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RESUMO

Enterococcus sp. sdo bactérias amplamente disseminados na natureza e nos seres
humanos, sendo que nestes podem ser encontrados como parte da microbiota do
trato gastrointestinal. Embora sejam considerados microrganismos comensais
podem atuar como patégenos oportunistas causando surtos de infeccdes. Ainda,
sdo potencialmente formadores de biofilme, o que Ihe permite maior facilidade de
colonizacdo em superficies bidticas e abioticas, contribuindo para ineficiéncia de
muitos agentes antimicrobianos e maior adaptabilidade das bactérias em ambientes
hospitalares. Esta capacidade de formar biofilme esta relacionada a expressdo de
varios fatores de viruléncia, entre eles o operon ebp, responsavel pela expressédo
dos pili, na qual desempenham um papel importante na formacédo do biofilme e
adesdo das células a superficie do hospedeiro. Os objetivos do presente estudo
foram avaliar a frequéncia dos genes pertencente ao operon ebp e sortase C em
isolados clinicos de ndo-clinicos em E. faecalis, bem como verificar sua capacidade
de formar biofilme em superficie de poliestireno e elastobmero de silicone. Entre os
genes pertencente ao operon ebp o que apresentou maior frequéncia foi ebpB 84%,
seguido pelo ebpA 58%. Sendo que os isolados de origem néo-clinico prevaleceu o
perfil genotipico para os genes ebpAB e sortase C 31%, ja os de origem clinico
houve uma prevaléncia para ebpBC e sortase 37,5%. Também foram pesquisados
outros genes relacionados a viruléncia e formacéo de biofilme na qual ace, asal e
gelE apresentaram uma frequéncia maior que 70% para cada um. Foi testada a
capacidade destes isolados em formarem biofilme em superficie de poliestireno,
sendo que 95% dos isolados conseguiram formar biofilme. Também averiguou, se a
capacidade de formar biofilme poderia ser influenciada usada glicose e ions ferro, na
qual ocorreu um aumento e reducdo respectivamente (p<0,05) da formacgédo de
biofilme em superficie de poliestireno. No presente trabalho relatou-se pela primeira
vez a formacao de biofilme em superficie de elastdbmero de silicone em isolados de
enterococos, sendo este um dos principais constituintes dos dispositivos médicos; na
qual maioria dos isolados foram capazes de formar biofime e quando
suplementados com glicose e ions ferro também aumentou e reduziu
respectivamente sua formacao de biofilme. Utilizou-se a microscopia eletrbnica de
varredura (M.E.V) para verificar a morfologia e distribuicdo das células na formacéao
de biofilme nas superficies de poliestireno e elastdbmero de silicone. Os dados
mostraram que independe da origem dos isolados estes apresentaram uma
freqUiéncia variada para os genes do operon ebp e que a sua presenca nao prediz
que ocorrera a formacéo biofilme.

Palavras-chave: enterococos; biofilme; pili; fatores de viruléncia; operon.
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ABSTRACT

Enterococcus spp. are widespread in nature, and they constitute part of the
microbiota of the gastrointestinal tract of humans. Despite their commensal nature,
they are increasingly considered as opportunistic pathogens responsible for
infections. This has been attributed to their ability to form biofilms, which enable them
to colonize inert and biological surfaces, adapt to different environments and
increase their resistance to antimicrobials. Formation of biofiims among
Enterococcus spp. is related to a variety of virulence factors; between them the ebp
operon responsible for expression of pili, which play an important role in biofilm
formation and adherence of cells to the surface of the host. Therefore, the objective
of this study were to evaluate the frequency of genes belonging to the ebp operon
and sortase C in non-clinical and clinical isolates of E. faecalis and verify their ability
to form biofilm on polystyrene surface and silicone elastomer. Among the genes
belonging to the ebp operon it presented the highest frequency was ebpB was 84%,
followed by ebpA 58%. Being that the isolates in non-clinical origin prevailed the
genotypic profile for ebpAB genes and sortase C was 31%, already the isolates
clinical origin prevailed ebpBC and sortase 37.5%.It was also studied other genes
related to virulence and biofilm formation in which ace, asal and gelE showed a
higher frequency than 70% for each. It was tested ability of these isolates to form
biofims on polystyrene surface, and 95% of the isolates were able to form
biofilms.Also examined, the ability to form biofilm could be influenced used glucose
and iron ions in which there was an increase and reduction respectively (p <0.05) of
the biofilm formation in microtiter surface. In the present study it was reported for the
first time the biofilm formation of silicone elastomer surface enterococci isolates, this
being a major constituent of medical devices; in which most of the isolates were able
to form biofilms and when supplemented with glucose and iron ions also respectively
increased and reduced its biofilm formation. We used the scanning electron
microscopy (S.E.M) to determine the morphology and distribution of the cells in
biofilm formation on the polystyrene surfaces and elastomer silicone. The data
showed that independent of the origin of these isolates showed mixed frequency for
genes operon ebp and that their presence does not predict that occur biofilm
formation.

Key words: enterococos; biofilm; pili; virulence fator; operon.
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1 INTRODUCAO

O género Enterococcus constitui uma grande propor¢cdo das bactérias da
microbiota do trato gastrointestinal da maioria dos mamiferos, aves, répteis e
insetos. Sao ubiquitarios e podem ser encontrados amplamente distribuidos no meio
ambiente, em solos, na agua, em plantas e alimentos, devido a sua robustez
biologica, sendo resistentes a dessecacdo, ao aquecimento, aos agentes
sanitizantes e ainda pode competir eficientemente por nutrientes e espaco fisico nas
mais diferentes situacoes.

Uma das importancias dada a este género é devido a sua capacidade em causar
uma ampla variedade de infecgcbes, sendo as espécies Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis 0s principais agentes causadores de graves
infecgbes humanas tais como bacteremia, endocardite, infecgdes do trato urinario,
infeccdes de sitio cirdrgico, abscessos intra-abdominais e intra-pélvicos.

Este género tem capacidade para a formacédo de biofilmes, o que Ihe permite
uma maior facilidade de colonizacdo de superficies inertes e biologicas, podendo
colonizar cateteres venosos, arteriais e urinarios, dispositivos intrauterinos, lentes de
contato e proteses contribuindo para inUmeras infec¢des hospitalares. O biofilme é
constituido por uma populacdo de células bacterianas ligadas entre si e a uma
superficie, circundada por uma matriz extracelular, favorecendo a sobrevivéncia
bacteriana, contribuindo para ineficiéncia de muitos agentes antimicrobianos e maior
adaptabilidade das bactérias em ambientes hospitalares.

Recentes pesquisas demonstraram que presenca dos pili em E. faecalis
desempenha papel importante na formacdo do biofilme contribuindo para infec¢éo
principalmente no ambito hospitalar. A formacéo dos pili em E. faecalis € devido &
expressao dos genes que compdem o operon ebp (endocarditis and biofilm
associated pili).

Devido ao impacto causado pela formacdo de biofilme em espécies de
enterococos, tanto na resisténcia quanto na propagacdo de infeccdo, e sua
correlagcdo com a presenca dos pili, este estudo objetivou verificar a presenca do
operon ebp e a formacao de biofilme em isolados de Enterococcus de origem clinica

e nao-clinica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a frequéncia dos genes envolvidos na viruléncia e formagéo de

biofilme em Enterococcus faecalis, e sua capacidade em formar biofilme.

2.2 Objetivos Especificos

— Determinar a presenca dos genes asal, gelE, ace, ebpA, ebpB, ebpC e srtC;
— Observar a formacao de biofilme em poliestireno e elastbmero de silicone;

— Verificar a influéncia de ions ferro e glicose na formacao de biofilme.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Caracteristicas gerais do género Enterococcus.

