletronico LPSN - List of Procaryotic Names with Standing in
Nomeclature (disponivel em http://www.bacterio.net/, Gltimo acesso em setembro de 2021), o
género Enterococcus € composto por cerca de 60 espécies, além de duas subespécies. Porém,
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo responsaveis pela quase totalidade das
infec¢des enterococicas nos seres humanos (GILMORE et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2019).

As infec¢des enterococicas mais comuns sao as do trato urinario, de feridas e da
corrente sanguinea. A participacdo de enterococos na etiologia de infecgdes graves, como
septicemias e endocardites, requer a adocdo de antibioticoterapia efetiva, cujo sucesso ¢
comumente prejudicado pelo extenso arsenal de resisténcia aos antimicrobianos, presente
nesses microrganismos. Assim sendo, a emergéncia de amostras apresentando mecanismos de
resisténcia adquirida aos antimicrobianos, tem sido associada a elevados indices de morbidade
e de mortalidade em pacientes hospitalizados, por limitar drasticamente as op¢des terapéuticas
(BEGANOVIC et al., 2018; GIANNELLA et al., 2020).

Os enterococos chamam a aten¢do no cenario mundial por se tratar de um género que
exibe resisténcia intrinseca a diferentes classes de antimicrobianos, incluindo os

recomendados para o tratamento de infec¢des causadas por microrganismos Gram positivos,
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tais como: cefalosporinas, lincosaminas, beta-lactimicos e aminoglicosideos. Além disso,
membros das espécies E. gallinarum e. casseliflavus sdo intrinsecamente resistentes a
vancomicina, bem como E. faecalis exibe essa caracteristica para as estreptograminas
(MURRAY, 1990; HOLLENBECK; RICE, 2012, GIANNELLA et al., 2020).

Mecanismos adquiridos, decorrentes de mutagcdes ou aquisicdo de DNA
extracromossomico, como plasmideos e transposons, quando expressos, induzem resisténcia a
niveis elevados de aminoglicosideos (tais como, gentamicina, estreptomicina € canamicina —
fenotipo HLAR, do inglés high-level aminoglycoside resistance), p-lactamicos (ampicilina e
penicilina), quinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina) e glicopeptideos (vancomicina e
teicoplanina). Soma-se ainda, a emergéncia da resisténcia a antimicrobianos de uso mais
recente, como linezolida, quinupristina/dalfopristina e tigeciclina (BENDER et al., 2018;
GAGETTI et al., 2019; GARCIA-SOLACHE, RICE, 2019; LEE et al., 2020).

A resisténcia intrinseca a niveis baixos de penicilina nos enterococos esta associada a
producao de PBPs apresentando baixa afinidade para esses antimicrobianos, especialmente
para a PBP5. Enquanto a resisténcia a niveis elevados ¢ associada as mutagdes pontuais e
cumulativas nos sitios ativos das PBPs ou na sua hiperprodugao. Ja a resisténcia intrinseca aos
aminoglicosideos se déd pela reducdo do transporte ativo da droga para o interior da célula
bacteriana, enquanto a resisténcia em niveis elevados ocorre pela altera¢do do sitio alvo na
subunidade 30S do ribossomo, devido a mutagdes no cromossomo bacteriano, ou ainda a
expressao de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAs) (MILLER et al., 2016;
VAN TYNE; GILMORE, 2014; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

Dentre os gendtipos associados a resisténcia a niveis elevados de diferentes
aminoglicosideos (HLAR), o gene aac(6’)-le-aph(2’)-la, que codifica uma enzima
bifuncional, com propriedades de acetilacao e fosforilagdo simultaneas, ¢ o mais frequente.
Outros genes, ja descritos sdo: aph(2”)-1b, aph(2”)-Ic, aph(2’)-1d, aph(3’)-1lla, ant(4’)-1a,
ant(6)-1a, ant(3”)-la, ant(9’)-la e ant(9’)-Ib. Porém, a resisténcia a niveis elevados de
estreptomicina ¢ codificada apenas pelos genes ant(6)-1a, ant(3”)-1a, ant(9’)-1a e ant(9’)-1b,
além de mutagdes que levam a alteragdes na subunidade 30S do ribossomo (GILMORE et al.,
2014; PADMASINI et al., 2014).

A resisténcia a niveis elevados de glicopeptideos, principalmente vancomicina,
caracterizam amostras reconhecidas como VRE (vancomycin-resistant enterococci). A
vancomicina atua ligando-se com alta afinidade a por¢ao C-terminal do dipeptideo D-alanina-
D-alanil (D-Ala-D-Ala) ao pentapeptideo precursor do peptideoglicano, e impede tanto a

etapa de transglicosilagdo dos demais precursores da cadeia de peptideoglicano, quanto
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transpeptidagdo. O mecanismo de resisténcia ¢ determinado pela presenga de genes que
codificam enzimas para a sintese de precursores com baixa afinidade pelo antimicrobiano, nos
quais o residuo C-terminal D-Ala ¢ substituido por D-lactato (D-Lac) ou D-serina (D-Ser),
modificando, portanto, o sitio de ligagdo do antimicrobiano (ZENG et al., 2016). Sao
conhecidos nove fendtipos de resisténcia a vancomicina (VanA, B, C, D, E, G, L, M e N),
sendo VanA e VanB os mais frequentes. O fendtipo VanA deve-se a um eficaz mecanismo
que requer um sistema regulador de dois componentes, VanR e VanS, e trés enzimas, VanH,
VanA e VanX. O sistema de dois componentes percebe a presenga do antimicrobiano e, em
sequéncia, ativa a expressao dos genes vanH, vanA e vanX, efetores da resisténcia. O operon
completo — vanRSHAXY — ¢ parte integrante do Tn/546 ou transposons relacionados, que sao
geralmente localizados em plasmideos transferiveis (GARCiA—SOLACHE, M.; RICE, L.B,,
2019; STOGIOS, P.J.; SAVCHENKO, A., 2020)

Em enterococos, 0 mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos da classe quinolonas
(como, ciprofloxacina, norfloxacina e levofloxacina) ¢ decorrente, principalmente da
ocorréncia de mutagdes em regides especificas conhecidas como QRDR (do inglés, guinolone
resistance-determining regions) nos genes gyrA e gyrB para DNA girase e parC e parE para
topoisomerase IV (CORREIA et al., 2017; KIM et al., 2018).

Dentre os antimicrobianos mais recentemente aprovados e utilizados no tratamento das
enterococcias graves estdo a linezolida e a daptomicina. A primeira, pertencente a classe das
oxazolidinonas, atua inibindo a sintese proteica, enquanto a segunda ¢ um lipopeptideo ciclico
de a¢do bactericida, que atua nos canais de calcio da membrana celular bacteriana, causando a
sua consequente despolarizagio (CANTON et al., 2010; GILMORE et al., 2014). Apesar de
ainda ser evidenciada em baixa frequéncia, ja foram detectadas amostras albergando
caracteristicas de resisténcia a esses antimicrobianos. A resisténcia a linezolida estd
relacionada a presenga de mutacdes no rRNA 23S e a aquisicdo de uma metiltransferase
codificada pelos genes cfir (ARIAS et al., 2008). Enquanto, para daptomicina, mutagdes nos
genes liaF'SR, responsaveis pela regulagdo da resposta ao estresse celular, foram apontadas
como determinantes do fenotipo de resisténcia (EDELSBERG et al., 2014; MUNITA et al.,
2012).

O aumento progressivo do isolamento de amostras de enterococos apresentando
resisténcia a uma ampla variedade de antimicrobianos, € preocupante sob o ponto de vista
terapéutico, impactando a epidemiologia das doengas enterococicas. Assim, o tratamento de
escolha para as enterococcias graves (como bacteremias e endocardites), que consiste

basicamente na agdo sinérgica entre um aminoglicosideo (geralmente gentamicina) e um
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agente ativo para parede celular (como ampicilina ou vancomicina), tem se mostrado ineficaz,
frente ao surgimento e propagacdo de amostras resistentes a niveis elevados de B-lactamicos,
glicopeptideos e aminoglicosideos, inviabilizando o efeito terapéutico esperado (MILLER et
al., 2020). Também ja& foi relatado que, ao menos em algumas situacdes. a aquisi¢ao da
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos parece ser uma etapa que precede e facilita
a aquisicdo de resisténcia a outros antimicrobianos, sobretudo aos glicopeptideos,
favorecendo também o surgimento de amostras multirresistentes (JABBARI et al., 2019;
MILLER et al., 2020; YIM et al., 2017).

A resisténcia antimicrobiana ¢ reconhecida como um dos principais desafios de saude
global do século 21. Assim, apesar de novas alternativas terapéuticas, amostras de
Enterococcus multirresistentes permanecem como um grave problema de satde publica. A
importancia destes microrganismos, foi referendada em um documento da Organizagio
Mundial de Satude, em 2017 (WHO, 2017), que diante da atual urgéncia de a¢des de controle
de microrganismos multirresistentes ¢ com a intengdo de orientar e promover politicas que
incentivem a pesquisa em ciéncia basica ¢ o desenvolvimento de novos antimicrobianos,
elaborou uma lista contendo 12 patdgenos a serem considerados como alvos prioritarios para
tais investimentos Nessa lista, estdo incluidos E. faecium resistentes a vancomicina na
categoria de prioridade alta quanto a necessidade de esforcos imediatos para pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos e seu efetivo controle. Adicionalmente, os
enterococos resistentes a vancomicina, tanto a espécie E. faecium quanto E. faecalis, também
estdo incluidos em uma lista de patogenos que configuram preocupante ameaga a saude
humana, pelo Centers for Disease Control and Prevention, dos EUA (CDC, 2019).

A importancia da emergéncia e dispersdo da resisténcia aos antimicrobianos tém sido
historicamente reportadas sob perspectivas médicas. No entanto, mais recentemente, 0s
ecossistemas naturais, também, tém sido apontados como importantes reservatorios de
amostras multirresistentes e de determinantes genéticos de resisténcia. Neste contexto,
ambientes aquaticos, particularmente aqueles sujeitos a impactos antropogénicos, como as
aguas costeiras, tém sido incluidos na elabora¢do de estratégias de controle da resisténcia
antimicrobiana. Deve-se a isto o fato de que estes ambientes, quando gerenciados de maneira
equivocada, sdo considerados uma via convergente para os residuos gerados por atividades
humanas e saneamento (D'COSTA et al., 2011; HERNANDO-AMADO et al., 2019; KNAPP
et al., 2010).

De acordo com HATOSY & MARTINY (2015), existem trés principais vias que

explicam a manuten¢do de genes de resisténcia aos antimicrobianos no ambiente marinho, que
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sdo: (i) o escoamento de amostras terrestres advindas de outros ambientes; (ii) a presenca de
amostras selecionadas por impacto antropogénico (como por exemplo rejeito sanitirio sem
tratamento); (iii) a presenca de amostras selecionadas frente a resposta a agentes
antimicrobianos previamente existentes no proprio ambiente marinho, haja visto que a
existéncia dos genes que codificam a resisténcia aos antibidticos sdo anteriores a descoberta
dos mesmos.

Sabendo-se que sistemas aquaticos podem conter uma diversidade de microrganismos,
incluindo os patogénicos, sdo estabelecidos critérios que definem parametros de qualidade
microbioldgica da agua. Considerando que a maioria dos agentes patogé€nicos de veiculagao
hidrica tem origem nas fezes humanas, uma condi¢do para a avaliagdo da qualidade
microbioldgica da agua ¢ o exame de bioindicadores de contaminagdo fecal. (APHA, 1995;
CONAMA, 2000). Dentre eles, destacam-se Escherichia coli e Enterococcus, que sao
reconhecidos como indicadores bioldgicos de contaminagdo, particularmente por serem
representantes da microbiota intestinal de animais homeotérmicos (APHA, 1995; EPA, 2000;
NICHOLS, 2006; ARAGONES et al., 2016).

Estima-se que globalmente ocorram mais de 120 milhdes de casos de doencas
gastrointestinais ¢ 50 milhdes de doengas do trato respiratdrio por ano, causadas por contato
com aguas costeiras potencialmente contaminadas por microrganismos patogénicos
provenientes de despejos domésticos e industriais. Nas andlises para a determinacdo da
qualidade microbiologica da agua, o género Enterococcus ¢ quantificado de maneira isolada,
devido sua importdncia como marcador de balneabilidade, sendo um dos parametros
utilizados pelo Instituto Estadual do Ambiente (INEA), 6rgido responsavel por analises
ambientais no Estado do Rio de Janeiro (SOALHEIRO-ROMANO et al., 2021).

Os riscos para Saude Publica se agravam considerando que espécies de Enterococcus
podem permanecer vidveis em d4guas praianas, estando presentes também na areia ou
associados as algas e animais marinhos. Esses microrganismos, além de serem provaveis
carreadores de uma variedade de determinantes de resisténcia, incluindo aos antimicrobianos,
biocidas e metais, podem também portar fatores especificos de viruléncia.

Assim, ecossistemas marinhos configuram-se como potenciais reservatorios tanto de
genes de resisténcia, quanto de viruléncia bacteriana, além de possibilitar a disseminacdo
dessas propriedades entre microrganismos diversos (DADA et al., 2013; HERNANDO-
AMADO et al, 2019; TURBOW et al., 2003; VIGNAROLI et al., 2013). Estudos
demonstrando a diversidade de elementos genéticos moveis, como plasmideos, integrons e

profagos portadores de genes de resisténcia aos antimicrobianos e de viruléncia, além da
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provavel transmissdo desses determinantes entre espécies e géneros distintos ja foram
relatados (ALM et al., 2014; EDIRSANA et al., 2014; NAPPIER et al., 2020; ZAHEER et al,
2020).

Os principais fatores de viruléncia mais frequentemente associados as amostras
pertencentes a espécie E. faecalis correspondem a proteina de superficie — Esp — codificada
pelo gene esp; a metaloprotease (GelE) e a serinoprotease (Spr), pelos genes gelE e sprE,
respectivamente; a substancia de agregagdo, relacionada ao gene agg, que além atuar na
adesdo bacteriana, também facilita a troca de plasmideos, como integrante de um sistema de
conjuga¢do feromonio-dependente; outras adesinas como EfaA, ou antigeno A (gene efaAd)
(também descrito como antigeno A) e ACE que liga colageno (gene ace); e uma citolisina,
codificada pelo conjunto génico cyl. Esta tltima parece ser o unico fator relacionado a um
curso infeccioso mais grave (LINDENSTRAUSS et. al., 2011; MADSEN et al., 2017; VAN
TYNE et al., 2013).

Em relagdo a espécie E. faecium, destacam-se adesinas de superficie como, Acm
(codificada por acm), que se liga ao coldgeno, e a expressdo de pili, principalmente, PilA
(codificado por genes fins) e a proteina SagA, (codificada pelo gene sagA), considerada
especifica desta espécie e que tem a fungdo de se ligar amplamente as proteinas da matriz
extracelular. Além destes, uma glicosil hidrolase, proteina Hyl (codificada pelo gene hylefm),
tem sido frequentemente encontrada em amostras associadas ao ambiente hospitalar. Mesmo
em frequéncia menor que para E. faecalis, amostras de E. faecium, podem também apresentar
uma citolisina (codificada pelo conjunto génico cy/) e (gelatinase (codificada pelo gene gelF)
(FREITAS et al., 2018b; GAO et al., 2018; PANESSO et al., 2011).

A diversidade crescente de enterococos, ilustrada pelos variados determinantes
genéticos envolvidos e fendtipos expressos, e, em algumas situacdes, a especificidade dos
seus padrdes emergentes de resisténcia aos antimicrobianos ressaltam a necessidade de seu
continuo rastreamento e da utilizagdo de métodos precisos para o seu reconhecimento e
caracterizacdo. A aplicacdo de métodos moleculares tem se mostrado fundamental ao
esclarecimento de diversos aspectos da epidemiologia desses microrganismos. Dentre os
métodos moleculares utilizados, a técnica de PFGE (do inglés, pulsed-field gel
electrophoresis) foi inicialmente considerada como padrao-ouro para tipificagdo molecular de
Enterococcus. Porém, desvantagens inerentes a essa metodologia, particularmente quanto a
dificuldade de comparacgdo entre os resultados obtidos por diferentes laboratdrios, limita o seu
emprego em analises interinstitucionais (MALATHUM et al., 1998; PEGUES et al., 1997;
RANGBERG et al., 2019; WERNER et al., 2007).
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Por outro lado, a metodologia de tipagem de sequéncias em multiplos loci (MLST,
Multilocus Sequence Typing) mostrou agregar um maior nimero de vantagens para as analises
de diversidade de microrganismos, particularmente por permitir o compartilhamento de
dados, o que veio a facilitar os estudos epidemiologicos globais e andlises da estrutura
populacional de varias espécies bacterianas. Além disso, também pode ser utilizada com
maior eficicia em avaliagdes que contemplem periodos longos de analise em estudos
retrospectivos (IBARZ—PAV()N; MAIDEN, 2009; MAIDEN, 2006; PEREZ-LOSADA et al.,
2013).

A metodologia de MLST baseia-se na caracterizagdo da sequéncia de um conjunto de
genes de manutencdo celular (no inglés, housekeeping genes), para caracterizagao de tipos (ou
clones) e complexos clonais (CCs), que podem ser comparados em bancos de dados
internacionais. Cada locus génico analisado apresenta uma determinada sequéncia (sequéncia
alélica) e recebe um numero, que identifica o respectivo alelo. Normalmente, sdo avaliadas
sequéncias internas de sete genes de manuten¢do celular, em protocolos espécie-especificos.
O conjunto de niimeros de todos os genes representa um perfil alélico, que define a sequéncia
tipo — ST (do inglés, sequence type) de cada amostra bacteriana avaliada. Assim, cada
mudanga na sequéncia nucleotidica ¢ contada como um evento genético unico e independe do
nimero de polimorfismos envolvidos, resultando em uma abordagem simplificada, porém
bastante informativa para analise da diversidade de microrganismos (MAIDEN et al., 2013).

Particularmente para E. faecalis e E. faecium, os estudos empregando MLST, foram
fundamentais tanto nas andlises epidemiologicas, quanto na determinagdo de padrdes de
descendéncia evolutiva, identificando subpopulacdes altamente especializadas e adaptadas ao
ambiente hospitalar e de distribuigao global (RAVEN et al., 2016; VAN HAL et al., 2016). A
partir de estudos empregando MLST foram identificados complexos clonais destacados, como
o CC17, para a espécie E. faecium, e o CC2, para E. faecalis. Ambos agregam amostras que
apresentam caracteristicas de multirresisténcia além de determinantes de viruléncia como
adesinas, citotoxinas e enzimas hidroliticas (GUZMAN-PRIETO et al, 2016; RUIZ-
GARBAJOSA et al., 2006; TOP et al., 2008).

Entretanto, tais analises ja foram questionadas, considerando que essas subpopulagdes
bem-sucedidas haviam sido agrupadas em complexos clonais a partir do emprego de
algoritmos como por exemplo, eBURST (FEIL et al., 2004), que nao valorizaram os multiplos
eventos de recombinacdo genética, tdo comuns nessas espécies. Assim sendo, avaliagdes
adicionais alertaram para a necessidade do emprego de analises matematicas alternativas, que

incluiram a previsdo desses eventos genéticos na determinagdo da estrutura populacional
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dessas espécies de Enterococcus. 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 padrdes de ascendéncia e recombinagdes
clonais identificadas, em vez de tentar recuperar informagdes filogenéticas ou implementar
um modelo de agrupamento filogenético como os algoritmos anteriormente utilizados
(AAMODT et al., 2015; FREITAS et al., 2016; FUJIKURA et al., 2019; WILLEMS et al.,
2012).

O sequenciamento do genoma completo (WGS - Whole-Genome Sequence), que inclui
0 core genoma e genes acessorios, tem contribuido sobremaneira para o estudo da dindmica
das infeccoes humanas. Estratégias empregando WGS para o estudo da dispersdo de amostras
de enterococos resistentes a vancomicina (VRE, vancomycin-resistant Enterococcus), se
mostraram fundamentais na definicdo da complexa rota de transmissao de amostras E.
faecium inter- ¢ intra-hospitalar, identificando a amplitude do problema e a sua relevancia em
escala global (RAVEN, 2017). Adicionalmente, andlises do sequenciamento do genoma
completo, aliado aos estudos de epidemiologia molecular, constituem importantes ferramentas
para acessar genomas bacterianos. A possibilidade de analises de gendmica comparada
permite a avaliacdo de genes de resisténcia, monitoramento da abundancia do mobiloma
(constituido de elementos genéticos exdgenos incluindo profagos, plasmideos e elementos
conjugativos integrados), como também a deteccio de genes cripticos e precursores,
essenciais para a determinagdo de aspectos relacionados a origem e dispersdo da resisténcia
aos antimicrobianos (BAKER et al., 2018). Analises de multigenomas de E. faecalis e E.
faecium demonstraram que ambas as espécies t€ém um pangenoma aberto, comprovando que
podem eficientemente adquirir e integrar DNA externo em seu pool genético. A aquisi¢ao e
troca de elementos modveis tém sido valorizadas como importantes atributos a serem
considerados nas analises da diversidade gendmica dessas espécies (GARCIA-SOLACHE,
RICE, 2019; TYSON et al., 2018).

Além disso, a utilizacdo de WGS associado a ferramentas de bioinformatica vem
permitindo, também, a obtencdo de informagdes sobre o caminho evolutivo das espécies de
Enterococcus, desde seu papel como microrganismos comensais até a atual condi¢do de
importantes agentes de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Assim, a
elucidacdo da estrutura populacional e dos processos evolutivos que levam a emergéncia de
determinadas subpopula¢des sdo um pré-requisito para o efetivo controle de amostras

multirresistentes adaptadas ao ambiente hospitalar (FREITAS et al., 2021).
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Entretanto, pouco ainda se conhece sobre a estrutura das populagdes e rotas de
transmissdo de enterococos multirresistentes ¢ circulantes no ambiente natural (como o solo ¢
a agua), em alimentos e em diferentes hospedeiros. Andlises das sequéncias gendmicas tem
oferecido importantes informagdes sobre os genes envolvidos na resisténcia dentro e fora do
cenario hospitalar, identificando aqueles que sdo compartilhados por amostras de diferentes
origens (ARGUDfN etal., 2017; TORRES et al., 2018; ZAHEER et al., 2020).

