Universidade
Estadual de LondRrina

LUCAS FERNANDO DA SILVA

Enterococcus faecium RESISTENTE A VANCOMICINA
ISOLADO DE INFEC(;AO URINARIA:
FORMAQAO DE BIOFILME E GENOMA

Londrina
2018



LUCAS FERNANDO DA SILVA

Enterococcus faecium RESISTENTE A VANCOMICINA
ISOLADO DE INFEC(;AO URINARIA:
FORMAQAO DE BIOFILME E GENOMA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencéo do titulo de Doutor em Microbiologia.

Orientadora: Profa. Dra. Sueli Fumie Yamada
Ogatta

Co-orientador: Prof. Dr. Alexandre Tadachi Morey

Londrina
2018



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Silva, Lucas Fernando da.

Enterococcus faecium resistente a vancomicina isolado de infec¢do urinaria: formacao
de biofilme e genoma : formacdo de biofiime e genoma / Lucas Fernando da Silva. -
Londrina, 2018.

721 :l

Orientador: Sueli Fumie Yamada Ogatta.

Coorientador: Alexandre Tadachi Morey.

Coorientador: Eliandro Reis Tavares.

Tese (Doutorado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia, 2018.

Inclui bibliografia.

1. VREfm - Tese. 2. Infeccdo relacionada a assisténcia a saude - Tese. 3. Viruléncia.
Genoma - Tese. |. Ogatta, Sueli Fumie Yamada. Il. Morey, Alexandre Tadachi. lll.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de
Pos-Graduacdo em Microbiologia. IV. Titulo.




LUCAS FERNANDO DA SILVA

ENTEROCOCCUS faecium RESISTENTE A VANCOMICINA
ISOLADO DE INFECCAO URINARIA:
FORMACAO DE BIOFILME E GENOMA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a
obtencgao do titulo de Doutor em Microbiologia.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Sueli Fumie Yamada
Ogatta
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Dra. Danielle Kian
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Eliandro Reis Tavares
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Profa. Dra. Lucy Lioni Megumi Yamauchi
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Dra. Natalia de Souza Botelho
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Londrina, 05 de outubro de 2018.



A minha mae, Lorene do Belém
Oliveira da Silva, por me ensinar que
“‘menos que 90 nao é nota”, entre outras

tantas demonstragdes diarias de amor.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Profa. Dra. Sueli Fumie Yamada Ogatta, por
responder meus e-mails mesmo aos domingos, por me acolher e acreditar em mim
desde a selegcdo deste doutorado, pelo incentivo e auxilio nos projetos

desenvolvidos, sobretudo por compartihar seus conhecimentos e experiéncias.

A Profa. Dra. Lucy Megumi Yamauchi Lioni, por compartilhar seus

conhecimentos e pelo auxilio durante a realizagdo deste doutorado.

Ao co-orientador deste trabalho Prof. Dr. Alexandre Tadachi Morey, pelos
conhecimentos compartilhados, pelos exemplos de disciplina, eficiéncia e

profissionalismo e pelo incentivo e auxilio durante todas as etapas deste doutorado.

Ao Prof. Dr. Eliandro Reis Tavares pelo auxilio durante a realizagdo deste

doutorado, pelos conhecimentos compartilhados e pela parceria neste estudo.

Ao Dr. Renan Augusto Ribeiro e a Dra. Mariangela Hungria, da Embrapa

Soja, pelo auxilio no sequenciamento do genoma do isolado analisado neste estudo.

Aos membros da banca profa. Dra. Sueli Fumie Yamada Ogatta, profa. Dra.
Lucy Megumi Yamauchi, prof. Dr. Eliandro Reis Tavares, Dra. Danielle Kian, e Dra.

Natalia de Souza Botelho, pela disponibilidade e contribuicdes.

A Universidade Estadual de Londrina, pela oportunidade, especialmente aos
professores do programa de Pds-graduagdo em Microbiologia do Departamento de

Microbiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas.

Aos demais Professores e funcionarios do Departamento de Microbiologia da

UEL, pelo auxilio.

Aos colegas de laboratorio Ana Elisa Belotto Morguette, Caroline Souza
Azevedo, Danielle Kian, Pollyana Mirella Capela dos Santos, Renata Perugini Biasi
Garbin, Marcio Leandro Oliveira, Patricia Morais Lopes Pereira, pelos

conhecimentos compartilhados e colaboracgao.
Aos colegas de turma pela colaboragao durante as disciplinas.

Ao amigo Alexandre Tadachi Morey por me acolher no laboratério e me
receber em sua casa, pelo incentivo e apoio constantes, pelos conselhos pessoais e

profissionais, pelos bons momentos e pela ajuda fundamental para a realizagao



deste doutorado.

Ao amigo Eliandro Reis Tavares, por me receber no laboratério e em sua

casa, pelos bons momentos e apoio desde os primeiros momentos em Londrina.

Ao amigo Daniel Santos Pinto Silva, por me receber em sua casa, pelos bons

momentos e apoio desde os primeiros momentos em Londrina.

A minha amada esposa Mahara pelo carinho, amor, incentivo e suporte no

periodo em que eu precisava de concentragado para organizar este trabalho.

Aos meus pais e familiares, especialmente minha mae, a pessoa que sempre

me incentivou e apoiou, especilamente nos estudos.

A professora Adriana Knob pelo incentivo para iniciar o doutorado e por

indicar este programa.
Aos amigos e companheiros de trabalho de Londrina.

Gostaria de agradecer também a todas as pessoas que contribuiram de forma

direta ou indireta para a realizagao deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.



Silva, Lucas Fernando da. Enterococcus faecium resistente a vancomicina
isolado de infec¢cdo urinaria: formagao de biofilme e genoma. 2018. 72 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Enterococcus sdo cocos Gram-positivos, comensais em humanos e animais, sendo
também encontrados em solo, agua e alimentos. No entanto, algumas cepas
possuem diferentes fatores de viruléncia e podem causar infeccées. Atualmente os
enterococos estdo entre as principais causas de infecgbes, especialmente em
ambientes de assisténcia a saude, comumente associadas ao uso de cateteres, a
alta morbidade e mortalidade. Enterococcus faecium destaca-se enquanto patégeno
devido a sua resisténcia a varios antimicrobianos, inclusive a vancomicina (VREfm:
Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium), além de sua capacidade de
recombinagdes genéticas e de formar biofilme em superficies bidticas e abidticas.
Neste trabalho foi analisado o perfil de formacéao de biofilme de um isolado clinico de
VREfm, em poliestireno e vidro, e realizado o sequenciamento, montagem e
anotagao do seu genoma. A produgédo de biomassa (coloragado com cristal violeta) e
a atividade metabdlica (reducao de XTT) sugerem que o isolado é capaz de aderir
rapidamente a superficie de poliestireno e que o periodo entre 12 e 24 horas
compreende a etapa de maior multiplicagdo microbiana e formacao de biofiime. As
imagens obtidas por microscopia eletrébnica de varredura revelaram aumento da
densidade celular e alteragbes no agrupamento das células ao decorrer do tempo,
de maneira semelhante em poliestireno e vidro. O sequenciamento do genoma
revelou a ocorréncia de genes relacionados com: resisténcia a determinados
antimicrobianos (eritromicina, estreptotricina, fluoroquinolonas, glicopeptideos e
quaternario de aménio), bombas de efluxo de multiplos antimicrobianos, beta-
lactamases, proteinas de ligagdo a penicilina, multi-resisténcia; adesao e formagao
de biofilme (acm, efafm e esp), autoindutores de quorum-sensing, promotores de
agregacao (agr); evaséo do sistema imune (Leucine-rich protein), invasao de tecidos
(hemolisina), capacidade de causar peritonite e endocardite (serina-protease e
sortases), e outros associados com patogenicidade. Os resultados correlacionaram
0s genotipos da cepa em relagdo a capacidade de adesao e formacao de biofilme,
além da presenga de fatores relacionados com resisténcia e patogenicidade,
reforcando a relevancia deste clone do ponto de vista clinico.

Palavras-chave: VREfm. Infeccdo relacionada a assisténcia a saude. Viruléncia.
Genoma.



Silva, Lucas Fernando da. Vancomycin-resistant Enterococcus faecium isolated
from urinary infection: biofilm formation and genome. 2018. 72 p. Thesis (PhD in
Microbiology) - Londrina State University, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Enterococcus are Gram-positive cocci, commensal in humans and animals, and are
also found in soils, water and food. However, some strains have different virulence
factors and can cause infections. Currently enterococci are among the main causes
of infections, especially in health care settings, commonly associated with catheter
use, high morbidity and mortality. Enterococcus faecium stands out as a pathogen
due to its resistance to several antimicrobials, including vancomycin (VREfm:
Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium), as well as its capacity for genetic
recombination and biofilm formation on biotic and abiotic surfaces. In this work the
profile of biofilm formation of a clinical isolate of VREfm, in polystyrene and glass,
was analyzed and the sequencing, assembly and annotation of its genome was
performed. The production of biomass (violet crystal staining) and metabolic activity
(XTT reduction) suggest that the isolate is able to adhere to the polystyrene surface
quickly and that the period between 12 and 24 hours comprises the stage of greater
microbial multiplication and formation of biofilm. Scanning electron microscopy
images revealed increased cell density and changes in cell grouping over time,
similarly in polystyrene and glass. Genome sequencing revealed the occurrence of
genes related to: resistance to certain antimicrobials (erythromycin, streptothricin,
fluoroquinolones, glycopeptides and quaternary ammonium), multidrug efflux pumps,
beta-lactamases, penicillin binding proteins, multiresistance; adhesion and formation
of biofilm (acm, efafm and esp), quorum-sensing autoindors, aggregation promoters
(agr); immune system evasion (Leucine-rich protein), tissue invasion (hemolysin),
ability to cause peritonitis and endocarditis (serine protease and sortases), and
others associated with pathogenicity. The results correlated the genotypes of the
strain with respect to the adhesion capacity and biofilm formation, besides the
presence of factors related to resistance and pathogenicity, reinforcing the relevance
of this clone from the clinical point of view.

Key words: VREfm. Nosocomial. Virulence. Biofilm. Genome.
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1 INTRODUCAO

Enterococcus sao cocos Gram-positivos que habitam o trato gastrointestinal
de humanos e animais (SGHIR et al., 2000), sendo também encontradas em solos,
agua e alimentos (KLIBI et al., 2012; RATHNAYAKE et al., 2012; MURRAY et al.,
2015). Embora sejam considerados microrganismos de baixo potencial de viruléncia,
as Infecgcdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), causadas por
enterococos, vém aumentando nas ultimas décadas (HIDRON et al., 2008;
WOODFORD; LIVERMORE, 2009), entre as quais, endocardite (SOOD et al., 2008),
infeccoes de feridas e do trato urinario (HORNER et al., 2005).

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis sdo as espécies de maior
importancia clinica (IWEN et al., 1997; DAHLEN et al., 2012). No entanto, nas duas
ultimas décadas, a incidéncia de infec¢gbes ocasionadas por E. faecium vem
aumentando significativamente, principalmente por causa da resisténcia a multiplos
antimicrobianos (MDR: multiple drug resistance) apresentada pela espécie (DALLA
COSTA et al, 1998; HIDRON et al., 2008, DOERNBERG et al., 2017
SACRAMENTO et al., 2017). Particularmente, resisténcia aos glicopeptideos entre
isolados de Enterococcus spp. tém sido relatada em diversas regides do mundo
(HIDRON et al., 2008; RUZON et al., 2010; ARIAS; MURRAY, 2012; de KRAKER et
al., 2013; GOMES et al., 2014; RESENDE et al., 2014; COOMBS et al., 2016).