Genericamente, 0S microrganismos pertencentes ao género Enterococcus
apresentam-se como cocos Gram-positivos, isolados, aos pares ou em pequenas
cadeias, podendo apresentar formas ovoides ou cocobacilares, dependendo do meio
em que crescem. Algumas espécies podem ser moveis, apresentando poucos
flagelos. S&o anaerdbios facultativos com necessidades nutricionais complexas e um
metabolismo fermentativo que resulta em &cido latico como principal produto da
fermentacao da glicose, sem producédo de gas, sendo consideradas bactérias acido
laticas (BAL) (HARDIE; WHILEY, 1997). Apresentam capacidade de crescimento
entre 10 °C a 45 °C sendo que a temperatura 6tima é 37 °C; também conseguem
crescer em meios hipersalinicos (6,5% NaCl) (PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE,
2007). Sao considerados quimiorganotréficos, catalase negativa e apresentam
usualmente a capacidade de provocar a beta () hemdlise de eritrocitos humanos
em agar sangue (CARLOS et al., 2010).

Os enterococos se encontram amplamente disseminados na natureza,
podendo ser encontrados na agua, solo, alimentos, plantas e animais (RIBOLDI et
al., 2009). Em seres humanos podem ser encontrados na microbiota do trato
gastrointestinal e geniturinario (TAVARES, 2000). Embora sejam considerados
microrganismos comensais, podem atuar como patdgenos oportunistas causando
surtos de infeccdes hospitalares de dificil controle, tais como endocardite,
bacteremia, sepse neonatal, infec¢des intra-abdominais, urinarias e colonizando ou
causando infeccbes em feridas superficiais de pacientes hospitalizados tanto no
ambiente hospitalar quanto na comunidade (TITZE-DE-ALMEIDA et al., 2006;
FISHER; PHILLIPS, 2009).

Atualmente, sdo conhecidas mais de 53 espécies pertencentes ao género
Enterococcus (EUZEBY, 2015), sendo as espécies que apresentam maior relevancia
ao nivel sanitario e hospitalar sdo Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis.
(PARADELLA; KOGA-ITO; JORGE, 2007; FISHER; PHILLIPS, 2009).
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Em contrapartida os enterococos sdo considerados importantes na industria
alimenticia devido a sua capacidade para produzir acido latico, lipases, proteases e
0S compostos volateis que asseguram caracteristicas organolépticas desejaveis em
alguns tipos especificos de alimentos, além de serem usados como probioticos
humanos, uma vez que conseguem sobreviver e competir no trato gastrointestinal
promovendo o equilibrio da microbiota. Apesar da sua importancia na tecnologia de
alimentos, certos recursos, como a capacidade de crescimento em uma ampla faixa
de temperatura, salinidade e pH fazem com que estes microrganismos sejam
capazes de se multiplicar em varios alimentos (FONSECA, 2010; CAMARGO, 2014).

3.2 Fatores de viruléncia em Enterococcus spp.

Os enterococos apresentam diversos fatores de viruléncia sendo que 0s mais
conhecidos sdo a citolisina e enzimas proteoliticas (gelatinase e serina protease),
gue atacam a célula do hospedeiro; adesinas enterocdcicas, tais como substancia
de agregacao, proteina de superficie enterocécica (Esp), adesina ao colageno de E.
faecalis (Ace), adesina de colageno de E. faecium (Acm e Scm), antigeno A de E.
faecalis (EfaAfs) e E. faecium (EfaAfm), contribuem com a agregacao bacteriana e
aderéncia ao tecido do hospedeiro (FOULQUIE MORENO et al., 2006; HENDRICKY,
2009; FISHER; PHILLIPS, 2009). Ha também os polissacarideos capsulares e de
parede celular, que contribuem para evasdo do sistema imune do hospedeiro
(HUFNAGEL et al., 2004).

Ainda, alguns desses fatores de viruléncia mencionados acima estdo
relacionados com a capacidade dos enterococos em formar biofilme, como a
producado de gelatinase, proteina de superficie enterocécica e presenca do pili em E.
faecalis. Contudo h& poucos estudos sobre a presenca do pili em E. faecium (Fig. 1)
(HENDRICKY, 2009; FISHER; PHILLIPS, 2009).

3.2.1 Substancia de agregacao

A substancia de agregacdo é uma adesina induzida por ferorménio que
medeia a formacdo de agregados durante a conjugacdo, auxiliando assim na
transferéncia de plasmideos (DUPRE et al., 2003; PARADELLA; KOGA-ITO;
JORGE, 2007; FISHER, PHILIPS, 2009). Existem varios genes que codificam
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substancia de agregacao na qual se destaca o asal, responsavel pela agregacao de
bactérias na superficie dos tecidos do hospedeiro, sendo capaz de formar biofilme

para proteger contra fatores ambientais desfavoraveis (GOLINSKA et al., 2013).

3.2.2 Proteina de adesao ao colageno

Adesina de coldgeno (Ace) é uma proteina de superficie celular especifica de
E. faecalis, e tem sido demonstrada por mediar a ligacdo da bactéria as proteinas da
matriz extracelular, colagenos tipo | e IV podendo desempenhar um papel na
patogénese de endocardites (NALLAPAREDY et al., 2000; KOCH et al., 2004). A
expressdo de Ace é induzida significativamente por altas temperaturas (culturas em
46 °C) e in vivo pela presenca de soro ou componentes da matriz extracelular,
indicando a existéncia de diferentes mecanismos de regulacdo durante a infeccao
(LEBRETON et al., 2009).

3.2.3 Gelatinase

A enzima gelatinase € uma metaloprotease codificada pelo gene gelE, tem
capacidade de hidrolisar gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros
peptideos de pequenas dimensfes e biologicamente ativos, fornecendo  nutrientes
para as bactérias a partir da degradacdo do tecido do hospedeiro, além de
contribuir para formacédo do biofiime (KOCH et al., 2004; FISHER; PHILIPS, 2009).
Estudos observaram que a presenca da gelatinase ndo ocorre somente em amostras
de origem clinica, mas também em amostras alimentares (LOPES et al., 2006;
ABRIOUEL et al.,2008; ROCHA, 2012).



17

Biofilm formation,

urinary tract infection " -~
and endocarditis PilA-pili

Ebp-pili \ PilB-pili

‘\

Biofilm formation and

urinary tract infection
Biofilm formation

Esp

AS

Endocarditis

Adherence to ECM, Adherence to collagen
endocarditis A
g
<

S 00000000

E. faecium

E. faecalis

TRENDS in Microbiology

Figura 1 - Visao geral de diferentes fatores de viruléncia em E. faecalis e E. faecium.

Fonte: (HENDRICKY, 2009).

3.24 Pili

Pili em bactérias Gram-positivas foram descritos pela primeira vez em
Corynebacterium renale e posteriormente foi observado em muitos microrganismos
Gram-positivos potencialmente patogénicos tais como, C. diphtheriae, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, E. faecalis, e
Actinomyces naeslundii, entre outros (DANNE; DRAMSI, 2012).

Assim como em bactérias patogénicas Gram-negativas, os pili das bactérias
Gram-positivas parecem desempenhar um papel importante na adesao da célula a
superficie do hospedeiro (BUDZIK; SHNEEWIND, 2006).

E. faecalis possui dois locus relacionados a formacdo dos pili: ebp
(endocarditis and biofilm associated pili) que faz parte do cromossomo e é altamente
conservada em uma grande colecdo de cepas; e bee (biofilm enhancer in
Enterococcus) presentes em cerca de 1% das cepas, sendo localizado em
plasmideo (Fig. 2) (DANNE; DRAMSI, 2012). O operon ebp é constituido pelos
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genes ebpA, ebpB e ebpC e uma srtC associada (que codifica sortase C)
(NALLAPAREDDY et al., 2006).