Adicionalmente, as abordagens cientificas atuais ndo restringem o problema da
resisténcia aos antimicrobianos exclusivamente as unidades de satde, considerando que a
maioria dos ecossistemas sdao colaboradores ativos para o seu surgimento, aquisicdo e
disseminagio. Dessa forma, os conceitos altamente integrativos de Satde Unica (One Health)
e de Saude Global (Global Health), apoiados em uma visdo holistica e interdisciplinar e
baseados na ideia de que a saide humana, animal e dos ecossistemas sao interdependentes,
tém sido preconizados, na atualidade, para tratar dos problemas associados a doencas
infecciosas em geral, e em particular, a resisténcia antimicrobiana. Adicionalmente, as
abordagens em Satide Unica sustentam investigagdes e desenvolvimento de novas ferramentas
bioquimicas, microbioldgicas, ecoldgicas bioinformaticas e computacionais necessarias ao
entendimento e controle do problema da resisténcia aos antimicrobianos em escala mundial
(BAQUERO et al. 2019). Ja € reconhecido que sem a aplicagdo desses conceitos na gestao e
implementa¢do de medidas efetivas, a perspectiva ¢ de um relevante agravamento do
problema nos proximos anos (COLLIGNON; MC EWEN, 2019; DANNER et al., 2019;
MOREHEAD; SCARBROUGH, 2018; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2020).



1.

1.1

29

OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar fendtipos e gendtipos de amostras de Enterococcus obtidas de aguas

costeiras recreacionais de praias da cidade do Rio de Janeiro, RJ, visando a elucidacao de

aspectos relativos a ocorréncia de caracteristicas de multirresisténcia aos antimicrobianos.

1.2

Objetivos especificos

a) Identificar e caracterizar amostras multirresistentes de Enterococcus, sobretudo
aquelas que apresentaram marcadores de resisténcia classicos, reconhecidos como de
risco elevado de disseminagdo (resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos,
glicopeptideos, beta-lactimicos, quinolonas, tetraciclinas) ou emergentes (resisténcia
a linezolida, quinupristina/dalfopristina, tigeciclina);

b)  Determinar as espécies mais frequentemente associadas a multirresisténcia e os
perfis de resisténcia multipla a antimicrobianos entre amostras de Enterococcus
isoladas do ambiente avaliado (4guas praianas);

c) Analisar sequéncias gendmicas de amostras selecionadas das espécies E.
faecalis e E. faecium obtidas de dguas praianas, assim como genomas de amostras de
origem humana (pacientes hospitalizados), aplicando diferentes ferramentas de
bioinformatica, para a investigacdes comparativas sobre o contetido genético dessas
amostras;

d) Identificar os determinantes genéticos nos genomas selecionados, em relacao a
aquisicdo de elementos associados a evolugdao de linhagens multirresistentes e de
viruléncia destacada;

e) Caracterizar a estrutura populacional através da andlise do polimorfismo
genético (sequéncias de multiplos genes — MLST) e grupos clonais predominantes;

f)  Reconstruir a filogenia das amostras selecionadas, circulantes em ambos os
cendrios (4aguas praianas e infeccdo ou colonizacdo em pacientes hospitalizados) e no

periodo avaliado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foram avaliadas 264 amostras bacterianas pertencentes ao género Enterococcus
isoladas de 4guas recreacionais praianas da regido metropolitana do Rio de Janeiro, sendo
duas pertencentes a Baia de Guanabara (praias do Flamengo e de Botafogo) e outras trés em
regides de mar aberto (praias de Copacabana, Ipanema e Leblon).

As coletas foram realizadas no periodo de dezembro de 2013 a marco de 2014, na
zona de arrebentacdo das referidas praias, a cerca de 15 cm da superficie e em locais com
cerca de 1 metro de profundidade, de acordo com as recomendagdes do INEA (Instituto
Estadual do Ambiente, RJ). Para o isolamento dos Enterococcus, um volume de 500 mL de
agua obtida de cada praia foi filtrado em uma membrana de 0,22 pm, estéril, com auxilio de
bomba a vacuo. Ap0s a filtragem, a membrana foi imersa em 5 mL no meio STGG (do inglés
Skim milk, tryptone, glucose and glycerin O’BRIEN et al., 2001) e submetida a ultrassom
(Soni-Tech, Bransonic 3510R, MT) em 3 ciclos de 1 minuto. Uma aliquota da suspensao
resultante foi semeada em Caldo Enterococcosel (BD Diagnostics, NJ, EUA) que, em
sequéncia, foi incubado a 36°C£1°C por 18h-24h. Dos tubos que apresentaram enegrecimento,
sugestivo do crescimento de enterococos, foi retirada uma aliquota que foi, entdo, semeada
em meio agar Enterococcosel (BD Diagnostics). Apos o periodo de incubagdo a 36°C+1°C por
18h-24h, coldnias sugestivas de Enterococcus foram selecionadas e inoculadas em meio de
TSA (do inglés, trypticase soy agar - Agar triptona de soja, BD Diagnostics). Cada colénia
selecionada foi considerada como uma amostra individual e nomeada de acordo com a origem
de isolamento.

ApOs estas etapas as amostras bacterianas foram estocadas a -20 °C, sob a forma de
suspensdes preparadas em solu¢do contendo Skim Milk a 10% (p/v) e glicerol a 10% (v/v) e
mantidas na colecdo de culturas do Laboratério de Apoio Biotecnoldgico, do Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os protocolos de
coleta do material, com a colaboragdo do INEA-RJ, e as andlises iniciais para caracterizagao
das amostras bacterianas (TEIXEIRA et al., 2019) encontram-se mais detalhados em um

estudo anterior de nosso grupo (MELO, 2015).
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Para as andlises conduzidas neste estudo, foram selecionadas amostras representativas
das espécies identificadas no estudo anterior. As amostras, mantidas em colecdo de culturas,
foram reativadas através de semeadura por esgotamento em meio de agar sangue (AS),
contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro (Plast Labor, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
seguido de incubacdo a 36°C+1°C, durante um periodo de 18h-24 h. Apos este periodo, as
placas foram avaliadas para evidenciacdo do crescimento caracteristico de enterococos
(morfologia colonial e atividade hemolitica) em culturas puras.

Para andlises filogenéticas e filogendmicas comparativas foram incluidas 20 amostras
obtidas de material clinico humano, sendo 10 pertencentes a espécie Enterococcus faecalis €
10 & Enterococcus faecium, que também foram isoladas em estudos anteriores de nosso grupo
(FARIA, 2017; SOUZA 2020). Além dessas, amostras de referéncia ou variantes de interesse,

foram incluidas como controles para as diferentes metodologias que compuseram este estudo.

2.2 Caracterizacdo das Amostras Bacterianas por Espectrometria de Massa — MALDI

TOF MS

A confirmagdo da caracterizagdo das amostras foi realizada por andlise de
espectrometria de massas por MALDI-TOF MS (do inglés Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight Mass spectrometry) utilizando-se o espectrometro de
massas Microflex LT (Bruker Daltonics, Alemanha), e o software Maldi Flex Control
Biotyper 3.0 no modo automatico, com intervalo de 2.000 a 20.000 m/z, para geracdo de
espectros e escores de confiabilidade.

Para tal, as amostras foram semeadas em placas de AS (Plast Labor) e incubadas por
18h-24h a uma temperatura de 36°C +1°C. A partir do crescimento assim obtido, uma coldnia
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). Sobre o material depositado, foi aplicado 1pul da matriz HCCA (4cido a-ciano-4-
hidroxicinamico, Bruker Daltonics®). Apos secagem dos materiais, a placa de ago foi
instalada no equipamento para ser submetida a analise.

Para a analise dos resultados obtidos foram considerados os padrdes de confiabilidade
determinados pelo fabricante: escores de 0,000 a 1,699 sdao considerados como identificagao

nao confidvel"; de 1,700 a 1,999 como provavel identificagdo de género; de 2,000 a 2,299
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como identificacdo segura de género e provavel identificacdo de espécie; de 2,300 a 3,000

como identificagdo segura de género e altamente provavel para espécie.

2.3 Determinacio da Susceptibilidade aos Antimicrobianos

A susceptibilidade a 18 antimicrobianos foi avaliada pela metodologia de difusdo em
agar, conforme as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2020) e do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2020).
Foram utilizados discos contendo os seguintes antimicrobianos: ampicilina (10ug),
ciprofloxacina (5ug), cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug), estreptomicina (300ug),
fosfomicina (200pg), gentamicina (120pg), imipenem (10png), levofloxacina (5ug), linezolida
(30pg), nitrofurantoina (300ng), norfloxacina (10png), penicilina (10pg), rifampicina (5pg),
teicoplanina (30ug), tetraciclina (30pg), tigeciclina (15 pg) e vancomicina (30pug). Os discos
com concentragdes elevadas de gentamicina (120pg e estreptomicina (300pg) foram
utilizados com a finalidade de deteccao do fenotipo HLAR.

Amostras multirresistentes aos antimicrobianos foram consideradas aquelas que se
apresentaram nao susceptiveis a pelo menos trés classes antimicrobianos. Amostras nao
susceptiveis incluiram tanto as que se apresentaram na categoria resistente, quanto na
intermediaria. Taxas de multirresisténcia foram consideradas a partir do percentual relativo ao
somatorio das categorias resistente e intermedidria em relacdo ao total das amostras por
espécie. As amostras de referéncia E. faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC 51299 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram incluidas para controle de qualidade.

2.4 Deteccao dos Genes Associados a Resisténcia aos Antimicrobianos

A presenca de genes associados a resisténcia adquirida a niveis elevados de
aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclinas foi verificada em todas as amostras pertencentes
as espécies E. faecalis e E. faecium, isoladas de aguas recreacionais praianas, independente do

fendtipo obtido por testes de difusdo em agar (susceptiveis e nao susceptiveis).

2.4.1 Obtencdao do DNA

A obtencdo do DNA foi realizada utilizando-se a resina Chelex 100 (Bio-Rad
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Laboratories, EUA), com base nas recomendagdes de Pinto et al. (2013). A partir de um
crescimento recente (18h-24h a 36°C£1°C) em meio AS (Plast Labor), foram preparadas
suspensdes bacterianas densas em 200 puL de solugdo resina Chelex a 5%, acrescida de 2uL
de Proteinase K (20 mg/mL, Sigma-Aldrich Co., San Louis, MO, EUA). As suspensdes foram
incubadas a 50 °C por 1 h, seguida de homogeneizacao em vortex por 10 s e, em sequéncia, as
foram aquecidas a 95 °C por 10 min. Ap6és nova homogeneizagdo em vortex por 10 s, as
suspensdes foram centrifugadas a 12.000 g por 3 min. Os sobrenadantes foram utilizados

como fontes de DNA molde para todas as rea¢des de amplificagdo utilizadas no estudo.

2.4.2 Deteccdo  de Genes Associados a Resisténcia a  Niveis  FElevados de

Aminoglicosideos

Os seguintes genes de resisténcia adquirida a niveis elevados de gentamicina e outros
aminoglicosideos foram avaliados através de reagdes de PCR multiplex, seguindo o protocolo
de Vakulenko et al. (2003): aac(6’)-Ie-aph(2’’)-1a, aph(2’’)-Ib, aph(2’’)-Ic, aph(2”’)-1d,
aph(3’)-llla e ant(4’)-la. Adicionalmente, foi também investigada a presenca de
determinantes associados a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina, genes ant3’-la,
ant9’-1a, ant9’-1b e ant6’-Ia, pelo emprego de um protocolo multiplex, padronizado em nosso
laboratdrio (FARIA, 2017) e baseado nas recomendacdes de Swenson et al. (1995), Mahbub
Alam et al. (2005) e Leelaporn et al. (2008).

No protocolo de PCR utilizado para deteccdo dos genes de resisténcia a niveis
elevados de gentamicina e outros aminoglicosideos, a mistura de reagdo, para um volume
final de 25 pl, constou de 2,5 pul de DNA molde, 1x PCR Buffer 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM
de cada desoxiribonucleotideo (ANTP), 2 U de Platinum® Tag polimerase (todos os reagentes
obtidos da Invitrogen — ThermoFisher Scientific, California, EUA). Os oligonucleotideos
iniciadores (Tabela 1) foram adicionados na reagao nas seguintes concentragoes: 0,4 uM para
aac(6’)-le-aph(2”’)-1a, 0,48 uM para aph(2’’)-Ib, 0,07 uM para aph(2’’)-Ic, 0,1 uM para
aph(2’’)-1d, 0,1 uM para aph(IIl’)-1lla ¢ 0,1 uM para ant(4’)-1a.

As reagoes de amplificagdo ocorreram em um termociclador (Veriti 96-Well Thermal
Cycler; Applied Biosystems), obedecendo aos seguintes parametros: 1 ciclo inicial de 3 min a
94 °C; 35 ciclos compostos por 94 °C por 40 s para desnaturacdo; 56 °C por 30 s para

anelamento; e a 72 °C por 40 s para extensdo. A extensdo final ocorreu a 72 °C por 2 min. As
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amostras utilizadas como controles foram: E. faecium SF11770 [positivo para aph(2”)-Ib,
aph(3°)-Illa e ant(4')-1a), E. gallinarum SF9117 [positivo para aph(2”)-Ic], E. casseliflavus
SF11300 [positivo para aph(2”)-Id] e. casseliflavus MBO04541E [positivo para aac(6’)-le-
aph(2”’)-1a].

Para a deteccdo dos genes associados a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina,
a mistura de reagdao, em um volume final de 25 pL, continha PCR buffer 1x, 3 mM de MgCl,
0,2 mM de cada ANTP, e 1,25 U de Taqg polimerase (Todos os reagentes obtidos da Ludwig
Biotecnologia, RS, Brasil). As sequéncias iniciadoras (Tabela 1) foram adicionadas a reagao
nas seguintes concentragdes: 0,1 uM de ant(6’)-Ia, 0,12 uM de ant(9’)-la e 0,16 uM de
ant(9°)-1b. As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Veriti 96-Well Thermal
Cycler; Applied Biosystems) empregando a seguinte programagdo: uma etapa de
desnatura¢do inicial de 5 min a 95 °C, 30 ciclos a 94 °C por 1 min para desnaturagdo; 55 °C
por 1 min para anelamento; e 72 °C por 1 min para extensdo; e uma etapa de extensao final a
72 °C por 10 min. Como controles positivos foram utilizadas as amostras E. faecium CL8287

[para ant(6’)-1a e ant(9’)-1a] e. faecalis Fa-23 [para ant(9°)-1b].

2.4.3 Deteccido dos Genes Associados a Resisténcia aos Macrolideos

Os genes erm(A), erm(B) e mef(A4), que codificam para resisténcia aos macrolideos
foram identificados por metodologia de PCR em reagdes uniplex, de acordo com Sutcliffe et
al. (1996) com modificagdes.

Para a deteccdo dos genes mef(A) e erm(A), foram realizadas misturas de reagdes, em
um volume final de 30 puL cada, contendo 2 uL. do DNA molde, 1x PCR buffer, 10 mM de
cada ANTP, 0,5 uM de cada sequéncia iniciadora (Tabela 1), 1,25 U de Tag polimerase e 50
mM de MgCl, (todos os reagentes da marca Ludwig Biotecnologia).

Para a amplificacdo, em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) do gene mef(4), foi empregado o seguinte protocolo: 1 ciclo de desnaturagdo
inicial por 3 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 93 °C para desnaturacio,
anelamento a 54 °C por 1 min e 1 min a 72 °C para extensao, seguido de uma extensao final
de 5 min a 72 °C. Para o gene erm(A), os parametros utilizados foram: 1 ciclo de desnaturagao
inicial por 3 min a 95 °C, seguido por 35 ciclos de 1 min a 93 °C para desnaturacdo, 1 min a

52 °C para anelamento e 1 min a 72 °C e um estagio de extensao final de 5 min a 72 °C.
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As condigdes das reagdes para a deteccao do gene erm(B) foram as seguintes: para um
volume final de 30 pL foram utilizados 2 uL. do DNA molde, 1x PCR Buffer (Invitrogen), 0,5
uM da sequéncia iniciadora, 1,25 U de Platinum® Tag polimerase (Invitrogen) e 50 mM de
MgCl (Invitrogen). Os parametros de amplificacdo para erm(B), em termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), foram os seguintes: 3 min a 95 °C para
desnaturacdo inicial, 35 ciclos de 1 min a 93 °C para desnaturagdo, 1 min a 52 °C para
anelamento ¢ 1 min a 72 °C para o ciclo de extensdo, além de 5 min a 72 °C para extensao
final.

As amostras de Streptococcus do grupo C 53157 [erm(A4)], Streptococcus do grupo G
06196 [mef(A4)] e Streptococcus do grupo G 015195 [erm(B)] foram utilizadas como controles

positivos das reacoes.

244 Deteccdo de Genes Associados a Resisténcia a Tetraciclina

A presenga de quatro dos genes que codificam a resisténcia a tetraciclina, fet(K),
tet(L), tet(M) e tet(0O), foi investigada por PCR multiplex, de acordo com as recomendac¢des
de Ng et al. (2001) com algumas modificagdes.

Cada mistura de reacdo, com volume final de 30 pL, constou de 2 pL do DNA molde,
1x PCR buffer (Invitrogen), 3,0 mM de MgCly, 0,3 mM de cada dNTP, 1,5 U de Platinum
Taq polimerase (Invitrogen) e oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1). Os iniciadores foram
incluidos nas seguintes concentragdes: 1,25 uM de tet(K), 1,25 uM de tet(0O), 1 uM de tet(L) e
0,5 uM de tet(M).

Os protocolos de amplificacdo em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems) constaram de: 94 °C por 5 min para desnaturacgdo inicial, 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min
30 s, e uma extensao final a 72 °C por 5 min.

As amostras E. faecalis AV11-07C2 [positivo para tet(L) e tet(M)], Streptococcus
agalactiae CL5592 [positivo para tet(O)] e Escherichia coli CL5437 [positivo para tet(K)]

foram utilizadas como controles dos testes.
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Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR para a caracterizagao
genotipica de resisténcia a antimicrobianos em amostras de Enterococcus faecalis
e Enterococcus faecium isoladas de aguas recreacionais praianas localizadas na
cidade do Rio de Janeiro, RJ

Sequéncias Produto

Gene (diregdo 5 —3°)! em pb?

s

aac(6’)-le-aph(2")-Ia : CAGGAATTTATCGAAAATGGTAGAAAAG 369

R: CACAATCGACTAAAGAGTACCAATC

aph(2")-Ib B GTTTOTAGCAATTCAGAAACACCOTT 867

T

aph(2")-Id B CCOTCTTCATACCAATCCATATAACC 641

T .

ant(# )-la R GOAAAGTTGACCAGACATT ACGAACT 204

ant(6)-1a F: ACTGGCTTAATCAATTTGGG .
R: GCCTTTCCGCCACCTCACCG

ant(9’)-Ia F: GGTTCAGCAGTAAATGGTGGT 76
R: TGCCACATTCGAGCTAGGGTT

, F: CGTCGTATCTGAACCATTGACA

ant(9’)-Ib R: TCCATAATGGCTCTTCTCAC =t

erm(4) R AGCTTATAATOAAACAGA 206

erm(B) AT AN AT TAMATTETTTAC 640

et ATt
F: CAGCAGATCCTACTCCTT

tet(K) R: TCGATAGGAACAGCAGTA e

s e
F: GTGGACAAAGGTACAACGAG

tet(M) R: CGGTAAAGTTCGTCACACAC =

1et(0) F: AACTTAGGCATTCTGGCTCAC S1s
R: TCCCACTGTTCCATATCGTCA

ISequéncias F — em ordem direta (do inglés, foward); R — em ordem reversa (do inglés, reverse);

2Tamanho dos produtos amplificados em pares de bases (pb).

Fonte: A autora, 2021, baseado em Swenson et al. (1995), Sutcliffe et al. (1996), Ng et al. (2001),
Mahbub Alam et al. (2005) e Leelaporn et al. (2008).
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2.4.5 Eletroforese em Gel de Agarose e Andlise dos Produtos Amplificados

Os produtos de amplificacdo dos testes de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (UltraPure Agarose, Invitrogen) a 1,2%, que foi preparada em solugdo tampao
TBE 0,5X constituido de Tris base 0,2 M, acido bérico 0,2 M e EDTA 0,5 M, pH 8,0
(reagentes obtidos da Bio-Rad Labs). Os parametros utilizados para a corrida eletroforética
foram de 100 V por 1 h.

Apo6s o tempo de corrida, os géis foram tratados com uma solugdo contendo brometo
de etidio a 0,5 pg/mL por um periodo de 30 min, seguido de mais de 30 min em 4gua. Em
sequéncia, foram visualizados, sob luz UV, com auxilio do sistema de captura de imagens
MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalém, Israel) e armazenados digitalmente com
o auxilio do aplicativo GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems). As corridas eletroforéticas
foram acompanhadas de um padrao de pares de base (100bp Ladder, Invitrogen Co.) utilizado

para estimar o tamanho dos produtos amplificados (Tabela 1).

