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“O que sabemos é uma gota;
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RESUMO

Os representantes do género Enterococcus sao membros da microbiota intestinal indigena de
seres humanos e outros animais, mas tém emergido como patégenos nosocomiais de
crescente importancia, devido a diversas propriedades como persisténcia no ambiente, facil
disseminagdo e resisténcia a antimicrobianos. S3ao intrinsecamente resistentes a diversas
classes de drogas antimicrobianas e possuem capacidade notdvel para adquirir marcadores
adicionais de resisténcia. Nos ultimos anos, a frequéncia de infec¢bes da corrente sanguinea
(ICS) vem aumentando, sendo as maiores taxas de mortalidade associadas a participacdo de
espécies de Enterococcus. Além disso, o grupo é frequentemente associado a infeccdes do
trato urindrio (ITU) comunitarias. Assim, o estudo da patogenicidade e do perfil de
suscetibilidade a drogas antimicrobianas pode contribuir para o controle do microrganismo.
Neste trabalho, identificamos no nivel de espécie, avaliamos fenotipica e genotipicamente
tracos de viruléncia e suscetibilidade a drogas antimicrobianas de 103 amostras de
Enterococcus isoladas de individuos saudaveis (n=33), com ITU comunitaria (n=35) e de
pacientes hospitalizados com ICS (n=35). Observamos, nas amostras indigenas (individuos
saudaveis) a predominancia da espécie E. faecium, enquanto nos grupos ITU e ICS, E. faecalis
foi predominante. Por meio da tipagem por (GTG)5-PCR, as amostras foram agrupadas em
cinco diferentes clusters (similaridade de 90%), com relativa eficiéncia em agrupar as amostras
de acordo com a origem. Cerca de 40% das amostras clinicas (ITU e ICS) foram capazes de
produzir a enzima gelatinase e cerca de 30% (ITU) e 40% (ICS) de produzir citolisina - apenas
oito das 103 amostras do estudo expressaram ambas as enzimas. A producdo de biofilme foi
avaliada e a maioria das amostras foi classificada como ndo produtora, mas, observou-se que
as amostras do grupo ITU apresentaram as maiores taxas de produgao (cerca de 50%). A
suscetibilidade a diferentes antimicrobianos foi avaliada e considerando-se todas as amostras
do estudo, cerca de 70% dos testes de antibiograma identificaram amostras sensiveis; o grupo
ICS, no entanto, apresentou resisténcia em quase 50% de seus testes. As maiores taxas de
sensibilidade (> 90%) foram observadas para ampicilina (AMP), linezolina (LZD) e penicilina G
(PEN). J& as maiores taxas de resisténcia foram detectadas para ciprofloxacino (CIP, 62%),
eritromicina (ERI, 77%) e tetraciclina (TET, 45%). Das 103 amostras, cinco foram classificadas
como sensiveis, 24 amostras como VRE e 46 como multidroga-resistentes. Ndo observamos a
presenca de integrons de classe 1 ou 2 nas amostras. Dessa forma, concluimos que ha uma
diferenca clara na prevaléncia das espécies, perfil de patogenicidade e resisténcia entre os
grupos de amostras de Enterococcus analisados. Além disso, detectamos a predominancia de
sensibilidade a AMP, LZD e PEN, bem como de resisténcia CIP, ERl e TET em todos os grupos.

Palavras-chave: Enterococcus, viruléncia, resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

Enterococci are members of the indigenous intestinal microbiota of human beings and other
animals but have been emerged as nosocomial pathogens of growing relevance due to several
properties such as persistence in hospital environment, easy dissemination, and resistance to
several antimicrobial agents. They are intrinsically resistant to several antimicrobial drugs and
demonstrate prowess to acquire additional resistance markers. In the last years, increasing
frequency of bloodstream infections (BSI) has been observed and those associated with
Enterococcus spp. seem to display higher mortality rates. They are also associated to
community urinary tract infection (UTI). Thus, data generated from the analysis of
pathogenicity and antimicrobial susceptibility profile may support the control of the
microorganism spread. In this investigation, we addressed the identification and evaluated
phenotypically and genotypically pathogenicity traits and the susceptibility profile to
antimicrobial drugs of 103 enterococci strains isolated from 3 groups: healthy individuals (HI;
n=33), UTI (n=35), and BSI (n=35). We observed the predominance of E. faecium in Hl,
although in UTI and BSI groups, E. faecalis was the predominant species. Typing the isolates
by (GTG)5-PCR and using 90% similarity generated five different clusters, with relative
efficiency in grouping the isolates according to their origin. Almost 40% of the clinical isolates
(UTI and BSI) were able to produce gelatinase and almost 30% (UTI) e 40% (BSI) produced
citolysin - only eight of the 103 samples expressed both enzymes. Biofilm production was
assessed, and the majority of the strains were classified as non-producers, but the UTI group
showed approximately 50% of producer isolates. Susceptibility test to different antimicrobial
drugs were performed and considering all the studied isolates, almost 70% of the tests were
classified as susceptible; it should be highlighted that in the BSI group, almost 50% of the tests
showed resistance. The higher susceptibility rates (>90%) were observed to ampicillin (AMP),
linezolid (LZD), and penicillin G (PEN) and the higher resistance rates were observed to
ciprofloxacin (CIP, 62%), erythromycin (ERI, 77%), and tetracycline (TET, 45%). We also
observed that, five among the 103 studied isolates were classified as susceptible, 24 as VRE,
and 46 as multidrug-resistant. We did not observe the presence of class 1 or 2 integrons in the
studied strains. Therefore, the result showed a notable difference in the prevalence of
enterococci species, pathogenicity and resistance profile among the three studied groups.
Furthermore, we detected a predominance of susceptibility to AMP, LZD, and PEN, as well as

resistance to CIP, ERI, and TET in all groups.

Keywords: Enterococcus, virulence, antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Enterococcus - de membros da microbiota a patégenos potenciais

O género Enterococcus esta incluido no Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem
Lactobacillales, Familia Enterococcaceae e inclui, pelo menos, 60 espécies descritas
(Taxonomy Browser, 2018). E membro da microbiota intestinal indigena de seres humanos e
outros animais, além de ser frequentemente encontrado no solo, lixo, 4gua e alimentos,
especialmente, devido a contaminacdo fecal (Paulsen et al., 2003; Arias & Murray, 2012).

Os representantes do género Enterococcus sdao cocos Gram positivos, anaerdbios
facultativos, capazes de formar cadeias de diferentes tamanhos. S3ao caracterizados por
tolerar amplas variagées de temperatura (10 °C a > 45 °C) e valores extremos de pH, pela
habilidade de hidrolisar esculina e L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) e por possuirem elevada
resisténcia enddgena a salinidade (concentragdes superiores a 6,5% de NaCl), sais biliares,
detergentes e drogas antimicrobianas (Murray, 1990; Paulsen et al., 2003; Arias & Murray
2012). A principio, foram considerados membros do género Streptococcus, incluidos no grupo
D de Lancefield. Porém, estudos de homologia de DNA demonstraram a necessidade de
criacdo de um género distinto para albergar o microrganismo (Murray, 1990; Hollenbeck &

Rice, 2012).

1.1.1 Enterococcus como membro da microbiota

Os membros do género Enterococcus sao habitantes do intestino de seres humanos
e outros mamiferos, bem como de insetos (Arias & Murray, 2012; Martin & Mundt, 1972).
Esse padrdo de distribuicdo sugere que a coloniza¢do ocorreu no inicio do periodo Devoniano
(hd aproximadamente 412 milhdes de anos), quando os ancestrais dos insetos e dos
vertebrados divergiram (Selden, 2007). Isso faz dos enterococos um dos mais antigos
membros do consércio de microrganismos que constituem a microbiota indigena do trato

gastrointestinal (Gilmore et al., 2013).
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A comunidade bacteriana (microbiota) dos intestinos humanos contém,
predominantemente, representantes de quatro filos: Actinobacteria, Proteobacteria,
Bacteroidetes e Firmicutes - sendo, os dois ultimos, os filos dominantes numericamente em
adultos. A microbiota intestinal é autorregulada e isso permite que seja mantida uma
estabilidade ao longo do tempo - essa estabilidade é observada, principalmente, nas
proporgdes dos grupos filogenéticos e sob condi¢des nas quais os individuos estdao saudaveis
(Tannock, 2010).