Bee _ bee-1 bee-.
cop ——{NABBAN- e ovs RNETY—

Figura 2 — Distribuicdo dos genes do operon ebp e bee e suas respectivas sortases
(srt) em E. faecalis;. Fonte: Hendricky, (2009).

Os pili sédo formados por trés subunidades uma maior e duas subunidades
menores na qual ebpC corresponde eixo principal, ebpA e ebpB codificam as
subunidades menores, na qual estdo localizadas na base e a outra na ponta da fibra
respectivamente, podendo facilitar a interacdo com a ancoragem na parede celular
através da sortase C e com as proteinas do hospedeiro (NALLAPAREDDY et al.
2006; NIELSEN et al., 2013).

Uma caracteristica da formacédo dos pili nas bactérias Gram-positivas € que
uma sortase especifica é dedicada a sua montagem, sendo construido por
reticulacdo de varias classes de proteinas precursoras, ligando covalentemente as
proteinas ancoradas com um terminal C, motivo LPXTG ao peptidoglicano (Fig. 3). E.
faecalis contém duas classes de sortase: sortase A, que liga as proteinas com um
terminal C motivo com o peptidoglicano da parede celular, enquanto que a sortase
C liga as subunidades da pilina (FISHER; PHILLIPS, 2009).
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A
NH, — Signal Peptide LPXTG + [ — COOH
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Figura 3 — (A) O substrato da sortase é reconhecido devido a presenca de um
peptideo de sinal N-terminal e um motivo LPxTG conservado (leucina (L), prolina (P),
X (representando qualquer substituicdo de aminoéacido), treonina (T), e glicina(G),
com um C terminal, seguido por uma série de dominio hidrofébicos e uma cauda
carregada positivamente. (B) Através do sistema Sec ocorre 0 reconhecimento do
peptideo sinal N-terminal, exportando-o para o exterior da célula. O substrato
permanece incorporado na membrana, devido a presenca de uma regido hidrofébica
terminada por uma cauda carregada positivamente. Uma vez que o substrato e a
sortase estdo na proximidade, a sortase cliva o alvo entre a glicina e treonina atravées
de uma reacdo de transpeptidase formando um intermediario acil-enzima com a
sortase, esta enzima entdo reconhece lipidio Il como o segundo substrato. Devido a
afinidade nucleofilica por lipidio I, ocorre a dissociacdo da sortase, formando um
lipidio intermediario 1l através da interacdo com a ponte cruzada com penta
peptideo, a reacdo termina quando o polimero é incorporado na parede celular
através do lipidio intermediario Il como parte da construcédo da parede celular.

Fonte: (SWIERCYNSKI; TON-THAT, 2006; CALL; KLAENHMMER, 2013).

by

Os pili tém capacidade de mediar a adesdo as plaquetas, colageno e
fibrinogénio, sendo estes os principais componentes de vegetacdo da valvula
cardiaca que sao colonizados durante endocardite infecciosa. Assim, os pili séo
considerados um importante fator que contribui para viruléncia dos enterococos, no
desenvolvimento da endocardite, e também desempenha um papel importante na
formacéo do biofilme (DANNE; DRAMSI, 2012).

Molinos et al., (2008) demonstraram que o0s trés genes pertencentes ao
operon estdo presentes na maior parte dos isolados clinicos quando comparados
com amostras ndo clinicas. Alguns trabalhos demonstraram que uma mutagdo em

um dos genes do operon ebp (endocarditis and biofilm associated pili) envolvido na
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expressao dos pili em E.faecalis alterou sua capacidade de formagé&o de biofilme em
in vitro (SINGH; NALLAPAREDDY; MURRAY, 2007).

3.3 Formacao de Biofilme

Um biofilme € uma populagdo de células ligadas irreversivelmente a uma
superficie bidtica ou abidtica e circundado por uma matriz extrapolissacaridica
contendo acidos nucléicos, proteinas e outras substancias (MOHAMED; HUANG,
2007).

A formacdo de biofilme envolve diversas etapas (Fig.4); inicialmente os
microrganismos recebem estimulos que podem provocar a transicdo da vida livre
(planctbnica) para uma vida aderida a uma superficie (STOODLEY et al., 2002). O
microrganismo aproxima-se da superficie, de forma aleatoria (por exemplo, através
da corrente sanguinea que passe nas proximidades da superficie) ou diretamente
via motilidade e quimiotaxia. Quando o microrganismo alcanca uma proximidade
critica com a superficie a adesao inicial depende da geracdo de forcas atracdo ou
repulsdo entre as duas superficies, celular e do substrato de adesdo. Forcas de
repulsdo podem ser superadas através de ligacdes mediadas por moléculas
especificas como as adesinas localizadas na superficie celular. Neste ponto
microrganismos frouxamente aderidos consolidam o processo de adeséo produzindo
exopolissacarideo (EPS) que complementa a acdo de ligantes como fimbrias ou pili.
Ao final desse processo a adeséo torna-se irreversivel na auséncia de intervencdes
guimicas e/ou fisicas, o microrganismo liga-se firmemente a superficie. Durante essa
etapa, microrganismos plancténicos podem fixar-se uns aos outros ou a diferentes

microrganismos, formando agregados (DUNNE JUNIOR, 2002).
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Desprendimento
de células

Adesao inicial Proliferacdo Maturacao Biofilme Maduro

Figura 4 - Esquema representativo da formag&o de biofilme em modelo bacteriano.
Fonte: adaptado de Monroe, (2007).

Um importante evento fisiolégico ocorre durante o periodo de
desenvolvimento do biofilme, que é o aumento da producdo de polissacarideo
extracelular. Esta substancia envolve as células no interior do biofilme, fortalece a
adesdao entre as células, promove o suporte estrutural do biofilme e pode agir como
receptor para novas interacdes. O EPS é composto principalmente de proteinas,
polissacarideos e acidos nucléicos (STOODLEY et al., 2002).

Uma vez que as bactérias estejam ligadas irreversivelmente a uma
superficie, o processo de maturacdo do biofilme inicia-se. A densidade e
complexidade do biofilme aumentam a medida que os organismos aderidos iniciam
sua replicacdo e os componentes extracelulares gerados por esses organismos
interagem com moléculas orgéanicas e inorganicas do ambiente circundante para
formar a matriz. Outros fatores que controlam este amadurecimento sdo pH,
perfusdo de oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade. Em determinado momento,
o biofilme alcan¢ca uma massa critica e um equilibrio dinamico é criado de forma que
as camadas mais externas do biofilme comecam a gerar células plancténicas, ou
seja, inicia-se a liberacdo de células da estrutura formada, sendo capazes de
colonizar outras superficies (DUNNE JUNIOR, 2002).

A formacéo de biofilmes é considerada uma problematica com relacéo a area

ambiental, industrial e da salde, devido essas comunidades expressarem
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propriedades especificas, tais como o aumento da resisténcia a antibioticos, a luz
UV, a produtos quimicos como os biocidas; aumento das taxas de troca de material
genético, alteracdo na biodegradabilidade e aumento na producdo de metabdlitos
secundario (PRAKASH; VEEREGOWNDA; KRISHNAPPA, 2003).