2.5 Sequenciamento do Genoma Completo de Amostras de E. faecalis E. faecium

Foram selecionadas 22 amostras isoladas de aguas recreacionais praianas, para o
sequenciamento do genoma completo, sendo sete pertencentes a espécie E. faecalis e 15 a E.
faecium. A selecdo das amostras foi baseada nos resultados obtidos nos testes fenotipicos de
susceptibilidade aos antimicrobianos e locais de isolamento, considerando-se contemplar
perfis de ndo susceptibilidade relevantes para o género, associados as diferentes praias de
origem. Para fins comparativos foram incluidas, também, as sequéncias gendmicas de 20
amostras pertencentes as mesmas espécies (10 genomas de cada espécie), que foram isoladas
de pacientes hospitalizados em institui¢des do estado do Rio de Janeiro e oriundas de casos de
colonizacdo e de infec¢do. As amostras de origem humana foram isoladas e caracterizadas em

estudos anteriores do nosso grupo.
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2.5.1 Obtencdo do DNA Gendémico

O DNA foi obtido com auxilio do kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, WI, USA). Para tal, as amostras bacterianas foram cultivadas em meio TSB (do
inglés, trypticase soy broth - Caldo triptona de soja, BD Diagnostics) e incubadas a
36°C£1°C, por 18h-24h. Apods esse periodo, uma aliquota de 1 mL do crescimento foi
centrifugado (4.000 rpm / 2 min), o sobrenadante foi dispensado e as células foram suspensas
em 480 uL de EDTA a 50 mM acrescido de 120 pL de uma solugdo aquosa de lisozima a 10
mg/mL. A suspensdo celular foi incubada por 1 h a 36°C£1°C e em seguida centrifugadas por
10 min a 4.000 rpm.

Os sobrenadantes foram entdo descartados e as células foram suspensas em 600 puL da
Solugao de Lise, que compde o kit utilizado (Promega). Apds incubagdo a 80°C por 5 min, as
suspensdes foram acrescidas de 3 uL de solugdo de RNAse, homogeneizadas e adicionadas de
200 uL da Solucdo para Precipitacdo de Proteinas (também presente no kit Promega). As
suspensdes foram reincubadas por 5 min em banho de gelo, centrifugadas uma vez a 4.000
rpm por 3 min e os sobrenadantes resultantes foram transferidos para um novo tubo. Nesta
etapa, foram adicionados 600 uL de isopropanol, os tubos foram centrifugados por 2 min a
4.000 rpm, o mesmo volume de etanol 70% foi adicionado e foi realizada uma nova
centrifugacdo nos mesmos parametros. Em sequéncia, os sobrenadantes foram desprezados e
os sedimentos contendo o DNA foram reidratados com 100 pL de Solucdo de Reidratagdao 9
(presente no kit Promega). Os tubos foram incubados por 1 h a 65°C e estocados a 4°C até o
momento de uso.

O DNA genomico extraido foi quantificado com auxilio do Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen). Foram depositados 5 pug de DNA gendmico em placas de 96 pocos (MicroAmp
Optical 96-Well Reaction plate; Applied Biosystems), que foram enviadas para o servigo de
sequenciamento do PennCHOP — Microbiome Program, pertencente a University of
Pennsylvania e o Children’s Hospital of Philadelphia, PA, EUA. O sequenciamento do
genoma completo foi realizado com a colaboragdo com o Dr. Paul Joseph Planet, coordenador
do laboratério em questao.

As bibliotecas gendmicas foram construidas utilizando-se Illumina Nextera XT DNA
(150- bp paired-end reads) e sequenciadas na plataforma de alto desempenho Illumina Hiseq

2500 (Illumina, San Diego, CA, EUA).
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2.5.2 Avaliacdo de Qualidade e “Trimagem” das Reads

A sequéncias foram inicialmente investigadas quanto a sua qualidade e submetidas ao
processo de “trimagem”.

Para tal, os arquivos brutos gerados do sequenciamento foram analisados pelo FastQC
versdao 0.11.8 (WINGETT; ANDREWS, 2018), para determinagdo do total de sequéncias
geradas, tamanho, qualidade dos fragmentos e contetdo de adaptadores.

O software Trim Galore! versdo 0.6.2 (MARTIN, 2011) foi utilizado para a
“trimagem” das sequéncias brutas, utilizando argumentos padrdo. Esses procedimentos sdao
fundamentais para remog¢ao das reads e dos adaptadores, assim como as extremidades de

baixa qualidade.

2.5.3 Montagem e Caracteristicas Gerais dos Genomas

Apos o processo de “trimagem” das reads, estas foram montadas pelo processo “De
novo” na plataforma online PATRIC 3.6.9 (DAVIS et al., 2020), utilizando-se a estratégia
“auto”. Esta estratégia seleciona o melhor programa de montagem de acordo com o tamanho
dos fragmentos submetidos. Neste caso, por se tratar de um sequenciamento que gera
fragmentos curtos (150 pb), a montagem através da estratégia “auto” foi realizada utilizando-
se o programa Unicycler (WICK et al., 2017). O arquivo de contigs gerado foi utilizado nas
andlises posteriores. As métricas do sequenciamento e montagem, tais como: tamanho do
genoma, percentual de contetdo G+C, cobertura do sequenciamento e numero de contigs —
foram obtidas através do arquivo de métricas gerado automaticamente pelo PATRIC apos o
processo de montagem.

Em sequéncia, os genomas sequenciados das amostras de E. faecalis e de E. faecium,
foram avaliados por diversas ferramentas computacionais e todos os programas utilizados

foram executados no modo padrao.
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2.6 Multilocus Sequence Typing (MLST)

As amostras sequenciadas tiveram a identificacdo dos respectivos STs através da
tipificacdo de sequéncias em multiplos loci, considerando-se o painel proposto por Ruiz-
Garbajosa et al. (20006), para a espécie E. faecalis, e Homan et al. (2002), para E. faecium.

Os genes e respectivos produtos que constituem os painé€is propostos sao: (i) para E.
faecalis — aroE, chiquimato desidrogenase; gdh glicose 6-fosfato desidrogenase; gki, glicose
quinase, gyd, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; pstS, proteina transportadora de cassete
de ligacdo de ATP fosfato; xpt xantina fosforribosil transferase; e ygil, acetil-coenzima A
acetil transferase; (ii) para E. faecium — adk, adenilato quinase, atpA, subunidade oo da ATP
sintetase, dd/, D-alanina-D-alanina ligase, gdh, gyd, pstS, e purK, fosforribosil-aminoimidazol
carboxilase.

As analises foram realizadas através da plataforma online MLST finder versdo 2.0
(LARSEN et al., 2012), pertencente ao servidor do CGE (Center for Genomic Epidemiology),

com posterior confirmacdo utilizando-se o software mlst (SEEMANN, 2015).

2.7  Estudo da Filogenia por Analise de SNPs

Arvores de filogenia foram obtidas a partir do namero de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) de cada uma das amostras estudadas em relagdo a respectiva referéncia da
espécie, resultando no arranjo de matrizes de SNPs. Para E. faecalis, foi utilizado como
referéncia o genoma da amostra V583 (AE016830.1), uma das primeiras desta espécie com a
sequéncia publicada, e para E. faecium o da amostra AUS0004 (CP003351.1), que ¢
pertencente ao ST17 e foi o primeiro genoma completo desta espécie descrito (BRODRICK et

al., 2016; LAM et al., 2012; PINHOLT et al., 2015; VAN HAL et al., 2018).

2.7.1 Matrizes de SNPs

A etapa de alinhamento foi realizada utilizando-se as reads “trimadas” em relagdo a
amostra de referéncia através do software BWA (do inglés, burrows-wheeler aligner) versao

0.7.17 (LI; DURBIN, 2009). Posteriormente, foi utilizado o software SAMtools versado 1.4,
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para a chamada de variantes (LI et al., 2009). Adicionalmente, foi empregado um filtro
(BCFFILTER) para sitios que obtiveram uma baixa qualidade durante o alinhamento e a
deteccao de variantes utilizando o comando: -g 12.

Em seguida, utilizando-se um script interno, gentilmente cedido pelo Dr. Paul Planet,
denominado de snp matrixBuilder.pl, os arquivos VCF (do inglés, variant calling format)
gerados na analise anterior foram utilizados para criar uma matriz de SNPs em relagdo a
amostra de referéncia de cada espécie. Variantes que possuiam um valor de qualidade menor

que 20 foram excluidas da matriz através da utilizacdo do comando —q 20.

2.7.2 Construcio das Arvores de Filogenia

A reconstrucdo das relagdes filogenéticas foi realizada através de maxima
verossimilhanga. Para tal, utilizando as matrizes de SNPs, foi utilizado um script interno,
gentilmente fornecido pelo Dr. Paul Planet, denominado de snp invariant screen.pl, para
corrigir os problemas com sitios invariantes. As andlises foram entdo realizadas com o
programa RAxXxML versdo 8.2.4 (STAMATAKIS, 2014), com valor de bootstrap estipulado
em 100 replicagdes 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 versdao 5 (LETUNIC; BORK, 2019).

Para construcao das arvores baseadas no genoma acessorio, as sequéncias montadas
pelo PATRIC, foram submetidas a anotagdo através do programa 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 genoma acessorio das amostras -
estudadas. As arvores de filogenia foram construidas automaticamente durante as analises

pelo realizadas pelo software Roary.

2.8 Estudo do Conteudo Genético

A avaliacdo do conteudo genético teve como objetivo identificar genes presentes no

genoma das amostras bacterianas das duas espécies avaliadas (E. faecalis e E. faecium),
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destacando-se aqueles que compdem o resistoma (associados a resisténcia aos
antimicrobianos), o viruloma (que codificam para fatores de viruléncia) e profagos como
representantes do mobiloma, além do sistema CRISPR-Cas associado a imunidade bacteriana
contra aquisicao de material genético externo. As analises foram realizadas comparando-se o
conteudo genético das amostras bacterianas por espécie e entre os dois cendrios estudados
(aguas praianas e pacientes hospitalizados).

Para a anotacdo do resistoma, foram utilizadas as s plataformas online Resfinder
versao 3.2 (ZANKARI et al.,, 2012) e CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance
Database) versao 3.0.8 (ALCOCK et al.,, 2020 e os determinantes de viruléncia foram
anotados pelas plataformas VirulenceFinder versdo 2.0 (JOENSEN et al., 2014) e VFDB
(Virulence Factor Database) versao 2019 (LIU et al., 2019).

A identificagdo de profagos, foi realizada na plataforma online PHASTER (phage
search tool enhanced release) (ARNDT et al., 2016), sendo anotados apenas aqueles que
obtiveram uma pontuacao superior a 90, que sdo considerados pelo programa como intactos.

A presenca do sistema CRISPR-cas (Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats and associated proteins) foi avaliada a partir da plataforma online
CRISPRCasFinder versdo 1.1.2 (COUVIN et al, 2018). Foram consideradas regides
associadas a CRISPR apenas aquelas apresentaram nivel de evidéncia 4, conforme descrito
nas recomendagdes do programa. Esse valor atesta a confiabilidade dos resultados e se baseia
no numero de espagadores, na conservacdo das sequéncias repetitivas € em uma maior

similaridade entre as matrizes CRISPR existentes.

2.9 Analises Estatisticas

A comparagdo entre diferentes grupos para os diversos parametros obtidos com as
andlises do sequenciamento do genoma completo foi realizada através do emprego do teste-t
ndo pareado com posteriores comparagdes pelo teste de Welch, uma vez que foi assumido que
os desvios-padrao para cada grupo ndo eram semelhantes. As andlises foram realizadas com o
aplicativo GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad Software Inc.). Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 Caracteriza¢ao da Amostragem

Foram avaliadas 264 amostras selecionadas de FEnterococcus isoladas de aguas
recreacionais praianas, localizadas na cidade do Rio de Janeiro, RJ (praias de Botafogo,
Copacabana, Flamengo, Ipanema e Leblon), no periodo de 2013 a 2015. A confirmagdo da
caracterizacdo das amostras bacterianas em género e espécies foi realizada por metodologia
de espectrometria de massas MALDI-TOF MS.

Os resultados obtidos demonstraram que a espécie com maior numero de amostras foi
E. faecium (126 amostras). Também, foram identificadas espécies pouco comuns como E.
asini, E. canintestini ¢ E. villorum (uma amostra cada). O Grafico 1 apresenta a distribui¢ao

por espécie das 264 amostras avaliadas.

Grafico 1 - Distribui¢do por espécie de 264 amostras do género Enterococcus isoladas de
aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro, nos anos de 2013 a
2014, e caracterizadas por metodologia de espectrometria de massas (MALDI-
TOF)
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Fonte: A autora, 2021.
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Para todas as 264 amostras, os escores obtidos por MALDI-TOF garantiram uma
identificacdo segura para género e altamente provavel para espécie (escores >2,300) ou, em
alguns poucos casos, segura para o género e provavel para espécie (escores de 2,000 a 2,299).

Considerando-se a distribuicdo das amostras bacterianas em relacdo a origem de
isolamento (praias), 29,2% (77/264) foram isoladas da praia de Botafogo, 20,1% (53/264) do
Flamengo, 17,8% (47/264) do Leblon, 17,4% de Ipanema (46/264) e 15,5% de Copacabana
(41/264) (Tabela 2).

Pelo menos duas espécies diferentes foram identificadas em todas as praias avaliadas.
Os resultados apontaram uma maior variedade de espécies na praia Botafogo, seguida das
praias Flamengo (ambas pertencentes a Baia de Guanabara) e do Leblon. Um total de oito
espécies distintas de Enterococcus foram identificadas dentre as 77 amostras bacterianas
isoladas na praia de Botafogo. Enquanto apenas duas espécies distintas foram identificadas
dentre as 46 amostras de Enterococcus isoladas da praia de Ipanema (Tabela 2). Ja a
distribuicdo de cada uma das espécies pelo total de amostras isoladas de uma tnica praia de

origem est4 representada na Figura 1.

Tabela 2 - Distribui¢do das espécies em 264 amostras de Enterococcus por origem de
isolamento — dguas recreacionais praianas (praias da Zona Sul da cidade do Rio de
Janeiro, RJ)

Numero de amostras / espécie

Praias Total
E. E. E. E. E. E. E. E. (N°)
faecium  hirae faecalis gallinarum casseliflavus  asini  canintestini villorum
Botafogo 49 7 16 1 1 1 1 1 77
Copacabana 11 28 2 - - - - - 41
Flamengo 23 20 8 2 - - - - 53
Ipanema 23 23 - - - - - - 46
Leblon 20 15 11 - 1 - - - 47
Total (N°) 126 93 37 3 2 1 1 1 264

-, nenhuma amostra. Fonte: A autora, 2021.



45

Figura 1 - Frequéncia de diferentes espécies em 264 amostras de Enterococcus obtidas de
aguas recreacionais praianas' da cidade do Rio de Janeiro, em relagdo ao local de
isolamento

Flamengo

Botafogo

Leblon Ipanema Copacabana

u E. faecium W E. hirae 1 E. faecalis

B E. gallinarum W E, casseliflavus W E. asini

M E. canintestini M E. villorum
Fonte: A autora, 2021.

3.2 Susceptibilidade aos Antimicrobianos e Perfis de Multirresisténcia

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, baseados nos
critérios de interpretacdo do CLSI (2020) e EUCAST (2020), estdo demonstrados na Tabela 3.

Considerando-se as 264 amostras estudadas, foram observadas taxas elevadas de
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susceptibilidade para 16 dos 18 antimicrobianos testados (excetuando-se eritromicina e
rifampicina). Todas as amostras foram sensiveis a teicoplanina e apenas cinco amostras foram

classificadas na categoria intermedidria para vancomicina.

Tabela 3 - Distribui¢ao de 264 amostras de Enterococcus, isoladas de aguas recreacionais
praianas da cidade do Rio de Janeiro, por categoria de susceptibilidade! baseada
nos testes de difusdo em agar (disco-difusao)

% de amostras por categoria de

susceptibilidade
Antimicrobianos (n°/total)
Sensivel Intermediario  Resistente
. 98,9 2 1,1
Ayt i) (261/264) NA (3/264)
Ciprofloxacina 76,5 17,8 3,7
(202/264) (47/264) (15/264)
Cloranfenicol 91,3 6,8 1,9
(241/264) (18/264) (5/264)
Eritromicina 25,8 31,4 42,8
(68/264) (83/264) (113/264)
Estreptomicina® oL2 ) 57
(241/264) (0/264) (23/264)
Fosfomicina 90,5 3,4 6,1
(239/264) (9/264) (16/264)
Gentamicina® 97,7 ) 2,3
(258/264) (0/264) (6/264)
Levofloxacina 94,3 5,3 0,4
(249/264) (14/264) (1/264)
Linezolida 98,5 11 0,4
(260/264) (3/264) (1/264)
Nitrofurantoina 62,5 22,3 15,2
(165/264) (59/264) (40/264)
Norfloxacina 90,9 6,4 2,7
(240/264) (17/264) (7/264)
e 97,3 2,7
Penicilina (257/264) NA (7/264)
. .. . . 85,3 3,0 11,7
Quinupristina/Dalfopristina (225/264) (8/264) (31/264)
Rifampicina 46,6 7,2 46,2
(123/264) (19/264) (122/264)
Teicoplanina 100 § §
(264/264) (0/264) (0/264)
Tetraciclina 76,5 1,9 21,6
(202/264) (5/264) (57/264)
Tigeciclina 98,5 0,8 0,8
(260/264) (2/264) (2/264)
Vancomicina 98,1 1,9 .
(259/264) (5/264) (0/264)

1Segundo as recomendagdes do CLSI (2020) e EUCAST (2020); 2Nio se aplica; *Niveis elevados de resisténcia.
Fonte: A autora, 2021.
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Para a determinacdo das taxas de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos, nas
diferentes espécies de enterococos, foi considerado o somatorio das categorias intermedidria e
resistente, de acordo com os critérios de interpretacdo mencionados anteriormente, para cada
antimicrobiano testado.

Em relacdo as amostras pertencentes a espécie E. faecalis (N=37), foram observados
percentuais elevados de amostras nao susceptiveis para eritromicina (100%; 37/37),
rifampicina (70,3%; 26/37) e tetraciclina (81,1%; 30/37). Além disso, também foi observado
um percentual elevado de amostras de E. faecalis nao susceptivel a quinupristina-dalfopristina
(94,6%; 35/37). Entretanto, ressalta-se que apesar de ser uma caracteristica intrinseca desta
espécie, ndo foi identificada em todas as amostras (duas amostras foram caracterizadas na
categoria sensivel).

Quanto as amostras pertencentes a espécie E. faecium (N=126), destacaram-se 0s
percentuais ndo susceptibilidade aos seguintes antimicrobianos: eritromicina (97,6%;
123/126), nitrofurantoina (48,4; 61/126) e rifampicina (52,4%; 66/126).

No geral, as amostras pertencentes a espécie E. hirae apresentaram taxas de ndo
susceptibilidade menores que as identificadas para E. faecalis e E. faecium. Apesar disso,
cabe ressaltar que taxas de ndo susceptibilidade superiores a 30% foram identificadas para
eritromicina, nitrofurantoina e rifampicina.

Adicionalmente, foi observada a presenca no ambiente estudado (dgua de praias) de
amostras de enterococos ndo susceptiveis as fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, com
taxas de 32,4% (12/37), 29,4% (37/126) e 10,8% (10/93); e levofloxacina, 5,4% (2/37), 7,9%
(10/126) e 3,2% (3/93), para E. faecalis, E. faecium e E. hirae, respectivamente. Também,
foram identificados percentuais de ndo susceptibilidade de 5,4% (2/37) e 1,6% (2/126) para
linezolida e de 2,7% (1/37) e de 2,4% (3/126) para tigeciclina nas amostras de E. faecalis e E.
faecium, respectivamente.

O Grafico 2 representa a distribuicao das amostras ndo susceptiveis e pertencentes as
espécies E. faecalis, E. faecium e E. hirae, considerando-se que foram as espécies prevalentes
na amostragem avaliada. Todas as amostras pertencentes a essas trés espécies foram sensiveis
a teicoplanina e vancomicina e esses antimicrobianos ndo foram, portanto, incluidos nessa

representacao grafica.
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2 - Percentuais de amostras ndo susceptiveis! a 16 antimicrobianos, pertencentes as

espécies Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus hirae ¢
isoladas de aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro
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Ndo susceptivel, corresponde ao somatdrio das amostras classificadas nas categorias intermediéria e
resistente; AMP, ampicilina; CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol; ERI, eritromicina; EST,
estreptomicina em niveis elevados; FOS, fosfomicina; GEN, gentamicina em niveis elevados; LEV,
levofloxacina; LNZ, linezolida; NIT, nitrofurantoina; NOR, norfloxacina; PEN, penicilina; Q/D,
quinupristina/dalfopristina; RIF, rifampicina; TET, tetraciclina, TGC, tigeciclina. Todas as amostras
pertencentes as espécies E. faecalis, E. faecium e E. hirae foram sensiveis & vancomicina ¢ a
teicoplanina.

Fonte: A autora, 2021.

Por outro lado, todas as amostras pertencentes as demais espécies de enterococos, que

compuseram a amostragem deste estudo, foram sensiveis aos seguintes antimicrobianos:

ampicilina, fosfomicina, levofloxacina, linezolida, penicilina, teicoplanina e tigeciclina.

Destaca-se, entretanto que a amostra pertencente a espécie E. asini nao foi susceptivel a oito

dos 18 antimicrobianos testados. A Tabela 4 apresenta o perfil de susceptibilidade das

amostras dessas espécies.