Nos seres humanos, os enterococos sao encontrados, principalmente, nos intestinos
delgado e grosso (Hayashi et al., 2005), sendo, ainda, detectados comumente na cavidade oral
(Smyth et al., 1987). As espécies mais corriqueiramente isoladas de espécimes fecais de seres
humanos sdo E. faecalis e E. faecium. Com menores taxas de prevaléncia, espécies como E.
durans, E. avium, E. ceccae e E. hirae, também s3o descritas (Finegold et al., 1983; Tannock &
Cook, 2002; Carvalho et al., 2006; Layton et al., 2010). Outras bactérias do género
Enterococcus sao raramente descritas como parte da microbiota intestinal humana, mas

podem estar presentes na microbiota de outros animais ou em plantas (Lebreton et al., 2014).

1.1.2 Enterococcus como probidticos

De acordo com a recomendacado da Junta de Avaliacao de Probidticos em Alimentos
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a definicdo sugerida diz que “probidtico é um
microrganismo vivo que, quando administrado em quantidades adequadas, confere
beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO 2002).

Probidticos atuam por meio de diferentes mecanismos que remetem as propriedades
intrinsecas da prépria microbiota. Atuam como barreira, pela colonizacdo do epitélio
intestinal e pela inibicdo competitiva, impedindo, assim, que outras bactérias do Iimen
intestinal atinjam a lamina prépria. Eles promovem o aumento da producdo e alteram a
consisténcia da camada de muco - o que protege contra bactérias invasivas. Sdo capazes de
produzir substancias que inibem a multiplicacdo de patdgenos (acidos organicos e
bacteriocinas, entre outras) e induzem uma maior secrecao, pelo hospedeiro, de defensinas e
imunoglobulinas protetoras, como a imunoglobulina A secretada (slgA). Finalmente, os

probidticos atuam regulando as fungbes do sistema imune de mucosa, tornando-o mais anti-
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inflamatdrio e menos pré-inflamatério - especificamente, probidticos podem estimular as
células dendriticas que sejam menos reativas e responsivas as bactérias luminais - o que é
denominado imunomodulacdo (Fedorak 2010).

Espécies de Enterococcus, como dito anteriormente, sdao componentes da microbiota
humana e, portanto, candidatos potenciais a probidticos. De fato, foram realizados diversos
testes buscando avaliar a eficacia e a seguranca dessas bactérias como promotoras da saude,
mas, considerando os resultados obtidos, nem o FDA (Food and Drug Administration) nem o
EFSA (European Food Safety Authority) aprovaram os medicamentos ou seguranca do
microrganismo para ser utilizado como probidtico. Isso se deve ao fato da emergéncia dos
enterococos como agentes etioldgicos de doencas infecciosas em seres humanos e sua
habilidade em adquirir e expressar multiplos genes de resisténcia a antimicrobianos (Lebreton

etal., 2014; Franz et al., 2011).

1.1.3 0O género Enterococcus como patégenos potenciais

Os membros da microbiota podem atuar como patdégenos oportunistas ao
ultrapassarem a barreira da mucosa intestinal e translocarem para outros sitios corporais,
causando infeccOes sistémicas, principalmente, em hospedeiros imunocomprometidos (Berg,
1996; Donskey, 2004). A primeira descricdo de infeccdo enterocdcica, um quadro de
endocardite infectiva, data de 1899 (MacCallum & Hastings, 1899).

Inicialmente, acreditava-se que os enterococos possuiam relevancia relativamente
baixa na clinica médica. Eles emergiram, nos ultimos anos, como patdgenos de destaque,
envolvido na etiopatogenia de doencas importantes, como endocardite infectiva e infec¢des
pélvicas, neonatais e do trato urinario (Arias & Murray, 2012; Hollenbeck & Rice, 2012).
Segundo Hidron e colaboradores (2008), as bactérias do género Enterococcus sao o terceiro
patdégeno nosocomial mais frequentemente isolado (12% de todas as infecgdes hospitalares)
nos Estados Unidos, atras apenas de Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus
aureus.

As amostras de Enterococcus sao exemplos claros de patégenos problemadticos, uma
vez que expressam, frequentemente, resisténcia, tanto intrinseca como adquirida, a diversas

classes de drogas antimicrobianas. De fato, E. faecium tem sido destacado pela Infectious
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Diseases Society of America como uma das bactérias-problema (key problem bacteria). A
espécie estd incluida entre os patégenos ESKAPE (E. faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), que requerem o
desenvolvimento de novas drogas que ampliem o arsenal terapéutico, possibilitando o
emprego de esquemas de tratamento mais eficazes contra o grupo. Relata-se, ainda, aumento
notavel da prevaléncia de E. faecium associado a infec¢Oes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) (Howden et al., 2013).

Embora os representantes do género Enterococcus, geralmente, exibam baixo grau
de viruléncia, o grupo possui potencial patogénico (Arias & Murray, 2012). Assim, Lebreton e
colaboradores (2014) sugerem que, para que possam ser considerados como potenciais
probidticos, as linhagens de enterococos devem ter perdido seus tragos de patogenicidade
(por exemplo: citolisina/hemolisina, gelatinase, serina protease, substancia de agregacdo,
polissacaride capsular, habilidade de producdo de biofilme, producdo extracelular de
superodxido, proteina enterocécica de superficie, dentre outros), ser incapazes de se
translocarem através da mucosa intestinal, permanecer suscetiveis a fagocitose e, como todas

as linhagens probiédticas, ter habilidade reduzida em realizar transferéncia de DNA in vivo.

1.2 Resisténcia a antimicrobianos e emergéncia de VRE

A resisténcia intrinseca das amostras de Enterococcus a diversos antimicrobianos e a
aquisicdo de resisténcia a outros, particularmente, a vancomicina, frequentemente
empregada no tratamento de pacientes com infec¢Oes graves por bactérias Gram positivas,
levou a emergéncia de E. faecalis como um patdgeno nosocomial relevante. Algumas
amostram exibem, inclusive, resisténcia a maioria das terapias antimicrobianas disponiveis,
ha mais de uma década (Paulsen et al., 2003). Assim como E. faecalis, a importancia de E.
faecium na clinica médica é crescente. A bactéria estd associada, predominantemente, a
infeccOes resistentes a antibioticoterapia em pacientes hospitalizados. Ainda que grandes
investimentos venham sendo feitos na tentativa de controle de bactérias resistentes a drogas
antimicrobianas em hospitais de todo o mundo, a prevaléncia de IRAS relacionadas a VREfm

é crescente (Howden et al., 2013).
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Nos Estados Unidos, IRAS causadas por Enterococcus emergiram em dois momentos.
O primeiro, iniciado no final da década de 1970, estd associado a introdugdo das
cefalosporinas de terceira geracdo na pratica clinica. Durante este periodo, E. faecalis
representava 90-95% das amostras de Enterococcus recuperadas. O segundo momento é
marcado por linhagens de E. faecium que apresentam resisténcia a vancomicina e ampicilina
mais frequentemente que E. faecalis. Esse segundo periodo esta em curso atualmente, tendo
sido iniciado nos primeiros anos da década de 1990. O processo esta associado ao uso
crescente de vancomicina e outros antimicrobianos de amplo espectro e é disseminado por
varias partes do globo. A emergéncia destas amostras de E. faecium tem grande importancia
clinica, uma vez que o controle das mesmas é mais complicado do que o de E. faecalis (Arias
& Murray, 2012).

Um estudo publicado em 2010 mostrou que, em quatro paises da América Latina
(Colémbia, Equador, Peru e Venezuela), a maioria (aproximadamente 78%) das infecgdes por
Enterococcus ainda é causada por amostras de E. faecalis suscetiveis a ampicilina e
vancomicina. Os cerca de 20% casos restantes estdao associados a linhagens de E. faecium
multirresistentes, que se assemelham geneticamente as linhagem observadas nos Estados
Unidos (Panesso et al., 2010).