3.3.1 Biofilme em enterococos

Estudos realizados sugerem que E. faecalis produz biofiime com mais
frequéncia do que E. faecium e que a formacéo de biofilme, € um fator importante
na patogénese das infecgbes enterocécicas (MOHAMED; HUANG, 2007). Estas
bactérias por conseguirem colonizar varios tipos de superficie, principalmente os
dispositivos médicos como cateteres venosos, arteriais e urinarios; dispositivos
intrauterinos; lentes de contato; e préteses sao considerados uma fonte de muitas
infecgdes cronicas como endocardites, otites, prostatites, periodontites, conjuntivites,
vaginites e infeccGes relacionadas a fibrose cistica, de acordo com “National
Institutes of Health” o biofilme esta associados a aproximadamente 80% de todas as
infecgbes médicas no mundo (MOHAMED; HUANG, 2007; HOIBY et al., 2011). O
uso de biomateriais tem aumentado significativamente nos ultimos anos, e apesar
dos grandes avancos que tém sido feitos nesta area, uma grande parte dos
dispositivos médicos ainda séo colonizados por microrganismos, sendo o elastémero
de silicone um dos principais constituintes deste material (LEAL, 2011).

A capacidade de formacao de biofilme por enterococos esté relacionada com a
presenca de inumeros fatores de viruléncia tais como os genes esp, gelE, fsrB, além
toda uma gama de novos genes que acreditam estarem envolvidos na formacéo
destas estruturas como os operons bee e ebp (SINGH; NALLAPAREDDY;
MURRAY, 2007; FONSECA, 2010).

A habilidade destas bactérias em multiplicar e se desenvolver em biofilme
pode ser influenciada por varios fatores como temperatura, pH, concentracdo de
carboidrato e disponibilidade do ferro e do CO, (MOHAMED; HUANG, 2007). De
acordo com Marques (2004), os ions ferro reduzem significativamente a adeséo das
células bacterianas na formacdo do biofilme, devido alteragdo tanto da superficie
microbiana quanto do substrato onde o biofilme foi formado.

O metabolismo de carboidratos regula a producdo de biofilme entre muitas

bactérias. Na presenca de glicose varias espécies de enterobactérias tem a
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formacdo de biofilme inibida. Estudos vém mostrando que em E. faecalis, a
suplementacdo de glicose aumenta a formacdo de biofiime (PILLAI et al., 2004).
Baldassarri et al., (2001) demonstrou que o meio Caldo Triptona de Soja (TSB)
suplementado com 1% de glicose aumentou a producéo de biofilme em E. faecalis,
comparado com TSB sem glicose.

Devido ao impacto causado pela formacdo de biofilme e resisténcia aos
antimicrobianos que resulta na causa de inumeras infecgbes crbnicas, ha

necessidade de elucidar o mecanismo de formacao de biofilme em enterococos.
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ARTIGO

FORMACAO DE BIOFILME E DETECCAO DOS GENES ebp EM ISOLADOS DE

Enterococcus faecalis

RESUMO

E. faecalis € um patégeno oportunista de grande importancia clinica e esta entre as
principais causas de infeccfes associadas ao biofilme. Estudos demonstram que a
presenca do operon ebp, responsavel pela expressao dos pili, desempenham um
papel importante na formacdo do biofiime e adesédo das células a superficies do
hospedeiro. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a freqiéncia dos genes
pertencente ao operon ebp e sortase C em isolados clinicos de ndo-clinicos em E.
faecalis, bem como verificar sua capacidade de formar biofilme em superficie de
poliestireno e elastomero de silicone. Dos genes pertencente ao operon ebp o que
apresentou maior frequéncia foi ebpB 84%, seguido pelo ebpA 58%. Sendo que os
isolados de origem nao-clinicas prevaleceu os genes ebpAB e sortase C 31%, ja
clinicos houve a prevaléncia para ebpBC e sortase 37,5%. Também foram
pesquisados outros genes relacionados a viruléncia e formacéo de biofilme na qual
ace, asal e gelE apresentaram uma freqiéncia maior que 70% para cada um .Foi
testado a capacidade destes isolados em formarem biofiime em superficie de
poliestireno, sendo que 95% dos isolados conseguiram formar biofilme. Também
verificou- se a capacidade de formacéo de biofilme poderia ser influenciada usada
glicose e cloreto de ferro, na qual se constatou um aumento e reducéo
respectivamente (p<0,05) da formacao de biofilme em superficie de poliestireno. O
presente trabalho relatou pela primeira vez a formacgéo de biofilme em superficie de
elastobmero de silicone em isolados de enterococos, sendo este um dos principais
constituintes dos dispositivos médicos. Na qual maioria dos isolados foram capaz de
formar biofilme e quando suplementados com glicose e cloreto de ferro também
aumentou e reduziu respectivamente sua formacdo de biofilme. Utilizou-se a
microscopia eletrénica de varredura (M.E.V) para verificar a morfologia e distribuicéo
das células na formacgéo de biofilme nas superficies de poliestireno e elastdmero de
silicone.Observou-se que independe da origem dos isolados estes apresentaram
uma frequiéncia variada para genes do operon ebp e que sua presenca nao prediz
que ocorrera a formacgéo biofilme.
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1 INTRODUCAO

Muitas espécies de Enterococcus sp. sdo consideradas microrganismos
comensais, porém algumas sdo importantes como patdégenos hosocomiais,
responsaveis por varias infeccées (MIKULSKA et al., 2010). No Brasil Enterococcus
faecalis € a espécie mais prevalente, sendo responsavel por mais de 90% das
infeccbes enterocdcicas. (BRASIL, 2008). A bacteremia causada por esta bactéria
muito significativa para a saude publica, uma vez que esta relacionada com um
aumento subsequente de endocardite, uma das manifesta¢des clinicas mais graves
de infeccdo por enterococos com taxas de mortalidade que variam de 15 a 20%
(THURLOW et al., 2010).

Varios fatores de viruléncia tém sido descritos em E. faecalis, sendo os mais
proeminentes a substancia de agregacdo (asal), adesinas de colageno (ace),
adesinas de superficie (efaA), hialuronidase (hyl), proteina de superficie (esp) e
gelatinase (gelE) (FISHER;PHILIPS, 2009; OZDEN et al., 2013). As proteinas Esp
(responsaveis pela colonizacdo) e gelE (zinco metaloprotease) também tem sido
indicadas no processo da formacao de biofilme (FISHER;PHILIPS, 2009; DIANI et
al., 2014). Além desses fatores, mais recentemente, tem-se sugerido a presenca dos
pili como um fator importante na formacdo de biofiime (BUDZIK; SHNEEWIND,
2006; DANNE; DRAMSI, 2012).

O impacto clinico de E. faecalis pode ser aumentado pela formacéo de biofilme
em diversos dispositivos médicos, tais como cateteres venosos, arteriais, urinarios,
dispositivos intrauterinos, lentes de contato e proteses, contribuindo e intensificando
para inumeras infec¢des hospitalares (KAYAOGLU; JRSTAVIK, 2004; HOIBY et al.,
2011). Diversos estudos demonstraram a capacidade de aderéncia de enterococos
aos materiais que compdes estes dispositivos, a exemplo o silicone, poliestireno e
acrilico (KOBAYAKAWA; JETT; GILMORE, 2005; MOHAMED; HUANG, 2007). A
formacao de biofilme por E. faecalis tém estado sob intensa investigacao, pois a sua
presenca pode aumentar a resisténcia ao antibidtico em até 1.000 vezes
(TENDOLKAR et al., 2004; MOHAMED; HUANG, 2007), além da resisténcia a luz
UV, a produtos quimicos biocidas e aumento das taxas de troca de material genético
(PRAKASH; VEEREGOWDA,; KRISHNAPPA, 2003).

Assim como em bactérias patogénicas Gram-negativas, os pili das Gram-

positivas desempenhar um papel importante na adesao a superficie do hospedeiro e
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resisténcia de macréfagos (MAISEY et al.,, 2008), sendo um importante fator para
viruléncia dos enterococos (BUDZIK; SHNEEWIND, 2006; DANNE; DRAMSI, 2012).
Alguns estudos demonstraram que isolados clinicos de Enterococcus sp. codificam
os pili, como determinantes de viruléncia, quando comparados a isolados ambientais
(RICE et al., 2003; HEDRICKX et al., 2007).