O fendtipo HLAR, caracteristica importante entre amostras do género Enterococcus,

foi identificado em amostras pertencentes as espécies E. faecalis e E. asini. Para a espécie E.

faecalis foi identificado que 59,5% (22/37) exibiram niveis elevados de resisténcia a

estreptomicina, enquanto 13,5% (5/37) foram resistentes a niveis elevados de gentamicina,

como demonstrado no Grafico 2. A Uinica amostra de E. asini apresentou fendtipo HLAR para

ambos os aminoglicosideos concomitantemente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Perfis de nio susceptibilidade! de amostras de Enterococcus isoladas de aguas
recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro e pertencentes a espécies
menos frequentes neste estudo

Espécies de Enterococcus (Numero de amostras nao susceptiveis)

Antimicrobianos E. asini E. canintestini  E. casseliflavus  E. gallinarum  E. villorum
(N=1) (N=1) (N=2) (N=3) (N=1)
Ciprofloxacina - - 2 1 -
Cloranfenicol 1 - - - 1
Eritromicina 1 1 2 - -
Estreptomicina’ 1 - - - -
Gentamicina’ 1 - - - -
Nitrofurantoina 1 - - - 1
Norfloxacina - = - 1 -
Q/D? 1 - - - -
Rifampicina 1 1 - 2 1
Tetraciclina 1 - - - -
Vancomicina - = 24 34 _

N30 susceptivel, corresponde ao somatério das amostras classificadas nas categorias intermedidria e resistente;
INiveis elevados de resisténcia; *Quinupristina/Dalfopristina; “Corresponde a resisténcia intrinseca aos
glicopeptideos que ¢é caracteristica da espécie. Todas as amostras foram sensiveis a ampicilina, fosfomicina,
levofloxacina, linezolida, penicilina, teicoplanina e tigeciclina. Os resultados foram computados segundo as
recomendacdes do CLSI (2020) e EUCAST (2020).

Fonte: A autora, 2021.

Foram identificadas amostras bacterianas portadoras de fendtipo de multirresisténcia
(Grafico 3). A taxa geral de multirresisténcia foi de 50,4% (133/264). Todas as amostras
pertencentes a espécie E. faecalis (100%; 37/37) foram ndo susceptiveis a pelo menos trés
classes distintas dentre os antimicrobianos testados. Também, as inicas amostras pertencentes
a E. asini e E. villorum, além das duas amostras de E. casseliflavus foram multirresistentes

pelos critérios utilizados (ndo susceptibilidade a trés ou mais classes de antimicrobianos).



50

Grafico 3 - Taxas de multirresisténcia' entre 264 amostras de Enterococcus isoladas de dguas

recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro
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Legenda: Amostras ndo susceptiveis (somatorio das categorias intermedidria e resistente) a pelo menos trés
classes distintas de antimicrobianos (incluindo fenétipos de resisténcia intrinseca); MultiR™,
multirresistentes; MultiR™, ndo multirresistentes.

Fonte: A autora, 2021.

Considerando-se o total de amostras para cada origem de isolamento, 4guas praianas,
foi observado que a praia de Botafogo apresentou a maior taxa de isolamento de amostras
multirresistentes (66,2; 51/77), seguida das praias do Leblon (59,6%; 28/47) e Flamengo
(50,9%; 27/53). Em relagdo as espécies e respectiva origem de isolamento, a maior taxa de
multirresisténcia para E. faecium foi identificada para as amostras obtidas da praia do Leblon
(65%; 13/20). J& para E. hirae esse valor foi mais elevado para as amostras isoladas da praia
de Botafogo (42,9%; 3/7). Amostras provenientes da praia de Ipanema, apresentaram as
menores taxas de multirresisténcia, independente da espécie. A Tabela 5 apresenta a
distribuicdo das amostras multirresistentes em relacdo a respectiva espécie e origem de

isolamento.
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Tabela 5 - Taxas (%) de multirresisténcial em 264 amostras de diferentes espécies de
Enterococcus em relagdo as respectivas origens de isolamento (dguas praianas
da cidade do Rio de Janeiro)

Taxa (%) de multirresisténcia por espécie
(n° de amostras/total de amostras por local de origem)

Praias E. E. E E E. E. E. E. Total
faecalis faecium  hirae asini canintestini casseliflavus gallinarum villorum
(N=37) (N=126) (N=93) (N=1)  (N=1) (N=2) (N=3)  (N=1)
Botafogo 100 59,2 429 100 0 100 0 100 66,2
(N=77) (16/16) (29/49) (3/7) (1/1) (0/1) 1/1) (0/1) (1/1) (51/77)
Copacabana 100 63,6 14,3 i i i i i 31,7
(N=41) Q)  (T11)  (428) (13/41)
Flamengo 100 56,5 30,0 0 50,9
(N=53) (8/8)  (13/23) (6/20) ) ) ) (0/2) ) (27/53)
Ipanema 2 52,2 8,7 30,4
(N=46) To223) (223 ; ; ; - (14/46)
Leblon 100 65,0 20,0 ) ) 100 ) ) 59,6
(N=47) (11/11) (13/20) (3/15) (1/1) (28/47)
Total 100 58,7 19,4 100 0 100 0 100 50,4
(N=264) (37/37) (74/126) (18/93) (1/1)  (0/1) 2/2) (0/3) (1/1)  (133/264)

"Multirresisténcia foi admitida como percentuais de amostras ndo susceptiveis (somatério das categorias
intermediaria e resistente) a pelo menos trés classes distintas de antimicrobianos (incluindo fenotipos de
resisténcia intrinseca); -, nenhuma amostra.

Fonte: A autora, 2021.

Dentre as 133 amostras bacterianas multirresistentes, foi identificado um total de 70
perfis distintos, representados por fenotipos de ndo susceptibilidade, que variaram de trés a
oito classes de antimicrobianos. Dentre esses, 20 perfis reuniram duas ou mais amostras cada
(Tabela 6), sendo que o perfil prevalente agrupou 24 amostras bacterianas (18,1% das
amostras; 24/133) e correspondeu a um fenétipo de ndo susceptibilidade a eritromicina,

nitrofurantoina e rifampicina).



52

Tabela 6 - Perfis de multirresisténcia! de amostras de Enferococcus isoladas de aguas
recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro, que reuniram mais de duas
amostras cada

Numero de classes Perfil de multirresisténcia % de amostras
de antimicrobianos (N°/ total de amostras MR)
ERI, NIT, RIF 18,1 (24/133)
CIP, ERI, NIT 4,5 (6/133)
ERIL, FOS, NIT 3,8 (5/133)
CIP, ERI, FOS 3,0 (4/133)
3 CLO, NIT, RIF 2,3 (3/133)
CIP, ERI, RIF
ERI FOS, TET
ERL, Q/D, RIF
ERI, RIF, TET 1,5 (2/133)
CIP, ERI, VAN

CIP, ERI, LEV, RIF
CIP, ERI, FOS, LEV, NOR

ERI, EST, Q/D, TET 3,8 (5/133)
CIP, ERI, NIT, RIF
4 ERI, NIT, RIF, TET 2,3 (3/133)
CLO, ERI, NIT, RIF 1,5 (2/133)
ERI, EST, Q/D, RIF, TET 6,0 (8/133)
S CIP, ERL EST, Q/D, TET
ERI, NOR, Q/D, RIF, TET 1,5 (2/133)
6 CIP, ERI, EST, Q/D, RIF, TET 1,5 (2/133)

Legenda: Perfis indicam a ndo susceptibilidade a: CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol; ERI, eritromicina;
EST, estreptomicina em niveis elevados; FOS, fosfomicina; LEV, levofloxacina; NIT, nitrofurantoina;
NOR, norfloxacina; Q/D, quinupristina/dalfopristina; RIF, rifampicina; TET, tetraciclina. MR,
multirresistente.

Fonte: A autora, 2021.

Entretanto, foram identificados 50 perfis tnicos (71,4%; 50/70), com apenas uma
amostra cada, que apresentaram variados fendtipos de ndo susceptibilidade. Esses perfis
unicos se distribuiram da seguinte forma: dois foram representativos de ndo susceptibilidade a
8 classes de antimicrobianos; dois a sete classes; seis a seis classes; 12 a cinco classes; 19 a
quatro classes; e nove a trés classes.

Perfis de multirresisténcia foram também avaliados em relagdo ao niimero de classes
de antimicrobianos as quais as amostras foram nao susceptiveis versus as respectivas espécies.
Os resultados demonstraram que apenas as amostras pertencentes as espécies E. faecalis e E.

faecium ndo foram susceptiveis a oito classes de antimicrobianos concomitantemente.
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Enquanto amostras das espécies E. faecium ¢ E. asini ndo foram susceptiveis a sete classes de
antimicrobianos.

O Gréfico 4 apresenta a distribuicdo do nimero de classes de antimicrobianos que
compuseram os perfis de multirresisténcia para cada uma das espécies identificadas neste

estudo.

Grafico 4 - Distribuicao das espécies de Enterococcus exibindo perfis de multirresisténcia e
isoladas de 4guas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro, de acordo
com o nimero de classes de antimicrobianos aos quais foram ndo suscetiveis

100%
H E. faecalis
H E. faecium
80% .
W E. hirae
M E. casseliflavus
607 B E. asini
W E. villorum
40%
20%
0% e e e e O e
8 7 6 5 4 3

N de classes

X

% da espécie dentro da categoria

Legenda: os percentuais foram calculados em relagdo ao nimero maximo de amostras ndo susceptiveis por
categoria (nimero de classes). Total de amostras por categoria: 8 classes — duas amostras; 7 classes —
duas amostras; 6 classes — oito amostras; 5 classes — 24 amostras; 4 classes — 32 amostras; 3 classes —
65 amostras.

Fonte: A autora, 2021.

A distribuicdo dos perfis de multirresisténcia entre as espécies de Enterococcus,
identificou que as 37 amostras de E. faecalis apresentaram 23 perfis distintos. Dentre as 74
amostras de E. faecium foram observados 36 perfis de multirresisténcia e todas as 16 amostras
multirresistentes de E. hirae apresentaram perfis diferentes. As duas amostras de E.

casseliflavus pertenceram a um Unico perfil de multirresisténcia.
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Dos 70 perfis de multirresisténcia identificados, sete (10,0%; 7/70) foram
compartilhados entre espécies distintas (Tabela 7). Adicionalmente, perfis de multirresisténcia
idénticos também foram compartilhados por amostras da mesma espécie, porém de praias

distintas.

Tabela 7 - Perfis de multirresisténcia! compartilhados por mais de uma espécie de
Enterococcus isoladas de aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de

Janeiro
Perfil de N° de classes de Numero de Espécies
multirresisténcia antimicrobianos amostras no perfil (N° de amostras)
E. faecium (23)
ERI, NIT, RIF 3 24 .
E. hirae (1)
CLO, NIT, RIF 3 3 E _hlme 2)
E. villorum (1)
E. faecalis (1)
ERI, Q/D, RIF 3 2 .
Q E. faecium (1)
CIP, ERI, LEV, RIF 3 2 E ae,aum (0
E. hirae (1)
E. faecium (2)
CIP, ERI, NIT, RIF 4 3 .
E. hirae (1)
E. faecalis (1)
CLO, ERI, NIT, RIF 4 3 E. faecium (1)
E. hirae (1)
ERI, NIT, RIF, TET 4 2 5 J2ems ()
E. hirae (1)

Legenda: Perfis indicam a ndo susceptibilidade a: CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol; ERI, eritromicina;
LEV, levofloxacina; NIT, nitrofurantoina; NOR, Q/D, quinupristina/dalfopristina; RIF, rifampicina; TET,
tetraciclina.

Fonte: A autora, 2021.
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33 Genodtipos de Resisténcia aos Macrolideos, Tetraciclina e a Niveis Elevados de

Aminoglicosideos nas Amostras das Espécies E. faecalis e E. faecium

Todas as 37 amostras pertencentes a espécie E. faecalis € as 126 da espécie E. faecium
foram avaliadas, por metodologia de PCR, quanto a presenga de genes associados a
resisténcia aos macrolideos, tetraciclina e a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR).

Dentre as amostras pertencentes a espécie E. faecalis, 35 (94,6%) apresentaram um ou
mais genes associados a resisténcia aos macrolideos, tetraciclina ou a niveis elevados de
aminoglicosideos. Duas amostras ndo apresentaram produtos de amplificagdo para os genes
avaliados pelos protocolos testados. Nesta espécie, foram detectados 11 (64,7%) dos 17 genes
incluidos nos painéis testados por metodologia de PCR. O gene tet(M) foi o prevalente sendo
identificado em 25 amostras (67,6%; 25/37), seguido de erm(B) (62,2%; 23/37) e ant(6’)-1a
(54,1%; 20/37). Entretanto, ndo foram detectados os genes aph(2’’)-Ib e aph(2’’)-1d
(resisténcia a niveis elevados de gentamicina e outros aminoglicosideos); ant3-la; ant9’-la e
ant9’-1b (resisténcia a niveis elevados de estreptomicina); e tet(K) (resisténcia a tetraciclina).

Por outro lado, na maioria das amostras pertencentes a espécie E. faecium (64,3%;
81/126) nao foi detectada a presenca dos genes incluidos nos painéis testados neste estudo por
metodologia de PCR. O gene prevalente nessa espécie foi mef(4) (resisténcia aos
macrolideos), que foi identificado em 25,6% (36/126) das amostras. Além deste, foram
também identificados os genes aac(6’)-le-aph(2’’)-la e ant6’-Ia (0,8%; 1 amostra cada),
responsdveis pela resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (gentamicina e
estreptomicina, respectivamente); tet(M) e tet(L), responsaveis pela resisténcia a tetraciclina
(em 8/126 e 7/126 amostras, respectivamente); e erm(B), relacionado a resisténcia aos
macrolideos (em 6/126 amostras).

O Gréfico 5 apresenta a frequéncia de cada um dos genes de resisténcia detectados por
metodologia de PCR nas amostras de E. faecalis e E. faecium isoladas de aguas recreacionais

praianas e caracterizadas neste estudo.
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Grafico 5 - Frequéncia de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos em amostras das
espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium isoladas de aguas
recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro
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Legenda: Os percentuais foram calculados em relagdo ao total de amostras por espécie (E. faecalis, N=37; E.
faecium, N=126). Genes: aph(2"’)-Ic, ant(4’)-1a, aac(6’)-le-aph(2’’)-1a e aph(3’)-Illa — resisténcia a
niveis elevados de gentamicina e outros aminoglicosideos; ant6’-Ila — resisténcia a niveis elevados de
estreptomicina; erm(A), erm(B) e mef(A) — resisténcia aos macrolideos; tet(M), tet(O) e tet(L) —
resisténcia a tetraciclina.

Fonte: A autora, 2021.
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Os perfis gerados pelo arranjo dos genes de resisténcia, detectados em cada uma das
amostras pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium, foram também avaliados.

Dentre as 35 amostras de E. faecalis, que apresentaram produtos de PCR, foram
identificados 17 perfis distintos representados pela deteccdo de um a quatro genes de
resisténcia concomitantemente. A maioria das amostras (26 amostras) fez parte de perfis que
reuniram de trés a quatro genes. A distribuicdo dos perfis genéticos em relacdo ao niimero de
genes ¢ de amostras foi a seguinte: trés perfis que agruparam quatro genes cada (total de 14
amostras); sete perfis com trés genes cada (total de 12 amostras; quatro perfis com dois genes
(total de quatro amostras); e trés perfis com um gene cada (total de seis amostras).

O genoétipo de resisténcia prevalente em E. faecalis agrupou 32,4% (12/37) das
amostras e correspondeu a deteccdo concomitante dos genes ant(6')-la, responsavel pela
resisténcia a niveis elevados de estreptomicina (HLSR), erm(4) e erm(B), associados a
resisténcia aos macrolideos e fet(M), relacionado a resisténcia a tetraciclina. Essas amostras
apresentaram perfis fenotipicos compativeis com a presenga dos respectivos genes ¢ foram
isoladas das praias do Flamengo e Leblon.

Em 21 das 22 amostras (95,5%) que apresentaram fenotipo de resisténcia a niveis
elevados de estreptomicina, pertencentes a espécie E. faecalis, foi detectada a presenca do
gene ant(6°)-la. A Uinica amostra que nao apresentou esse gene ¢ que exibiu fendtipo HLSR
pertenceu ao perfil genético ant(4)la; tet(O) e também apresentou fenotipo de resisténcia para
eritromicina e tetraciclina. Portanto, apresentou incongruéncias entre fendtipo-genotipo para
HLSR e macrolideos.

O gene aac(6')-le-aph(2")-la que codifica para uma EMA bifuncional e ¢
determinante da resisténcia a niveis elevados de gentamicina (HLGR), foi detectado em
80,0% (4/5) das amostras que exibiram esse fendtipo, juntamente com determinantes de
resisténcia aos macrolideos e tetraciclina, sendo que duas foram isoladas da praia de Botafogo
e duas da praia de Copacabana. A Unica amostra que apresentou fenétipo HLGR, e nao foi
detectado o gene que codifica para enzima bifuncional, exibiu perfil genético contendo os
genes aph(3')-1lla e erm(B) e foi isolada da praia do Leblon.

A Tabela 8 apresenta a distribui¢do dos perfis genéticos determinados por PCR nas

amostras de E. faecalis.



58

Tabela 8 - Distribuicdo** dos perfis genéticos de resisténcia aos antimicrobianos em 37 amostras de Enterococcus faecalis, isoladas de aguas

recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro, em relagdo ao respectivo fendtipo e origem de isolamento

Perfis de genes de resisténcia aos N°de Fenotipos! Origem de isolamento
antimicrobianos amostras ERI EST GEN BOT cop FLA LEB
ant(6')-1a; erm(A); erm(B); tet(M) 12 ® ®
ant(6')-1a; erm(B); tet(L); tet(M) 1 ® ®
ant(6')-1a; aph(3’)-1lla; erm(B); tet(M) 1
ant(6')-1a; erm(B); tet(M) 3
ant(6')-1a; erm(A); tet(M) 2
ant(6')-1a; aph(3’)-1lla; erm(B) 1
ant(6’)-1a; aph(3°)-1lla; tet(M) 1
aac(6')-le-aph(2")-1a; erm(B); tet(M) 2
aac(6')-le-aph(2")-1a; erm(A4); erm(B) 1
1
1
1
1
1
3
2
1

—
es]
—

[ ]
[ ]
N~
[

aac(6')-le-aph(2")-1a; aph(2")-Ic; tet(L)
aph(3')-1lla; erm(B)

ant(4)la; tet(O)

erm(B); tet(L)

tet(L); tet(M)

tet(M)

ant(4)la

mef(4)

Negativo para todos os genes testados 2 o o [ ) )

[ J
[ ]
N~
® © 06 0006060 060 06 060 00 0 0 0 000

Legenda: Genes: ant6’-Ia — resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; aph(2’’)-Ic, ant(4’)-1a, aac(6’)-Ie-aph(2’’)-1a e aph(3’)-Illa — resisténcia a niveis
elevados de gentamicina e outros aminoglicosideos; erm(A4), erm(B) e mef(A) — resisténcia aos macrolideos; tet(M), tet(O) e tet(L) — resisténcia a
tetraciclina. !'Fenotipos determinados por testes de difusdio em 4gar (disco-difusdo). Antimicrobianos: ERI, eritromicina; EST, niveis elevados de
estreptomicina; GEN, niveis elevados de gentamicina; TET, tetraciclina. Categoria de susceptibilidade: vermelho (®), resistente; azul (®), intermediario;
verde (®), sensivel; (®®2%), uma amostra em cada categoria; Origens de isolamento (praias): BOT, Botafogo; COP, Copacabana; FLA, Flamengo; LEB,
Leblon. Simbolo preto (®), presenga. Nao foram identificadas amostras de E. faecalis na praia de Ipanema.

Fonte: A autora, 2021.
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Nas 126 amostras de E. faecium foram identificados oito perfis genéticos, também
representados pela deteccdo de um a quatro genes de resisténcia concomitantemente. A
distribuicao dos perfis genéticos em relagdo ao numero de genes e de amostras foi a seguinte:
um perfil que agrupou quatro genes cada (total de uma amostra; 0,8%); dois perfis com trés
genes cada (total de quatro amostras; 3,2%); trés perfis com dois genes (total de quatro
amostras; 3,2%); e dois perfis com um gene cada (total de 35 amostras; 27,8%).

Apesar da maioria das amostras de E. faecium (65,1%; 82/126) ndo ter apresentado
produtos de amplificagdo para os genes incluidos nos painéis de PCR testados, um perfil
genético composto apenas pelo gene mef(A4) foi o prevalente, agrupando 34 amostras (27,0%;
34/126). Todas as amostras pertencentes ao perfil prevalente foram incluidas na categoria
intermediaria para eritromicina, nos testes fenotipicos de susceptibilidade aos
antimicrobianos, por difusdo em 4gar (disco-difusdo), e foram isoladas a partir da dgua de
todas as praias estudadas.

Além do perfil prevalente, o gene mef(A) compds um outro perfil genético, juntamente
com genes de resisténcia a tetraciclina, fet(M) e tet(L), em duas amostras de E. faecium
isoladas da praia de Botafogo. Da mesma forma que o observado para o perfil prevalente,
neste caso ambas as amostras também foram categorizadas como intermedidrias para
eritromicina. Cabe ressaltar que, a inica amostra que apresentou o gene mef(4) pertencente a
espécie E. faecalis apresentou, igualmente, fendtipo intermediario para eritromicina.
Entretanto, 21 amostras (16,7%; 21/126) pertencentes a categoria intermedidria para
eritromicina, nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, ndo apresentaram produtos
de amplificacdo para os genes testados. Além disso, dentre as amostras que ndo apresentaram
produtos de amplificacdo para todos os genes testados, 59 (46,8%) foram resistentes a
eritromicina por disco-difusdo.

Como ja mencionado anteriormente, as 126 amostras de E. faecium ndo apresentaram
fenotipo HLAR. Entretanto, foi identificado um perfil genético que apresentou o gene aac(6')-
le-aph(2")-1a, que codifica para o fenotipo HLGR, concomitante a fet(L), em uma amostra
isolada da praia de Botafogo e susceptivel a ambos antimicrobianos nos testes de disco-
difusdo. Além disso, um outro perfil apontou a presenca do gene ant(6’)-Ia, responsavel pelo
fenotipo HLSR, concomitante aos genes erm(B), tet(L) e tet(M), em uma Unica amostra
i1solada da praia de Botafogo e sensivel a niveis elevados de estreptomicina, porém resistente a
eritromicina e a tetraciclina, por disco-difusdo. Ambos o0s casos apontam resultados

incongruentes para fenotipo-genotipo de resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos.
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A Tabela 9 apresenta a distribui¢do dos perfis genéticos determinados por PCR nas

amostras de E. faecium.