A principio, amostras de Enterococcus representam uma pequena propor¢do da
microbiota indigena. Entretanto, em determinadas situacdes, observa-se o aumento da
densidade de colonizagdo do intestino, o que parece estar relacionado a emergéncia de IRAS
causadas por Enterococcus. Além disto, sdo causa de infec¢Ges urindrias e intra-abdominais,
endocardite e sepse. A exposicao de pacientes hospitalizados a determinados antimicrobianos
(cefalosporinas e algumas penicilinas, como piperacilina-tazobactan, que possuem atividade
contra bactérias Gram negativas e algumas espécies Gram positivas, mas ndo E. faecium)
resulta em alteracGes significativas na microbiota intestinal, o que facilita a colonizacdo do

intestino por amostras VRE, como ilustrado na Figura 1 (Arias & Murray, 2012).
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Figura 1 - Efeitos da administracdo de drogas antimicrobianas na microbiota intestinal e
emergéncia de VRE (Enterococcus resistente a vancomicina).
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a) Na auséncia de antimicrobianos, células de Paneth presentes no intestino de camundongos produzem REGIIly
(uma lecitina do tipo C), que possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas (roxo). A producdo
de REGIIly é desencadeada pela presenga de bactérias Gram negativas, que tém alguns padrdes moleculares,
como LPS e flagelina, reconhecidos por receptores TLR (Toll-like receptors), como TLR4 e TLR5, respectivamente.
b) A administragdo de antimicrobianos reduz a concentragdo de bactérias Gram negativas e, consequentemente,
a producdo de REGIIly pelas células de Paneth e do epitélio intestinal. c) Amostras de Enterococcus aproveitam-
se da redugdo de REGIIly e tornam-se membros dominantes da microbiota intestinal (Traduzido de Arias &
Murray, 2012).

As amostras de Enterococcus sobrevivem por longos periodos em superficies, como
equipamentos médicos, trilhos de cama, maganetas, pias e vasos sanitdrios, e sdo tolerantes
a calor, cloro e algumas preparacgdes alcodlicas, o que pode ajudar a explicar sua disseminacdo
no ambiente hospitalar. Varios fatores de riscos que facilitam a disseminac¢ao da infec¢ao por
VRE podem ser identificados, como mostrado na Figura 2. O conhecimento destes fatores e
das rotas de contaminagdo sdao importantes para o controle eficaz da infecgdo no ambiente
hospitalar (Arias & Murray, 2012).

Como mencionado anteriormente, o género Enterococcus é descrito como causa de
pelo menos 10% das infecgdes hospitalares. As principais espécies associadas a infecgao no
ser humano, E. faecalis (85-90 %) e E. faecium, apresentam resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos, como [-lactamicos (penicilina e cefalosporinas), aminoglicosideos
(estreptomicina), lincosamidas (clindamicina, em E. faecalis), estreptograminas (a
combinacdo B/A, quinupristin-dalfopristin, em E. faecalis) e sulfametoxazol-trimetoprima. A
aquisicdo de resisténcia por Enterococcus também foi descrita para diversos antimicrobianos,

dentre eles aminoglicosideos (gentamicina), glicopeptideos (vancomicina), estreptograminas
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(quinupristin-dalfopristin, em E. faecium), linezolida, daptomicina e tigeciclina. A resisténcia a
outras drogas, como macrolidios, tetraciclina, cloranfenicol, fosfomicina, rifampicina e
quinolonas, é amplamente disseminada e, por isso, as mesmas raramente sao utilizadas no

tratamento de pacientes com infec¢Ges enterocdcicas (Hollenbeck & Rice, 2012).

Figura 2 - Principais rotas de transmissao nosocomial de VRE (Enterococcus resistente a
vancomicina).

Antibidtico
intravenoso

‘"Gﬂﬂj
o
|

| ‘\'

Aquisi¢dao |
oral

fecal =

o

equipe médica e de visitantes Paciente susceptivel

f/ %

Macganetas, pias, banheiros,
camas e outras superficies de
uso comum contaminadas

Paciente colonizado

Os principais fatores de risco para a colonizagdo e subsequente infecgdo nosocomial por VRE incluem
proximidade fisica a pacientes infectados ou colonizados por VRE; periodos longos de internagdo; internagdo
envolvendo cuidados intensivos, unidades cirdrgicas ou UTls (Unidades de Terapia Intensiva); presenga de
cateter urindrio e administragdo de multiplos antimicrobianos. Diversas drogas antimicrobianas levam ao
aumento da densidade de VRE no intestino, o que, por sua vez, facilita a dispersdo do organismo por meio de
contaminacdo fecal do ambiente hospitalar, incluindo objetos inanimados e maos de cuidadores e visitantes. As
amostras de Enterococcus podem sobreviver por longos periodos em superficies e sdo tolerantes a calor, cloro e
algumas preparacgdes alcodlicas (Traduzido de Arias & Murray, 2012).

Classicamente, pacientes com infec¢Ges associadas a Enterococcus sao tratados com
a associagdo de um [-lactamico e um aminoglicosideo em elevadas concentragdes
(geralmente ampicilina e gentamicina ou estreptomicina), considerando a acdo sinérgica das
drogas, devido a penetracdo dos aminoglicosideos pela parede celular defeituosa em

decorréncia da acdo da ampicilina (Tavares, 2000; Hollenbeck & Rice, 2012). O tratamento de
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pacientes infectados por VRE representa um desafio para o clinico, visto que estas amostras
sao tipicamente resistentes a outras classes de antimicrobianos. Apesar de apenas linezolida
e quinupristin-dalfopristin terem sido aprovados pela Food and Drug Administration para o
tratamento de individuos infectados por amostras de Enterococcus resistentes a
aminoglicosideos, outros agentes antimicrobianos (daptomicina, tigeciclina, fosfomicina,
quinolonas, tetraciclinas e cefalosporinas de quinta gera¢ao) tém sido utilizados com sucesso
em casos individuais. Deve-se, ainda, ressaltar o fato de que quinupristin-dalfopristin é eficaz
apenas contra VREfm, uma vez que as amostras de VREfs expressam resisténcia a esse
antimicrobiano, pela expressao do gene isa, que é relacionado estruturalmente a uma bomba
de efluxo do tipo ABC (Hollenbeck & Rice, 2012).

Milhdes de dodlares sdo gastos, anualmente, pelos sistemas de saude, objetivando
conter a disseminacdo de bactérias resistentes a drogas antimicrobianas e prevenir a
transmissao cruzada. Como discutido, surtos nosocomiais de infec¢do por VRE parecem
ocorrer quando a bactéria se dissemina a partir de um paciente carreador do microrganismo
em seu intestino via membros da equipe médica ou pelo préprio ambiente hospitalar. Este
modelo prediz que intervencdes baseadas no screening e isolamento dos pacientes
colonizados por VRE, no aperfeicoamento dos procedimentos empregados para a higienizacao
das maos dos profissionais e no aprimoramento da higiene hospitalar irdo limitar o processo
de transmissdo cruzada (Howden et al., 2013). A circulacdo de amostras VRE apresenta graves
implicagdes econdmicas e sociais. Estima-se que o tratamento de um paciente infectado por
VRE seja 10 vezes mais caro do que de um individuo com infeccdo por outras amostras de
Enterococcus. Ainda, a infeccdo por VRE estd associada a taxas de mortalidade bem mais

elevadas (Oliveira & Bettcher, 2010).