Os pili sdo constituidos por multimeros protéicos ligados covalentemente a
parede celular bacteriana, e funciona como uma organela de superficie
(MARRAFFINI & SCHNEEWIND, 2006). E. faecalis possui dois locus de genes
relacionados a formacéo dos pili: 0 operon ebp (endocarditis and biofilm associated
pili) e o operon bee (biofilm enhancer in Enterococcus) (DANNE; DRAMSI, 2012). O
operon ebp € constituido pelos genes ebpA, ebpB, ebpC e um gene srtC que
codifica a sortase-C dependente (NALLAPAREDDY et al., 2006).

Embora tenha relatos na literatura, os artigos ainda sdo conflitantes em relacéo a
presenca dos pili e fatores de viruléncia na formacéo de biofilme (HEIKENS et al.,
2007; FISHER;PHILIPS, 2009). Além disso, ainda sdo escassos o0s dados
disponiveis sobre frequéncia dos genes ebp em E. faecalis.

Sabendo que a presenca dos pili tem sido proposto como importante etapa na
adesdao e consequentemente formacao de biofilme, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a incidéncia de genes do operon ebp e sortase C em isolados clinicos e
nao-clinicos de E. faecalis, bem como verificar a capacidade de formar biofilme por

estes isolados em diferentes superficie.

2 MATERIAL E METODOS

2.11solados bacterianos

Os testes foram realizados com 43 isolados de E. faecalis, sendo 8 amostras
clinicas e 35 nao-clinicas (alimentos) selecionados da cole¢do do Laboratério de
Microbiologia Béasica e Aplicada (Universidade Tecnoldgica Federal do Parana-

Brasil.
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2.2 Extracao de DNA total

O DNA genbdmico foi extraido através do método de fervura de acordo com
protocolo de Marques; Suzart (2004) com modificagbes. Os isolados foram
cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI), incubadas a 37 °C sob agitacéo
constante (180 rpm) por 18 horas. Apds este periodo a cultura bacteriana foi
submetida a centrifugacdo por 10 minutos a 10.600 x g e o sedimento foi
ressuspendido por 300 yL de agua ultrapura estéril. A suspensdo de células foi
submetida ao aquecimento a 100 °C por 30 minutos. Em seguida foi nhovamente
centrifugada, nas mesmas condi¢gdes citadas acima, e 150 yL do sobrenadante

contendo DNA foi retirado e mantido em freezer a -20 °C.

2.3 Determinacdo da presenca dos genes de viruléncia e formacéo de

biofilme

A amplificacdo dos genes que compde o operon ebp e a sortase srtC, foram
realizados pela técnica de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
(Tabela 1). A reacéo de PCR foi realizada em volume final de 20 yL contendo 1 pL
de DNA bacteriano, 20 pmol/uL de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5 mM de dNTP,
1U de TagDNA Polimerase, 2,5 mM de MgCl, e tampdo de reagdo (10X)
(Invitrogen™ byLife Technologies). A amplificacdo dos fragmentos foram obtidos em
termociclador (Swift™ Max Pro Thermal Cycler, Esco Technologies Inc., EUA), sob
as seguintes condi¢cdes: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos a 94°C por 30 segundos, temperatura de anelamento (Tabela 1) por 30
segundos (oligonucleotideo ebpA, ebpB e srtC ) e 1 min (oligonucleotideo ebpC,
asal ,ace, gelE), e extensdo a 72°C por 30 segundos, com extenséao final a 72°C
por 5 minutos. Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio e observados através de luz ultravioleta
(UV). Tamanho do produto amplificado foi comparado com o marcador de tamanho

molecular de 1kb plus (Invitrogen™ byLife Technologies).


http://www.invitrogen.com.ar/
http://www.invitrogen.com.ar/
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo dos genes
relacionados a viruléncia e formacéao de biofilme.

Gene Sequéncia (‘5- 3’) T.A Tamanho Referéncias
(°C) (pb)
ebpA CCGCTCGAGAACTAACAAAAATGATTCGGCTCCAG 68 1064 a

CCGCTCGAGCCATCTCACGCATTTTATCTTCAACT

ebpB CCGCTCGAGCTGAAGGAAAAACGGTCCAA 70 530 a
CCGCTCGAGCTTTTGCGTCGTCAGTGTGT

65 963 a
ebpC CCGGAATTCTGATAAATATCAAGGACTGGCAGA
P CGGGGTACCTAAGCATACTCTCCAGAAGTCACG
60 370 b
SrtC AATGTCCGTTTACCAATTTTTGAT
GGTGTGCAAGTTAATAAAGTGACG
asal GCACGCTATTACGAACTATGA 56 375 c
TAAGAAAGAACATCACCACGA
gelE  AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 56 402 d
CTTCATTATTTACACGTTTG
ace AAAGTAGAATTAGATCCACAC 56 320 d
TCTATCACATTCGGTTGCG

T.A - Temperatura de anelamento; a - Nallapareddyet al., 2006; b - Barnett; Patel ; Scott ,2004;
¢ - Vankerckhoven et al., 2004; d - Mannu et al. 2003

2.4 Formacao de biofilme em microplacas de poliestireno e elastomero de

silicone

Os ensaios de biofilme foram realizados como previamente descritos por
Stepanovic et al., (2007), com modificacdes. A formacdo de biofilme in vitro foi
determinada em superficie de microplaca de fundo plano de poliestireno com 96
pocos. Para tanto, os isolados foram cultivados a 37 °C durante 24 h em &agar BHI.
ApoOs este periodo, as células foram suspensas em caldo BHI até atingirem a
turbidez 0,5 da escala de McFarland (102 UFC/mL). Uma aliquota de 200 pL de cada
cultura liquida foi depositada nos pocos das microplacas de poliestireno e incubadas
por 24 h a 37 °C. Controle negativo foi realizado depositando o meio de cultura BHI
sem bactéria.

Para teste de formacdo de biofiime em elastobmero de silicone foi utilizado
uma folha de silicone de 1 mm de espessura (SILIMED). Cortes com diametro de 5
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mm foram obtidos e esterilizados conforme descrito por Silva et al (2010). Os
fragmentos de elastdbmero de silicone foram depositados em microplaca de
poliestireno de 96 pocos, e o inéculo bacteriano seguiu como descrito acima.
Controle negativo foi realizado depositando o meio de cultura BHI sem bactéria.

Apoés o periodo de incubacéo, para ambos os testes, o meio de cultura foi
aspirado e os pocos lavados com solucdo salina (0,85%). A bactéria aderida foi
fixada com metanol por 15 minutos, o excesso de metanol foi removido e as placas
submetidas a secagem a temperatura ambiente e entdo coradas com 200 uL de
solucéo aquosa de cristal de violeta (0,5%) por 5 minutos. O excesso de corante foi
removido dos pocos, seguido de lavagem com solucéo salina (0,85%) e adicionado
de 200 uL de &cido acético a 33%. A densidade 6tica (DO) do biofilme bacteriano foi
mensurada em comprimento de onda de 540nm em espectrofotbmetro de
microplacas (ELx808 TM Absorbance Microplate Reader-BioTek).

Para obtencdo do ponto de corte (cut-off) multiplicou-se o desvio padrédo do
controle negativo por trés e adicionou ao valor médio das absorbancias do controle
negativo. Cada teste foi realizado em triplicata em duas repeticdes, e a formacéo do
biofilme foi classificada de acordo com os critérios descritos por Stepanovic (2007),
sendo:

DO, < DOc Considerada ndo formadora de biofilme (NF);

DOc< DO, = 2x DOc Fracamente formadora de biofilme (FFB);

2x DOc< DOj < 4x DOc Moderadamente formadora de biofilme (MFB);

4x DOc = DO, Fortemente formadora de biofilme (FB)

DOc =densidade oOptica do controle.