Tabela 9 - Distribuicdo de perfis genéticos de resisténcia em 126 amostras de Enterococcus faecium, isoladas de dguas recreacionais

praianas da cidade do Rio de Janeiro, em relacdo ao respectivo fendtipo e origem de isolamento

Perfis genético de resisténcia aos N°de Fenétipos' Origem de isolamento
antimicrobianos amostras  gr]  EST GEN  TET  BOT COP  FLA  IPA  LEB

ant(6°)-1a; erm(B); tet(L); tet(M) 1 ° o [ ) o

erm(B); tet(L); tet(M) 2 o o ° (I L )

mef(A); tet(M); tet(L) 2 ° o ° ) °

aac(6')-le-aph(2")-1a; tet(L) 1 ® ) ) () o

erm(B); tet(M) 2 oo’ o [ ) o

tet(L); tet(M) 1 ® ) ) () )

erm(B) 1 o [ [ ) () )

mef(4) 34 ® ° ° o)} o [ ° () [

Negativo para todos os genes testados 59 o ® o ® ° ° ® ° °
21 [ [ [ ([ [ (] [
2 [ [ [ [ J [

Legenda: Genes: ant6’-Ia — resisténcia a niveis elevados de estreptomicina; e aac(6’)-le-aph(2’’)-Ia — resisténcia a niveis elevados de gentamicina e outros
aminoglicosideos; erm(B) e mef(4) — resisténcia aos macrolideos; tet(M) e tet(L) — resisténcia a tetraciclina. 'Fenotipos determinados por testes de difusdo
em agar (disco-difusdo). Antimicrobianos: ERI, eritromicina; EST, niveis elevados de estreptomicina; GEN, niveis elevados de gentamicina; TET,
tetraciclina. Categoria de susceptibilidade: vermelho ®, resistente; azul ®, intermediario; verde ®, sensivel; ®®2 ou ®®2 uma amostra em cada
categoria; ®(®)3 apenas duas amostras (2/34) pertenceram a categoria intermedidria para tetraciclina e foram isoladas da praia de Botafogo; Simbolo
preto (@), presenca.

Fonte: A autora, 2021.
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3.4 Caracteristicas Genomicas Gerais das Amostras de E. faecalis e E. faecium

Foram selecionadas 22 amostras bacterianas isoladas de 4guas recreacionais praianas,
que fizeram parte deste estudo, sendo sete pertencentes a espécie E. faecalis e 15 a E.
faecium. Foram incluidas nesta etapa do estudo 20 amostras de origem humana (colonizagao e
infeccdo em pacientes hospitalizados), sendo 10 de cada uma das espécies avaliadas,
conforme especificado em Material ¢ Métodos. A Tabela 10 apresenta as amostras cujo

genoma foi sequenciado e analisado, de acordo com a espécie e origem de isolamento.

Tabela 10 - Origem e ano de isolamento das amostras de Enterococcus faecalis e Enterococcus

faecium avaliadas neste estudo por metodologia de sequenciamento do genoma

completo
Espécies / Caracteristicas
Enterococcus faecalis Enterococcus faecium
Origem de Ano de Origem de Ano de
Amostra Isolamento’  Isolamento Amostra Isolamento'  Isolamento

BT00.E.21 BOT 2013 BT00.E.05 BOT 2013
BT00.E.69 BOT 2014 BT00.E.25 BOT 2013
CP05.E.143 (0(0) % 2014 BTO00.E.61 BOT 2014
CPOS5.E.146 COoP 2014 BTO00.E.75 BOT 2014
FLO04.E.126 FLA 2014 BTO00.E.105 BOT 2014
LB00.E.121 LEB 2014 BTO00.E.110 BOT 2014
LB00.E.122 LEB 2014 BTO00.E.143 BOT 2014
CL8593 COL 2009 FLO04.E.07 FLA 2013
CL8682 COL 2009 FL04.E.143 FLA 2014
CL8714 COL 2009 IP06.E.O01 IPA 2013
CL9172 INF 2011 IP06.E.124 IPA 2014
CL9314 INF 2013 IP06.E.149 IPA 2014
CL9727 COL 2015 LB00.E.61 LEB 2014
CL9733 INF 2015 LB00.E.142 LEB 2014
CL9745 COL 2015 LB00.E.150 LEB 2014
CL9752 COL 2015 CL9313 COL 2013
CL9761 INF 2015 CL9361 COL 2013

CL9373 INF 2013

CL9386 COL 2013

CL9388 COL 2013

CL9405 INF 2013

CL9406 INF 2013

CL9458 INF 2013

CL9540 INF 2014

CL9583 COL 2014

Praias: BOT, Botafogo; COP, Copacabana; FLA, Flamengo; LEB, Leblon; Amostras Humanas (todas
com numera¢do iniciada com CL): COL, colonizagdo; INF, infec¢do. As amostras humanas
foram isoladas de pacientes hospitalizados em instituigdes de satde localizadas no estado do
Rio de Janeiro.

Fonte: A autora, 2021.
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Os resultados obtidos nas andlises do sequenciamento do genoma das amostras de E.
faecalis e E. faecium revelaram diferengas tanto intra (em relacdo as diferentes origens de
isolamento), quanto interespecificos (comparando-se as duas espécies distintas), para os
diferentes parametros avaliados.

Pode ser observado que o tamanho médio do genoma das amostras de E. faecalis (3,00
Mb =+ 0,10) foi significativamente maior (p < 0,05) do que o de E. faecium (2,66 Mb = 0,14).
Entretanto, apesar das médias relativas aos tamanhos dos genomas das amostras humanas
terem sido um pouco maior, do que daquelas isoladas de aguas praianas, os dados nao
apresentaram significancia estatistica (p>0,08) dentro de uma mesma espécie, quando

considerada a origem de isolamento (Grafico 6).

Grafico 6 - Distribui¢do dos tamanhos do genoma (em Mb) das amostras de Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium isoladas de aguas recreacionais praianas da
cidade do Rio de Janeiro e de pacientes hospitalizados

% sk
3,5 { \ ,
* ® £ faecalis
® [ faecium
*
g % —
&
g ° 000000
£ %
[
© [ [
€ )5-
= X
°
20 | | | |
Agua  Humana Agua  Humana

Origem de Isolamento

Legenda: Mb, megabases; Origens de isolamento: d4gua = aguas recreacionais de praias da cidade do Rio de
Janeiro; humana = colonizagdo ou infecgdo em pacientes hospitalizados; Barras = média e desvio
padrdo; dois asteriscos, houve significdncia estatistica; um asterisco, ndo houve significancia
estatistica.

Fonte: A autora, 2021.
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Por outro lado, quanto ao % médio do contetido de G+C, pode ser observado que o
maior valor obtido foi relacionado as amostras de E. faecium isoladas de aguas recreacionais
praianas, tanto intra, quanto interespécie. As amostras de E. faecalis apresentaram médias de
% G+C muito semelhantes e, portanto, sem significancia estatistica (p > 0,05), independente
da origem de isolamento.

A anotagdo do genoma identificou médias maiores relativas ao nuamero de CDS
(coding sequences), sequéncias codificantes de proteinas, para a espécie E. faecalis,
particularmente para as amostras de origem humana. Para a espécie E. faecium, a média
relativa as amostras oriundas de aguas praianas foi ligeiramente maior. Porém, neste ultimo
caso ndo houve significancia estatistica (p > 0,05) para as diferencas observadas.

A determina¢do do numero de genes que codificam para rRNA revelou que o maior
valor médio obtido correspondeu as sequéncias provenientes de amostras de origem humana,
pertencentes a E. faecium. Enquanto o menor valor foi observado para as amostras oriundas
de dguas praianas dessa mesma espécie. O nimero médio de rRNA foi um pouco menor nas
amostras da espécie E. faecalis. Entretanto, cabe ressaltar que considerando-se apenas as
amostras ambientais (4guas praianas), o valor médio de rRNA para E. faecalis foi
significativamente maior que E. faecium (p < 0,05).

Da mesma forma, o nimero médio de tRNA também foi mais elevado para a espécie
E. faecium em relagdo a E. faecalis (51,32 + 4,40 e 48,44 + 8,44, respectivamente). Além
disso, em ambas as espécies, os maiores valores relacionados ao niumero médio de tRNA
foram associados as amostras de origem humana. Porém, ndo foi identificado significancia
estatistica nas comparagdes relativas a esta caracteristica.

Para as demais métricas relativas ao sequenciamento dos genomas das amostras
avaliadas, foi identificado que as coberturas de sequenciamento obtidas foram de 88,44x +

27,26 e 77,48x + 28,42; e os genomas foram montados em média com 84,25 + 43,98 contigs e

123,96 + 63,12 contigs nas amostras das espécies E. faecalis e E. faecium, respectivamente.
A Tabela 11 demonstra comparativamente os dados obtidos com as andlises relativas
as métricas determinadas para os genomas de E. faecium e E. faecalis, por espécie e por

origem de isolamento.
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Tabela 11 - Dados comparativos das analises do sequenciamento do genoma total de amostras
pertencentes as espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium isoladas
de 4guas recreacionais praianas e de pacientes hospitalizados

Espécies / Origem de Isolamento /
Valores das médias e desvios padrao das métricas do sequenciamento do genoma

Caracteristicas Enterococcus faecalis Enterococcus faecium
Aguas Média Aguas Meédia
8U35  Yymanas? guas Humanas?
praianas geral praianas geral
Tamanho do 2,96+005  3,03+0,12 3,00 +0,10% 2,64+0,11 2,70 +0,19 2,66 +0,14%
genoma (em Mb)
Conteudo
+ + + 4e 4 + 4 4
G+C (%) 37,27 £0,10 37,27+0,11 37,27 £0,10 38,07 £0,16 37,81 £0,06 37,97 £0,18
Igggfro de 2966,29 + 92,94 31633 +249,65 3082,18 +219,74% 2701,40 + 103,74 2638,60 + 173,93 2676,28 + 136,414
rRNA 3,14 £ 0,38* 3,00 £0,00 3,06 £0,25 2,60 £0,51* 4,00+2,11 3,16 £ 1,52
tRNA 4571 £ 11,46 50,56 + 4,85 48,44 + 8,44 50,67 £4,70 52,30 £3,95 51,32 £4,40

Cobertura de

. 97,00x +£22,10 81,78x+30,22  88,44x £ 27,26 90,73x £ 19,86  57,60x £28,43  77,48x £ 28,42
sequenciamento

Numero de

contigs 81,43 +59,64 86,44 +30,77 84,25 £43,98 84,13 +£27,78 183,70 £53,06 123,96 + 63,12

Legenda: 1Amostras oriundas de dguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro;?Amostras oriundas de
colonizacdo ou de infec¢do em pacientes hospitalizados;>*CDS, do inglés coding sequences ou regides
codificantes que determinam a sequéncia de aminodcidos de proteinas; * Comparagdes dentro de uma
mesma carateristica que apresentaram significancia estatistica (»<0.05). Destaques em cinza apontam
os maiores valores intraespecificos e em relag@o a origem de isolamento; Destaques em rosa apontam os
maiores valores entre as espécies, considerando-se a média geral obtida por espécie; Nao foi
considerado relevante destacar as maiores médias para “cobertura de sequenciamento” e “niimero de
contigs”.

Fonte: A autora, 2021.

3.5 Estrutura Populacional e Diversidade Genética - MLST

A analise da diversidade genética, através da determinag¢do dos perfis alélicos que
compdem os diferentes STs, classificados por metodologia de MLST, foi realizada para todas
as amostras de E. faecalis (N=17) e E. faecium (N=25) que tiveram o genoma sequenciado.

Foi possivel identificar sete STs distintos entre as amostras de E. faecalis, sdo eles:
ST6, ST21, ST23, ST40, ST62, ST525 e ST769. Destes, o ST21 foi o prevalente (29,4%;
5/17) e o tUnico compartilhado por amostras oriundas de 4guas praianas e de pacientes
hospitalizados. Os ST6 e ST525 (um DLV do ST6) reuniram trés amostras cada (17,7%; 3/17,
cada), e o ST769 agrupou duas amostras (11,8%; 2/17), sendo todas oriundas de pacientes

hospitalizados. Ja os ST23 (uma amostra), ST40 (uma amostra) e ST62 (duas amostras)
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corresponderam exclusivamente a amostras oriundas de 4guas praianas. Amostras
pertencentes ao ST21 e ao ST62 foram identificadas em praias distintas, como Copacabana e
Leblon para o primeiro e Copacabana e Flamengo para o segundo (Tabela 12).

Foram identificados 14 STs distintos entre as 24 amostras de E. faecium, sao eles:
ST22, ST94, ST253, ST361, ST705, ST800, ST844, ST867, ST88S, ST963, ST1226, ST1529,
ST1630 ¢ um ST NOVO. O ST de uma das amostras de E. faecium ndo pode ser
caracterizado, considerando que as sequéncias referentes aos genes atpd e purK nao
apresentaram confiabilidade suficiente para identificacdo segura dos alelos correspondentes.
Todos os STs que compuseram o arranjo populacional desta espécie se mostraram exclusivos
para amostras de uma unica origem de isolamento (ou aguas praianas ou pacientes). Dentre os
STs identificados nas amostras de E. faecium, o prevalente foi ST963 que agrupou 20,0%
(5/25) das amostras, sendo todas de origem humana. Além deste, os ST253 (4,0%; 1/25),
ST844 (12,0%; 3/25) e ST885 (4,0%; 1/25) foram os outros que também estiveram
relacionados apenas as amostras humanas. Dentre os que se destacaram entre as amostras de
aguas recreacionais praianas estdo os ST94 e ST361 que foram identificados em mais de um
local de origem, sendo o primeiro das praias de Copacabana, Ipanema e Leblon, e o segundo
de Ipanema e Leblon. Ainda em relacdo a E. faecium, cabe ressaltar o ST22, que foi
identificado em uma amostra proveniente de 4guas praianas, € o ST844, em amostras humanas,
anteriormente agrupadas como CC17. Ja os ST94, ST361 e ST800, identificados em amostras
isoladas de aguas praianas, pertencem ao CC94. Interessante notar, também, que perfis alélicos
semelhantes foram observados nos ST253 e ST867, que diferem apenas no gene purK e que
foram relacionados a amostras de origem humana e de &guas praianas, respectivamente
(Tabela 12).

O ST NOVO, oriundo de aguas praianas, ainda ndo foi nomeado e catalogado no
banco de dados do PubMLST, podendo vir a ser reportado pela primeira vez neste estudo.
Pode ser observado que o ST NOVO ¢ semelhante ao ST94, apresentando como diferengas os

alelos dos genes gyd e purK (Tabela 12).



Tabela 12 - Diversidade genética, das amostras de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, baseada nos perfis alélicos utilizados para a

caracterizacao dos diferentes STs e determinados por sequenciamento do genoma completo

Genes / Perfil alélico

Origem de isolamento?

. 1 N° de Ano de isolamento
Espécies ST - o
aroE gki xpt yqil gdh gyd pstS adk atpA ddl purK @mostras Aguas praianas Humanas (N® de amostras)
6 6 7 1 5 12 7 3 3 - COL 2009 (1); 2015 (2)
21 1 1 1 1 1 7 9 5 COP (1); LEB (2) INF (2) 2014
23 3 112 2 2 3 13 1 BOT - 2013
E. faecalis 40 9 12 10 7 3 6 23 1 BOT - 2014
62 33 4 2 2 7 11 2 COP; FLA - 2014
525 6 32 26 5 12 7 3 3 - COL (1); INF (2) 2015
769 32 32 26 31 15 7 3 2 - COL 2009
22 1 1 1 1 2 3 2 1 FLA - 2014
94 8 6 10 o6 13 8 8 4 BOT (2); IPA (1); LEB (1) - 2013 (1); 2014 (3)
253 31 1 1 3 7 35 1 - INF 2013
361 8 6 51 6 13 8 8 2 IPA; LEB - 2014
705 1 1 1 5 2 5 9 1 BOT - 2014
800 8 6 8 6 13 8 8 1 LEB - 2014
844 1 1 11 1 15 2 1 3 - COL (1); INF (2) 2013
E. faecium 867 31 1 1 3 7 73 1 BOT 2013
885 1 1 20 1 4 3 6 1 - INF 2013
963 1 1 11 1 15 2 44 5 - COL (4); INF (1) 2013 (3);2014 (2)
1226 2 2 1 8 5 4 6 1 IPA - 2014
1529 52 8 26 6 5 8 17 1 FLA - 2013
1630 1 1 92 1 5 3 1 BOT - 2014
NOVO 8 11 10 6 13 8 96 1 BOT - 2014
NC 1 1 1 1 * 3 * 1 BOT - 2013

1Sequence types — determinados pelo perfil alélico, conforme o sitio pubmlst.org; 2Origens: Aguas praianas — praias da cidade do Rio de Janeiro (BOT, Botafogo; COP,
Copacabana; IPA, Ipanema; FLA, Flamengo; LEB, Leblon), Humanas — pacientes hospitalizados (COL, colonizagdo; INF, infeccdo); NOVO, ST ainda ndo nomeado; NC,
ndo conclusivo; *, sequéncia ndo determinada; -, nenhuma amostra.
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3.6 Analise Filogenética das Amostras de E. faecalis e E. faecium Isoladas de Aguas

Recreacionais Praianas

A analise das relagdes filogenéticas utilizando méaxima verossimilhanga a partir
da matriz de SNPs permitiu identificar aspectos peculiares para as amostras isoladas de
dguas recreacionais praianas. Foi observado um comportamento relativamente diverso,
comparando-se as espécies avaliadas.

Com relagdo as amostras pertencentes a espécie E. faecalis, foi observada a
presenca de dois clados distantes, conectados por bracos longos da arvore filogenética e
bem individualizados. Um desses clados foi constituido de amostras obtidas de praias
distintas, sendo duas isoladas da praia de Botafogo, uma do Leblon e uma do Flamengo.
As amostras das praias do Leblon e do Flamengo que foram coletadas no mesmo dia
revelaram um maior relacionamento genético dentro do clado. O outro clado de E.
faecalis reuniu exclusivamente duas amostras obtidas da praia de Copacabana, que
também foram coletadas em um mesmo dia. Cabe ressaltar que amostras pertencentes a
um mesmo ST (como as do ST21 e do ST62), porém isoladas de praias distintas, foram
alocadas em clados diferentes (Figura 2A).

O arranjo obtido com as amostras de E. faecium também foi organizado em dois
clados, entretanto, se mostrou mais heterogéneo, se considerado que amostras de uma
mesma praia foram distribuidas em clados distintos. Além disso, amostras coletadas em
um mesmo dia, nem sempre foram agrupadas em um mesmo clado. Porém, pode ser
observado que o relacionamento genético entre as amostras de E. faecium pertencentes a
um mesmo clado ¢ bem mais proximo (bragos mais curtos) do que o observado em E.
faecalis. Foi interessante notar que todas as amostras de E. faecium pertencentes ao
CC94, que agrupa os ST94, ST361 e ST800 estdo distribuidas em um mesmo clado
apresentando relacionamento genético estreito, mesmo tendo sido isoladas de praias
diferentes. Como principal exemplo, destacam-se as amostras do ST94 que circularam
em trés praias distintas (Botafogo, Ipanema e Leblon) mas, se distribuiram como um
grupo monofilético. Além disso, esse mesmo clado, que reuniu amostras do CC94,
também incluiu a amostra do ST NOVO, que compartilha o mesmo alelo com o ST94

em cinco dos sete genes pertencentes ao esquema do MLST (Figura 2B).
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Figura 2 - Arvores filogenéticas baseadas em SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) construidas através de maxima verossimilhanga e
enraizamento pelo ponto médio (midpoint rooting) de amostras de Enterococcus faecalis (A) e Enterococcus faecium (B) isoladas de
aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro
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Legenda: Local de isolamento — a legenda em cores indica as respectivas praias da cidade do Rio de Janeiro, onde foram isoladas as amostras bacterianas — circulo mais
externo; as amostras foram coloridas de acordo com o ST (Sequence Type) ao qual pertencem; tridngulos da mesma cor indicam as amostras que foram coletadas no
mesmo dia.

Fonte: A autora, 2021.
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3.7 Analise do Conteudo do Genoma Acessorio de Amostras de E. faecalis e E. faecium

Isoladas de Aguas Recreacionais Praianas

Foram também realizadas andlises visando apenas a presenca/auséncia de genes do
genoma acessorio, com o objetivo de avaliar a sua contribui¢do para o arranjo filogenético das
amostras estudadas. Os resultados obtidos foram diferentes para as espécies avaliadas, mesmo
considerando-se que as amostras isoladas circularam em um unico tipo de ambiente (dguas
praianas).

Diferente dos arranjos filogenéticos apresentados anteriormente (Resultados item 3.6),
foi observado que, neste caso, as amostras da espécie E. faecalis se apresentaram como um
grupo monofilético, compondo arranjos com bragos curtos e demonstrando uma grande
homogeneidade (Figura 3). Assim, pode-se sugerir que o genoma acessoOrio, aparentemente,
nao foi decisivo para o distanciamento filogenético das amostras dessa espécie, como
observado nas analises anteriores. Por outro lado, a subdivisdo em dois clados distintos das
amostras de E. faecium, se manteve, sugerindo assim a participacdo do genoma acessorio nas

relacdes filogenéticas desta espécie.

Figura 3 - Arvore filogenética baseada na presenga/auséncia de genes no genoma acessorio de
amostras de Enterococcus isoladas de dguas recreacionais praianas da cidade do

Rio de Janeiro
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Espécie
Enterococcus faecalis
B Enterococcus faecium

Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com a espécie a qual pertencem; Numeragdo das amostras de
acordo com a origem de isolamento: praias de Botafogo — BT; Copacabana — CP; Ipanema — IP;
Flamengo — FL; e Leblon — LB.