1.2.1 Consideragdes acerca dos fendtipos de resisténcia a vancomicina

Um total de nove dperons que codificam a resisténcia a vancomicina foram descritos,
sendo que oito medeiam resisténcia adquirida ao antimicrobiano [determinados pelos genes
vanA, vanB (variantes B1-3), vanD (variantes D1-5), vanE, vanG (variantes G1-2), vanL, vanM
e vanN] e um é responsdvel pela resisténcia intrinseca (vanC, com suas variantes C1-3, que

sdo encontrados nos enterococos moveis, E. casseliflavus, E. gallinarum e E. flavescens). Os
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mecanismos codificados sdo distintos genotipica e fenotipicamente, permitindo que a
bactéria adquira uma complexa maquinaria enzimdtica responsavel por: a) detectar a
presenca de glicopeptideos no entorno; b) alterar o precursor normal do pentapeptideo
(sensivel ao glicopeptideo) pelo alternativo (resistente): nos fenétipos VanA, VanB, VanD e
VanM, o precursor alternativo é D-Ala-D-Lac, enquanto em VanC, VanE, VanG, VanL e VanN é
D-Ala-D-Ser e c) eliminar os precursores normais do peptideoglicano, de modo que a célula
utilize quase exclusivamente os precursores resistentes (Cercenado, 2011; Hollenbeck & Rice,
2012).

O fendtipo VanA é caracterizado pela resisténcia induzivel de alto nivel a vancomicina
e a teicoplanina e é adquirido, geralmente, por meio do transpéson Tn1546 ou da familia Tn3.
O o6peron vanB produz resisténcia induzivel de baixo ou alto nivel a vancomicina, mas nado a
teicoplanina e é adquirido, geralmente, por meio do transpdson Tn1547. VanA e VanB sdo os
fendtipos mais comuns. Como dito anteriormente, vanC é intrinseco das espécies moveis de
enterococos, sendo codificado pelo cromossomo e expresso constitutivamente. Caracteriza
baixo nivel de resisténcia a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina. VanD é caracterizado
por resisténcia moderada a vancomicina e a teicoplanina; o dperon estd localizado no
cromossomo e nado é transferivel. VanE e VanG apresentam baixo nivel de resisténcia a
vancomicina e sensibilidade a teicoplanina, sdao adquiridos e induziveis. O funcionamento
bioquimico e a organizacdo do dperon VanE assemelha-se a VanC, enquanto a organizacdo
genética de VanG é diferente de todos os descritos anteriormente. Os fendtipos VanlL e VanN
apresentam baixo nivel de resisténcia a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina, enquanto
VanM apresenta altos niveis de resisténcia a ambos os antimicrobianos (Cercenado, 2011;

Hollenbeck & Rice, 2012).

1.2.2 Consideragoes epidemioldgicas sobre VRE no Brasil

O primeiro relato de VRE no Brasil foi feito em 1996, no Parand, 16 anos apds a
primeira identificacdo deste grupo nos Estados Unidos. Tratava-se de uma menina de 9 anos
de idade, com anemia aplastica, que evoluiu para ébito em decorréncia de sepse associada a
uma amostra VREfm com fenétipo VanA (Dalla Costa et al., 1998). Em Minas Gerais, o primeiro

caso foi registrado em 2003, em uma paciente de 30 anos, vitima de um acidente
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automobilistico, internada no Hospital da Universidade Federal de Uberlandia (Ribas et al.,
2007). Posteriormente, diversos surtos de VRE foram observados no Pais, incluindo relatos de
disseminacdo tanto intra-hospitalar como inter-hospitalar. A maioria das amostras foi
identificada como E. faecalis e apresentava fendtipo VanA (Pereira et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos demonstram algumas diferencas na distribuicdo de
Enterococcus no Brasil, nos Estados Unidos e na Europa. O género é detectado com maior
frequéncia nos Estados Unidos, diferentemente do Brasil e da América Latina, onde a bactéria
é a oitava ou nona causa de infeccdo em seres humanos. Ainda, no Brasil, a resisténcia a
vancomicina é mais comumente observada em E. faecalis, enquanto nos EUA e na Europa, é
mais frequente em amostras de E. faecium. As taxas de deteccdo de VRE na América Latina
elevaram-se de 5,0% em 2003 para 15,5% em 2008 e o aumento mais significativo ocorreu no
Brasil. Grande parte das amostras de VREfm isoladas no Brasil nao compartilham a mesma
historia evolutiva das amostras de outros continentes, nem demonstram uma ameaca
epidemioldgica a curto prazo. Porém, o ambiente hospitalar e a disponibilidade de genes de
viruléncia locais influenciam a histéria evolutiva das mesmas e os diferentes dados

epidemioldgicos no Brasil ainda carecem de investiga¢ao (Rossi, 2011).

13 Propriedades patogénicas de Enterococcus

A emergéncia do género Enterococcus como patdégeno nosocomial foi, a principio,
atribuida exclusivamente a sua marcante resisténcia a drogas antimicrobianas. Entretanto,
hoje esta claro que existem diversas habilidades de viruléncia também envolvidas no sucesso
evolutivo do organismo. As investigacdes referentes aos mecanismos pelos quais a bactéria
causa doenca possibilitaram o esclarecimento de aspectos importantes da sua biologia. Ao
contrdrio de Staphylococcus e Streptococcus, a maioria das amostras de Enterococcus nao
produz um conjunto de toxinas pré-inflamatdrias potentes. Por outro lado, o microrganismo
alberga diversos genes que codificam proteinas de adesdo, o que é consistente com o padrdo
das infec¢Bes enterocdcicas (Arias & Murray, 2012).

Diversos fatores de patogenicidade de Enterococcus ja foram caracterizados e seus
efeitos demonstrados, tanto em modelos animais como em culturas celulares (Eaton &

Gasson, 2001). Entre as diversas habilidades de patogenicidade expressas por Enterococcus
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relevantes para o estabelecimento de infeccdo em seres humanos merece destaque a
capacidade de producdo de biofilme. Esta caracteristica tem sido associada a, pelo menos,
trés genes, agg, esp e ace, que codificam, respectivamente, uma substancia de agregacao,
uma proteina de superficie e uma proteina de parede celular que se liga ao coldgeno (Lopez-
Salas et al., 2013).

A ampla gama de habilidades de viruléncia associada ao perfil de resisténcia a uma
grande variedade de drogas antimicrobianas confere aos Enterococcus, além da capacidade
de emergéncia em ambientes hospitalares, o potencial para atuarem como reservatoério de
genes associados a estas caracteristicas, contribuindo para a disseminacdo das mesmas

(Hollenbeck & Rice 2012; Jahan & Holley, 2014).

1.3.1 Principais fatores de viruléncia secretados

1.3.1.1 Gelatinase

A gelatinase é uma metaloproteinase extracelular codificada pelo gene gelE, sendo
cotranscrita com uma serina-protease e regulada por quorun sensing (sistema de dois
componentes fsr, que responde a acumulacao extracelular de lactona). Amostras produtoras
de gelatinase sao isoladas tanto de espécimes clinicos como de individuos saudaveis. Essa
enzima tem a habilidade de hidrolisar gelatina, colageno, elastina, caseina, hemoglobina,
glucagon, neurotensinas e outros peptideos bioativos, o que sugere sua participacdao no
processo inflamatdrio do hospedeiro. GelE atua na degradacdo tecidual e na modulacdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro, participa da remocgao de proteinas deficientes da parede
bacteriana mantendo a estabilidade de algumas adesinas, além de ter participacdo na
formacdo de biofilme devido a sua atividade autolitica (liberando DNA extracelular para
compor a matriz do biofilme).Sua atividade enzimatica é requerida para a formacdo de
biofilme e sua viruléncia foi observada em diferentes modelos animais (peritonite murina,
infeccdo em Caenorhabditis elegans e endoftalmite em coelhos) (Giridhara Upadhyaya et al.,

2009; Sava et al., 2010a; Arias & Murray, 2012).
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1.3.1.2 Citolisina

Citolisina (ou hemolisina) é uma bacteriocina de amplo espectro, sendo efetiva
contra grande parte das espécies de bactérias Gram positivas. Foi descrita na década de 1930
e classificada na ampla classe dos peptideos lantibidticos; apresenta habilidade de lisar
algumas células eucaridticas, além de bactérias (Van Tyne & Gilmore, 2014).