DOA = densidade éptica da amostra.

2.5 Formacdao de biofilme na presenca de ions ferro e glicose.

Para este ensaio, procedeu-se como descrito anteriormente, porém em um
experimento foi acrescentado ao meio de cultura uma solucdo de cloreto férrico
(FeCl3) na concentracédo final de 5 mM (MARQUES, 2004), e em outro o caldo BHI
foi suplementado com 0,75% de glicose (CASSENEGO et al.,2013). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Realizou-se o0s ensaios para formacdo de biofilme como descrito
anteriormente. ApoOs a retirada do excesso de meio de cultura e lavagem com
solucdo salina, os fragmentos de elastdmero e poliestireno foram fixados com
solucdo de glutaraldeido 3,0% em tampdo fosfato 0,1 M, a 4 °C, por
aproximadamente 24 h. Posteriormente, foram realizados 3 banhos em 1,0 mL de
tampéo fosfato 0,1M durante 15 minutos cada, e poés-fixados com 1,0 mL de
tetroxido de 6smio (OsO4) por 1 hora. O OsOas foi removido e repetiram-se 0s 3
banhos de 15 minutos com tampé&o fosfato 0,1 M; posteriormente os fragmentos
foram desidratados em solugbes de concentracdes crescente de etanol (70%,
80%,90% e 100%). ApoOs a desidratacdo completa, as amostras foram submetidas
ao ponto critico de secagem (Bal-Tec CPD 030 Critical Point Dryer). Os fragmentos
foram montados em stubs e foram cobertos com uma camada de ouro em
pulverizador catddico (Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater) e observados em
microscoépio eletrénico de varredura (MEV, FEI Quanta 200).

2.7 Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados aplicando os testes de analise de variancia
(ANOVA) e teste t para comparagOes entre a formacéo de biofilme na presenca de
glicose e ions ferro. O nivel de significancia foi fixado em 5%. Os testes foram
realizados pelo programa BIOESTAT 5.0 (AYRES et al. 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deteccdo do operon ebp e outros genes relacionados a viruléncia e

formacao de biofilme

O tamanho do amplicon obtido com oligonucleotideos especificos para cada
gene do operon estao representados na figura 1. A confirmagao da presenca dos

genes pertencentes ao operon ebp e a sortase, estdo apresentados na figura 2-A. A
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presenca dos genes do operon foram encontrados em nossos isolados nas
seguintes frequéncias: 58% de ebpA, 84% de ebpB, 44% ebpC e 84% srtC. Além
dos genes responsaveis pela formacdo dos pili, também avaliou-se a presenca de
outros genes relacionados com a viruléncia e formacéo de biofiime, na qual 86%

dos isolados albergaram o gene asal, 76% gelE e 90% ace .

Como resultado, observamos que nos isolados nao-cliicos, houve uma
prevaléncia para os genes ebpAB, pertencentes ao operon ebp, e sortase (31,0%),
seguido pelo operon completo e sortase (29,0%); os perfis restantes tiveram uma
frequéncia menor ou igual a 9,0%; para o0s demais genes pesquisados, estes
apresentaram uma freqiéncia equivalente entre si, com mais de 80% para cada
gene. Para os genes do operon ebp por sua vez os, isolados clinicos apresentaram
prevaléncia para ebpBC e sortase (37,5%), seguido pelo o operon completo e a
sortase (25,0%), os demais perfis foram igual ou menor que 25% (Figura 2-B); com
relacdo aos outros genes testados houve um predominio para gelE com 18%.
Ainda, 9% dos isolados de E. faecalis de origem nao-clincos ndo apresentaram o0s
genes relacionados a formacéo dos pili, em contrapartida, todos os isolados clinicos
apresentaram pelo menos um dos genes do operon ebp (Figura 2-B).

N&o pudemos estabelecer uma relacao entre a freqiiéncia do operon com as
origens dos isolados, uma vez que os genes do operon completo e ebpAB/srtC
prevaleceram nos isolados nao-clinicos em contrapartida, houve prevaléncia dos

genes ebpBC/srtC nos isolados clinicos.
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Figura 1 — Produtos de PCR em gel de agarose 1% para determinacédo dos genes
presentes no opeon ebp e sortase dos isolados de E. faecalis. Marcador molecular
1kp plus (M); ebpA, 1064pb (A); ebp B, 530pb (B); ebpC,963pb (C); sortase C, 370 b
(strC).

A ocorréncia dos principais perfis genotipicos relativos a presenca simultanea
de genes de viruléncia e biofilme, pesquisados no presente trabalho em isolados de
E. faecalis esta apresentada na Figura 2-C. Nos quais 53,6% dos isolados que
apresentaram o operon completo com a sortase ou os genes ebpA, B ou C com a
sortase apresentaram também o0s genes asal, gelE e ace. Somente 18,6% dos
isolados albergaram todos os genes pesquisados neste estudo, na qual houve uma
prevaléncia para perfil genotipico asal, gelE, ace juntamente com ebpAB e sortase
21%, e os demais apresentaram uma frequéncia menor ou igual 7% (Figura 2-C).
Apenas 7% dos isolados nao-clinicos ndo apresentaram os genes do operon ebp
nem sortase, porém apresentaram 0s outros trés genes de viruléncia testados. Os
demais isolados apresentaram uma distribuicdo ndo uniforme dos trés genes de

viruléncia independente do gene relacionado com a formacéo dos pili.
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Figura 2(A) llustracéo da distribuicdo dos genes ebp e srtC no operon de E. faecalis
(Hendricky, 2009). (B) distribuicdo dos genes nos isolados néo-clinicos e clinicos.
(C) frequéncia dos perfis genotipicos relacionados aos genes de viruléncia.

Os pili de bactérias Gram-positivas sao formados por uma reticulacao
ordenada de proteinas precursoras (operon ebp) ligadas a uma sortase, que séo
transaminases responsaveis por ancorar as proteinas dos pili ao peptidoglicano
(BAROCCHI et al. 2006). Os pili sdo constituidos por trés subunidades, na qual a
proteina expressa pelo gene ebpC corresponde ao eixo principal, e ebpA e ebpB as
subunidades menores (NALLAPAREDDY et al.,, 2006; NIELSEN et al, 2013;
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MONTEALEGRE et al., 2015). Estes trés genes estdo localizados upstream do gene
que codifica a sortase C, sendo este controlado por uma regido promotora
independente (Figura 2-A) (SILLANPAA et al., 2013). Os genes do operon ebp s&o
importantes para a adesao de E. faecalis as proteinas da matriz extracelular (ECM),
incluindo fibrinogénio, colageno (MONTEALEGRE et al. 2015) e plaguetas humanas
(SILLANPAA et al., 2013), sendo considerada uma etapa inicial crucial no processo
da infecgao.

De todos os isolados do presente estudo houve uma prevaléncia para
associacdo dos genes ebpA/B, corroborando com os resultados obtidos por
Jarzembowski et al. (2009) que analisaram isolados de enterococos provenientes de
fezes e amostras clinicas. Contudo, os resultados relatados por estes mesmos
autores e Molinos et al. (2008) diferiram do presente trabalho em relagcdo a origem
dos isolados, uma vez que eles observaram a prevaléncia desses genes em
isolados clinicos, enquanto que no presente trabalho obteve-se maior presenca do
gene ebpA nos isolados n&o-clinicos.