Ao contrario de E. faecalis que pode ser isolado de pacientes tanto no
ambiente hospitalar quanto na comunidade, uma subpopulacdo definida de E.
faecium esta associada a pacientes hospitalizados e raramente € encontrada em
ambientes comunitarios. Esses clones, associados ao hospital, pertencentes ao
complexo clonal 17 (CC17), sdo caracterizados pela aquisicdo de elementos
genéticos adaptativos, incluindo genes envolvidos no metabolismo, formacéo de
biofilme e resisténcia a antibidticos (GUZMAN PRIETO et al., 2016).

A crescente importancia clinica de E. faecium também esta relacionada com a
sua capacidade de adesdo e formacao de biofiime em superficies de biomateriais
em ambiente hospitalar (SANCHEZ-DIAZ et al., 2016). Biofilmes sdo compostos por
comunidades polimicrobianas e uma matriz polimérica extracelular produzida por
elas (WOJTYCZKA et al., 2014), bem como qualquer material aprisionado dentro

desta matriz. Biofilmes sdo compostos principalmente por agua e matéria organica,
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composta principalmente por exopolissacarideos (MACEDO, 2000). A matriz ajuda
os microrganismos do biofilme a resistirem as condicbes estressantes dos
ambientes, como deplegdo de aguas e nutrientes, presenga de antimicrobianos
(KIVES et al., 2006). O biofilme contribui para evaséo das defesas e persisténcia dos
microrganismos no hospedeiro. Estas caracteristicas dificultam o tratamento das
infeccbes relacionadas a formacdo de biofilmes, as quais geralmente estao
associadas a altas taxas de mortalidade (RAMAGE et al., 2006).

O potencial de adaptacéo de E. faecium e sua emergéncia como importante
patdgeno de Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) é provavelmente
devido a plasticidade de seu genoma, o qual lhe confere a capacidade de aquisicao
e disseminacao de determinantes genéticos de resisténcia e viruléncia (MURRAY et
al., 2000). O sequenciamento do genoma de patdogenos contribui para o
conhecimento sobre a evolugdo de suas caracteristicas; permitindo identificar
“assinaturas” genéticas que possam facilitar a identificacdo da espécie e seus
atributos de viruléncia e resisténcia antimicrobiana. A partir destes dados é possivel
elaborar estratégias para minimizar a incidéncia de IRAS (BALLOUX et al., 2018).

O isolado clinico de E. faecium deste trabalho foi identificado e analisado em
estudos anteriores e destaca-se por: pertencer ao CC17, ser capaz de aderir em
células de mamiferos; ser fortemente formador de biofilme e resistente a varios

antimicrobianos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Enterococcus

O género Enterococcus compreende espécies de cocos Gram-positivos
(CHENOWETH; SCHABERG, 1990). Os enterococos habitam o trato gastrointestinal
e urogenital humano (SGHIR et al., 2000; STOBBERINGH et al., 1999), coexistindo
com outros microrganismos, com possivel papel na manutencdo do equilibrio
homeostatico do intestino humano (KASPER et al., 2017). Estas bactérias também
podem ser encontradas em solos, agua e alimentos, especialmente crus
(CETINKAYA et al, 2000; FACKLAM et al, 2002; JENSEN et al., 2002;
AARESTRUP et al., 2004).

O nome enterococo refere-se a forma arredondada e a origem entérica do
grupo, conhecida ha mais de 100 anos (MURRAY, 1990). Os enterococos possuem
dimensbes entre 0,6 a 2,5 um (MURRAY et al.,, 2015). Em amostras clinicas, os
enterococos aparecem normalmente como células isoladas, diplococos, cadeias
curtas, cadeias longas (KASPER et al.,, 2017), ou ainda em forma cocobacilar,
quando cultivadas em meio solidificado (MURRAY et al., 2015). A maioria das
espécies € imovel, porém ha espécies moveis, com poucos flagelos e auséncia de
capsula (FACKLAM et al., 2002).

Historicamente, enterococos isolados de varias fontes humanas, de animais,
alimentos, entre outras, foram identificados como grupos, espécies, ou subespécies
do género Streptococcus (FACKLAM et al., 2002; MURRAY et al., 2015).
Enterococcus e Streptococcus compartilham varias caracteristicas morfoldgicas e
fenotipicas, incluindo reagdo catalase negativa (KASPER et al.,, 2017). Em
contrapartida, os enterococos apresentam o antigeno acido teicoico glicerol
associado a parede celular, caracteristica do grupo estreptocécico D, segundo a
classificagao de Lancefield (GAMA, 2008; CASSENEGO, 2010).

Somente em 1970 foi proposta uma reclassificacdo dos enterococos, com
base em diferengas fenotipicas e no arranjo celular (DIAZGRANADOS et al., 2005;
MURRAY et al., 2015). Entretanto, a classificagdo do género Enterococcus sé foi
ampliada anos mais tarde, com o auxilio de técnicas bioquimicas e moleculares
(FACKLAM et al., 2002), como hibridagdo do DNA e sequenciamento do rRNA 16S
(KASPER et al., 2017). Enterococcus spp. pertencem ao Filo Firmicutes; Classe
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Bacilli, Ordem Lactobacillales; Familia Enterococcaceae e Género Enterococcus
(MADIGAN et al. 2004; TAXONOMY BROWSER, 2018).

Enterococos s&o bactérias anaerdbias facultativas, ndo possuem a enzima
citocromo e produzem a enzima leucina-aminopeptidase (LAP). Estas bactérias séo
capazes de fermentar diversos carboidratos, especialmente glicose, gerando L(+)
acido latico, geralmente sem producdo de gases (GAMA, 2008). Estes
microrganismos possuem exigéncias nutricionais complexas e algumas espécies
produzem pseudocatalase, apresentando-se como catalase positivas com fraca
efervescéncia (LEME; FERREIRA, 2001; FACKLAM et al., 2002).

Os enterococos apresentam vantagens adaptativas em relacdo a outros
microrganismos filogeneticamente proximos. Estas bactérias sdo capazes de
hidrolisar esculina, crescer na presenca de sais biliares a 40%, em pH de 9,6, em
altas concentragdes de NaCl (6,5%) e em temperaturas entre 10 e 45 °C, com
crescimento 6timo a 37 °C (DAHLEN et al., 2012; KONEMAN et al., 2001; MURRAY
2015). As espécies mais relevantes do ponto de vista clinico comumente s&o
capazes de hidrolisar Pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) e geralmente ndo reduzem
nitrato (LECLERCAQ et al., 1992). Enterococos também sao relativamente resistentes
a desinfetantes quimicos, tais como glutaraldeido, cloro e alcool (ZHANG et al.,
2013).

A capacidade de adaptacdo a condicbes estressantes, como aquelas
encontradas no trato gastrointestinal humano, é necessaria para a sobrevivéncia das
bactérias. Entre os principais desafios para os microrganismos da microbiota
intestinal, destaca-se a bile (BEGLEY; HILL; GAHAN, 2006), uma mistura complexa
de sais biliares, fosfolipidios, colesterol, proteinas e bilirrubina (ESTELLER, 2008).
Sais biliares sdao moléculas anfipaticas que, além de atuar como detergentes,
auxiliando na solubilizagdo e digestao lipidica; também desempenham papel nas
defesas do hospedeiro, devido as suas potentes propriedades antimicrobianas, as
quais podem causar danos ao DNA, proteinas e membranas das bactérias entéricas
(MERRIT; DONALDSON, 2009; HOFMANN; HAGEY, 2008). Em bactérias Gram-
positivas, o rompimento dos loci génicos de tolerancia a bile pode prejudicar a
sobrevivéncia intestinal (ZHANG et al., 2013). Por outro lado, mutagdo que confere
alta resisténcia a bile em Escherichia coli resulta em vantagem durante a
colonizagao intestinal (De PAEPE ET AL., 2011).
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A resisténcia intrinseca dos enterococos a uma variedade de antimicrobianos
pode romper o equilibrio do ecossistema, promovendo aumento da colonizagao
gastrointestinal por estas bactérias. Destacam-se antibiéticos que s&o excretados na
bile e possuem atividade de amplo espectro, como determinadas cefalosporinas, os
quais estdo associados ao isolamento de maiores numeros de enterococos das
fezes (KASPER et al., 2017).

Varios estudos mostram que niveis mais altos de colonizagdo gastrointestinal
representam um fator critico na patogénese de infecgdes enterocdcicas. No entanto,
0S mecanismos pelos quais 0s enterococos colonizam com sucesso o intestino e
conseguem acesso aos vasos linfaticos, ou a corrente sanguinea, ainda nao estao
completamente esclarecidos (KASPER et al., 2017).

Embora ja tenham sido considerados microrganismos com baixo potencial de
viruléncia (HIDRON et al., 2008). Os enterococos estao entre as principais causas
de infecgdes de corrente sanguinea, do trato urinario e endocardite (BOUCHER et
al., 2009; PENG et al., 2018; FOCHTMANN-FRANA et al., 2018). Adicionalmente,
estas bactérias também podem causar infecgcdes pélvicas, respiratorias, neonatais,
intra-abdominais, cutaneas e do sistema nervoso central (LEME; FERREIRA, 2001;
PALAVECINO et al., 2001; GOULD et al., 2004). Ainda, as infecgdes enterococicas
estdo relacionadas a alta morbidade e mortalidade (FREITAS et al. 2006; ARIAS;
MURRAY, 2012).

Algumas cepas de Enterococcus possuem alto potencial de colonizagao de
tecidos de hospedeiros humanos, persistindo por longos periodos, podendo invadi-
los e causar doengas (WOODFORD et al.,, 2009), especialmente em ambientes
relacionados com assisténcia a saude (HIDRON et al., 2008; WERNER et al., 2012).

Infeccoes enterococicas acometem principalmente individuos
imunocomprometidos ou submetidos a procedimentos médicos cirdrgicos ou
invasivos, especialmente pelo uso de cateteres intravenosos (MURRAY;
WEINSTOCK, 1999; RICHARDS et al, 2000; MURRAY, 2015). Periodos
prolongados de hospitalizagdo e da sobrevida da bactéria no hospedeiro e no
ambiente, procedimentos de higiene e limpeza negligentes, dificuldade de
identificacdo de reservatorios e o uso frequente de antimicrobianos estdo entre as
principais adversidades para combater as infec¢gées enterocdcicas em ambientes
hospitalares (TORNIEPORTH et al., 1996; HAYDEN, 2000; CETINKAYA et al., 2000;
BYERS et al., 2002; MARTINEZ et al., 2003; PANESSO et al., 2010). Os pacientes
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colonizados ou infectados sdo os principais reservatérios de enterococos em
ambientes hospitalares (TORNIEPORTH et al., 1996).