Fonte: A autora, 2021.
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3.8 Analise Comparativa do Conteudo do Genético de Amostras de E. faecalis e E.
faecium Isoladas de Aguas Recreacionais Praianas e de Pacientes Hospitalizados:

Resistoma, Viruloma, Mobiloma (Fagos) e Mecanismo de Defesa CRISPR-Cas

O estudo da composi¢do do conteudo genético teve como principal objetivo comparar
possiveis diferencgas na presenga/auséncia de genes responsaveis pela expressao caracteristicas
importantes, tais como particularmente resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia, além da
presenca de fagos e do sistema CRISPR-Cas, entre as espécies estudadas e os diferentes
cenarios de origem das amostras (aguas praianas e pacientes hospitalizados), bem como a sua
influéncia nas diferentes linhagens (STs) circulantes durante o periodo avaliado.

O resistoma dos 17 genomas de E. faecalis, sendo sete de aguas praianas e 10 de
pacientes hospitalizados, foi composto de 14 genes de resisténcia distintos. Destes, quatro
foram associados a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos; dois a resisténcia aos
macrolideos; um a lincosamidas, pleuromutilina e estreptograminas; dois ao trimetoprim; um
gene aos glicopeptideos; um as tetraciclinas; um ao cloranfenicol; um as estreptotricinas; e um
correspondendo a uma bomba de efluxo relacionada a resisténcia a multiplos antimicrobianos.
A média geral de genes de resisténcia para a espécie foi de 7,47; sendo maior para as amostras
oriundas de pacientes hospitalizados (x = 8,10) do que para as obtidas de dguas praianas (X =
6,57). A diferenga entre o nimero de genes das amostras E. faecalis de diferentes origens
demonstrou significincia estatistica (p < 0,05) (Grafico 7A).

O resistoma identificado nos 25 genomas analisados da espécie E. faecium (15 de
aguas praianas e 10 de pacientes hospitalizados) foi constituido de 19 genes de resisténcia
distintos. Destes, quatro foram associados a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos;
trés a resisténcia a macrolideos; trés a lincosamidas, pleuromutilina, estreptograminas; dois ao
trimetoprim, dois as tetraciclinas; um a clindamicina; um ao cloranfenicol; um aos
glicopeptideos; um as estreptotricinas; € um a bomba de efluxo de multiplos antimicrobianos.
A média geral de genes de resisténcia para a espécie foi de 5,80. Também para esta espécie, o
nimero de genes de resisténcia nas amostras de origem humana (X =9,30) foi
significativamente maior (p < 0,05), do que nas obtidas de dguas praianas (X = 3,47) (Grafico
7A).

A comparacao do nimero de genes de resisténcia entre amostras de mesma origem de
1solamento, porém de espécies distintas revelou que para amostras oriundas de aguas praianas,
o resistoma foi significativamente maior (p < 0,05) nas amostras pertencentes a espécie E.

faecalis. Entretanto, o inverso foi observado para as amostras de origem humana (pacientes
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hospitalizados), onde o numero de genes que compuseram o resistoma das amostras de E.
faecium foi significativamente maior (p < 0,05) (Grafico 7A).

Foram identificados um total de 23 genes de viruléncia compondo o viruloma das
amostras pertencentes a espécie E. faecalis, sendo oito deles associados a adesdo as células
hospedeiras; quatro responsdveis pela produgdo de enzimas/toxinas secretadas; quatro
relacionados com a producdo de feromonios; trés responsaveis pela formacao de biofilmes;
dois a evasao do sistema imune; ¢ dois envolvidos na protecdo aos diversos mecanismos de
estresse. A média geral de genes de viruléncia para a espécie foi de 16,76. A diferenca entre
as médias obtidas com amostras de diferentes origens foi muito proxima e ndo apresentou
significancia estatistica (aguas praianas, X = 17,00; pacientes hospitalizados, x = 16,60; p >
0,05) (Grafico 7B).

O viruloma representativo da espécie E. faecium foi composto de 10 genes distintos,
sendo cinco deles associados aos processos de adesdao a célula hospedeira, dois responsaveis
pela producao de enzimas/toxinas secretadas, um associado a formagao de biofilmes e dois
relacionados a protegdo ao estresse. A média de genes de viruléncia foi de 4,84 por genoma,
sendo significativamente menor (p < 0,05) nas amostras oriundas de 4guas praianas (X =
2,93) do que nas provenientes de pacientes hospitalizados (X = 7,70).

Comparando-se o numero de genes de viruléncia presentes nos genomas de amostras
de mesma origem de isolamento, porém de espécies distintas, foi observado que o viruloma
nas amostras de E. faecalis se mostrou significativamente maior (p < 0,05) tanto naquelas
provenientes de aguas praianas, quanto de pacientes hospitalizados, quando comparado a E.

faecium (Grafico 7B).
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Grafico 7 - Distribuigdo das amostras de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
isoladas de aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro e de
pacientes hospitalizados em relacdo ao nimero de genes de resisténcia aos
antimicrobianos (A) e de viruléncia (B) identificados por sequenciamento do

genoma completo
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Fonte: A autora, 2021.
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A presenca de profagos intactos também foi investigada nos genomas das amostras
incluidas neste estudo, como representantes do mobiloma de Enterococcus.

Os resultados revelaram que a média de fagos por genoma das amostras de E. faecalis
foi de 2,05, variando de 0 a cinco profagos por genoma. Além disso, as médias relativas ao
numero de profagos nas amostras dessa espécie, porém de origens distintas, ou seja, isoladas
de aguas praianas e de pacientes hospitalizados, foram similares (x =2,0 e X =2,1,
respectivamente). Foram identificados 10 profagos intactos diferentes nas amostras de E.
faecalis. Duas amostras ndo apresentaram profagos (28,6%; 2/17), sendo uma de cada origem
de isolamento; e uma amostra de origem humana (paciente hospitalizado) foi a que apresentou
o maior nimero de profagos (N=5) diferentes associados ao genoma. Dois profagos diferentes
foram prevalentes, sendo identificados em seis amostras cada (35,3%; 6/17 cada), sdo eles:
PHAGE Entero phiFLIA (quatro amostras de aguas praianas e duas de pacientes
hospitalizados) ¢ PHAGE Entero phiEfl1 (duas de 4guas praianas e quatro de pacientes
hospitalizados).

As amostras da espécie E. faecium apresentaram em média 1,0 profago / genoma,
variando de 0 a dois. Foram identificados 12 profagos intactos diferentes e o prevalente foi o
PHAGE Entero vB IME197, identificado em sete amostras (28,0%; 7/25), sendo cinco
(33,3%; 5/15) de aguas praianas e duas (20,0%; 2/10) de pacientes hospitalizados. Nao foram
identificadas sequéncias de profagos intactos em trés amostras dessa espécie oriundas de
aguas praianas e em duas de pacientes hospitalizados.

Além disso, quatro profagos intactos foram identificados em ambas as espécies, sdo
eles (n® de amostras para E. faecalis e E. faecium, respectivamente): PHAGE Bacill BCJAlc
(duas e trés); PHAGE Bacill phBC6AS52 (trés e uma); PHAGE Entero phiEfl1 (seis e
uma); PHAGE Entero vB IME197 (seis e sete).

Sete amostras de E. faecalis, sendo cinco oriundas de aguas praianas e duas de
pacientes hospitalizados, apresentaram CRISPR1, que ¢ relacionado a proteina cas. Enquanto,
12 amostras, sendo sete de aguas praianas e cinco humanas, apresentaram CRISPR2 que ¢ do
tipo orfao da proteina cas e ndo ¢ funcional. Por outro lado, os resultados obtidos nao

indicaram a presenga de regides associadas ao sistema CRISPR nas amostras de E. faecium.
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3.9 Anilises Filogenética e do Conteiido Genético de Amostras Isoladas de Aguas

Recreacionais Praianas em Comparacio as de Pacientes Hospitalizados

Foram construidas arvores filogenéticas através da maxima verossimilhanca,
utilizando matriz de SNPs, para ambas as espécies e origens de isolamento, associando-se os
dados obtidos do resistoma, viruloma, profagos e presenca de regides CRISPR.

As amostras pertencentes a espécie E. faecalis foram distribuidas em dois clados
distintos, que foram nomeados de Af (oito amostras) e Bf (nove amostras). O clado Af
reuniu somente amostras isoladas de pacientes hospitalizados. Enquanto o clado B¢ agrupou
todas as amostras provenientes de aguas praianas e duas oriundas de pacientes hospitalizados
(FIGURA 4). Considerando-se a distribuicdo dos STs nos dois clados, foi observada uma
maior diversidade no clado Bg. Entretanto, as amostras do ST21, de ambas as origens
avaliadas, compartilharam desse mesmo clado (Br).

No geral, as amostras de E. faecalis, pertencentes ao clado Af (que reuniu
exclusivamente amostras de origem humana) apresentaram um maior numero de genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Entretanto, as duas amostras isoladas de pacientes
hospitalizados que compartilharam com amostras de 4guas praianas o clado Bg, ndo seguiram
esse padrdo. Por outro lado, as amostras do clado By exibiram, no geral um maior nimero de
genes de viruléncia.

Nao foram observadas diferengas significativas entre a distribuicdo de profagos pelos
dois clados identificados em E. faecalis. Porém, cabe registrar que a amostra que apresentou o
maior nimero de fagos foi de origem humana e pertencente ao clado Ar. Um dos profagos
prevalentes (PHAGE Entero phiEfl1) foi identificado nas amostras de ambos os clados,
enquanto o outro (PHAGE Entero phiFL1A) foi exclusivo do clado Bt..

Todas as amostras do clado By, apresentaram CRISPR2 (ndo funcional), sendo menos
frequente nas amostras do clado Ag. Ja CRISPRI1 foi exclusivo das amostras do clado Br,
excetuando-se duas amostras isoladas da praia de Copacabana, que foram as portadoras do
maior numero de genes de viruléncia. Todas as amostras que apresentaram CRISPR1 tinham
a cas do subtipo Ila. As amostras que ndo apresentaram CRISPR1 exibiram um maior numero

de profagos. Os dados relativos a E. faecalis estao representados na Figura 4.
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Figura 4 - Arvore de filogenia construida através de maxima verossimilhanga, utilizando matriz de SNPs e enraizamento pelo ponto médio
(midpoint rooting), demonstrando o resistoma, viruloma, profagos e sistema CRISPR associados ao genoma de amostras de
Enterococcus faecalis isoladas de aguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro e de pacientes hospitalizados
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Fonte: A autora, 2021.
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As amostras pertencentes a espécie E. faecium também se distribuiram em dois
clados distintos, que foram nomeados neste estudo de A (nove amostras) e Bm (16
amostras) (FIGURA 5).

O clado Asm reuniu somente amostras isoladas de aguas recreacionais praianas.
Enquanto o clado Bsm agrupou todas as 10 amostras provenientes de pacientes
hospitalizados e seis oriundas de 4guas praianas. Cabe ressaltar que foi observada uma
subdivisao no clado Bfn, formando um grupo monofilético que reuniu apenas amostras
humanas e pertencentes a STs reconhecidos como altamente adaptados ao ambiente
hospitalar (ST800 e ST963, este ultimo pertencente ao CC17), como demonstrado na
Figura 5. Como ja mencionado anteriormente, ndo foi observada a circulacdo de um
mesmo ST entre os dois cenarios avaliados e, portanto, isso também ndo ocorreu entre os
clados identificados.

A maior concentragdo de genes de resisténcia e de viruléncia foi claramente
associada as amostras isoladas de pacientes hospitalizados, como também ja mencionado
anteriormente. Entretanto, o arranjo filogenético dessas amostras demonstrou que aquelas
oriundas de 4guas praianas que apresentaram um numero maior de determinantes de
resisténcia e viruléncia foram agrupadas no clado B, juntamente com as de origem
humana.

A presenca de fagos foi mais associada as amostras isoladas de 4guas praianas,
independente do arranjo filogenético em clados. O profago prevalente entre amostras de E.
faecium (PHAGE Entero vB IME197) foi identificado em amostras de ambos os clados.

Nenhuma regido CRISPR foi identificada nos genomas das amostras de E. faecium
avaliadas e de ambas as origens.

A associagdo dos dados relativos ao resistoma, viruloma e presenca de fagos nas

amostras de E. faecium estd demonstrada na Figura 5.
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Figura 5 - Arvore de filogenia construida através de maxima verossimilhanga, utilizando matriz de SNPs e enraizamento pelo ponto médio
(midpoint rooting), demonstrando o resistoma, viruloma, profagos e sistema CRISPR associados ao genoma de amostras de
Enterococcus faecium isoladas de dguas recreacionais praianas da cidade do Rio de Janeiro e de pacientes hospitalizados
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Fonte: A autora, 2021.
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A Figura 6A apresenta a distribuicdo de todos os genes de resisténcia aos
antimicrobianos identificados nos genomas das amostras de E. faecalis. Os genes presentes
nessas amostras sao responsaveis pela expressao da resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: (i) niveis elevados de aminoglicosideos — aph(3’)-Illa, aac(6’)-aph(2 "),
ant(6’)-la e ant(9’)-Ia; (ii) cloranfenicol — catpca21; (iil) estreptotricinas — sat4; (iv)
glicopeptideos — vand; (v) lincosamidas, pleuromutilina e estreptograminas — Isa4; (vi)
macrolideos — erm(A) e erm(B); (vii) tetraciclinas — tet(M); (viii) trimetoprim — dfi(E) e
drf(F), (ix) bomba de efluxo — efr4.

Todas as amostras E. faecalis apresentaram os genes dfrE, efrA e IsaA e apenas
uma amostra de origem humana (CL8593) e uma isolada de 4guas praianas (BT00.E.21)
ndo apresentaram os genes tet(M) e erm(B), respectivamente. Além disso, os genes ant(9’)-
la, aac(6’)-aph(2”’), cat(pC221), drf(F), erm(A) e vanA estiveram preferencialmente
associados ao clado As. Enquanto, os genes aph(3°)-Illa e ant(6’)-1a estiveram associados
majoritariamente as amostras do clado Br.

Os genes de viruléncia que foram identificados nos genomas (viruloma) das
amostras de E. faecalis e respectivos fendtipos foram: (i) adesdo a célula hospedeira — ace,
agg, asal, ebp pili, echA, efad, esp e prgB; (i1) enzimas/toxinas secretadas — locus cy/,
gelE, hylA/B e sprE; (iil) feromonios — cad, camE, cCFI10 e cOBI; (iv) formagdo de
biofilme — bopD, locus fsr e srtd; (v) evasdo do sistema imune — locus cps e elrAd; (vi)
protecdo ao estresse — clpL e tpx (FIGURA 6B). Os loci cps, cyl, fsr e hylA/B somente
foram considerados como presentes, quando todos os genes envolvidos foram
identificados.

A maioria das amostras de E. faecalis apresentou diversos determinantes de
viruléncia, independente da origem de isolamento (4guas praianas ou pacientes
hospitalizados). Entretanto, o gene ech4, que ¢ uma MSCRAMM de ligagdo ao colageno,
foi mais relacionado as amostras de origem humana alocadas no clado Ar.. Enquanto, agg,
e prgB foram mais frequentes nas amostras pertencentes ao clado Bf. Além disso, as
Unicas amostras que apresentaram os genes asal, esp e clpL pertenceram ao clado Br,

sendo todas oriundas de dguas praianas.
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Figura 6 - Distribui¢do dos genes de resisténcia (A) e de viruléncia (B), em amostras de
Enterococcus faecalis isoladas de aguas recreacionais praianas da cidade do Rio
de Janeiro e de pacientes hospitalizados, em relacdo aos clados Af e Br
identificados por construgdo da filogenia através de maxima verossimilhanga
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Legenda: As amostras foram coloridas de acordo com a origem de isolamento; amostras cuja identifica¢ao ¢
iniciada por CL, correspondem aquelas isoladas de pacientes hospitalizados; identificacdo das
amostras isoladas de aguas praianas indicam o local de origem, onde BT, praia de Botafogo, CP,
Copacabana, FL, Flamengo e LB, Leblon; primeiro mapa de calor aponta o n° de genes de
resisténcia em cada amostra e o segundo demonstra o n° de genes de viruléncia por amostra; H,

presenca do gene.
Fonte: A autora, 2021.

Foi encontrada uma maior diversidade de genes associados a resisténcia aos

antimicrobianos nos genomas das amostras de E. faecium, se comparado a E. faecalis. A

distribuicao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos de E. faecium esta apresentada na
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Figura 7A. Ambas as espécies apresentaram os mesmos genes de resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos, estreptotricinas e glicopeptideos.

Considerando o fenotipo de resisténcia MLSg, pode-se observar um maior nimero
de genes responsaveis por essa caracteristica na espécie E. faecium, que incluiu mrsC, que
¢ um determinante de resisténcia aos macrolideos, € [nuB e eatAv, associados a resisténcia
a lincosamidas e estreptograminas. Além disso, nas amostras de E. faecium foi identificada
a presenca do gene terL, além de tetM, responsavel pela resisténcia a tetraciclinas.

Em ambas as espécies foram detectados dois determinantes de resisténcia ao
trimetoprim. Entretanto, em E. faecium foram anotados os genes drfF’ (também presente
nas amostras de E. faecalis) e drfG. Diferengas entre as espécies E. faecalis e E. faecium
foram também observadas relacdo a classe do determinante de resisténcia ao cloranfenicol
(catpca21 € catpcioa, respectivamente) e ao gene responsavel pela expressdo de bomba de
efluxo (efrA e efimA, respectivamente).

Nas amostras de E. faecium, os genes mrsC e efmA foram os prevalentes,
independente da origem de isolamento das amostras. Entretanto, a maioria dos genes
relacionados a resisténcia aos antimicrobianos foi identificada nas amostras pertencentes
ao clado Bm que reune, principalmente, aquelas oriundas de pacientes hospitalizados.
Assim, como ja havia sido observado nos testes fenotipicos de susceptibilidade aos
antimicrobianos, as amostras provenientes de aguas praianas mostraram acumular um
nimero aparentemente bem menor de determinantes de resisténcia. Porém, foi interessante
notar que o gene eatAv foi quase que exclusivamente associado a essas amostras no clado
Afn (FIGURA 7A).

Além disso, a comparagdo entre espécies avaliadas demonstrou que, diferente do
que observado em relagdo aos determinantes de resisténcia, as amostras de E. faecium
apresentaram menor nimero de genes de viruléncia que E. faecalis (como ja demonstrado
anteriormente). Os genes de viruléncia comuns a ambas as espécies foram: ebp pili, echA,
esp, hyl, bopD, clpL e efAs (por ser uma variante de ef4 em E. faecium). Além desses, foi
também identificado em amostras de E. faecium os seguintes genes e respectivos fenotipos:
adesdo a célula hospedeira — acm (codifica para uma MSCRAMM de ligagdo ao colageno)
e sgrAd (codifica para uma adesina de liga¢dao ao nidogénio); enzima — htrA (codifica para
uma serina protease de superficie) (FIGURA 7B).

O gene efads, foi identificado em todas as amostras, independente da origem de
isolamento. Além deste, o acm esteve presente na quase totalidade das amostras avaliadas,

excetuando-se apenas trés amostras do clado Bt (duas de 4guas praianas e uma de paciente
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hospitalizado). A maioria dos demais genes foi associada ao brago monofilético do clado

B, que reuniu exclusivamente amostras isoladas de pacientes hospitalizados. Por outro

lado, o gene c/pL, que ¢ induzido por condi¢des diversas de estresse, foi exclusivamente

relacionado a todas as amostras oriundas de dguas praianas (FIGURA 7B).

Figura 7 - Distribuicdo dos genes de resisténcia (A) e de viruléncia (B), em amostras de
Enterococcus faecium isoladas de dguas recreacionais praianas da cidade do Rio
de Janeiro e de pacientes hospitalizados, em relacdo aos clados Afm € Bmm
identificados por construgdo da filogenia através de maxima verossimilhanga
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ainda ndo nomeado pelo pubmlst.org; primeiro mapa de calor aponta o n° de genes de resisténcia
em cada amostra e o segundo demonstra o n° de genes de viruléncia por amostra; B, presenca do

gene.
Fonte: A autora, 2021.
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3.10 Correlaciao dos Testes de Disco-Difusdo, PCR e Sequenciamento do Genoma
para a Detecciio da Resisténcia a Eritromicina, Tetraciclina e Niveis Elevados

de Aminoglicosideos

Os testes de disco difusdo, PCR e sequenciamento do genoma completo foram em
maioria compativeis na detec¢ao de fenotipos e genotipos de resisténcia para eritromicina,
niveis elevados de aminoglicosideos e tetraciclina nas sete amostras de E. faecalis e 15
amostras de E. faecium isoladas de aguas praianas recreacionais que tiveram o genoma
sequenciado.

Com relacdo a espécie E. faecium, os resultados obtidos nas andlises por
sequenciamento apontaram possiveis respostas para incongruéncias evidenciadas entre os
testes de disco difusdo e de detec¢do de genes por PCR. Um total de sete amostras
pertencentes a essa espécie foram caracterizadas na categoria resistente ou intermedidria
para eritromicina (N=7), por disco-difusdo, mas ndo apresentaram produtos de
amplificacdo para genes compativeis com esse fenotipo, através do painel utilizado na
metodologia de PCR [erm(A), erm(B) e mef(A)]. Porém, nessas amostras foram
encontradas sequéncias de genes também associados a expressao do fenotipo MLSg, mrsC
e efmA, além do gene eatAv responsavel pela expressdo de bomba de efluxo e que nao
compuseram o painel de PCR utilizado, o que poderia explicar tal incongruéncia. Cabe
ressaltar, também, que mrsC e efinA foram prevalentes nas amostras de E. faecium que
tiveram o genoma sequenciado.

Por outro lado, duas amostras pertencentes a espécie E. faecalis, foram suscetiveis a
niveis elevados de gentamicina e ndo foram detectados determinantes de resisténcia
compativeis por PCR. Entretanto, em ambas as amostras foi identificado a presenca do
gene responsavel pela expressao de uma enzima bifuncional que determina a resisténcia a
niveis elevados desse antimicrobiano registrando incongruéncia entre os métodos
utilizados.