E encontrada em amostras clinicas e de diversas outras fontes, o que sugere sua
evolu¢ao como um fator de colonizagao, provavelmente em um hospedeiro ndao-humano.
Especula-se seu papel na manutengao do nicho do organismo, inclusive para competir e matar
parasitas eucarioticos intestinais em um hospedeiro inseto, por exemplo, o que garantiria
vantagem seletiva a bactéria e a seu hospedeiro (Van Tyne & Gilmore, 2014).

Citolisina é uma toxina hemolitica produzida por, aproximadamente, 30% das
amostras de E. faecalis (e 60% das amostras isoladas de infecgdes em seres humanos). Estudos
clinicos demonstram que os casos mais graves estdo associados a bactérias produtoras da
toxina. Além disso, sua atividade foi evidenciada em todos os modelos animais testados. A
atividade citolitica da enzima pode ser observada em eritrdcitos de seres humanos, cavalos e
coelhos, além de linfécitos (polimorfonucleares e macréfagos); por outro lado, a citolisina ndo
é ativa contra eritrécitos de bovinos e ovinos (Giridhara Upadhyaya et al., 2009; Arias &
Murray, 2012).

Seis genes fazem parte do dperon cyl (cylLi, cylLs, cyIM, cyIB, cylA e cyll), além dos
reguladores cylR1 e cylR2. CylR1 e CylR2 fazem parte do sistema de regulacdo de dois
componentes e atuam na repressao do éperon cyl. A molécula funcional é heterodimérica,
tendo dois dominios: CylL. (regido operacional e termoestavel) e CylLs (regido ativadora e
termolabil), subunidades que tém grande afinidade entre si. As enzimas CylM e CylA sdo
responsaveis pelas modificacbes pods-traducionais nos estagios intra e extracelular,
respectivamente. O transporte do peptideo para o meio extracelular é realizado pela proteina
transmembranica CylIB, enquanto a imunidade contra a atividade litica da toxina é garantida

pela proteina Cyll (Haas et al., 2002; Van Tyne et al., 2013; Figura 3).
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Figura 3 - Modelo de expressao, maturacao, secrecao e ativacdo da citolisina em
Enterococcus faecalis.
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As subunidades CylL. (vermelho) e CylLs (amarelo) sdo modificadas, no citoplasma da célula de E. faecalis (roxo),
pela acdo de CylM (verde) e transportada para o meio extracelular pela proteina transmembranica CylB (laranja).
Fora da célula, as subunidades estruturais sdo ativadas pela enzima CylA (azul), formando moléculas que lisam
as células alvo (na figura, uma hemacia). Na auséncia de células alvo, as subunidades formam complexos inativos.
A proteina Cyll (cinza) é uma proteina de imunidade e protege a célula da atividade litica da toxina por um
mecanismo ainda desconhecido. A proteina R1 (marrom) é um regulador de dois componentes que atua na
repressdo do 6peron cyl. (Modificada e adaptada de Haas et al., 2002 e Van Tyne et al., 2013).

1.3.2 Principais fatores de viruléncia associados a adeséo (adesinas)

1.3.2.1 Substdncia agregativa/de agregagdo

Substancia de agregacao (aggregation substance, AS) é uma classe de proteinas de
superficie cuja expressao é induzida por feromonio (pequenos peptideos secretados pela
bactéria receptora e detectados pelas células que possuem os plasmideos responsiveis a

feromonios) e que estdo inseridas e dispostas na parede celular de forma ndo uniforme
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(Giridhara Upadhyaya et al., 2009; Sava et al., 2010b; Van Tyne & Gilmore, 2014). Sdo
codificadas por plasmideos que codificam resisténcia a antimicrobianos e alelos adicionais
podem ocorrer no cromossomo (Van Tyne & Gilmore, 2014). Dentre as AS mais bem
estudadas, estdo Agg/Asa |, Asp | e Acs10, que apresentam mais de 90% de identidade (Sava
et al., 2010a).

Considerando-se que Enterococcus tem, inicialmente, uma natureza mutualistica e
gue o processo infeccioso é um ponto posterior na evolucdo desses organismos, é provavel
que, apesar de aumentar o potencial patogénico das amostras hospitalares, AS deriva de sua
contribuicdo para a colonizacdo do trato gastrintestinal, uma vez que a proteina tem
capacidade de aumentar a ligacdo da bactéria a células epiteliais do célon (Van Tyne &
Gilmore, 2014).

A porcdao N-terminal é responsavel pela agregacdao por meio da ligacdo ao acido
lipoteicoico da parede celular (Sava et al., 2010a). E, assim, a indu¢do da expressdo de AS
promove a formacdo do agregado de conjugacdo, mediando o contato entre as células
doadora e receptora de forma eficiente, a fim de facilitar a transferéncia do plasmidio
(Giridhara Upadhyaya et al., 2009; Sava et al., 2010a; Van Tyne & Gilmore, 2014).

AS tem participacdo na adesdo entre E. faecalis e as células do tubulo renal e a
diversas proteinas da matriz extracelular, na sobrevivéncia da bactéria no interior de células
do sistema imunolégico (macréfago e polimorfonucleares), na internalizacdo por enterdcitos
cultivados in vitro e na formacdo de agregados bacterianos na valvula cardiaca (aumentando,
assim, a gravidade da endocardite experimental por E. faecalis) (Giridhara Upadhyaya et al.,
2009; Sava et al., 2010a, Van Tyne & Gilmore, 2014). Por outro lado, AS facilita a internalizacao
in vitro da bactéria em diferentes células intestinais, o que pode estar envolvido na
translocacdo do microrganismo pelo epitélio intestinal, favorecendo, assim, a infeccao
sistémica (Sava et al., 2010a).

A substancia de agregacdao também contribui para a formacdo de biofilme, o que
resulta em aderéncia bacteriana e persisténcia nos tecidos humanos e em dispositivos
médicos (Van Tyne & Gilmore, 2014). Além dessa funcdo, a AS tem capacidade de aderir as
proteinas de matriz extracelular e de aumentar a hidrofobicidade de superficie (Giridhara

Upadhyaya et al., 2009).



| 30

1.3.2.2 Proteina enterocdcica de superficie

Proteina enterocécica de superficie (enterococcal surface protein, Esp) é uma
proteina associada a parede celular de diversas amostras de Enterococcus, sendo codificada
por um grupo de genes que se converteram em ilhas de patogenicidade em linhagens
patogénicas (Giridhara Upadhyaya et al., 2009; Sava et al., 2010b; Van Tyne & Gilmore, 2014).

Em E. faecalis, sua presenca é bem distribuida entre as amostras, enquanto em E.
faecium é mais frequente em amostras clinicas, o que reforga seu papel na viruléncia desse
microrganismo. E expressa acima de 37 °C e sob anaerobiose (Sava et al., 2010b).

Esp promove a adesdo tissular e a formacdo de biofilme, o que contribui para sua
persisténcia e sobrevivéncia em sitios de infec¢do ou de colonizagdo comensal (Van Tyne &
Gilmore, 2014). Tem participagao na formagado de biofilme em superficies abidticas e papel
reconhecido em casos de bacteremia, infe¢cdes do trato urindrio e endocardite, processos que,
inclusive, envolvem a formacdo de biofilme no sitio da infec¢do (Giridhara Upadhyaya et al.,

2009; Sava et al., 2010b).

1.3.2.3 Proteinas ligadoras de coldgeno

A proteina Ace é uma adesina pertencente a familia dos componentes de superficie
que reconhecem moléculas de adesdao da matriz extracelular (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMM). Dentre as proteinas mais estudadas,
estdo Ace, Fss, Acm e EcbA, que se ligam a coldgenos tipo | e IV, laminina e dentina. Sdo
encontradas tantos em amostras indigenas como em amostras clinicas, possuindo
participacdo na patogénese de endocardite experimental (Giridhara Upadhyaya et al., 2009;

Sava et al., 2010a).

1.3.3 Formagdo de biofilme como fator de viruléncia

Biofilmes sao comunidades microbianas que resultam da aderéncia de organismos

plancténicos a uma superficie abidtica ou bidtica. Hoje, reconhece-se o fato de que as
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bactérias passam grande parte de seu tempo nessas formacdes e que a forma planctonica esta
relacionada principalmente a dispersao (Dunny et al., 2014).