Embora varias espécies de enterococos tenham sido isoladas de infecgdes
humanas, a grande maioria das doengas € causada por duas espécies,
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (KASPER et al., 2017). Apesar da
maior prevaléncia de infecgdes enterococicas causadas por E. faecalis (SOOD,
2008), E. faecium vem se destacando como um agente etiologico importante de
Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) no mundo todo
(HOSHUYAMA et al., 2008; TOP et al., 2008; WERNER et al., 2008). A relagao entre
E. faecium e infecgbes hospitalares pode ser explicada, pelo menos em parte, pela
vantagem adaptativa conferida pela sua capacidade de adquirir determinantes
genéticos de multipla resisténcia antimicrobiana (WILLEMS; BONTEN, 2007; SOOD
et al., 2008).

Varios fatores de viruléncia tém sido descritos em Enterococcus (PALAZZO et
al., 2011). Estes fatores estdo relacionados com a adaptagdo e sobrevivéncia da
bactéria no hospedeiro durante o processo de infec¢do (HARE, 2014). A maioria dos
genes que codificam fatores de viruléncia esta localizada em ilhas de
patogenicidade, entre os quais destacam-se (SCHLIEVERT et al., 2010; PALAZZO
et al., 2011; TSIKRIKONIS et al., 2012; KASPER et al., 2017):

a) acm/ace (adesina de ligagdo ao colageno em E. faecium e E. faecalis,
respectivamente): estas proteinas fazem parte de uma subfamilia de adesinas de
superficie bacteriana, denominada MSCRAMMs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) e estdo envolvidas na fixagdo das bactérias
as proteinas do hospedeiro, como colageno, fibronectina e fibrinogénio. Os genes
ace e acm sao importantes na patogénese de endocardite experimental
(NALLAPAREDDY et al., 2003);

b) asal (substancia de agregagao): esta proteina pode aumentar a aderéncia
bacteriana aos tecidos dos hospedeiros, como células renais e musculos cardiacos
(GUZMAN et al., 1989; JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2014);

c) cyl (citolisina): atua como bacteriocina contra varias bactérias Gram-
positivas, bem como possui atividade hemolitica em células de procariotos e
eucariotos (GILMORE et al., 2003);
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d) empA e empB (componentes do operon empABC, codifica para pili):
mutantes nulos para esses genes apresentam atenuacéo na capacidade de adeséao
ao fibrinogénio e colageno tipo I, na formacéo de biofilme e viruléncia em modelo
murino de infecgdo do trato urinario (MONTEALEGRE et al., 2016);

e) esp (proteina de superficie): sua presenga esta relacionada com a
capacidade de adesao inicial e formacao de biofilmes de enterococos (TOLEDO-
ARANA et al., 2001; TENDOLKAR et al., 2004; CAMARGO et al., 2006; CHANG et
al., 2010;).

f) gelE (gelatinase): participa da degradacao de tecidos e de componentes do
sistema imunologico do hospedeiro. Mutantes que nao produzem gelatinase sao
altamente atenuados na peritonite, endocardite e endoftalmite experimentais
(KASPER et al., 2017);

g) hyl (hialuronidase): o gene de E. faecium codifica uma glicosiltransferase e
tem sido frequentemente associado com aumento da viruléncia desta bactéria em
modelo murino de peritonite (RICE et al., 2009; ARIAS et al., 2010; FREITAS et al.,
2010);

h) adesinas de ligagdo as moléculas do hospedeiro da familia MSCRAMM
(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules), importantes
para a colonizagdo e invasdo dos tecidos, como ecbA (adesinas de ligagdo ao
colageno tipo 1); sgrA (adesina de ligagdo aos componentes da lamina basal); fnm
(adesina de ligacao a fibronectina) (PATTI et al., 1994; VENGADESAN; NARAYANA,
2011).

Algumas medidas profilaticas podem evitar a disseminagdo de enterococos
multirresistentes e entre as principais recomendagdes estido: desinfeccdo minuciosa
das superficies e objetos; uso moderado de antimicrobianos (especialmente
vancomicina); identificagdo e isolamento de pacientes colonizados ou infectados;
vigilancia de pacientes de risco; divulgagdo dos resultados de prevaléncia e/ou
incidéncia de enterococos multirresistentes e implementacdo de programas de
orientagcdes sobre medidas preventivas e de controle (CDC, 1995; SIEGEL et al.,
2007).
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2.2 Tratamento antimicrobiano das infec¢cfes enterocécicas e resisténcia

aos antimicrobianos

O género Enterococcus pode apresentar resisténcia intrinseca a
aminoglicosideos, cefalosporinas, penicilinas, oxacilina e trimetoprina (WILLEMS et
al., 2011; SHARIFI et al., 2012; MURRAY et al., 2015). Ainda, ha indicios de que os
enterococos podem transferir sua resisténcia para outros organismos ainda mais
virulentos, como Staphylococcus aureus (WERNER et al., 2008).

A combinagao entre antimicrobianos é a principal estratégia para o tratamento
de infec¢gdes enterocdcicas. Pode ser utilizado um agente que atue na parede
celular, como um beta-lactamico (ampicilina ou penicilina, por exemplo), e para obter
efeito bactericida pode ser utilizado sinergicamente um aminoglicosideo, como

gentamicina ou estreptomicina (HORNER et al., 2005).

Em caso de infecgdbes graves causadas por cepas resistentes aos
aminoglicosideos ou beta-lactadmicos, sao utilizados glicopeptideos (vancomicina ou
teicoplanina). Porém, as taxas de eliminagéo das infecgdes sao inferiores em relagéo
ao tratamento combinado (HORNER et al., 2005).

A resisténcia de E. faecium aos antimicrobianos pode ocorrer por mutagéo no
DNA ou por aquisicdo de material genético oriundo de outro microorganismo,
principalmente via plasmideos (RICE et al.,, 2003). A resisténcia também pode
ocorrer de uma maneira intrinseca, quando € uma caracteristica inata da cepa, por
exemplo, auséncia do alvo de um determinado antimicrobiano (MURRAY et al.,
2015). Os genes associados a resisténcia aos antimicrobianos podem estar
localizados no genoma bacteriano ou em elementos moveis, como plasmideos e
transposons (AMINOV et al., 2001), o que facilta sua transferéncia entre
microrganismos (MILLER, 1998; OCHMAN et al., 2000).

E. faecium destaca-se por sua resisténcia aos antibiéticos p-lactamicos e aos
aminoglicosideos, mesmo em altas concentragdes (Concentragdo inibitoria minima =
500 pg/mL). Resisténcia a altas concentragdes de aminoglicosideos é comumente
observado em isolados de infecgbes enterocdcicas graves. Esta resisténcia
normalmente é devida a expressao do gene aac(6')-le-aph(2")-la que codifica uma
enzima modificadora dos aminoglicosideos [AAC(6')-APH(2")]. Estes genes estéo
amplamente disseminados entre os enterococos, diminuindo as opgdes terapéuticas

para infec¢des enterocdcicas graves. Além disso, a presencga desta enzima anula o
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sinergismo observado entre um aminoglicosideo e um antimicrobiano ativo na
biossintese da parede celular bacteriana (KOBAYASHI et al., 2001; KASPER et al.,
2017).

O mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos esta associado a expressao de
uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP, penicillin-binding protein), designada
PBP5, a qual constitui o alvo desses antimicrobianos. A PBP5 exibe menor afinidade
pela ampicilina, permitindo a biossintese da parede celular na presenga de
ampicilina, mesmo quando outras PBP s&o inibidas. O alto nivel de resisténcia a
ampicilina em isolados clinicos pode ser devido a mutagées no gene que codifica a
PBP5, ou por producdo excessiva de PBP5, que pode diminuir ainda mais a
afinidade da proteina pela ampicilina (KASPER et al., 2017).

Enterococos podem também apresentar resisténcia a: linezolida, comumente
devido a mutagées no gene do rRNA 23S e a presengca de uma rRNA metilase;
daptomicina, envolvendo alteragbes da membrana celular; e tigeciclina, reduzindo

ainda mais as alternativas terapéuticas (KASPER et al., 2017).

2.2.1 Resisténcia a vancomicina

A vancomicina é um glicopeptideo isolado de Streptomyces orientalis
(PFEIFFER, 1981). Devido a sua toxicidade, inicialmente ndo foi amplamente
utilizada para tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-positivas. O uso
clinico difundiu-se somente alguns anos apds sua descoberta (1956), em
consequéncia da disseminacdo de Staphylococcus aureus resistente a penicilina
(NAILOR; SOBEL, 2011).

Estruturalmente, a vancomicina é um glicopeptideo composto por uma cadeia
peptidica de sete membros e duas moléculas de agucares, vancosamina e glicose.
O efeito antimicrobiano da vancomicina ocorre por meio da inibicdo da biossintese
da parede celular bacteriana, devido a sua alta afinidade pelo dipeptideo D-alanil-D-
alanil (D-Ala-D-Ala) dos precursores do pentapeptideo, inibindo desta maneira as
reacOes catalisadas por transglicosilases, transpeptidases e D,D-carboxipeptidases
(CETINKAYA et al., 2000). O mecanismo de resisténcia a vancomicina envolve a
substituicdo do ultimo residuo de D-alanina dos precursores de peptidoglicano por D-
lactato ou D-serina, com consequente resisténcia de alto e de baixo nivel,
respectivamente (KASPER et al., 2017).
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Fendtipos VRE podem resultar da expressao de genes que estao contidos em
um operon, denominado van, o qual pode estar presente tanto em plasmideo quanto
no cromossomo bacteriano (COURVALIN et al.,, 2006). Os mecanismos de
resisténcia mais relevantes clinicamente sao os fendtipos VanA, VanB e VanM, por
conferirem niveis intermediario ou alto de resisténcia a vancomicina, e por sua
capacidade de transferéncia entre espécies bacterianas (CETINKAYA et al., 2000;
LEE et al., 2018).

A maioria dos surtos de VRE registrados sdo causados por enterococos que
expressam os operons vanA ou vanB (SUTTER et al., 2010; KRAFT et al., 2011;
MARRA et al., 2011). Porém, outros operons também estdo relacionados com a
resisténcia aos glicopeptideos: vanC, vanD, vanE, vanF, vanG, van M e vanN
(CETINKAYA et al., 2000). A expressao destes diferentes conjuntos de genes resulta
em distintos fendtipos de resisténcia, cuja transcricdo pode ser induzida por
vancomicina e/ou teicoplanina (CETINKAYA et al., 2000; COURVALIN et al., 2006).

O resultado da expressao do genodtipo vanA, é a sintese de D-Alanina-D-
Lactato, alterando o sitio alvo do glicopeptideo (CETINKAYA et al., 2000). O fendétipo
VanA, o primeiro tipo de resisténcia a vancomicina descrito, e também o mais
prevalente, € mediado pelo transposon Tn1546. Este transposon frequentemente
localiza-se em plasmideo e pode carrear novos determinantes genéticos de
resisténcia (LEME; FERREIRA, 2001). Cepas que expressam o fendtipo VanA
apresentam alto nivel de resisténcia a vancomicina e teicoplanina, assim como
aquelas que expressam o fendétipo VanM (o gene vanM apresenta 80% de
identidade com o gene vanA). O fendtipo VanB (o gene vanB apresenta 67 a 76% de
homologia de sequéncia com o gene vanA) pode conferir niveis variados de
resisténcia a vancomicina e normalmente, sensibilidade a teicoplanina (BAZET et al.,
2005). Os demais fendtipos ocorrem com menor frequéncia e conferem diferentes
niveis de resisténcia a vancomicina (CETINKAYA et al., 2000; COURVALIN et al.,
2006; LEE et al., 2018).