Diversos autores também reportaram maior presenca dos genes ebpA e ebpB
em isolados de E. faecalis provenientes de pacientes com endocardite (TSIGRELIS
et al. 2007) e outros isolados clinicos (TABELI et al.,, 2015). Em contrapartida,
Fonseca (2010) encontrou todos 0s genes para o operon ebp tanto em isolados de
origem clinicos e ndo-clinicos.

Os dados da literatura sado conflitantes, instigando assim que a distribuicdo
desses genes em isolados de enterococos é heterogénea, onde a diversidade
gendmica substancial pode produzir resultados diferentes. Em nossos resultados
observamos que 42% de todos os isolados analisados ndo apresentaram o gene
ebpA, sendo este considerado o principal gene do operon segundo relatos por
Sillanpaa et al (2013). Ainda Nallapareddy et al. (2006), Gao et al. (2010), Nielsen
(2013) e Sillanpaa et al. (2013) demonstraram que ap0s mutacdo no gene ebpA
houve redugédo significativa na formacdo de biofilme pelos isolados de
Enterococcus.

Além da formacéo de biofilme e adesao, os pili de Enterococcus apresentam
outras funcdes na patogenicidade, pois estudos revelaram a elevada titulagdo de
anticorpos contra as proteinas dos pili em soro de pacientes infectados por esta
bactéria (SILLANPAA et al., 2004; NALLAPAREDDY et al., 2006).
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Porém, o objetivo do presente estudo foi avaliar a frequéncia dos genes
pertencentes ao operon ebp nos isolados nao-clinicos e clinicos, bem como a
presenca do gene para sortase. S&80 poucos 0s estudos que analisaram
concomitantemente a presenca completa do operon ebp e sortase, sendo que os
resultados do presente trabalho sdo um dos poucos descritos na literatura,
comparando os isolados do n&o-clinicos e clinicos. Tabeli et al., (2015) foi um dos
autores que avaliaram a presenca do operon ebp completo, juntamente com a
sortase. Porém seus resultados diferem dos nossos na freqiéncia da presenca
desses genes. Esses autores relataram uma frequéncia de 81% e 78% contra 29 e
25% (do presente trabalho), desses genes nos isolados clinicos e ambientais,
respectivamente.

Na sequéncia, n6s também analisamos a presenca de genes de viruléncia
relacionados com a formacao de biofilme, na qual houve prevaléncia para 0s
isolados de origem nao-clinicos, nossos dados diferem dos encontrados por outros
autores na qual os genes para substancia de agregacdo e adesina foram
equivalentes em isolados clinico e alimentar; e o gene para gelatinase prevaleceu
em isolados clinicos (MOHAMED et al., 2004; DUPONT et al., 2008; ABRIOUELI et
al., 2008; CARIOLATO et al., 2008). Contudo, ndo conseguimos estabelecer uma
correlacdo entre a presenca dos genes de viruléncia com a presenca do operon ebp.
Fonseca (2010) verificou o predominio dos genes relacionados com formacédo de
biofilme ebpABC com os genes de viruléncia efaA, gelE e esp em isolados de
Enterococcus sp. Mohamed et al. (2004) e Kiristich et al. (2004) relataram que
mutacOes nos genes esp e gelE reduzem a formacgao de biofilme em isolados de
E. faecalis.

Alguns trabalhos relatam que a presenca de genes de viruléncia nem sempre
estdo associados ao aumento na capacidade de formacéo de biofilme, uma vez que
mutantes dos genes esp e gelE ndo reduziram a formacdo de biofilme
(ALMOHAMAD et al., 2014; NALLAPAREDY, et al., 2008). Jahan e Holley (2014)
também relataram que a presenca destes genes nao foram necessarios para a

formacao de biofilme em enterococos.
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3.2 Formacao de biofilme e correlacdo com a presenca do operon ebp e

sortase e outros genes de viruléncia

A capacidade de formacgéo de biofilme em superficie abidtica pelos isolados
de E. faecalis foi mensurado pela quantificacdo da biomassa total em placas de
poliestireno e elastdmero de silicone a 37 °C de incubacéao.

Em nossos estudos 95% de todos os isolados formaram biofilme em
superficie de poliestireno contendo meio BHI caldo sem suplementacao (Figura 3-A),
segundo a classificacdo estabelecida por Stepanovic et al. (2007). Na tentativa de
correlacionar a presenca do operon ebp com a formacédo de biofilme, obteve-se que
100% dos isolados que apresentaram o0 operon completo juntamente com a sortase,
foram formadores de biofilme, independente de sua classificagdo. Por outro lado,
96% dos isolados que apresentaram um ou dois dos genes ebp pesquisados foram
capazes de formar biofilme e 4% (correspondente a um isolado) ndo formou biofilme.

Ainda, em poliestireno, avaliou a influéncia destes componentes utilizando
glicose e ions ferro, respectivamente. Obtivemos que a presenca de glicose
aumentou, e a presenca de ions ferro diminuiu significativamente a formacao de
biofilme (Figura 3-A e 4-A), quando comparados com o biofilme formado em meio
BHI sem suplemento. Na presenca de glicose a maioria dos isolados 56,0%
apresentaram capacidade de formar biofilme moderadamente, enquanto que 98,0%
foram fracamente formadores de biofilme, quando o meio foi suplementado com
cloreto de ferro.

Além do operon ebp também analisamos a presenca de 3 genes de viruléncia
relacionados com a formagéo de biofilme. Como resultados obtivemos que 79,0%,
72,0% e 86,0% dos isolados que apresentaram o0s genes asal, gelE e ace,
respectivamente, foram formadores de biofilme, embora a maioria tenham sido
classificados como fracamente formadores de biofilme. Apenas 2 isolados que
possuiam um desses genes nao foram formadores de biofilme.

Alem da formacdo de biofilme em placa de poliestireno, verificou-se a
capacidade de formar biofilme em superficie de elastdbmero de silicone, por se tratar
de um material muito utilizado na constituicdo de dispositivos meédicos. Para a
realizacdo do experimento foi selecionado 9 isolados de E. faecalis, de acordo com
seu perfil genotipico, na qual quatro apresentam todos genes pesquisados no

presente trabalho (isolado 4,11,30 e 56), dois apresentaram 0s genes asal, ace,
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ebpAB e sortase (24A e 25A); um isolado que apresentou os genes asal, ace e
ebpB; um isolado que apresentou somente 0os genes asal, ace e gelE; e um
isolado que apresentou os seguintes genes gelE, ace , ebpABC e sortase (802).

Ao tentar relacionar a capacidade de formar biofilme entre as duas superficie
testadas, poliestireno e elastdmero de silicone, verificamos que ndo houve diferenca
significativa (p=0,6435) (Figura 4-C), sendo 89% dos isolados foram fracamente
formadores de biofilme e 11% moderadamente formadora de biofilme em superficie
de elastébmero (Figura 3-B). A observacdo da disposicdo das células e da sua
morfologia durante a formacdo de biofilme nas superficies de poliestireno e
elastdmero foi avaliada pelo emprego da microscopia eletronica de varredura (MEV)
(Figura 5).

Também foi avaliado a capacidade de aumento e reducdo de biofilme em
superficie de elastbmero de silicone na qual se utilizou glicose e ions ferro,
respectivamente; para estes testes utilizou-se quatro isolados de E. faecalis (4, 24A,
25A e 802). Assim como em placa de poliestireno houve uma diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,001) quando comparados ao meio BHI sem suplemento
(Figura 4-B). Na presenca de glicose 75% dos isolados foram moderadamente
formadores de biofilme, em contrapartida quando suplementado com cloreto de ferro
0 50% néo formou biofilme ou foi considerado fracamente formador de biofilme
(Figura 3-B). Utilizou-se microscopia eletrdnica de varredura para verificar a
formacéo de biofilme e a distribuicdo da célula bem como sua morfologia quando

suplementos com glicose e cloreto de ferro (Figura 6).
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Figura 3 — Percentual relativo da frequiéncia de formacéao de biofilme dos isolados de
E.faecalis, em BHI caldo, BHI suplementado com glicose e BHI suplementado com
cloreto férrico.(A) ensaio realizado em superficie de poliestireno; (B) ensaio realizado
superficie de elastdmero de silicone.