Biofilmes tém grande importancia clinica, uma vez que permitem aos microrganismos
uma vantagem de sobrevivéncia aos agentes antimicrobianos, sendo necessario utilizar
concentracdes até 1000 vezes maiores para o tratamento. Estima-se que 80% das infecdes em
seres humanos tenham envolvimento de biofilme (como o biofilme dental, fibrose cistica e
endocardite) e que essa formacdo microbiana seja a base para a capacidade refrataria das

IRAS, principalmente, quando associadas a dispositivos invasivos (Pendleton et al., 2013).

1.3.4 O sistema de feroménios sexuais em Enterococcus

O principal mecanismo que contribui para plasticidade genémica nos Enterococcus é,
como apresentado anteriormente, a transferéncia horizontal de genes. Por meio desse
mecanismo esse microrganismo adquire diversos genes de resisténcia a antimicrobianos, além
de diversos elementos genéticos mdveis de grande importancia para a clinica, dentre os quais
estdo incluidos plasmidios conjugativos responsivos a feromonios (Hirt et al., 2018).

Feromobnios sao peptideos que medeiam um sistema de sinalizagao intercelular que
regula a expressdo de plasmideos conjugativos (Dunny, 2013; Figura 4). Os plasmidios
responsivos a feromdnios em E. faecalis s3ao os plasmidios conjugativos mais bem
caracterizados entre as bactérias Gram-positivas e, comumente, carreiam genes de
resisténcias e de producao de citolisina, ainda que muitas vezes ndao apresentem nenhum
marcador fenotipico detectavel. E, ainda que a resposta aos feromonios seja bem
caracterizada in vitro, seu papel na comunicacado intercelular de Enterococcus em seu habitat

natural ainda ndo esta claro. (Dunny, 2013; Hirt et al., 2018).
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Figura 4 - Comunicagao mediada por feromonio sexual entre células doadora e receptora de

plasmidio
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Comunicagdo entre células doadora (roxo) e receptora (marrom). A esquerda, a célula receptora (desprovida de
plasmidio, em marrom) secreta o feromonio sexual (C, verde), codificado por um gene localizado no cromossomo
(linha em azul). A direita, a célula doadora (em roxo) contém um plasmidio (circulo preto) que codifica um
sistema de conjugacdo eficiente, que é sintetizado em resposta a presenca do feromdnio C no meio. O plasmidio,
por sua vez, codifica proteinas envolvidas no processo de conjugacdo e proteinas reguladoras negativas (1), que
inibem a auto-indugdo das células doadoras pelo feromonio endégeno e, também, ajuda o sistema a retornar ao
estado de ndo-indugdo apds a indugdo de um ciclo — esses inibidores podem aturar reduzindo a quantidade de
feroménio secretado pela célula doadora ou atuando como inibidor competitivo do feromdnio. O sistema
descrito é baseado no sistema pCF10 que responde ao feromonio ccfA, mas outros sistemas que respondem a
outros feromonios funcionam de maneira semelhante. (Dunny, 2013 - adaptado)

14 Integrons, cassetes génicos e sua participagao na resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia bacteriana tem sido um empecilho para uma terapia efetiva contra
doencas infecciosas desde que os antimicrobianos comecaram a ser utilizados. Ao longo do
tempo, ficou claro que a emergéncia de linhagens resistentes ndo poderia ser atribuida
somente a mutacdes. A partir da década de 1970, as pesquisas passaram a focar na
participacdo de material genético transferivel e estes estudos culminaram na descoberta dos
primeiros elementos moveis de DNA, plasmideos R conjugativos e transpdsons. Somente no
final da década de 1980, andlises mais minuciosas revelaram que, em muitos casos, 0s
determinantes de resisténcia estavam abrigados em um novo tipo de elemento genético, que

foi denominado integron (Rowe-Magnus & Mazel, 2002; Mazel, 2006).
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Integrons sdo plataformas de montagem capazes de incorporar fases abertas de
leitura (open reading frames, ORFs) por meio de recombinacgao sitio especifica, convertendo
aquelas ORFs em genes funcionais, ao assegurar sua expressao de forma adequada. Os
integrons sdao compostos por trés elementos-chave: um gene codificador de integrase (int/),
um sitio primario de recombinacao (att/), localizado proximalmente, e um promotor (Pc), que
controla a expressao dos genes capturados. O gene int/ codifica uma integrase da familia das
tirosina-recombinases, caracterizada pela presenca invaridavel da sequéncia RHRY de
aminodcidos nos motivos conservados, que medeia a recombinagdo entre os sitio aat/ e um
segundo alvo denominado sitio attC, também chamado de elemento de 59 bases (Mazel,
2006; Yu et al., 2013; Figura 5).

Os integrons podem ser subdivididos em duas grandes classes: os integrons mdéveis,
relacionados a elementos mdveis de DNA e envolvidos primariamente na disseminacdo de
genes de resisténcia a antimicrobianos, e os super-integrons. Os integrons méveis podem ser
incluidos em diferentes subclasses, sendo as subclasses 1, 2 e 3 as mais comumente
observadas. Estdo fisicamente relacionadas a elementos méveis como sequéncias de insergao,
transpdsons e plasmideos conjugativos, elementos que servem como veiculos para a
transmissao de genes tanto no nivel intra- como no nivel interespecifico. Os super-integrons
diferem dos integrons mdveis por duas principais caracteristicas: a) um niumero elevado de
cassetes (>20) estd associado ao integron e b) o integron esta localizado no cromossomo e
ndao em elementos mdveis de DNA. Eles sdo componentes que integram o genoma de
Gammaproteobacteria, tendo sido identificados em Vibrionaceae, além de Xanthomonas e
Pseudomonas (Mazel, 2006).

Os integrons de classe 1, mais comumente observados, caracterizam-se pela
presenca de dois segmentos conservados, 0 5’-CS e o0 3’-CS. O 5’-CS contém o gene intl, o sitio
att/ e os promotores, enquanto o 3’-CS codifica os genes sull e gacEAl, que conferem
resisténcia a sulfonamidas e a compostos quaterndrios de amoénio, respectivamente.
Adicionalmente, o 3’-CS carreia a ORF5, que codifica uma proteina de funcdo desconhecida
(Figura 5). Cassetes que contém genes de resisténcia a antimicrobianos sado integrados entre
as regioes 5'-CS e 3’-CS, no sitio receptor attl. Mais de um integron de classe 1 pode ser
observado em uma mesma célula bacteriana (Carattoli, 2001).

Sdo encontrados com grande frequéncia em amostras clinicas e a maioria dos

cassetes de genes de resisténcia é observada nesta classe de integrons. J4 foram descritos
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mais de 80 cassetes génicos e, entre os perfis possiveis, existem elementos que conferem
resisténcia a todos os PB-lactamicos e aminoglicosideos, cloranfenicol, trimetoprima,
estreptotricina, rifampicina, eritromicina, fosfomicina, lincomicina e antissépticos da familia
dos compostos quaterndrios de amoénio (Mazel, 2006). Integrons de classe 1 foram
identificados como fonte primaria de genes de resisténcia tanto em bactérias Gram negativas,
como em Gram positivas (Shi et al., 2006; Xu et al., 2007, 2008a e 2008b), porém sdo descritos
frequentemente em bactérias Gram negativas, incluindo Acinetobacter, Aeromonas,
Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,

Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella e Vibrio e em Mycobacterium (Yu et al., 2013).

Figura 5 - Estrutura basica de um integron de classe 1.
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Genes e ORFS nas regides 5’-CS e 3’-CS estdo indicadas por retangulos amarelos. Um integron é composto por
trés elementos bdsicos na regido conservada 5': o gene codificador da integrase (intl), o sitio de recombinagao
(attl) e o promotor Pc. Na regido 3’-CS, podem ser observados genes que codificam resisténcia a compostos
quaternarios de amoénio (qacEA1) e sulfonamidas. O processo pelo qual um cassete génico circular (gene de
resisténcia 2) é inserido no sitio att/ no integron de classe 1 contendo um cassete residente (gene de resisténcia
1) estd representado na figura (seta vermelha). Cassetes de genes de resisténcia inseridos no integron estao
indicados por retangulos azul e verde e a barra vertical preta representa o sitio attC de recombinacdo. P1 e P2
sdo os promotores associados ao integron; Pint € 0 promotor do gene da integrase (Adaptado de Carattoli, 2001).