A exposig¢ao a vancomicina induz a autofosforilagdo de uma histidina quinase,
uma proteina sensora transmembrana, denominada VanS. Por sua vez, esta enzima
fosforila um regulador transcricional (VanR), que ativa a transcricdo do operon van a
partir de promotores, denominados R e H. Em auséncia de vancomicina, VanS atua
como uma fosfatase, exaurindo o conteudo celular de VanR fosforilado, inibindo

consequentemente a trancrigdo do operon van (COURVALIN, 2006).
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O gene vanH codifica uma desidrogenase que reduz o piruvato a D-lactato.
VanA ligase (produto do gene vanA), liga D-lactato a D-alanina. A molécula
resultante desta ligacdo, D-Ala-D-Lac, € incorporada nos precursores do
pentapeptideo em substituicdo ao dipeptideo C-terminal D-Ala-D-Ala. Uma vez que
D-Ala-D-Lac apresenta baixa afinidade pelos glicopeptideos, inibe a agdo dos
antimicrobianos e permite a sintese do peptideoglicano (COURVALIN, 2006).

O gene vanX codifica a enzima D,D-dipeptidase, enquanto o gene vanY
codifica a enzima D,D-carboxipeptidase. Estas enzimas realizam a hidrélise dos
precursores naturais D-Ala-D-Ala produzidos pelas bactérias. A funcao de vanZ
permanece desconhecida; no operon vanB, este gene esta ausente e o gene vanW
esta presente; no operon vanM, ambos os genes estao ausentes (CETINKAYA et al.,
2000; COURVALIN, 2006: LEE et al., 2018). Adicionalmente, enterococos
resistentes a vancomicina também produzem enzimas que destroem os precursores
com terminagao de D-alanina-D-alanina, assegurando a n&o disponibilidade de sitios
de ligacao adicionais para a vancomicina (KASPER et al., 2017).

Aproximadamente 30 anos apds a descoberta da vancomicina (em 1956) foi
relatado o primeiro surto de infec¢des por VRE, na Europa (LECLERCQ et al., 1988;
UTTLEY et al., 1988; GRAYSON et al., 1991; GAMBAROTTO et al., 2000), e um ano
depois, em 1989, nos Estados Unidos (FRIEDEN et al., 1993). A resisténcia a
vancomicina de Enterococcus spp. esta entre as principais preocupagdes dos
profissionais de saude em relagao ao controle de IRAS, tendo em vista o potencial
de disseminacao desta resisténcia (FURTADO et al., 2005; D’AZEVEDO et al.,
2008). Além disso, as opg¢des de antimicrobianos se tornam limitadas, dificultando o
tratamento das infec¢des e, consequentemente, as taxas de mortalidade aumentam
(DIAZGRANADQOS et al., 2005).

Em 1990, a deteccdo de VRE foi associada ao uso de vancomicina nos
hospitais, apesar deste medicamento estar entre as ultimas op¢des para tratamento
de infecgdes enterococicas (RICE et al.,, 2003; METALLIDIS et al., 2006;
TACCONELLI; CATALDO, 2008). De fato, a partir do inicio da década de 1990,
tornou-se mais comum a utilizagdo de vancomicina para o tratamento de infec¢des
causadas por microrganismos resistentes a outros antibioticos, ou para substituir
antibidticos que apresentavam algum tipo de desvantagem em relagdo a
vancomicina (SIEGEL et al., 2007). A utilizacdo de vancomicina em Unidades de

Terapia Intensiva (UTI) nos Estados Unidos também se tornou mais frequente desde
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o inicio da década de 1990. Entre os anos de 1990 e 1997, a taxa de VRE passou
de 1% para mais de 25% (SIEGEL et al., 2007).

Varios casos de infecgbes causadas por isolados de enterococos resistentes
a vancomicina tém sido descritos em hospitais de varios paises (KLARE et al., 2005;
NEBREDA et al., 2007; CASTANHEIRA et al., 2008; GALLOWAY-PENA et al., 2009;
BRILLIANTOVA et al., 2010; RUZON et al., 2010; MARRA et al., 2011; PALAZZO et
al., 2011; VALDEZATE et al., 2012; PERUGINI et al., 2015). Ainda, a relagao entre
cepas multirresistentes de enterococos com complicagbes de determinadas
infeccdes, como endocardite, vem se tornando cada vez mais comum (BOUCHER et
al., 2009).

O primeiro caso brasileiro de infecgdo por VRE ocorreu em 1996, na cidade
de Curitiba, no estado do Parana. O registro foi atribuido a espécie E. faecium,
isolada em hemocultura de uma crianga com anemia aplastica. Neste caso em
particular, a paciente havia sido internada anteriormente, bem como havia utilizado
antibidticos (DALLA COSTA et al., 1998; DALLA COSTA et al., 2000; ROSSI, 2011).
No ano de 2010, na cidade de Londrina, foi relatado o primeiro isolado clinico de E.
faecium vancomicina-dependente do Brasil (KERBAUY et al., 2011).

Dados de vigilancia de IRAS de varios paises demonstraram que a
porcentagem de isolados de E. faecium resistentes a vancomicina aumentou desde
a década de 1990 (TREITMAN et al., 2005; BIEDENBACH et al.,, 2007,
DESHPANDE et al., 2007). Na Australia, a taxa de resisténcia a vancomicina em E.
faecium se tornou uma das mais altas do mundo, com 48,7% a 56,8% dos isolados
clinicos em 2015 (LEONG et al., 2018). Na América do Norte ocorreu aumento de
76%, seguido pela América Latina (48,4%), Europa (31,5%) e Asia/Regido do
Pacifico (14,1%) (KUO et al., 2014; SIMNER et al., 2015).

Relatos de infecgcbes causadas por VRE (Vancomycin-Resistant
Enterococcus) na América Latina e no Brasil vém aumentando significativamente
desde os primeiros casos identificados, ainda na década de 1980. Segundo
pesquisa sobre a sensibilidade de cocos Gram-positivos, realizada por uma rede de
monitoramento de resisténcia antimicrobiana de diferentes tipos de infecgdes, houve
um aumento de mais de 10% de infecgdes causadas por Enterococcus resistente a
vancomicina na América Latina, de 2003 a 2008. Ja no Brasil, no mesmo periodo, as
taxas de VRE, passaram de cerca de 7% para aproximadamente 30% (SADER;
MOET; JONES, 2009; ROSSI, 2011).
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Em 2008, foi elaborado um relatério com a finalidade de aprofundar o
conhecimento do perfil de sensibilidade de Enterococcus spp. no Brasil, e
consequentemente planejar estratégias para o controle de infecgbes causadas por
VRE. Neste relatério verificou-se a sensibilidade de Enterococcus para os seguintes
antibidticos: aminoglicosideos, ampicilina, linezolida, penicilina, teicoplanina e
vancomicina. Entre as espécies notificadas, 77% eram E. faecalis e 14% E. faecium.
Foram investigadas 75 instituicbes, das quais 14 apresentaram cepas de E. faecium
resistentes a vancomicina (VREfm), totalizando 15% dos isolados de E. faecium
(MINISTERIO DA SAUDE, Brasil, 2008). A deteccdo de VRE no Brasil ocorre
principalmente em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI),
(KROCHMAL et al., 2011; SHRAIFI et al., 2012).

Tendo em vista a resisténcia a maioria dos antibimicrobianos pelos
enterococos, o tratamento das infecgcbes causadas por estas bactérias representa
um grave problema de saude mundial (MURRAY et al., 2015). O tratamento de
infeccbes enterococicas causadas por E. faecalis ou E. faecium diferem,
principalmente devido a diferencas nos perfis de resisténcia das duas espécies. A
resisténcia a ampicilina e vancomicina, por exemplo, é rara em E. faecalis, enquanto

€ comum na maioria das cepas de E. faecium (KASPER et al., 2017).

2.3 Formacéao de Biofilme em E. faecium

As bactérias sdo comumente encontradas como parte de um complexo de
organismos conhecido como biofime (O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).
Biofilmes s&o associa¢des entre células microbianas e uma determinada superficie,

embebidas em uma matriz polimérica extracelular (COSTERTON et al., 1995).

O biofilme proporciona aos microrganismos protecdo contra os efeitos
adversos do ambiente, como deplecdo de aguas e nutrientes, e presenga de
antimicrobianos (KIVES et al., 2006). Ainda, a arquitetura do biofilme proporciona um
ambiente favoravel para a transferéncia de material genético entre os
microrganismos em biofilme (DONLAN; COSTERTON, 2002; KAFIL; MOBAREZ,
2015).

Além das superficies naturais, diferentes materiais abidticos comumente
utilizados em varios setores, tais como vidro, aco inoxidavel, borracha, poliuretano,

poliestireno, polipropileno, polivinil, silicone e aluminio sdo propicios a adeséao
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microbiana e formagao de biofiimes (DONLAN, 2001; MARQUES et al.,, 2007;
SIMOES et al., 2010; VAZQUEZ-SANCHEZ et al., 2013; HAMADI et al., 2014; DI
CICCIO et al., 2015). Do ponto de vista clinico, os materiais utilizados para implantes
médicos, como cateteres, suportam a formacdo de biofimes microbianos
(FABRETTI; HUEBNER 2005; BALDASSARRI et al., 2005; RAMAGE et al., 2006).
Infecgbes relacionadas a cateter representam uma significante causa de morbidade
e mortalidade no mundo todo (SHUMAN; CHENOWETH 2018; RUPP; KARNATAK
2018).

A patogénese das infecgdes relacionadas ao uso de cateteres pode iniciar
com a migragcdo de microrganismos da pele no local de insercdo e, com a
colonizagéo da ponta do cateter (MAKI et al., 1977; MERMEL et al., 1991; DONLAN;
COSTERTON, 2002). Ocasionalmente, também pode ocorrer disseminagao
hematogénica de outro foco de infecgao (O'GRADY, 2002).

A aderéncia microbiana depende de caracteristicas da célula bacteriana, da
superficie (bidtica ou abidtica) envolvida, e da camada de moléculas adsorvidas ou
do filme condicionante, por exemplo, proteinas do soro, no caso de cateteres
intravenosos (MORALES et al., 2004). Além do sangue, outros materiais produzidos
pelo hospedeiro como lagrimas, urina, saliva, secrecdes respiratérias, influenciam na
aderéncia das bactérias aos tecidos/superficies (VANDECASTEELE et al., 2003).

Em estudo comparando processos de adesdo, invasdo e formacido de
biofilmes de isolados clinicos de diferentes espécies bacterianas, verificou-se que os
isolados de E. faecium aderiram mais eficientemente do que os isolados de
Streptococcus gallolyticus. Embora ambas as espécies tenham sido classificadas
como fortemente formadoras de biofilmes, os isolados de E. faecium exibiram
capacidade de adesao duas a trés vezes maior do que os isolados de S. gallolyticus,
0s quais apresentaram estruturas de biofilme mais compactas (SANCHEZ-DIAZ et
al., 2016).

Mohamed et al., (2004) em estudo com 163 isolados clinicos de E. faecalis,
verificaram que a formacgao de biofilme era significativamente mais frequente em
isolados de pacientes com endocardite e infecgdes do trato urinario (MOHAMED et
al., 2004). A formagédo de biofilme €& geralmente considerada uma caracteristica
importante para ambas as infec¢des (SILLANPAA et al., 2010).