Dentre as amostras que tiveram o genoma sequenciado, ndo foram observadas

variagoes entre os métodos com relacao a resisténcia a tetraciclina.
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4. DISCUSSAO

As regides praianas representam areas que comumente demandam, sob o ponto de
vista ambiental, acdes diversas de gestdo e controle, frente ao impacto sobre o ambiente
marinho decorrente da poluicdo gerada pela intensa urbanizacdo e exploragdo turistica em
larga escala. Diferentes tipos e fontes de polui¢do e de contaminagdo impactam os
ambientes de aguas praianas, sendo a contaminacgdo fecal extremamente relevante, diante
do significativo risco a saide humana e ao ambiente (MELO, 2015; PRATES et al., 2012).

Estudos eco-epidemiologicos tém revelado que os efeitos adversos mais frequentes
a satide humana, associados a exposi¢do a dguas de recreacdo contaminadas com fezes, sdo
as doencas entéricas, seguidas das doengas respiratdrias e de pele. Nesse contexto, diversos
patogenos se destacam, incluindo virus, bactérias e parasitas intestinais, o que dificulta o
isolamento rotineiro de um agente especifico, a partir de amostras ambientais. Assim, ¢é
sugerido que a contaminacdo seja determinada por indicadores microbiologicos da
presenca de contaminagdo fecal no meio ambiente, representados sobretudo pela espécie
Escherichia coli e Enterococcus spp (ISHII; SADOWSKY, 2008; JUNG et al., 2014;
MELO, 2015; NICHOLS, 2006; NOGALES et al., 2011).

Os membros do género Enterococcus apresentam, em geral, uma grande capacidade
de sobrevivéncia em diferentes situacdes e ambientes, tendo se firmado nas ultimas
décadas como uma das principais causas de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude
(KRAWCZYK et al. 2021; MILLER et al., 2020; SAID et al., 2021).

Esses microrganismos exibem um extenso arsenal de mecanismos de resisténcia
intrinseca, além de uma progressiva aquisi¢do de determinantes de resisténcia aos
antimicrobianos, metais e desinfetantes (GARCfA—SOLACHE, RICE, 2019;
GIANNELLA et al., 2020; LEE et al., 2020).

Tais caracteristicas sdo associadas a escalada dos enterococos, particularmente as
espécies E. faecium e E. faecalis, a partir do anomimato comensal para o protagonismo no
cenario das infec¢des humanas (RAMOS et al., 2020). Estudos recentes apontam que a
conquista de diferentes ambientes se da por subpopulagdes especializadas selecionadas a
partir de um processo evolutivo dindmico, decorrente da grande plasticidade gendmica
desses microrganismos que, associada a fendmenos de recombinacdo homologa e expansao
populacional, ¢ determinante para a aquisicdo de diversos mecanismos de resisténcia, bem

como de viruléncia (FIORE et al., 2019; SOUZA, 2020).
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Este estudo teve por objetivo central caracterizar fendtipos e genotipos de amostras
de Enterococcus isoladas de 4dguas de praias localizadas na zona sul da cidade do Rio de
Janeiro, RJ (praias de Botafogo, Copacabana, Flamengo, Ipanema e Leblon), com o
proposito de avaliar atributos de multirresisténcia aos antimicrobianos. Além disso,
também teve o proposito de investigar a estrutura populacional e filogenia de amostras
pertencentes as espécies E. faecalis e E. faecium, obtidas de aguas praianas e de pacientes
hospitalizados a fim de comparar diferentes aspectos relativos a biologia desses
microrganismos em ambos 0s cenarios.

Para tal, foram avaliadas 264 amostras de Enterococcus isoladas e previamente
caracterizadas em um estudo anterior de nosso grupo (MELO, 2015). As amostras
bacterianas tiveram sua caracterizacdo em género e espécies confirmada pelo emprego da
metodologia de espectrometria de massas MALDI-TOF MS. Por esta metodologia, foram
identificadas as espécies E. faecium (N=126), E. hirae (N=93), E. faecalis (N=37), E.
gallinarum (N=3), E. casseliflavus (N=2), E. asini (N=1), E. canintestini (N=1) e E.
villorum (N=1). Os resultados demonstraram um elevado percentual de concordancia
>98% entre as duas metodologias empregadas: convencional, realizada no estudo anterior e
MALDI-TOF-MS, utilizada neste estudo. Entretanto, o conjunto de provas utilizado para a
caracterizagdo convencional ndo apontou a presenca de espécies menos usuais, como E.
asini, E. canintestini e E. villorum, que foram identificadas neste estudo pela metodologia
de espectrometria de massas.

As amostras pertencentes as espécies E. asini, E. canintestini e E. villorum foram
obtidas da agua coletada da praia de Botafogo, local que apresentou a maior diversidade de
espécies isoladas e que reconhecidamente apresenta grande influéncia do aporte de
polui¢do ambiental. Entretanto, cabe ressaltar que analises moleculares adicionais, como
sequenciamento de genes especificos (por exemplo, o gene que codifica para o rRNA16S),
ainda sdo necessarias para confirmag¢ao definitiva da classificacdo dessas amostras.

As espécies E. asini (DE VAUX et al., 1998), E. canintestini (NASER et al., 2005)
e E. villorum (VANCANNEYT et al., 2001) foram originalmente descritas a partir das
fezes de asininos, cdes e suinos, respectivamente. Entretanto, sdo raros os relatos na
literatura sobre o papel dessas espécies nas infeccoes humanas, bem como seu isolamento a
partir do ambiente. Destacamos, porém, que E. canintestini ja foi apontado como agente
responsavel por um quadro de bacteremia, em um hospital de Taiwan (TAN et al., 2010).

Considerando as espécies E. faecium, E. faecalis e E. hirae, nossos dados estdo de

acordo com a literatura especializada. As espécies E. faecium e E. faecalis, consideradas
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prevalentes nas infec¢des enterococicas em humanos, também sao frequentemente isoladas
de outros animais ¢ do ambiente (CASTILLO-ROJAS et al., 2013; FERGUSON et al.,
2016; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019; SADOWY; LUCZKIEWICZ, 2014). A espécie
E. hirae ¢ comum no trato gastrintestinal de diversos animais homeotérmicos (FREITAS et
al., 2018a; ZAHEER et al., 2020), apesar de também estar associada a quadros infecciosos
nesses animais, particularmente endocardites e osteomielites em aves de produgdo
(KOLBJORNSEN et al., 2011; VELKERS et al., 2011).

Os resultados dos testes de susceptibilidade, interpretados de acordo com CLSI
(2020) e EUCAST (2020), demonstraram taxas elevadas de amostras sensiveis aos
antimicrobianos testados, excetuando-se para eritromicina e rifampicina. Dados
semelhantes foram apresentados em uma recente revisdo de literatura (KORAJKIC et al.,
2020), que compilou resultados de diversos estudos realizados em diferentes regides do
mundo, que registraram percentuais de resisténcia, em amostras de enterococos isoladas de
habitats marinhos e estuarinos, que variaram de 2,4% para vancomicina a 24,2% para
ampicilina. Entretanto, os autores chamaram atengdo para a importancia da presenca de
amostras de enterococos exibindo caracteristicas de resisténcia clinicamente relevantes
nesses habitats.

Neste estudo, merecem destaque, as elevadas taxas de ndo susceptibilidade para
eritromicina, nitrofurantoina, rifampicina e tetraciclina que foram observadas nas amostras
pertencentes as espécies prevalentes neste estudo, E. faecium, E. hirae e E. faecalis. Dados
da literatura corroboram esses achados, destacando que tais caracteristicas de nao
susceptibilidade sdo as mais frequentemente encontradas em amostras de enterococos de
origem ambiental (DESMARAIS et al., 2020; DI CESARE et al., 2012; CASTILLO-
ROJAS et al., 2013).

Dentre os fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos em amostras de
Enterococcus, que determinam maior importancia clinica, estdo a resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos (fendtipo HLAR) e de glicopeptideos (representado por
amostras reconhecidas como VRE). Neste estudo, o fendtipo HLAR foi identificado em
amostras das espécies E. faecalis e E. asini. Consideramos relevante a identificagcdo desse
fendtipo entre amostras ambientais que, mesmo ja tendo sido relatado em amostras “nao-
humanas” pertencentes a espécie E. faecalis (DE BRIYNE et al., 2021; TROSCIANCZYK
et al., 2021), constitui-se como um dado novo para a espécie E. asini. Apesar de ainda ser
necessario estudos adicionais para confirmagdo tanto da caracteristica, quanto da espécie

(como mencionado anteriormente). Além disso, os dados obtidos registram, também, o
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encontro dessa relevante caracteristica de resisténcia em amostras isoladas de aguas
praianas recreacionais em nosso meio. Entretanto, ndo foram identificadas, por testes
convencionais de determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos, amostras
apresentando fenotipo de resisténcia a niveis elevados de vancomicina e/ou teicoplanina.

Da mesma forma, apesar do elevado percentual de amostras sensiveis, a maioria
das amostras (50,4%; 133/264) em nosso estudo exibiu feno6tipo de multirresisténcia, ou
seja, nao susceptiveis a trés ou mais classes de antimicrobianos, quando considerado
valores de nao susceptibilidade como o somatorio das categorias intermediaria e resistente.
Todas as amostras de E. faecalis (100%; 37/37), bem como as amostras pertencentes a FE.
asini ¢ E. villorum, além das duas amostras de E. casseliflavus foram multirresistentes
pelos critérios utilizados.

Dentre as amostras de enterococos multirresistentes identificadas neste estudo
(N=133), foram caracterizados 70 perfis distintos, que agruparam amostras nao
susceptiveis a até oito classes de antimicrobianos concomitantemente. O perfil prevalente
correspondeu a 18,1% das amostras bacterianas (24/133), sendo representativo de ndo
susceptibilidade a eritromicina, nitrofurantoina e rifampicina.

Um total de sete perfis de multirresisténcia foram compartilhados entre amostras de
espécies distintas. Além disso, perfis de multirresisténcia idénticos foram observados em
amostras de mesma espécie, porém obtidas de praias distintas. Esses achados ressaltam e
corroboram dados de literatura quanto ao amplo intercambio de elementos genéticos, que
comumente carreiam caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, observado também
entre amostras provenientes do ambiente marinho. Muitos sdo os fatores ja descritos que
podem influenciar e contribuir para a ampla dispersdo de elementos genéticos moveis
(EGM). Vantagens adaptativas a ambientes diversos podem ser adquiridas pela aquisicao
de transposons e plasmideos, que comumente também carreiam genes de resisténcia aos
antimicrobianos (SANTAGATI et al., 2012; SANTIAGO-RODRIGUEZ et al., 2013). Os
bacteriofagos sdo, também, responsabilizados pela dispersdo de determinantes de
resisténcia entre amostras bacterianas e, apesar do seu potencial ja ter sido relativamente
subestimado, estudos anteriores ja demonstraram a importancia desses elementos,
particularmente no ambiente marinho (COLOMER-LLUCH et al., 2011; DUERKOP et al.,
2014; FARD et al., 2011).

A dindmica da dispersdo da resisténcia a antimicrobianos no ambiente, demonstra
uma associacdo entre fatores genéticos, ecoldgicos e bioldgicos. Condigdes sanitarias

precarias, dentre outras agdes antropogénicas, podem favorecer mecanismos de
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disseminag¢do de determinantes de resisténcia aos antimicrobianos (BAQUERO et al.,
2019; HATOSY; MARTINY et al., 2015). Em nosso estudo, perfis de multirresisténcia
compartilhados foram coincidentemente mais frequentes em amostras isoladas da praia de
Botafogo, permitindo sugerir que seu posicionamento geografico, em area de remanso
onde hd menor troca de 4gua com o mar aberto (dentro da Baia de Guanabara) e, portanto,
menor renovacdo do ambiente, possa se destacar como um sitio que favoreca o amplo
intercambio de genes entre os microrganismos ali presentes.

Através da metodologia de PCR foi avaliada a presenga de genes de resisténcia a
antimicrobianos de relevancia clinica entre as amostras das espécies E. faecalis ¢ E.
faecium isoladas de dguas praianas. Foram pesquisados os gendtipos de resisténcia aos
macrolideos, tetraciclina e a niveis elevados de aminoglicosideos em todas as amostras
pertencentes as duas espécies, independente do resultado obtido nos testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo, para fins comparativos entre as
metodologias.

Neste estudo, diferente do que ¢ comumente observado em amostras clinicas de
origem humana, e corroborando com os dados obtidos nos testes fenotipicos, o nimero de
determinantes genéticos de resisténcia aos antimicrobianos foi mais expressivo entre
amostras de E. faecalis do que nas de E. faecium. Dentre as 37 amostras pertencentes a
espécie E. faecalis isoladas de dguas praianas, o gene tet(M) foi o mais frequente (67,6%)
identificado por metodologia de PCR, seguido de erm(B) (62,2%) e ant(6’)-1a (54,1%). Por
outro lado, na maioria das 126 amostras pertencentes a espécie E. faecium (64,3%) nao
foram identificados produtos de amplificacdo para os genes incluidos nos painéis testados
por metodologia de PCR neste estudo. Para esta Ultima, o gene prevalente foi mef(4), que
confere resisténcia aos macrolideos, tendo sido identificado em 25,6% das amostras.

O gene tet(M), um dos responsaveis pela expressao de resisténcia as tetraciclinas, ¢
um dos determinantes de resisténcia mais frequentemente encontrados em amostras de
enterococos de origem diversa, particularmente devido a sua associagdo ao Tn9/6 que ¢
um elemento genético amplamente distribuido nas espécies do género (FRAZZON et al.,
2010; REHMAN et al., 2018). Da mesma forma, o gene erm(B), que confere resisténcia
aos macrolideos, e ant(6°)-1a, associado a resisténcia a niveis elevados de estreptomicina,
também ja foram relatados em frequéncia elevada (LOPEZ et al., 2010; WANG et al.,
2016; WERNER et al., 2003). O gene mef(4) codifica para uma proteina de efluxo
responsavel por conferir resisténcia a diversos antimicrobianos da classe dos macrolideos,

e que se mostrou prevalente entre as amostras de E. faecium isoladas de aguas praianas, ja
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foi também anteriormente relatado em amostras de diferentes espécies do género e
oriundas de fontes diversas, inclusive de agua (FREITAS et al., 2018a; MOLALE;
BEZUIDENHOUT, 2016; PORTILLO et al., 2000; SCHWAIGER et al., 2011).

A comparagdo dos resultados obtidos entre os fenotipos e gendtipos de resisténcia
aos antimicrobianos por metodologias de disco-difusdo e de PCR, respectivamente,
apontaram alguns resultados incongruentes. Este fato foi mais relevante na espécie E.
faecium, destacando-se particularmente as seguintes situagdes: (i) o numero elevado de
amostras resistentes a eritromicina por disco-difusdo, que nao apresentaram produtos de
amplificacdo na PCR (59 amostras, 46,8%); (ii) uma amostra que apresentou produtos de
amplificagdo para os genes aac(6')-le-aph(2")-la, que codifica para o fendtipo de
resisténcia a niveis elevados de gentamicina concomitante a tet(L), que codifica resisténcia
a tetraciclina, e se mostrou sensivel a ambos antimicrobianos no teste de disco-difusao; (iii)
uma amostra que apresentou produtos de amplificagdo para o gene ant(6°)-1a, responsavel
pelo fendtipo de resisténcia a niveis elevados de estreptomicina, e foi sensivel por disco-
difusao.

Os achados mais comuns que explicam a ocorréncia dessas incongruéncias incluem
delegdes ou insercdes dentro do gene (impedindo a expressdo de proteinas funcionais), nas
regides de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores (prejudicando a amplificacdao dos
genes alvo), ou ainda mecanismos de resisténcia cruzada na auséncia de determinantes
genéticos especificos (JACKSON et al., 2004; LEELAPORN et al., 2008; SOUZA, 2020;
WERNER et al., 2003). Situagdes semelhantes ja foram também identificadas em outras
espécies bacterianas, quando comparados resultados de testes fenotipicos com métodos de
abordagem molecular (MCDERMOTT et al., 2016; TYSON et al., 2015).

A partir dos resultados obtidos nos testes fenotipicos e genotipicos ja relatados,
foram selecionadas 22 amostras bacterianas isoladas de aguas recreacionais praianas,
sendo sete pertencentes a espécie E. faecalis € 15 a E. faecium, que foram entdo avaliadas
pela metodologia de sequenciamento do genoma completo (WGS) e anélises de diferentes
aspectos genomicos, com o emprego de variadas ferramentas de bioinformética. Para fins
comparativos, foram incluidas 20 amostras de origem humana (colonizagdo e infec¢do em
pacientes hospitalizados), isoladas em periodo semelhante, sendo 10 de cada uma das
espécies avaliadas.

Os dados obtidos com as andlises iniciais a partir de WGS revelaram que
comparativamente o tamanho do genoma das amostras estudadas apresentou diferencas

tanto intra quanto interespécies. Tais diferencas destacaram que o tamanho médio do
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genoma das amostras de E. faecalis foi significativamente maior do que o de E. faecium.
Entretanto, as diferengas observadas entre amostras de mesma espécie, porém de origens
distintas, ndo mostraram significAncia estatistica. Resultados semelhantes foram
observados anteriormente pela comparagdo do tamanho do genoma das espécies
Enterococcus sulfureus e Enterococcus pallens, que também apontaram tamanhos
significativamente distintos (ZHONG et al., 2017). Por outro lado, diferente do que foi
encontrado neste estudo Zhong e colaboradores (2019), avaliando amostras de E. faecium
de origens diversas, identificaram diferencas em relacdo ao tamanho do genoma e a
quantidade de genes se comparadas a amostras humanas. Os autores reportaram que 0
tamanho médio do genoma das amostras isoladas de humanos foi de 3 Mb; enquanto nas
obtidas de suinos, frangos e laticinios foi de 2,70 Mb, 2,77 Mb e 2,69 Mb,
respectivamente.

Cabe ressaltar que, 0 % médio do conteido de G+C, uma outra métrica do genoma
que foi avaliada, foi maior nas amostras da espécie E. faecium isoladas de dguas praianas
recreacionais. Apesar dos valores serem compativeis com as espécies, conforme as
descri¢des disponiveis na plataforma NCBI, sabe-se que o percentual de contetido G+C
bacteriano tem impactos importantes nos eventos de transferéncia horizontal de genes.
Considerando que, elementos genéticos adquiridos por transferéncia horizontal, como
plasmideos e fagos, apresentam um baixo %G+C e que ndo deve representar diferencas
maiores de 10% em relagdo ao genoma do hospedeiro (NISHIDA, 2013), os resultados
obtidos neste estudo sugerem que as amostras E. faecium de origem praiana, dentre o
conjunto de amostras avaliadas, seriam as menos suscetiveis a aquisi¢do desses elementos
transferiveis. Apesar de ser apenas uma hipdtese, somam-se a este fato os dados obtidos
nas analises fenotipicas de susceptibilidade aos antimicrobianos e avalia¢do da presenga de
determinantes genéticos por PCR, que indicaram E. faecium provenientes de aguas
praianas como o grupo de amostras estudadas onde foram observados os maiores
percentuais de susceptibilidade e o menor numero de determinantes de resisténcia, se
comparado a E. faecalis de mesma origem.

A diversidade clonal e estrutura populacional bacterianas tém sido avaliadas pelo
emprego de métodos de tipificagdo molecular em estudos abrangentes, principalmente
aqueles dedicados a avaliagdo da distribui¢do de linhagens multirresistentes. Métodos
baseados no sequenciamento de genes ou, ainda, do genoma completo, em protocolos
relacionados a metodologia de MLST, tem facilitado estudos epidemioldgicos globais e

analises da estrutura populacional de véarias espécies bacterianas, incluindo andlises
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epidemioldgicas que contemplam periodos longos, como em estudos retrospectivos
(RAVEN et al., 2016; VAN HAL et al., 2016).

Neste estudo, as analises da estrutura populacional de amostras de E. faecalis ¢ E.
faecium obtidas de dguas praianas e de pacientes hospitalizados foram realizadas através da
identificacdo dos STs nas sequéncias do genoma completo. Os resultados revelaram sete
STs dentre as 17 amostras E. faecalis (ST6, ST21, ST23, ST40, ST62, ST525 ¢ ST769) ¢
14 STs para 24 amostras de E. faecium (ST22, ST94, ST253, ST361, ST705, ST800,
ST844, ST867, ST88S, ST963, ST1226, ST1529, ST1630 ¢ um ST NOVO, ainda ndo
nomeado). Uma amostra pertencente a espécie E. faecium, isolada da praia de Botafogo,
nao pode ser caracterizada por essa metodologia, considerando que ainda ndo foi possivel
obter as sequéncias de alguns dos genes pertencentes ao protocolo utilizado (atpA e purK)
com confiabilidade suficiente para a identificagao dos respectivos alelos.

Nas amostras de E. faecalis, o ST21 foi o prevalente (29,4%) e o unico identificado
tanto em amostras de dguas praianas, quanto de pacientes hospitalizados. Por outro lado, os
ST6, ST525 (um DLV do ST6) e ST769 agruparam exclusivamente amostras oriundas de
pacientes hospitalizados; enquanto o ST23, ST40 e ST62 corresponderam apenas a
amostras oriundas de aguas praianas. Os ST6 e ST21 pertencem aos CC6 (anteriormente
denominado CC2) e CC21, respectivamente, correspondendo a complexos clonais de
destaque no arranjo populacional da espécie E. faecalis, quando analisado pelo algoritmo
eBURST, que ¢ capaz de inferir padroes de descendéncia evolutiva entre genotipos
bacterianos determinados a partir do MLST (FREITAS et al., 2009; QUINONES et al.,
2009). Cabe ressaltar que as amostras do ST21, além de serem identificadas em ambos os
cenarios avaliados, também foram isoladas de praias distintas, como Copacabana e Leblon.
No banco de dados que retne dados referentes a metodologia de MLST
(<pubmlst.org/organisms/enterococcus-faecalis>), estdo catalogadas pouco mais de 70
amostras pertencentes ao ST21 (ultimo acesso dezembro de 2021) provenientes de
diferentes origens, tais como pacientes hospitalizados, alimentos, animais de criagdo e
ambiente, obtidas de diversos paises, corroborando sua ampla dispersao.