Na classe 2, incluem-se os integrons pertencentes a familia Tn7 de transpdsons
(Carattoli, 2001). Apenas seis cassetes de resisténcia foram descritos para esta classe de
integrons (Mazel, 2006). Os integrons de classe 2 sdo observados principalmente em

microrganismos Gram negativos (van Essen-Zandbergen et al., 2007; Xu et al., 2009).
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Os integrons de classe 3 contém o cassete blawmp, que confere resisténcia a B-
lactdmicos de amplo espectro (incluindo os carbapenémicos). Possui, ainda, o gene da
integrasse (int/3) e sitios atipicos de recombinac¢do (Carattoli, 2001). Eles parecem estar
localizados em um transpdson inserido em um plasmidio ainda nao caracterizado (Mazel,
2006).

Os cassetes génicos encontrados nos integrons sao muito varidveis. Mais de 60
cassetes diferentes, que incluem genes que conferem resisténcia a uma ampla gama de
classes de drogas antimicrobianas e desinfetantes, ja foram descritos. A possibilidade de
ocorréncia de mais de um cassete em um Unico integron estd fortemente associada a
resisténcia multipla a antimicrobianos (Yan et al.,2010).Apesar das diferencas nas sequéncias
da integrase e nos sitios att/ das diferentes classes de integrons, os mesmos cassetes parecem
poder ser adquiridos pelos integrons das trés classes (Carattoli, 2001). Na verdade, integrons
com arranjos idénticos de cassetes foram identificados em diversas espécies, o que sugere a
existéncia de mecanismos semelhantes de aquisicao de multirresisténcia (Yan et al., 2010).

O estudo de integrons e cassetes génicos associados pode fornecer informacdes
importantes sobre o mecanismo de aquisicdo de genes de resisténcia a multiplas drogas
antimicrobianas em amostras clinicas, bem como contribuir para a selecdo da terapia
antimicrobiana mais adequada(Yan et al., 2010).

A primeira descricdao destes elementos genéticos em uma bactéria Gram positiva foi
feita para Corynebacterium glutamicum (Nesvera et al., 1998), enquanto, o primeiro relato da
presenca de integron em amostra de Enterococcus ocorreu em 1999 (Clark et al.,1999), com
a identificacdo do gene aadA em E. faecalis WA4470. Posteriormente, em 2010, Xu e
colaboradores identificaram trés diferentes arranjos de cassetes génicos em integrons de onze
amostras de E. faecalis e, pela primeira vez, relataram a presenca de integron em E. faecium

(dfrA12-orfF-aadA2, dfrA17-aadA5 e aadA?2).
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1.5  Aparticipagao dos Enterococcus nas infeccoes da corrente sanguineas (ICS) e do trato

urinario (ITU)

1.5.1 Infec¢bes da corrente sanguinea (ICS)

Infeccbes da corrente sanguinea (ICS) estdo associadas a taxas elevadas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Embora os termos bacteremia e infec¢do da
corrente sanguinea sejam, frequentemente, utilizados como sindnimos, existem diferencas
importantes no significado dos mesmos (Laupland, 2013). Bacteremia é definida como a
presenca de bactérias vidveis na corrente sanguinea. Pode ocorrer como consequéncia de
atividades diarias, como escovacdo de dentes, e de alguns procedimentos simples, médicos
ou odontoldgicos. Neste caso, trata-se de uma condicdo transiente, benigna, na qual o sistema
imunoldgico do hospedeiro elimina as bactérias da circulagao. Por outro lado, na falha destes
mecanismos ou na presenca de lesdes anatomicas, fluxo sanguineo turbulento ou materiais
estranhos, pode ocorrer evolucdo para um quadro infeccioso e sepse (Christaki & Giamarellos-
Bourboulis, 2013). Estes quadros infecciosos sdo, geralmente, classificados como primarios
(sem foco definido) ou secundarios, quando associados a uma confirmac¢do clinica ou
microbioldgica de infeccdo em um sitio corporal determinado (Laupland, 2013).

Aincidéncia das ICS, tanto de origem comunitaria como nosocomial, tem aumentado
significativamente nos ultimos anos. Observa-se predominio entre homens, principalmente
mais velhos, e entre pacientes muito jovens ou idosos. Destacam-se, como origem de
bacteremia, infecdes intra-abdominais e dos sistemas respiratorio e urindrio. Em cerca de 10%
dos casos, a origem ndo pode ser definida (Christaki & Giamarellos-Bourboulis, 2013).

No que se refere a etiologia, existem variacGes de acordo com idade, localizacdo
geografica, ambiente e comorbidades. Entre os principais agentes da doenca, destacam-se
Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus (Siegman-igra et al.,
2002; Kollef et al., 2011; Vallés et al., 2013).

As taxas de mortalidade associadas a ICS variam amplamente. S3o relatados valores
entre cerca de 4% a mais de 40%, influenciados por fatores como idade, gravidade da doencga
e presenca de sepse ou choque séptico (Siegman-lgra et al., 2002; Vallés et al., 2003; Reddy
etal., 2010; Kollef et al., 2011; Sggaard et al., 2011; Kanoksil et al., 2013; Laupland et al., 2013;
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Vallés et al., 2013). Apesar do aumento da frequéncia da doenca em pacientes internados em
unidades de terapia intensiva (de 9 para 24,4 casos/1000 admissdes) entre os anos de 1993 e
2007, a mortalidade associada decaiu aproximadamente 20% no mesmo periodo - baseado
em dados de diferentes paises como Tailandia, Dinamarca e Finlandia (Christaki &
Giamarellos-Bourboulis, 2013; Vallés et al., 2013;). A evolucdo da doenca também varia de
acordo com sua etiologia. Casos relacionados a Candida spp., Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus spp. sao, frequentemente, fatais (Al Mohajer & Darouiche, 2012).

No Brasil, os enterococos sao classificados como o oitavo agente causador de ICS,
sendo o terceiro dentre os cocos Gram positivos (Gales et al., 2009). Dessa forma, em recente
pesquisa epidemioldgica conduzida por Marra e colaboradores (2011), verificou-se que os
Enterococcus spp. respondem por 4,5% das ICS, resultando numa taxa de mortalidade de

49,5%.

1.5.2 Infecgbes do trato urindrio (ITU)

As ITUs estdo entre as doencas infecciosas bacterianas em humanos mais prevalentes
em todo o mundo (aproximadamente 150 milhGes de casos por ano) e sdo a forma mais comum
de infec¢do enterocécica (Abat et al. 2016, Fallah et al., 2017). Ocorrem, com maior frequéncia,
em mulheres, devido, entre outros fatores, a prdopria anatomia do trato geniturindrio feminino,
em que a uretra é mais curta, facilitando a contaminacdo de origem fecal (Abat et al. 2016).

Embora ndao seja comum, as ITUs podem causar bacteremia, inclusive, evoluindo para
obito (Nielubowicz & Mobley, 2010; Abat et al, 2016). E. coli é a bactéria mais
predominantemente associada a etiopatogenia de ITU, e S. saprophyticus também se destaca
neste tipo de infecgdo. Entretanto, Enterococcus spp., principalmente E. faecalis, tém emergido
como agentes importantes da doencga (Jane & Desforges, 1993; Ramakrishnan & Scheid, 2005;
Zhanel et al., 2006; John & Carvalho, 2011), sendo que hoje as ITUs sdo a forma mais comum de
doenca infecciosa enterocécica (Lebreton et al., 2014).