Foi mostrado que a presencga de pili, estruturas proteicas da superficie de E.

faecalis, esta associada a capacidade de formar biofilme, tanto em superficies
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abidticas como em tecidos de modelos murinos de endocardite e infecdo do trato
urinario (MOHAMED et al., 2004; KASPER et al., 2017).

Varios genes ou conjuntos de genes tém sido relacionados com formagéo de
pili e de biofilme em E. faecalis, evidenciando a complexidade destes processos e a
necessidade de ampliar o conhecimento sobre os genes envolvidos (MOHAMED et
al., 2004; TELFORD et al., 2006). Menos ainda se conhece sobre estes processos
em E. faecium (SILLANPAA et al.,, 2010). No entanto, segundo Sillanpaa et al.,
(2010), o locus que contém o operon ebpABC e um gene adjacente (bps), codifica
proteinas que formam pili em E. faecium. A delecado deste operon provocou redugao
na capacidade de formacdo de biofilme e viruléncia em modelos murinos de
endocardite e de infec¢des do trato urinario (MONTEALEGRE et al., 2016).

Heikens et al., (2007) em estudo com E. faecium isolado de infeccdo
sanguinea, mostraram a participacao do gene esp na formagao de biofilme. Top et
al., (2013) mostraram que a expressao deste gene é parcialmente regulada por
EbrB, um regulador transcricional, cujo gene localiza-se upstream ao gene esp. A
delecdo do gene ebrB promove reducdo na capacidade de formar biofilmes, bem
como na colonizagao intestinal de camundongo BALB/c pela bactéria. Entretanto o
gene esp parece nao ser essencial para adesao e colonizagao da mucosa epitelial
de camundongos C57BL/6 (HEIKENS et al., 2009).

Diversos ensaios para quantificacdo de biofilme in vitro tém sido descritos, os
quais podem ser classificados em: ensaios de biomassa de biofilme, baseados na
quantificacdo de unidades formadoras de colénias - UFC; ensaios de viabilidade,
baseados na quantificagdo de células viaveis; e ensaios de quantificagdo de matriz,
baseados na coloragcédo especifica de componentes de matriz (PEETERS; NELIS;
COENYE, 2007).

A quantificacdo de biomassa de biofilme por contagem das UFCs esta entre
as técnicas mais praticadas, apesar de ser lenta e laboriosa (DONLAN;
COSTERTON 2002). Medidas da densidade o6ptica para estimar a formagdo de
biofilme sdo comumente utilizadas (HANNIG et al., 2010; MOREIRA et al., 2006;
PEETERS; NELIS; COENYE, 2007; SULE et al., 2009). O ensaio de coloragdo com
cristal violeta € uma metodologia presuntiva para verificar a formacéo de biofilme por
meio da quantidade de biomassa. J& o método de redugdo do sal tetrazdlio (XTT)

permite quantificar a formacdo de biofime com base na atividade metabdlica da
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amostra. Para ambas as metodologias, as variaveis utilizadas sao os valores de
absorbancia.

Entre as metodologias disponiveis utilizadas para analisar a formagédo de
biofilme, destaca-se a microscopia eletronica. O método preserva as estruturas
envolvidas em condigdes viaveis. As amostras sao fixadas com ajuda de um agente
quimico, tais como glutaraldeido e désmio, ou criofixadas (MARQUES, 2007;
PEETERS; NELIS; COENYE, 2007).

Atualmente, entre as técnicas disponiveis para ampliar o conhecimento sobre
0s mecanismos genéticos que sustentam a formagao de biofilme e patogénese dos
enterococos, destacam-se a gendmica comparativa (SURYALETHA et al., 2018) e a
bioinformatica (PETREY; HONIG, 2014).

2.4  Sequenciamento do genoma de E. faecium

O potencial de adaptagao dos enterococos e sua ascensao como importante
patdbgeno nosocomial é provavelmente devido a plasticidade de seu genoma, o qual
Ihe confere a capacidade de aquisigao e disseminagdo de determinantes genéticos
de resisténcia e viruléncia (MURRAY et al., 2000). O sequenciamento do genoma de
novos isolados humanos permite conhecer seus genes. A partir destes dados €
possivel desenvolver estudos sobre a estrutura e fungbes destes genes, buscando
compreender a complexa maquinaria envolvida nos processos biologicos
(DELAMUTA et al., 2012).

O primeiro método de sequenciamento de DNA foi desenvolvido por Sanger e
colaboradores e apresentado ao mundo em 1977 (SANGER; NICKLEN; COULSON,
1977). O principio geral da técnica é sintetizar uma fita de DNA com terminadores
marcados, complementar a fita da qual se deseja determinar a sequéncia
(SHENDURE; JI, 2008). Os ddNTPs marcados nao possuem o grupo hidroxila livre
na extremidade 3. Com isso, quando esse nucleotideo € incorporado, o
alongamento para, uma vez que o proximo nucleotideo depende da hidroxila
ausente (CARRARO; KITAJIMA, 2002).

A marcagao confere uma cor diferente para cada um dos quatro ddNTPs,
permitindo identificar o ultimo nucleotideo adicionado a determinado fragmento de
DNA. Desta forma, varios fragmentos diferentes, marcados com um dos quatro

fluorocromos, sao obtidos e podem ser separados de acordo com seus tamanhos
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por eletroforese em gel. Géis de poliacrilamida permitem a separagao de fragmentos
que diferem em apenas um nucleotideo, proporcionando a resolu¢gdo necessaria
para o sequenciamento da molécula de DNA de interesse (SANGER, 1988; HUANG
et al., 1992).

A técnica, utilizada desde o primeiro genoma sequenciado (Haemophilus
influenzae), permitiu sequenciar moléculas de DNA de varios organismos
(FLEISCHMANN et al., 1995; LANDER et al., 2001). No entanto, devido ao alto custo
e grande demanda de tempo, o sequenciamento de larga escala utilizando esta
metodologia restringiu-se apenas a grandes laboratérios e centros de gendmica
(HALL, 2007).

Para superar a problematica da técnica de Sanger (1977), novas tecnologias
foram sendo desenvolvidas, entre as quais se destacam: o primeiro sequenciador
automatico, em 1986, e o primeiro sequenciador por eletroforese capilar, em 1998
(GARCIA-HERNANDEZ et al., 2002). Sucessivamente, o0s sequenciadores
automaticos foram sendo aprimorados, culminando em novas metodologias de
sequenciamento, conhecidas como sequenciamento de nova geracdo (NGS: next
generation sequencing), foram apresentadas (LIU et al., 2012).

A automatizagdo do processo de sequenciamento permitiu realizar grandes
projetos e sequenciar inumeras moléculas de DNA, culminando no sequenciamento
do genoma humano (VENTER et al., 2001). Estas tecnologias contornaram a
problematica da alta demanda de investimentos, possibilitando novas abordagens
para o sequenciamento (SHENDURE; JI, 2008).

A légica usada nos programas para montar corretamente sequéncias de
proteinas, também passou a ser utilizada para sequenciar DNA (HAGEN, 2000).
Com o advento da internet e com o desenvolvimento de novos métodos de
sequenciamento e programas computacionais, a biologia computacional foi
ganhando forga. Varios bancos de dados de nucleotideos e proteinas foram criados,
permitindo comparagdes funcionais e estruturais entre sequéncias. Projetos genoma,
em especial o projeto genoma humano, também contribuiram para a criagdo, uso e
popularizacdo de novas ferramentas em bioinformatica (KANEHISA; BORK, 2003).

No ano de 2009, quatro anos apos o término do projeto do genoma humano,
as plataformas de sequenciamento de nova geragao foram langadas. Desde entéo,
estas ferramentas tém sido responsaveis por leituras de DNA cada vez mais

precisas, maior cobertura de genomas, redugcdo no tempo de corrida, trabalho e
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custo de sequenciamentos (METZKER, 2010; LOMAN et al., 2012; EL-METWALLY
et al.,, 2013).

As plataformas NGS apresentam como principal vantagem o alto volume de
dados gerados por corrida, se comparadas ao método de Sanger, bem como s&o
capazes de gerar em um dia, mais resultados do que centenas de sequenciadores
do tipo capilar. Estas vantagens possibilitaram um crescimento significativo na
quantidade de projetos de sequenciamento de genomas completos, principalmente
para organismos procariotos (HUSEMANN, 2011).

O principal fator limitante das plataformas NGS sdo os homopolimeros, ou
seja, sequéncias repetitivas de um unico nucleotideo, as quais dificultam a leitura
precisa destas regides do DNA, resultando em altas taxas de erros de insergéo e
delecédo de sequéncias (ROTHBERG et al., 2011). Obter recursos computacionais
para armazenar e analisar os dados gerados e realizar montagens de genoma com
pequenas leituras também sao desafios que precisam ser superados pela
bioinformatica (METZKER, 2010).

Apesar das limitagdes, a utilizagao de plataformas NGS para sequenciamento
de genomas completos vem auxiliando a microbiologia a aprofundar a compreenséao
sobre determinados microrganismos patogénicos, aspectos epidemiologicos de
surtos, bem como auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos, entre outras
diversas aplicagdes (LOMAN et al., 2012).

Atualmente, as tecnologias de sequenciamento de alta performance
disponiveis possibilitam gerar um grande volume de dados, depositados diariamente
em bancos de dados gendmicos. As ferramentas de bioinformatica estdo cada vez
mais presentes em pesquisas de diversas areas, permitindo realizar inUmeras
analises, entre as quais, o alinhamento e montagem de novo de genomas
(GIACHETTO; HIGA, 2015).

Apesar de utilizar diferentes estratégias, os sequenciadores de nova geragao
realizam basicamente o processamento massivo de fragmentos de DNA. Entre as
principais diferencas em relagdo a metodologia de Sanger, esta a possibilidade de
eliminar as etapas mais dispendiosas do primeiro método, que sao a clonagem em
vetores bacterianos e a eletroforese (CHEVREUX, 2004; SHENDURE; JI, 2008).

Além de acelerar o processo e diminuir o custo dos sequenciamentos, as
metodologias de nova geragao serviram como base para o desenvolvimento de

outras linhas de pesquisa, como a identificacdo de polimorfismos, gendmica,



27

metagendmica, transcriptomica, protebmica, entre outras (MARDIS, 2008;
SHENDURE; JI, 2008).

Atualmente existem diferentes plataformas NGS disponiveis, as quais
apresentam vantagens e desvantagens, de acordo com os objetivos e possibilidades
de cada estudo. Entre as plataformas compactas, ou ainda “de bancada”, destaca-se
a plataforma MiSeq, da empresa ILLUMINA (LIU et al., 2012).

A plataforma NGS lllumina MiSeq, utiliza a metodologia de sequenciamento
por sintese de DNA. Esta metodologia representa uma opgao simples e veloz para o
sequenciamento de volumes intermediarios de dados. Apesar de compacto, este
sequenciador é versatil, permitindo realizar todas as etapas do processo, desde a
amostra até a analise de dados, em apenas oito horas. O custo por corrida também
pode ser considerado acessivel, em comparacdo com outros sequenciadores. A
MiSeq ¢é ideal para o sequenciamento de pequenos genomas, de genes alvo ou
amplicons, analises de metagendmica, expressao de genes alvo, entre outras
aplicagdes (LIU et al., 2012).