Os resultados observados para presenca dos genes relacionados a viruléncia
e formacg&o de biofilme corroboraram com os resultados obtidos por Ramadhan e
Hegedus, (2005), Di Rosa, et al., (2006) e Tsikrikonis, et al. (2012) que concluiram
que a presenca de genes de viruléncia relacionados com adesdo nao sao
essenciais para formacdo de biofilme. Ainda, Tabeli et al. (2015), relataram que
todos os isolados de enterococos que apresentaram os trés genes do operon ebp e
da sortase, tiveram alta prevaléncia para forma biofilme, enquanto que isolados que
possuiam um ou outro desses genes nao foram capazes de formar biofilme.

Em contrapartida, Hendricky, (2009) e Fisher; Phillips (2009) analisaram
isolados que nao possuiam genes ebp e sortase, porém foram formadores de
biofilme, relacionando a formacdo de biofilme a presencas outros fatores de
viruléncia.
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Figura 4 — Analise comparativa da capacidade de formacéo de biofilme. (A) Diferentes suplementos utilizados no meio de
cultivo BHI em placa de poliestireno. (B) Diferentes suplementos utilizados no meio de cultivo BHI em elastdmero de silicone. (C)
Comparativo da capacidade de formar biofiime em superficie de poliestireno e elastdbmero de silicone. Valores correspondem as
meédias de dois experimentos independentes testados em triplicatas dados através da D.O (densidade 6ptica) obtidos pela técnica
de coloracéo da biomassa por cristal de violeta realizado nos isolados de E. faecalis.
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Novamente a literatura traz divergéncia entre os resultados, mostrando que a
formacdo de biofilme em enterococos, bem como genes envolvidos, ainda nao é
conclusivo.

Nossos dados corroboram com a pesquisa realizada por Cassenego (2014),
na qual utilizou-se isolados clinicos e alimentares, mostrou que o caldo BHI
suplementado com 0,75% de glicose aumenta a producdo de biofilme quando
comparado ao meio de cultura sem suplemento. A influéncia da concentracdo de
glicose na formacdo de biofilme n&o esta claramente elucidada, alguns
pesquisadores acreditam que ela esteja relacionada a um regulador transcricional
dependente de glicose (PILLAI et al., 2004; KRISTICH et al., 2004).

A reducao na formacéo de biofilme na presenca de ions ferro foi demonstrada
por Marques (2004). A presenca de cétions divalentes podem conferir mudanga na
carga elétrica da superficie microbiana, interferindo no processo de aproximacéo e
adesdo a superficies, com consequéncia influencia na formacdo de biofilme
(BRIANDET et al., 2001; MARQUES, 2004).

Ainda, h& relatos que alguns antibiéticos podem aumentar a expressédo de
alguns genes relacionados & formacdo de biofilme, a exemplo a ampicilina e
ceftizoxime que aumentaram a expressdo em 83 e 20% do gene ebpA,
respectivamente (KAFIL et al., 2015).

Com relacdo a formacéo de biofilme em superficie de elastdbmero de silicone
por E.faecalis ndo ha relatos na literatura, uma vez que o presente trabalho é
considerado pioneiro ao utilizar silicone como substrato de adesédo para formacao de
biofilme para enterococos.

Pode-se observar na microscopia eletronica que o elastdmero de silicone
apresenta uma superficie rugosa diferente do encontrado por poliestireno que
possui uma superficie liso. Alguns autores relatam que as bactérias aderem mais as
superficies rugosas em comparagdo com as lisas, em parte, devido ao aumento da
area de superficie. Estes dados diferem dos encontrados no presente trabalho onde
nao houve diferenca de formacao de biofilme em ambas as superficies (MERRITT et
al. 2000; COUTINHO, 2007). Para Belangero et al (2006) o acabamento superficial
dos polimeros utilizados em biomateriais deve ser uniforme e ndo possuir
irregularidades maiores que o tamanho dos microrganismos, que provavelmente

facilitam sua a aderéncia.
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Figura 5 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV). A e D representa estrutura das
superficies de poliestireno e elastbmero de silicone respectivamente em aumento de
3000 X. B e C formacao de biofilme pelo isolado 25 A em superficie de poliestireno e
elastbmero respectivamente em aumento de 3000x . E e F formacao de biofilme pelo
isolado 25 A em superficie de elastdbmero de silicone em aumento de 12000X

respectivamente.
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A figura 5 em superficie de elastbmero apresenta as ceélulas mais
aglomerados em quando que em poliestireno estas apresentam uma distribuicao
homogenia e com poucos aglomerados celulares.

Em pesquisa realizada por Joyanes et. al.(1999), relataram a adesao por E.
faecalis em superficie de silicone e demais tipos de biomateriais; porém n&o
observaram  diferenca de adesédo entre estes. Locatelli et al. (2004) também
verificou a capacidade de aderéncia bacteriana, in vitro, sobre lentes intra-oculares
de silicone e de polimetilmetacrilato utilizando cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e verificou que n&o houve diferenca estatisticamente
significativa na aderéncia de S. aureus e S. epidermidis.

Assim como ocorreu em superficie de poliestireno, em superficie de
elastdbmero ocorreu um aumento para formacao de biofilme com a suplementacéo de
glicose, em contrapartida, quando suplementado com cloreto de ferro houve um
comprometimento em sua formacdo Estes dados vdo de encontro com Marques
(2004) que também utilizou dois substratos diferentes para formacao de biofilme e

nao observou diferenca significativa entre as duas superficies.
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Figura 6 -  Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV)
dos isolados 24A e 25A em
diferentes  suplementos e
substratos de adesdo. A e B
apresenta a formacdo de
biofime do isolado 24A na
presenca cloreto de ferro em
superficie de elastbmero de
silicone e poliestireno
respectivamente (aumento de
3000 X). C e D formacédo do
biofilme pelo isolado 25 A e
na presenca cloreto de ferro
em elastbmero de silicone e
poliestireno respectivamente
(aumento de 6000 X). E e F
formacdo de biofiime pelo
isolado 24 A em presenca de
glicose (0,75%) em superficie
de elastbmero de silicone e
poliestireno respectivamente
(3000x). G e F formacdo de
biofilme pelo isolado 25 A em
presenca de (glicose em
elastbmero de silicone e
poliestireno  respectivamente
(12000x).
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Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que, independentemente da
origem, os isolados de enterococos possuiam frequéncias variadas dos genes do
operon ebp bem como o gene da sortase. Para demais genes de viruléncia houve
um predominio para isolados de origem alimentar. Os isolados provenientes de
alimentos apresentaram mais combinagdes dos genes do operon ebp quando
comparados com os isolados clinicos. Ainda, ndo houve uma correlacdo da
presenca desses genes com demais genes de viruléncia avaliados. Quase a
totalidade dos isolados foram formadores de biofilme, embora é possivel sugerir que
os isolados que apresentaram os genes ebp foram melhores formadores. Ainda, a
formacéao de biofilme foi influenciada pela presenca de glicose e ions ferro. Como ha
muita divergéncia na literatura, ficou claro que devido a heterogeneidade genética
entre os isolados de uma mesma espécie de Enterococcus ha interferéncia nos
resultados, e que a mera presenca de genes ebp e de viruléncia ndo prediz a

ocorréncia de formacéao de biofilme em E. faecalis.
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