Nas amostras de E. faecium ndo foram observados STs compartilhados entre os
dois cendrios avaliados (dguas praianas e pacientes hospitalizados). Assim, o ST963 foi o
prevalente dentre as amostras de origem humana, enquanto os ST94 e ST361 se
destacaram entre as amostras de aguas recreacionais praianas, tendo sido identificados em
mais de um local de origem. Entretanto, cabe ressaltar que os perfis alélicos dos ST253 e

ST867 sao muito semelhantes, diferindo apenas no gene purK, tendo sido isolados de
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pacientes hospitalizados e de &aguas praianas, respectivamente. Além disso, o ST22,
relacionado a uma amostra proveniente de dguas praianas, ¢ o ST844, presente em amostras
de pacientes hospitalizados, fazem parte de arranjos que ja foram considerados como
subpopulagdes multirresistentes bem-sucedidas, como o CC17, considerado um complexo
clonal de alto risco (HIRECC, high-risk entecoccal clonal complex), nas analises realizadas
em estudos anteriores disponiveis na literatura que empregaram o algoritmo eBURST (FEIL
et al., 2004; LEE et al., 2019). Confrontando os dados obtidos com os disponiveis na
literatura, foi identificado que o ST963 ja foi descrito em amostras de origem humana,
incluindo a partir de pacientes portadores de doengas de base (ROSIN, 2017; SANTOS et
al., 2017). Além disso, os ST94, ST361 e ST800 sdo associados CC94, outro complexo
clonal importante no contexto hospitalar, segundo andlises por e BURST (FREITAS et al.,
2009). Neste estudo as amostras pertencentes ao ST94 foram identificadas a partir de aguas
praianas e amplamente distribuidas por trés locais distintos (praias de Botafogo, Ipanema e
Leblon). Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores que também observaram o
destaque de amostras pertencentes ao ST94 oriundas de 4dguas superficiais e aguas
residuais urbanas (ZAHEER et al., 2020).

Este estudo descreveu um novo ST associado as amostras pertencentes a espécie E.
faecium isoladas de adguas praianas. Como ainda ndo foi nomeado, recebeu neste estudo a
designagdo de STNOVO, de maneira provisoria. Segundo o banco de dados que reune
informagdes  referentes a  metodologia de MLST para esta espécie
(<pubmlst.org/organisms/enterococcus-faecium>), o STNOVO ¢ semelhante aos ST60 e
ST1284, diferindo apenas em um unico alelo em cada (genes purK e ddl, respectivamente).
Estes STs estdo descritos no banco de dados, compreendendo apenas uma amostra cada e
oriundos de individuos ndo hospitalizados (amostras comensais).

Foi, também, objetivo deste estudo determinar a filogenia de amostras de E.
faecalis e de E. faecium isoladas de aguas praianas, através da construcao de matrizes de
SNPs. Estas andlises permitiram identificar um comportamento relativamente diverso,
comparando-se as espécies avaliadas. As amostras de E. faecalis foram agrupadas em dois
clados distantes e bem individualizados. O arranjo obtido com as amostras de E. faecium
também gerou dois clados. Porém, para esta espécie a distribuicdo se mostrou mais
heterogénea, quando considerado que as amostras oriundas de uma mesma praia foram
alocadas em clados distintos. Pode ser observado que o relacionamento genético entre as
amostras de E. faecium pertencentes a um mesmo clado se mostrou mais proximo (bragos

mais curtos) do que o observado em E. faecalis. As amostras de E. faecium pertencentes ao
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CC94 (ST94, ST361 e ST800) foram distribuidas em um mesmo clado apresentando
relacionamento genético estreito, mesmo tendo sido isoladas de praias diferentes.
Entretanto, alguns autores consideram que a metodologia de MLST isoladamente possui
baixa resolugdo para inferir relacdes filogenéticas, considerando suas inerentes limitagdes
quanto a reduzida propor¢ao do genoma que ¢ analisada e a natureza desses genes, que por
serem de manutencdo celular, evolutivamente apresentam uma tendéncia de ndo acumular
muitas variacdes (DIDELOT; MAIDEN, 2010; VAN HAL et al., 2016).

Considerando os enterococos exibem diferentes mecanismos de resisténcia e de
viruléncia adquiridos, a contribui¢do do genoma acessorio (presenga/auséncia de genes) no
arranjo filogenético das amostras de E. faecalis e de E. faecium isoladas de aguas praianas,
foi também investigado. Em contraponto aos resultados obtidos nas analises apresentadas
anteriormente, foi observado que E. faecalis se mostrou como um grupo monofilético,
homogéneo e composto de arranjos com bragos curtos. Os dados obtidos foram
fundamentais para sugerir que o genoma acessorio, presente nas amostras desta espécie,
ndo teve implicagdo decisiva no distanciamento filogenético observado nas andlises
anteriores. Entretanto, a subdivisdo em dois clados, j4 determinada nas andlises com as
amostras de E. faecium, foi mantida, sugerindo que para esta espécie o genoma acessorio
pode ser importante no arranjo filogenético da espécie.

Considerando esses achados, pode-se inferir, como ja reportado por outros autores,
que um genoma conservado e com menor influéncia de genes acessorios, como observado
nas amostras de E. faecalis, reflete mais fortemente uma evolucao vertical da espécie, onde
sua divergéncia estd mais associada ao acumulo lento de polimorfismos. Por outro lado, o
maior acimulo de um genoma acessorio reflete uma evolu¢do mais recente, ocorrida
lateralmente e de forma mais rapida, por isso tende a ser menos impactado por
polimorfismos (AZIZ; NIZET, 2010; CORDERO; POLZ, 2014), semelhante ao observado
com o arranjo das amostras de E. faecium.

As pressoes seletivas exercidas sobre os diferentes ambientes tém contribuido para
o arranjo de genes que compdem o resistoma de amostras de diferentes espécies, tanto na
sua diversidade, quanto abundancia. A importincia desse impacto decorre do fato de que a
diversidade do resistoma influencia na ocorréncia de mecanismos adaptativos, culminando
na emergéncia linhagens mais adaptadas. Dessa forma, o conhecimento do resistoma de
uma determinada espécie em um dado ambiente (particularmente o hospitalar) contribui

para o combate & emergéncia de amostras multirresistentes (WRIGHT, 2010).



94

Sendo assim, este estudo também teve como objetivo avaliar a composi¢do do
conteudo genético de E. faecalis e E. faecium comparando-se a presenca/auséncia de genes
responsaveis pela resisténcia a antimicrobianos (resistoma) e viruléncia (viruloma), além
da presenca de fagos e do sistema CRISPR-Cas, nas amostras obtidas dos diferentes
cenarios avaliados (dguas praianas e pacientes hospitalizados). Além disso, foi investigado
também a influéncia do conteido genético nas diferentes linhagens (STs) circulantes
durante o periodo avaliado.

Os dados relativos ao resistoma das amostras em estudo foram bastante
enriquecedores. Dentre os 17 genomas de E. faecalis foram anotados 14 genes de
resisténcia distintos, enquanto nos 25 genomas de E. faecium foram identificados 19 genes.
As caracteristicas associadas aos genes identificados em ambas as espécies incluem a
expressdo da resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos, -cloranfenicol,
estreptograminas,  estreptotricinas,  glicopeptideos,  lincosamidas, = macrolideos,
pleuromutilina, tetraciclinas, trimetoprim e um representante da expressao de uma bomba
de efluxo relacionada a resisténcia a multiplos antimicrobianos. Além destes, um gene
responsavel pela resisténcia a clindamicina foi identificado apenas nas amostras de E.
faecium. A média geral de genes de resisténcia nos genomas de E. faecalis foi maior do
que em E. faecium (7,47 e 5,80, respectivamente). Apesar da média de genes de resisténcia
em ambas as espécies ter sido significativamente (p < 0,05) maior nas amostras oriundas
de pacientes hospitalizados do que naquelas obtidas de d4guas praianas, este dado foi ainda
mais expressivo na espécie E. faecium (média de 9,30 e 3,47 para amostras obtidas de
pacientes hospitalizados e aguas praianas, respectivamente). Além disso, foi interessante
notar que a comparacdo do numero de genes de resisténcia entre amostras de mesma
origem de isolamento, porém de espécies distintas demonstrou que o resistoma das
amostras isoladas de 4guas praianas pertencentes a espécie £E. faecalis foi
significativamente maior do que para E. faecium. Entretanto, nas amostras obtidas de
pacientes hospitalizados foi observado o inverso, onde a maior média de genes de
resisténcia foi significativamente associada a espécie E. faecium, se comparado a E.
faecalis.

Na atualidade, o crescente acesso as tecnologias de sequenciamento do genoma
completo tem referendado os inimeros beneficios no emprego desta metodologia para o
rastreamento da resisténcia aos antimicrobianos, em relacdo a técnicas convencionais
(HENDRIKSEN et al., 2019; SU et al., 2019). Particularmente, em amostras oriundas de

fontes ‘“ndo-humanas”, os parametros de interpretacdo da expressdo da resisténcia
b
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rotineiramente utilizados, esbarram em critérios determinados para amostras de origem
clinica. Por outro lado, ¢ reconhecido que a predicdo de um gene, por métodos
moleculares, ndo significa exatamente sua posterior expressdo. Diante disso, o comité
EUCAST divulgou, em 2017, recomendagdes de padrdes a serem utilizados quando do uso
da da metodologia de WGS como preditora de resisténcia aos antimicrobianos.
(ELLINGTON et al., 2017).

Quanto a composi¢do do viruloma das amostras analisadas foram identificados 23
genes na espécie E. faecalis e 10 genes em E. faecium. As caracteristicas associadas a
expressdo dos genes identificados foram: adesdo as células hospedeiras; producdo de
enzimas/toxinas secretadas; formagao de biofilmes; evasdao do sistema imune; e protecdo a
mecanismos diversos de estresse. Nas amostras de E. faecalis foram identificados também
genes responsaveis pela expressdo de feromodnios. A média de genes que compdes o
viruloma de E. faecalis foi consideravelmente maior do que E. faecium (16,76 ¢ 4,84,
respectivamente). Comparando-se as amostras de mesma origem de isolamento, em relagdo
a média de genes de viruléncia, foi observado que o viruloma de E. faecalis se mostrou
significativamente maior (p < 0,05) tanto naquelas provenientes de 4guas praianas, quanto
de pacientes hospitalizados, se comparado a E. faecium.

Assim, dados divulgados por outros autores corroboram nossos achados por
considerarem que, particularmente, se tratando de amostras oriundas de infecc¢des
relacionadas ao ambiente hospitalar, a espécie E. faecalis comumente se sobressai pelo
acumulo de determinantes de viruléncia; enquanto a espécie E. faecium exibe um maior
numero de determinantes de resisténcia, sugerindo estratégias evolutivas distintas nestas
espécies (FIORE et al., 2019; JAHANSEPAS et al., 2018).

Foi avaliada a presenca de fagos, nas amostras incluidas neste estudo, como
representantes do mobiloma. Nos genomas de E. faecalis e E. faecium foram identificados
10 e 12 profagos, respectivamente. Dentre eles, quatro profagos intactos foram
identificados em ambas as espécies: sao eles: PHAGE Bacill BCJAIc;
PHAGE Bacill phBC6A52; PHAGE Entero phiEfll; PHAGE Entero vB IME197.
Entretanto, esses elementos ndo foram identificados em duas amostras de E. faecalis (uma
de cada origem de isolamento) e em cinco de E. faecium (sendo trés de dguas praianas e
duas de pacientes hospitalizadas). Dentre os elementos identificados, o profago
phage Bacill phBC6A52 ja foi reportado em amostras clinicas da espécie Enterococcus
cecorum 1isoladas de aves (SHARMA et al.,, 2020). Também, ja foi observado

experimentalmente a participagdo de fagos na transferéncia de genes de resisténcia a



96

tetraciclina em enterococos (FARD et al.,, 2011). A presenga desses elementos ¢
considerada benéfica em ambientes altamente competitivos, sendo eficazes estratégias na
invasdo de uma variedade de nichos (BROWN et al., 2006).

Neste estudo, nao foram identificadas regides associadas ao sistema CRISPR nas
amostras de E. faecium. Ja para a espécie E. faecalis, cinco amostras de dguas praianas e
duas de pacientes hospitalizados, apresentaram CRISPRI, relacionado a proteina cas.
Além disso, 12 amostras, sendo sete de dguas praianas e cinco humanas, apresentaram
CRISPR2 que ¢ do tipo 6rfao da proteina cas e ndo ¢ funcional. Estudos anteriores também
ndo detectaram a presenca do sistema CRISPR em amostras da espécie de E. faecium. Por
outro lado, esses elementos ja foram bem caracterizados em amostras de E. faecalis. As
hipdteses que relacionam a auséncia de CRISPR funcional em amostras de E. faecium
sugerem que processos evolutivos decorrentes de pressdo seletiva negativa, sobre esses
mecanismos de defesa, justificariam a selegdo de amostras que nio carreiam esse sistema
protetivo (MIKALSEN et al., 2015; PALMER; GILMORE, 2010; RIOS et al., 2020;
SOUZA, 2020).

Foram construidas arvores filogenéticas através da maxima verossimilhanga,
utilizando matriz de SNPs, para ambas as espécies e origens de isolamento, associando-se
os dados obtidos do resistoma, viruloma, profagos e presenca de regides CRISPR. Os
resultados obtidos revelaram a distribuicdo de ambas as espécies em dois clados, que neste
estudo foram nomeados de Af (oito amostras) e Br (nove amostras), referente a espécie E.
faecalis; e Afm (nove amostras) € B (16 amostras), para E. faecium. A reunido dos dados
obtidos com as andlises por WGS resultou em arranjos que revelaram aspectos
interessantes relacionados a amostragem avaliada. Pode-se notar diferengas na distribuigdo
dos genes de resisténcia e de viruléncia inter e intraespecificos, apontando quais destes
genes estdo mais frequentemente associados a um ou outro cenario avaliado. Foi
interessante notar que, todas as amostras do clado Bg (de E. faecalis) apresentaram
CRISPR2 (nado funcional), sendo menos frequente nas amostras do clado Af. Ja4 CRISPRI1
foi exclusivo das amostras do clado B, excetuando-se duas amostras isoladas da praia de
Copacabana, que foram as portadoras do maior numero de genes de viruléncia. Todas as
amostras que apresentaram CRISPR1 tinham a cas do subtipo Ila. As amostras que nado
apresentaram CRISPRI1 exibiram um maior nimero de profagos. Por outro lado, entre as
amostras de E. faecium, que se destacaram quanto a presenca de genes de resisténcia,
puderam ser identificados determinantes especificos que se distribuiram pelos diferentes

clados. Além disso, foi também interessante notar a presenca exclusiva do gene clpL nas
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amostras obtidas de 4dguas praianas. Este gene codifica para uma chaperona associada a
protecdo contra diferentes condigcdes de estresse e ja foi descrito em outras espécies
bacterianas, principalmente Streptococcus pneumoniae onde também parece contribuir
junto aos mecanismos de resisténcia a penicilina (KAJFASZ et al., 2009; POTINEN et al.,
2017; TRAN et al., 2011).

A 4gua pode ser um dos ecossistemas mais importantes no contexto da
disseminagdo da resisténcia antimicrobiana, albergando uma comunidade microbiana
dinamica e singular, influenciada por diversos fatores inerentes ao ambiente, ou resultantes
da agdo antropogénica (RESENDE et al., 2020). Portanto, os dados obtidos neste estudo
reforcam da importincia do rastreamento de microrganismos multirresistentes e genes
mobilizdveis em ambientes aquaticos, frequentemente gerenciados de maneira equivocada
que os transformam em vias convergentes de diferentes tipos de poluicao.

O rastreamento sistematico de amostras multirresistentes aos antimicrobianos nesse
ambiente fundamenta a conscientizagdo do valor heuristico do problema, determinando
principios e hipdteses cruciais ao norteamento das atividades humanas. E reconhecido que
a disseminacdo de microrganismos resistentes se traduz como um risco bioldgico definido
e mensuravel, que impacta de maneira incisiva a satde humana e do planeta. Neste
contexto, o conceito altamente integrativo de Satide Unica (bem como de Saude Global) se
dedica em apresentar uma imagem holistica, chamando a aten¢do que a emergéncia e
disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos transcendem a consideracgao historica da
sua limitagdo a um "problema hospitalar". Ao mesmo tempo, a abordagem em Saude Unica
traz subsidios a investigacdo e desenvolvimento das novas ferramentas bioquimicas,
microbioldgicas, ecoldgicas, bioinformaticas e computacionais, que em conjunto sao
fundamentais para entender e controlar o problema da multirresisténcia em escala global
(BAQUERO et al., 2019; HERNANDO-AMADO et al., 2019).

Assim, considera-se fundamental que as discussdes sobre o problema da
multirresisténcia aos antimicrobianos se desenvolvam de maneira multidisciplinar, com a
devida valorizag¢do da correta gestdo do ambiente aquatico, sobretudo as regides praianas,

no enfrentamento dos desafios nos cuidados a saude e ao meio ambiente.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

A partir de 264 amostras de Enterococcus isoladas de praias localizadas na
zona sul da cidade do Rio de Janeiro, foram identificadas, por metodologia
de MALDI-TOF MS, oito espécies distintas de Enterococcus, incluindo
espécies menos usuais como FE. asini, E. canintestini ¢ E. villorum.
Entretanto, considera-se que abordagens moleculares adicionais sao
necessdarias para a confirmagao dessas espécies menos frequentes;

Os resultados dos testes de susceptibilidade demonstraram taxas elevadas de
amostras sensiveis aos antimicrobianos isoladas de &guas praianas.
Entretanto, foram identificadas caracteristicas de resisténcia de destacado
interesse clinico, como fenotipo HLAR. Ressalta-se a relevancia na
identificacdo desse fenotipo entre amostras ambientais. Além disso, a
maioria das amostras (50,4%; 133/264) foi multirresistente, ou seja, nao
susceptivel a trés ou mais classes de antimicrobianos;

Os dados obtidos com as analises WGS revelaram que, comparativamente, o
tamanho do genoma das amostras estudadas apresentou diferencas tanto
intra quanto interespécies. Além disso, andlises quanto ao contetido de %
G+C sugeriram que as amostras E. faecium de origem praiana, dentre o
conjunto de amostras avaliadas, seriam as menos suscetiveis a aquisi¢do de
elementos transferiveis;

Analises da estrutura populacional de amostras de E. faecalis e E. faecium
obtidas de aguas praianas e de pacientes hospitalizados, realizadas através
da identificacdo dos STs nas sequéncias do genoma completo, revelaram
que, nas amostras de E. faecalis, o ST21 foi o prevalente e o Unico
identificado tanto em amostras de aguas praianas, quanto de pacientes
hospitalizados. Por outro lado, nas amostras de E. faecium ndo foram
observados STs compartilhados entre os dois cendrios avaliados (4dguas
praianas e pacientes hospitalizados). Entretanto, STs identificados nas
amostras de E. faecium fazem parte do CCI17, um complexo clonal
identificado globalmente;

Um novo ST associado a amostras pertencentes a espécie E. faecium

isoladas de aguas praianas foi identificado no presente estudo;
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g)

h)
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Através de andlises filogenéticas, foi observado que E. faecalis se mostrou
como um grupo monofilético e homogéneo, cujo distanciamento
filogenético nao foi influenciado por seu genoma acessorio. Entretanto, para
E. faecium, o genoma acessorio parece ter influenciado no arranjo
filogenético da espécie. Esses achados sugerem que as amostras de E.
faecalis de aguas praianas passaram por processos evolutivos verticais, com
um actmulo mais lento de polimorfismos. Por outro lado, em E. faeccium,
estima-se que processos evolutivos laterais tenham sido mais recentes e
menos impactado por polimorfismos;

A comparacdo do numero de genes de resisténcia entre amostras de mesma
origem de isolamento, porém pertencentes a espécies distintas, demonstrou
que o resistoma das amostras isoladas de 4dguas praianas e pertencentes a
espécie E. faecalis foi significativamente maior que o das amostras de E.
faecium. Entretanto, nas amostras obtidas de pacientes hospitalizados foi
observado o inverso. Além disso, comparando-se as amostras de mesma
origem de isolamento, em relacdo a média de genes de viruléncia, foi
observado que o viruloma de E. faecalis se mostrou significativamente
maior, tanto naquelas provenientes de dguas praianas quanto de pacientes
hospitalizados, se comparado a E. faecium. Este fato corrobora os dados de
literatura que concordam que a espécie E. faecalis comumente se sobressai
pelo acimulo de determinantes de viruléncia; enquanto a espécie E. faccium
exibe um maior numero de determinantes de resisténcia, sugerindo
estratégias evolutivas distintas nestas espécies, particularmente em amostras
de origem hospitalar. Entretanto, os dados obtidos com amostras de adguas
praianas parecem nao seguir o mesmo padrao;

Nao foram identificadas regides associadas ao sistema CRISPR nas
amostras de E. faecium. Por outro lado, para a espécie E. faecalis, foram
identificadas tanto regides de CRISPR1, quanto CRISPR2;

Os dados obtidos neste estudo reforcam a importancia do rastreamento de
microrganismos multirresistentes e genes mobilizaveis em ambientes
aquaticos, frequentemente gerenciados de maneira equivocada que os
transformam em vias convergentes de diferentes tipos de poluicdo,
contribuindo para a manutencdo e dispersdo desses microrganismos e/ou

determinantes genéticos de resisténcia.
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