O método de sequenciamento da lllumina utiliza basicamente o DNA a ser
sequenciado, oligonucleotideos iniciadores, enzimas e ddNTPs marcados
(CARRARO; KITAJIMA, 2002). No processo, a fita dupla de DNA é convertida em
fita simples, as quais se ligam a adaptadores fixados na placa (flowcell), sendo
amplificadas clonalmente. Esta clonagem in vitro dos fragmentos ocorre por PCR em
ponte (bridge PCR) ou PCR de fase sdlida (lamina de vidro), um dos diferenciais
destes sequenciadores. Outra caracteristica do método € utilizar nucleotideos
modificados com bloqueador reversivel e radical fluorescente clivavel (FEDURCO et
al., 2006; TURCATTI et al., 2008).

No sequenciamento Miseq, os fragmentos de DNA da amostra séo ligados
aos adaptadores, em ambas as extremidades. Desta forma, os fragmentos fixam-se
a lamina de sequenciamento por hibridacdo aos iniciadores. Apdos a etapa de
amplificacdo, cada superficie de sequenciamento possui mais de 300 milhdes de
aglomerados (clusters) clonados paralelamente, cada um contendo cerca de 1000
copias clonais de uma unica molécula (BENTLEY, 2006).

A DNA polimerase utilizada para o sequenciamento foi modificada para
permitir a incorporagcdo dos nucleotideos modificados. A incorporacdo destes
nucleotideos, por sua vez impede que novas bases sejam inseridas até que o

terminador seja removido. Cada um dos quatro nucleotideos marcados apresenta
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com uma cor diferente (CARRARO; KITAJIMA, 2002). A leitura das cores em
imagens de alta resolugédo, obtidas a cada passo de adicdo dos nucleotideos,
permitem deduzir a posigédo e a sequéncia molde de cada cluster (BENTLEY, 2006).

Apesar de apresentar mais erros que as plataformas baseadas em Sanger, a
abordagem lllumina é mais eficaz no sequenciamento de trechos homopoliméricos
que outras metodologias, como pirosequenciamento. Inicialmente a técnica lllumina
apresentava capacidade de produzir e ler somente sequéncias mais curtas, de 36
pares de bases (pb). No entanto, atualmente é possivel gerar até 15Gb de dados ou
25 milhdes de leituras de até 2 X 300pb por corrida, na plataforma MiSeq (lllumina,
2017). O custo por pb gerado também pode chegar a mais de quatro ordens de
magnitude menor se comparado com outras plataformas, o que vem permitindo
pesquisas em diversas areas (BENTLEY, 2006).

As plataformas lllumina vém sendo utilizadas com varios objetivos em
diferentes estudos, com microrganismos (CAPORASO et al., 2012), plantas (WANG
et al., 2010; WEI et al., 2011; MIZRACHI et al., 2010), moluscos (WILLIAMS et al.,
2014), mamiferos (THOMPSON et al., 2015) e humanos (KING et al., 2014; Yl et al.,
2014).

Apos o sequenciamento € necessario montar e finalizar o genoma, ou seja,
orientar e ordenar as leituras obtidas (MILLER et al., 2010). A montagem pode ser
dividida em trés etapas: analise de dados; montagem de novo e scaffolding. Durante
a analise ou homogeneizagcdo de dados, € necessario converter os dados do
sequenciamento para padrdes utilizaveis pelos softwares de montagem. O formato
FASTQ €& comumente utilizado, pois apresenta as sequéncias de nucleotideos e
dados que permitem avaliar a qualidade do sequenciamento (RAMOS, 2011;
AGUIAR, 2015).

Na etapa de montagem de novo, as sequéncias sdo sobrepostas com o
objetivo de formar sequéncias continuas (contigs). Os softwares de montagem de
novo podem utilizar diferentes modelos de algoritmos, entre os quais se destacam:
overlap-layout-consensus e grafo de Bruijn. Por fim, a etapa de scaffolding ou de
finalizagdo de montagem pode ser realizada a partir de um genoma referéncia
(AGUIAR, 2015).

ApoOs a obtengcdo do genoma, analises comparativas com ferramentas de
bioinformatica podem ampliar o conhecimento sobre o organismo em questao.

Utilizar ferramentas de bioinformatica para realizar analises comparativas entre
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genomas do género ou de linhagens da mesma espécie € uma possivel abordagem
para obtencao destas informacgdes (RICHARDS et al., 2011; AGUIAR, 2015).

A bioinformatica permite trabalhar com alto volume de dados, porém a
demanda de tempo e o custo sdo menores quando comparados com outras
metodologias. Por conta disso, ha uma tendéncia atual de realizar analises in silico
antes da realizacao de estudos in vivo ou in vitro (AGUIAR, 2015).

A bioinformatica tornou-se parte das pesquisas biomédicas, possuindo um
papel fundamental na decodificacdo de dados gendmicos, transcriptdbmicos e
protedmicos gerados por varias metodologias recentes e tradicionais. Métodos tém
sido desenvolvidos para analisar um grande numero de genes ou proteinas
simultaneamente. Com o sequenciamento dos genomas de varios organismos,
disponibilizados em bancos de dados, as sequéncias de nucleotideos e proteinas
podem ser comparadas (KANEHISA; BORK, 2003). Analises comparativas podem
ampliar a compreensdo sobre as fungdes de genes, bem como de regides nao
codificantes do genoma (KARLIN; CAMPBELL; MRAZEK, 1998; ABBY; DAUBIN,
2007; AGUIAR, 2015).

As ferramentas de bioinformatica se tornam cada vez mais relevantes em
estudos de diversidade genética, permitindo compreender melhor a relagdo entre as
patogenias e os genotipos (NAKIB et al.,, 2011). Assim, podemos afirmar que a
bioinformatica se tornou uma ferramenta fundamental nas pesquisas de biologia e
saude (PETREY; HONIG, 2014).

O sequenciamento de genomas bacterianos tem ampliado a compreensao
sobre a diversidade, patogénese e resisténcia bacteriana, entre outros aspectos. Até
o momento, foram realizados o sequenciamento, montagem e anotacédo do genoma
completo de 53 cepas de Enterococcus faecium, isoladas de diversas fontes,
principalmente do ambiente hospitalar, em diversos paises (NCBI, 2018). Entretanto,
apenas um isolado de origem brasileira esta presente nas publicagdes referentes a
estes sequenciamentos. O isolado brasileiro, E. faecium VRE16, foi obtido a partir de
um swab retal de vigilancia epidemioldgica para VRE de um paciente internado na
UTI de um hospital em Minas Gerais, Brasil. De acordo com o perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos, esta cepa foi classificada como multirresistente uma vez que
apresentava resisténcia a altos niveis de vancomicina, teicoplanina, eritromicina,

ampicilina, penicilina e estreptomicina (de MELLO et al., 2016).



30

Os genomas sequenciados de VRE apresentam em média o tamanho de 2,8
milhdes de bases (megabases). Entre estas cepas, verificou-se desde a presenca
somente do cromossomo (em apenas 10% dos isolados), até seis plasmideos,
sendo que a maioria dos isolados apresenta dois a quatro plasmideos (NCBI, 2018).

Em andlise comparativa entre genomas de varios isolados de E. faecium,
verificou-se a presencga de elementos moveis e transposons exclusivos dos isolados
hospitalares. Segundo os autores, estas caracteristicas genéticas podem conferir
vantagens seletivas para estes isolados clinicos. Neste estudo, a unica bactéria
brasileira analisada foi isolada de cateter vascular e apresentou resisténcia a nove
de treze antibidticos testados (QIN et al., 2012).

Em estudo comparativo do primeiro genoma de E. faecium sequenciado, uma
cepa isolada de sangue na Austrdlia, foi detectada a presenga de fatores de
viruléncia localizados no cromossoma, como proteina de superficie enterocdcica,
hemolisina e adesina de ligacdo ao colageno. Também foram detectados trés
profagos e duas ilhas génicas, ausentes em outros 22 genomas de E. faecium (LAM
et al., 2012).

Andlises de genomas de enterococos indicam que a maioria das cepas
clinicas de E. faecium associadas a surtos pertencem a uma determinada linhagem
genética predominante que circula pelos hospitais do mundo. Esta linhagem parece
estar em um processo evolutivo que emergiu ha 75 anos, simultaneamente com a
introducdo dos agentes antimicrobianos. Ainda, ha evidéncias que esta linhagem
teria evoluido a partir de cepas que habitavam animais, e ndo humanos. Estudos
sugerem que ocorreu uma separagao genémica em E. faecium ha cerca de 3.000
anos, coincidentemente com o processo de urbanizacdo e domesticacdo dos
animais. Estes dados ajudam a remontar a histéria evolutiva dos enterococos, os
quais tornaram-se relevantes patdgenos hospitalares, a partir de comensais
(KASPER et al., 2017).

Andlises de genomas de E. faecium indicam que a diversidade genética esta
relacionada com sua capacidade de adquirir DNA exdgeno e de mobilizagdo de
grandes regides cromossOmicas, resultando em recombinacgdes genéticas (KASPER
et al., 2017).

Neste trabalho realizou-se o sequenciamento do genoma total de E. faecium,

isolado de urina de paciente internado na UTI de um hospital universitario de
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Londrina, no sul do Brasil. Foi realizada montagem de novo, seguida de anotagao

funcional do genoma.



32

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo analisar a formacgédo de
biofilme, sequenciar, montar e anotar o genoma de Enterococcus faecium (cepa 170)
resistente a vancomicina, isolado a partir de infecgdo urinaria de um paciente

internado em um hospital universitario no sul do Brasil.

3.2 Objetivos Especificos
- Analisar a cinética de crescimento do isolado;
- Quantificar a produgao de biomassa de biofilme do isolado;
- Avaliar a atividade metabdlica do biofiime;
- Analisar a formacéao de biofilme por microscopia eletrénica de varredura;
- Realizar o sequenciamento do genoma;
- Realizar montagem de novo e anotagao funcional do genoma;
- Realizar varredura do genoma para identificagdo de genes relacionados a

formacéao de biofilme, fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Escolha e identificacdo do isolado

A cepa 170 de Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VREfm),
obtido da colecdo de bactérias do Laboratério de Microbiologia Clinica da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), foi escolhido para este trabalho. Esta
cepa foi isolada de urina de uma paciente de quatro anos, internada na UTI do
Hospital Universitario de Londrina, no ano de 2007. A identificacdo do isolado foi

confirmada por meio de testes fenotipicos automatizados (Vitek, bioMérieux).

O isolado foi previamente caracterizado em estudo anterior (RUZON et al.,
2010). A sua escolha para este trabalho justifica-se por apresentar, além de
resisténcia a varios antimicrobianos, capacidade de aderir em células de mamifero e
por ter sido considerado fortemente formador de biofilme. Ainda, genes associados

com adesao e formacgao de biofilme também haviam sido verificados no isolado.

4.2 Cultivo

A bactéria foi cultivada a 37 °C por 20 horas em BHI (Brain Heart Infusion,
Himedia, Brasil) agar. Posteriormente, de 3 a 5 unidades formadoras de colbnia
(UFC) foram coletadas e transferidas para caldo BHI. Apds incubagao a 37 °C por 20
horas as bactérias foram lavadas duas vezes em 0,15 M tampao fosfato-salina
(PBS), (pH 7,2, sem Ca®* e Mg”) e suspensas no mesmo tampao, ajustando a
turbidez para 0,5 McFarland, utilizando o aparelho DensiCHECK™ PLUS
(bioMérieux, Brasil), que corresponde a aproximadamente 1,0 a 2,0 x 10® UFC/mL

(suspensao bacteriana padrao).

4.3 Cinéticade crescimento (curva de crescimento)

A bactéria foi cultivada em caldo BHI a 37°C. Em determinados intervalos de
tempo (0, 1, 3, 8, 12, 18, 24 e 48 horas), 10 yL foram retirados e submetidos a
diluicdo seriada (1:10) e posteriormente, transferidos para BHI agar. Apods
crescimento a 37 °C por 24 horas foi realizada contagem das UFCs e o calculo foi
ajustado para obtencédo dos valores de UFC/mL (ENDO, 2010).
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4.4 Cinéticade biofilme

A formacéao de biofilme foi avaliada por duas técnicas: método de coloragao
por cristal violeta e ensaio de reducao de XTT. As bactérias foram submetidas a fase
de adesao por diferentes intervalos de tempo, a 37°C, em microplacas de fundo
chato (Techno Plastic Products, Suica), contendo laminas de poliestireno (area
superficial de 0,5 cm?, cortadas assepticamente), acondicionadas no fundo dos
pocos. Em todos os experimentos, pocos contendo somente meio de cultura foram

utilizados como controle de contaminagao.

- Coloracéo por Cristal Violeta: os biofilmes formados foram lavados por
duas vezes com 200 uL de PBS e apods secagem a temperatura ambiente por 45
minutos, as células sésseis foram coradas com 110 uL de solugdo aquosa de cristal
violeta 0,4% por 45 minutos, lavadas trés vezes com agua ultrapura esterilizada (200
ML) e descoradas com 200 pL de etanol 95% por 45 minutos, a temperatura
ambiente. A solucdo descorante (100 uL) foi transferida para uma nova placa, a qual
foi submetida a quantificagdo em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de
595nm, utilizando leitor de microplaca (Synergy™ HT, BioTek).

- Ensaio de reducao de XTT: 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-5-
[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) foi realizado para analisar a
atividade metabdlica de células sésseis. Uma aliquota de 200 uL de XTT-menadione
[0.5 mg/mL XTT, 1 mM menadiona (Sigma Chemical Co, USA)] foi adicionada em
cada pogo e as placas foram incubadas a 37°C, no escuro, por 90 minutos. O
sobrenadante foi transferido para outra microplaca e a densidade optica (OD) foi
mensurada a 490nm utilizando leitor de microplaca (Synergy™ HT, BioTek).

Os experimentos foram realizados em quintuplicata, em duas ocasides
diferentes. Os valores de absorbancia dos controles negativos foram subtraidos das
amostras teste para normalizagcao dos resultados (JIN et al., 2003).

Todos os parametros mencionados nesta metodologia foram padronizados
previamente. Os graficos de cinética de crescimento e de formagédo de biofilme
foram construidos utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 6.0
(GRAPHPAD Software, San Diego, CA).
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4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura do biofilme foi monitorada por MEV. Um indculo de 3,0 x 108
UFC/mL em BHI caldo foi utilizado para formagao de biofiime, em |aminas de vidro
ou poliestireno, depositadas nos pocos de microplacas de fundo chato. As placas
contendo as laminas foram incubadas 37°C por diferentes intervalos de tempo (1, 3,
12, 24 e 48 horas). Apds incubagao, as laminas contendo os biofiimes formados
foram transferidas para outra microplaca contendo 2% (v/v) de glutaraldeido e 2%
(v/v) de tampéo cacodilato a 0.1 M (pH 7.2), a temperatura ambiente. As amostras
foram encaminhadas a central de microscopia da UEM (CMI-COMCAP/UEM), em
temperatura ambiente. As amostras foram fixadas em 1% de tetroxido de ésmio por
2 horas. As células foram desidratadas por uma série de lavagens com etanol (30,
50, 70, 90 e 100%). Realizou-se secagem com CO, (BALCTED CPD 030 Critical
Point Dryer) e revestimento com ouro (BALTEC SDC 050 Sputter Coater). As
observacgdes foram realizadas sob microscopio eletrénico de varredura (FEI Quanta

200 scanning electron microscope).

4.6 Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma do isolado

O DNA total do isolado foi extraido utilizando o GenElute™ Blood Genomic
DNA Kit NA2010, segundo recomendagdes do fabricante. O sequenciamento foi
realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Soja, unidade
de Londrina). O sequenciamento shotgun foi realizado utilizando a plataforma
MiSeq, com o version 3 reagent kit (600-cycle, lllumina, Brazil), em estratégia paired-
end 2x300. Os arquivos FASTQ foram montados de novo pelo pipeline A5-miseq,
que realiza o ajuste de leitura, contengao, corregcdo do desmonte e scaffolds finais.
Os contigs montados obedeceram aos parametros padroes da plataforma
computacional CLC Genomics Workbench versdo 10.0 (CLC bio, Denmark -
QIAGEN Bioinformatics). A anotacéo foi feita utilizando o algoritmo Bruijn graphs,
disponivel na plataforma CLC bio. O arquivo contendo as sequéncias montadas foi
submetido a alinhamento de sequéncias utilizando a ferramenta BLASTx. O
mapeamento das sequéncias com alinhamento significativo foi obtido segundo a
base de dados Gene Ontology, para determinar anotag¢des funcionais, e submetidas
para analise na base de dados KEGG, para determinar os possiveis mapas

metabdlicos associados aos Enzime Codes presentes. O genoma foi comparado
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com outros genomas de Enterococcus. Realizou-se varredura do genoma para
identificacdo de supostos genes, relacionados a formacao de biofilme, fatores de
viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos, utilizando o servigco automatizado de
anotacdo de genomas bacterianos RAST. Determinadas proteinas de interesse
foram analisadas utilizando a ferramenta BLASTp. As ferramentas BLASTp, BLASTx
e RAST sao disponibilizadas pela pagina National Center for Biotechnology

Information — NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Formagdo de biofilme de Enterococcus faecium resistente a
vancomicina cepa 170

Curva de crescimento

Para compreender a dinamica de crescimento do isolado e determinar os
parametros dos demais experimentos com a cepa, foi realizada estimativa do
numero de células viaveis, por meio da contagem direta de UFC, em determinados
intervalos de tempo. Os resultados foram reunidos em uma curva de crescimento

(Figura 1).

O crescimento do isolado deu-se ao longo de 48 horas, sendo que os
intervalos de tempo considerados para a determinagao da curva foram de 0, 1, 3, 8,
12, 18, 24 e 48 horas. Entre os tempos zero e 1 hora ndo se observou crescimento,
correspondendo a fase lag. No intervalo de 3 a 18 horas verificou-se crescimento
exponencial, correspondendo a fase log. Nesta fase, o numero estimado de UFC
passou de 1 x 10° UFC/mL para 1 x 10° UFC/mL. Entre 18 e 48 horas, o nimero de
UFC permaneceu praticamente inalterado, indicando o periodo da fase estacionaria.
Possivelmente o meio ofereceu condicbes para manter a cultura além do tempo

analisado, ndo sendo observada a fase de declinio ou morte.

Figura 1: Curva de crescimento do isolado VREfm 170.
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Em estudo DE formacdo de biofiime em aco inoxidavel por E. faecium,
isolados de alimentos, Andrade; Ajao; Zottola, (1998), observaram que apés 24
horas de crescimento, a estimatva do numero de células passou de

aproximadamente 1 x 10° UFC/mL (indculo inicial) para 1 x 10 UFC/mL.

Quantificacdo da biomassa e atividade metabdlica do biofilme

O biofilme é caracterizado por células aderidas a um substrato (superficie ou
tecido) e/ou entre si e embebidas em uma matriz de substéncias poliméricas
extracelulares de sua propria produgdo. O biofilme confere aos microrganismos
envolvidos protecdo contra a resposta imune do hospedeiro e a terapia
antimicrobiana (ATELA et al., 1997; CRUMP; COLLIGNON, 2000; RUPP et al., 2001;
DANESE, 2002; DONLAN; COSTERTON, 2002).

Caracteristicas de determinados materiais utilizados em hospitais pode
aumentar a aderéncia de certas espécies bacterianas (LOCCI et al., 1981). O
poliestireno € um polimero bastante utilizado no ambiente de assisténcia a saude.
Este polimero possui certas propriedades que o tornam passivel de adeséao
bacteriana (CABECA, 2006). Superficies como vidro e ago inoxidavel podem ser
contaminadas por microrganismos que, sob certas condicbes podem aderir e
interagir com a superficie, iniciando crescimento celular e, consequentemente,
formar biofilme (MARQUES et al., 2007).

A formacao do biofilme bacteriano € um processo complexo, que envolve uma
série de etapas. Inicialmente, ocorre a adesdo das bactérias a determinada
superficie e/ou tecido. Porém, esta adesdo inicial ocorre de maneira fraca e
reversivel, por meio de forcas de van der Waals e interagdes eletrostaticas. Nesta
etapa o biofiilme ainda pode ser facilmente removido, por simples lavagens
(WIRTANEN et al., 2005).

Entre os tempos zero e 1 hora nao foi verificado aumento significativo no
numero de UFC de células planctbnicas. No entanto, no mesmo periodo ja foi
possivel observar aumento na biomassa (Figura 2) e atividade metabdlica (figura 3)
das células sésseis, sobre o poliestireno. Neste periodo a densidade 6ptica (DO)
passou de zero para 0,3. Este periodo compreende a fase de aderéncia inicial.

Verificou-se que, tanto a produc¢ao de biomassa quanto a atividade metabdlica

das células aderidas seguiu aumentando com o decorrer do tempo. No intervalo
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entre os tempos trés e 18 horas verificou-se crescimento exponencial,
correspondendo a fase log da curva de crescimento. No mesmo periodo observou-
se 0 acréscimo mais significativo na produgéo de biomassa, a qual aumentou mais
de quatro vezes. Este resultado esta de acordo com a curva de crescimento.
Verificou-se ainda mais um acréscimo na producado de biomassa até o quinto tempo
analisado, 24 horas. Ja a atividade metabdlica também seguiu aumentando, porém
no periodo compreendido entre 3 horas e 12 horas.

ApoOs a fase de aderéncia inicial, a adesdo das células a superficie se torna
irreversivel, por meio de um material extracelular produzido pela bactéria, de
natureza proteica ou polissacaridica, denominado de exopolissacarideo (EPS). O
EPS forma um complexo com o material da superficie e com receptores especificos
dos microrganismos, localizados em fimbrias, flagelos ou pili, favorecendo a
aderéncia ao peptideoglicano. As bactérias aderidas desta maneira sédo dificeis de
remover, sendo necessaria forte forca mecanica, calor e/ou interrupgao quimica da
forca de aderéncia, por meio de detergentes, enzimas, surfactantes ou desinfetantes
(SINDE; CARBALLO, 2000).

Os maiores valores de atividade metabdlica foram observados nos tempos 12
e 18 horas, apesar de ter sido verificada redugao neste ultimo tempo, seguido de
mais uma reducgéo as 24 horas de cultivo. Desta forma, os resultados indicam que
possivelmente a maior producido de biofilme, ou sua maturagdo, ocorre no periodo
compreendido entre trés e 18 horas de cultivo.

Apos o processo de adeséo irreversivel, inicia-se 0 processo de maturagao do
biofilme, marcado pelo inicio do crescimento e multiplicacdo bacteriana em biofilme.
Para tanto, as células aderidas utilizam os nutrientes do ambiente nas proximidades
das colbnias, as quais seguem aumentando, até cobrir toda a superficie com
camadas de células. Apos a maturagcado, mais EPS é produzido pelas bactérias ja
aderidas. Desta forma, outras células seguem ancorando-se, enquanto a coldnia
torna-se cada vez mais protegida da flutuagdo do ambiente. Esta € a etapa de
protecao do biofilme (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990).

Entre os tempos de 18 e 48 horas da curva, o numero de células permaneceu
praticamente inalterado, indicando o periodo da fase estacionaria. Possivelmente o
meio ofereceu condi¢des para manter a cultura além do tempo analisado, ndo sendo
observada a fase de declinio ou morte. No entanto, verificou-se significativa redugao

na produgcao de biomassa as 48 horas de cultivo, bem como decréscimo, embora



40

mais gradativo, da atividade metabdlica a partir das 18 horas, indicando que este
periodo corresponde ao processo de dispersdao. O processo de dispersdo consiste
no desprendimento espontaneo das bactérias do biofilme, como resultado de
estresse na estrutura do biofime (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990; DALTON;

GOODMAN; MARSHALL, 1996; PICIOREANU et al., 2000).

Figura 2: Biomassa de biofilme formado em poliestireno, produzido pelo isolado

VREfm 170. Metodologia cristal violeta.
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Figura 3: Atividade metabdlica em biofilme produzido pelo isolado VREfm 170

poliestireno. Ensaio de redugao de XTT.
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Microscopia Eletrénica de Varredura

Estudos de microscopia eletronica de transmissao e varredura mostram que a
colonizagdo de instrumentos meédicos por microrganismos incrustados em uma
matriz de biofilme & muito comum (RAAD, 1998). Neste estudo, as imagens obtidas
por microscopia eletrbnica de varredura evidenciam aderéncia e crescimento do
isolado em ambas as superficies, poliestireno (Figura 4) e vidro (Figura 5).
Observou-se aumento da densidade celular e alteragdes no agrupamento das
células a partir do tempo 12 horas. As células apresentaram-se viaveis até o tempo

de 48 horas. Os resultados para ambas as superficies sdo semelhantes.
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Figura 4: Morfologia de biofilme formado pelo isolado de VREfm 170, em superficie
de poliestireno, analisado por MEV, aumento de 20000x, apds: a) 1 hora; b) 3
horas; c) 12 horas; d) 24 horas; €) 48 horas.

Figura 5: Morfologia de biofilme formado pelo isolado de VREfm 170, em superficie
de vidro, analisado por MEV, aumento de 20000x, apds: a) 1 hora; b) 3 horas; c) 12
horas; d) 24 horas; e) 48 horas.
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5.2 Artigo cientifico

Genoma de Enterococcus faecium resistente a vancomicina, isolado de
infeccdo urinaria.

Resumo: infeccbes enterocédcicas causadas por cepas resistentes a
vancomicina tornaram-se um grave problema de saude mundial. O genoma
completo do isolado analisado contém 3.040.378 pb, com 3.071 sequéncias
codificadoras de DNA, entre as quais destacam-se genes relacionados com

viruléncia, formagao de biofilme, e resisténcia a varios antimicrobianos.

Enterococos fazem parte da microbiota humana (13), porém podem tornar-se
patdgenos oportunistas (14). Estdo associados a varias doengas, especialmente
infec¢cbes do trato urinario, endocardite e bacteremia (11). Acometem especialmente
individuos submetidos a procedimentos médicos invasivos (7). Enterococcus
faecium é um dos principais agentes de infecgdes hospitalares (15), possivelmente
devido a sua capacidade de aquisigao e disseminagao de determinantes genéticos
de viruléncia e resisténcia (16).

Vérios genes que codificam fatores de viruléncia tém sido descritos em E.
faecium (9). Entretanto, seus papeis na patogénese das infeccbes enterocécicas
ainda nao estdo completamente esclarecidos (5). Destacam-se fatores relacionados
a capacidade de formacgao de biofiime (8), e de resisténcia a varios antimicrobianos,
inclusive a vancomicina (4;10), comuns em E. faecium (17). Consequentemente, as
infeccdes enterocdcicas estao relacionadas a alta morbidade e mortalidade (12). O
sequenciamento do genoma de isolados clinicos permite conhecer seus genes e
analisar suas fungbes nos processos biolégicos (3), bem como ampliar a
compreensao sobre a disseminacdo de determinantes genéticos entre
microrganismos patogénicos endémicos (2).

Neste trabalho realizamos o sequenciamento do genoma completo de uma
cepa de Enterococcus faecium, resistente a vancomicina, fortemente formadora de
biofilme, isolada de infeccao urinaria, na UTI do hospital universitario de Londrina,
Parana, Brasil. O isolado faz parte da colecao de microrganismos do Laboratério de
Biologia Molecular de Microrganismos da Universidade Estadual de Londrina. O
DNA total foi extraido utilizando o GenElute™ Blood Genomic DNA Kit NA2010,



44

segundo recomendacdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa soja, unidade de Londrina). Para
tanto, foi utilizada a plataforma MiSeq, com o kit version 3 reagent kit (600-cycle,
lllumina, Brazil), em estratégia paired-end 2x300. Apds o sequenciamento, a
qualidade das reads foi avaliada pela ferramenta FastQC (Fast Quality Control) para
determinar o Phred Quality Scores (Q). Os contigs montados obedeceram aos
parametros padroes da plataforma computacional CLC Genomics Workbench versao
10.0 (CLC bio, Denmark — QIAGEN Bioinformatics). A anotacdo de novo foi feita
utilizando o algoritmo Bruijn graphs, disponivel na plataforma CLC bio. O arquivo
contendo as sequéncias montadas foi submetido a alinhamento de sequéncias
utilizando a ferramenta BLASTx. O mapeamento das sequéncias com alinhamento
significativo foi obtido segundo a base de dados Gene Ontology, para determinar
anotacbes funcionais, e submetidas para analise na base de dados KEGG, para
determinar os possiveis mapas metabdlicos associados aos Enzime Codes
presentes. Apos a montagem e anotagdo funcional dos genes, o genoma foi
comparado com outros genomas de Enterococcus. Em seguida foi realizada
varredura para identificacdo de supostos genes que codificam determinantes
genéticos relacionados com fatores de viruléncia e que conferem resisténcia a
antimicrobianos, utilizando o servico automatizado de anotagdo de genomas
bacterianos RAST (1). Determinadas proteinas de interesse foram analisadas
utilizando a ferramente BLASTp. O genoma foi estimado em 3.040.378 pb, com
conteudo de GC de 38%, e N50 de 37880. Conseguimos 3071 sequéncias
codificadoras (CDSs), 2079 genes, 169 subsistemas e 85 RNAs.

Verificou-se no isolado, em estudos anteriores, resisténcia a ampicilina,
ciprofloxacina, eritromicina, teicoplanina e vancomicina, bem como capacidade de
adesao e formagao de biofilme em poliestireno (11;5) e vidro (ainda nao publicado).
Apoés analise do genoma, observou-se a ocorréncia de genes relacionados com
resisténcia a compostos téxicos e antibidticos, tais como: eritromicina (ermB);
estreptotricina (aminoglicosideo-acetiltransferase); fluoroquinolonas; glicopeptideos
(vanA, vanH, vanR, vanS, vanZ e vanX); e amonio quaternario. Verificou-se ainda a
presenca de bombas de efluxo multidrogas, beta-lactamases, proteinas de ligacéo a
penicilina e de multi-resisténcia.

Verificou-se no isolado a presenga de determinantes genéticos relacionados

com adesdo e formacao de biofilme, tais como os genes acm, efafm e esp, bem
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como autoindutores de quérum-sensing, promotores de agregagdo e sortases.
Destaca-se ainda no isolado a presenga do gene regulador acessorio (agr),
relacionado com a patogenicidade em Staphylococcus, bem como a presenga de:
genes que codificam proteinas associadas com evaséo do sistema imune (Leucine-
rich protein); com invasdo de tecidos (hemolisina); com transferéncias genéticas
(proteinas de capsideos de fagos); e com a capacidade de causar peritonite e
endocardite (serina-protease e sortases).

O sequenciamento do genoma deste isolado confirmou a presenga de fatores
relacionados com viruléncia e resisténcia, ja verificados em estudos anteriores.
Adicionalmente, foram observados novos determinantes genéticos provavelmente
relacionados com a resisténcia da cepa e sua capacidade de causar infecgdes e
formar biofilme, reforgando a sua importancia enquanto patégeno nosocomial. Vale
considerar que, apesar da relevancia clinica de E. faecium, informacdes sobre seus
determinantes genéticos de patogenicidade ainda sado escassas. Desta forma, a
comparagado com genes e proteinas ja identificados em outros organismos pode

ampliar a compreensao sobre estes mecanismos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados da curva de crescimento permitiram identificar: uma fase de
adaptagéo, sem crescimento (fase lag); uma fase de crescimento exponencial (fase
log); e uma fase estacionaria, sem acréscimo ou decréscimo significativo no numero
de células (contagem de UFCs).

Os resultados sugerem que o isolado €& capaz de aderir a superficie de
poliestireno rapidamente, desde o primeiro periodo analisado. A producido de
biomassa (coloragdo com cristal violeta) e a atividade metabdlica (redugédo de XTT)
seguiram aumentando até o tempo 24 horas, e 12 horas, respectivamente. Nos
tempos 12, 18 e 24 horas, foram verificados os maiores valores para ambas as
técnicas. Desta forma, o periodo entre 12 e 24 horas possivelmente compreende a
etapa de maior multiplicacdo microbiana e formacdo de biofiime. A reducido da
producdo de biomassa e atividade metabdlica no tempo 48 horas indica que este
periodo corresponde ao processo de erosdo ou perda de massa do biofilme.
Portanto, verificou-se relagao entre o tempo e a formacéao de biofilme.

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura revelaram que o
isolado possui capacidade de aderéncia e crescimento em ambas as superficies,
poliestireno e vidro. Observou-se aumento da densidade celular e alteragdes no
agrupamento das células a partir do tempo 12 horas. As células apresentaram-se
viaveis até o tempo de 48 horas. Os resultados para ambas as superficies sao
semelhantes.

O sequenciamento resultou em 2079 genes, dentre os quais, genes de
resisténcia a varios antimicrobianos: eritromicina; estreptotricina; fluoroquinolonas;
glicopeptideos; e quaternario de amoénio. Verificou-se ainda a presenga de bombas
de efluxo multidrogas, beta-lactamases, proteinas de ligagdo a penicilina e de multi-
resisténcia.

Observou-se no isolado a presenca de genes relacionados com adeséo e
formagdo de biofime (acm, efafm e esp), autoindutores de quorum-sensing,
promotores de agregacado e sortases. Adicionalmente, genes relacionados com:
patogenicidade em Staphylococcus (agr); evasao do sistema imune (Leucine-rich
protein); invasdo de tecidos (hemolisina); transferéncias genéticas (proteinas de

capsideos de fagos); e capacidade de causar infecgdes (serina-protease e sortases).
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