As ITU podem ter origem comunitaria ou nosomial. No que se refere a ITU comunitdria,
estima-se que a doenca acometa cerca de metade da populacdio mundial. No Brasil,
aproximadamente 80% das consultas clinicas sdo relativas a infeccbes do trato urinario,

destacando-se o alto numero de casos de cistites em mulheres (Vasco, 2016; Poletto & Reis,
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2005; Amadeu et al., 2009). As ITUs nosocomiais sdo responsaveis por aproximadamente 40%
de todas as IRAS, muitas vezes, associadas a resisténcia antimicrobiana. Devido as limitagdes
terapéuticas, o tratamento dos microrganismos multirresistentes relacionados a essas
infeccdes vem se tornando um grande desafio para a saude publica em todo mundo (Fallah,
2017; Poletto & Reis, 2005; Amadeu et al., 2009). Os enterococos (E. faecalis e E. faecium) sdo
responsaveis por um pequeno numero de casos de ITU comunitaria, porém estdo associados
al5% a 30% das infecgdes do trato urindrio relacionadas a assisténcia a saude (Hidron et al.,
2008; Kline & Lewis, 2016). Pacientes em uso de cateteres urindrios sdo frequentemente
infectados por espécies de Enterococcus (John & Carvalho, 2011). Além disso, Murray (1990)
demonstrou que, quatro em cada nove pacientes com bacteremia associada a Enterococcus
apresentam ITU (Lebreton et al., 2014).

Infeccdo devido a linhagens de Enterococcus resistentes a multiplas drogas é, hoje,
um problema médico de grande importancia (Kline & Lewis, 2016). Nao inesperadamente,
VRE tornou-se um dos principais agentes patogénicos do sistema urindrio associados aos

cuidados de saude entre os pacientes com UTI (Hidron et al., 2008).



| 39

2 JUSTIFICATIVA

Enterococcus tem sido considerado um patdégeno de importdncia crescente,
principalmente no que se refere as IRAS. Isto se deve ndo apenas a sua capacidade de
sobreviver em condicBes extremas e a sua resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos,
mas também a sua facilidade em adquirir novos genes de resisténcia por transferéncia
horizontal. Considerando-se a importancia de se conhecer a biologia do microrganismo que
se esta tentando combater, caracterizar os representantes do género Enterococcus isolados
de amostras clinicas, dos pontos de vista genotipico e fenotipico, em especial, em relagdo a
aspectos da viruléncia e da resisténcia a drogas antimicrobianas, é de fundamental
importancia. A resisténcia a antimicrobianos possui ainda um fator agravante, que é a
capacidade de o microrganismo transmitir os genes associados a esta caracteristica entre
bactérias ndo sé da mesma espécie, mas, até mesmo, de grupos taxonomicamente ndo tao
préximos. Nas ultimas décadas, os integrons foram identificados como unidades genéticas
presentes em ampla gama de grupos bacterianos, caracterizados pela sua habilidade de
capturar elementos moveis pequenos, denominados cassetes génicos, que, muitas vezes,
carregam genes que codificam resisténcia a antimicrobianos. Estes elementos genéticos
constituem um poderoso vetor de multirresisténcia a antimicrobianos. Apesar de serem mais
frequentemente descritos em bactérias Gram negativas, integrons também s3ao encontrados
em bactérias Gram positivas, inclusive Enterococcus. Entretanto, o volume de estudos que
relatam a pesquisa e a caracterizacdo de integrons e cassetes génicos no microrganismo é
muito timido, inclusive no Brasil, o que demonstra a necessidade de novas investigacoes.
Assim, com base nos dados expostos, foi proposto este estudo, de carater epidemioldgico,
gue busca contribuir para o conhecimento relativo a diversidade e aspectos da viruléncia e
resisténcia a drogas antimicrobianas de amostras clinicas e indigenas de Enterococcus isoladas

de pacientes com ICS ou ITU e de individuos voluntarios saudaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Caracterizar amostras de Enterococcus isoladas de individuos saudaveis
(comunidade) e pacientes com ICS ou ITU, no que se refere a diversidade, viruléncia
e resisténcia a drogas antimicrobianas, empregando-se abordagens fenotipica e

genotipica.

3.2  Objetivos especificos

¢ Identificar, no nivel de espécie, as amostras de Enterococcus incluidas no estudo.

e Avaliar a capacidade de producdo de gelatinase e citolisina pelas bactérias.

e Avaliar e caracterizar a capacidade de producao de biofilme pelas amostras.

e Caracterizar geneticamente as amostras de Enterococcus recuperadas de pacientes
com ICS quanto a presenca de genes associados a viruléncia.

e Investigar o perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas das amostras de
Enterococcus incluidas no estudo por abordagens fenotipica e genotipica.

e Investigar a presenga de integrons nas amostras de Enterococcus.

e Estabelecer a correlacdo genética entre as amostras de Enterococcus incluidas no

estudo empregando-se a técnica de tipagem por meio de (GTG)s rep-PCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Amostras bacterianas: isolamento, identificagdao e aspectos éticos

Foram incluidas no estudo 103 amostras de Enterococcus, pertencentes a
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios/ICB/UFMG, que vém sendo
mantidas em freezer -80 °C.

Estas amostras foram divididas em trés grupos, de acordo com a origem:

e Comunidade (n=33): Uma amostra de fezes de individuos saudaveis da
comunidade da Universidade Federal de Minas Gerais foi inoculada em Brain Heart Infusion®
salgado (BHI + 6,5% de NaCl) e o material foi incubado por 24 h, a 37 °C. Em seguida, uma
aliquota foi semeada, por esgotamento, em Agar Mitis-Salivarius? e incubada por 24 h, a 37
°C. Por fim, foram selecionadas col6nias de coloracdo azul escura ou negra, que foram
repicadas em Agar Bile-Esculina 3. As amostras cujas col6nias apresentavam aspecto
caracteristico de Enterococcus foram submetidas a teste para verificacdo da producdo de
catalase e coloragdao de Gram. Amostras coletadas entre abril e junho de 2017.

e |TU (n=35): As amostras de Enterococcus foram isoladas em urocultura, de acordo
com os procedimentos diagndsticos empregados no Laboratério Hermes Pardini (Belo
Horizonte). Amostras coletadas entre marco e abril de 2017.

e |CS (n=35): As amostras de Enterococcus foram isoladas em hemoculturas de
pacientes com ICS internados em diferentes hospitais (Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, Hospital Evangélico, Hospital Municipal Odilon Behrens, Hospital
Jodo XXIlI, Hospital Semper e Santa Casa de Belo Horizonte) de Belo Horizonte. Amostras
coletadas durante os anos de 2008 e 2009.

O projeto foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa dos Hospitais
participantes e do COEP/UFMG (ETIC 114/08). Ndo foram identificados pacientes, nem

utilizados dados clinicos referentes aos mesmos.

1 BD, Franklin Lakes, NJ, EUA
2BD
3BD
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Como controle positivo para as reacdes de amplificacdo, foram utilizadas as bactérias
listadas abaixo, que foram gentilmente cedidas pelas professoras Ana Lucia Costa Darini
(Laboratério Especial de Bacteriologia e Epidemiologia Molecular, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S3o Paulo) e Lucia Martins Teixeira
(Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gdes,
Universidade Federal do Rio de Janeiro):
¢ |dentificagdo de espécie: E. faecalis NCTC775, E. faecium NCTC717, E. gallinarum
NCTC12359 e E. casseliflavus NCTC1261.

e Integrons (Climaco, 2011): Klebsiella pneumoniae 24 (intl1) e P. aeruginosa 123
(intl2).

e Resisténcia a vancomicina (Silva, 2012): E. faecalis HC49 (vanA) e E. faecium vanB
(vanB).

e Fatores de patogenicidade (Camargo et al., 2006; Camargo et al., 2008): VREFSiph-
11 (gelE e esp), VSEFSchs-8 (gelE; éperon cyl) e VREFMiph-17 (hyl e esp).

e Resisténcia a antimicrobianos (Santos et al., 2017): E faecalis RS-75 [ant-(67)-1a] e
Streptococcus grupo B RS-82 [tet(M)], RS-83 [tet(O)], RS-84 [tet(L)], grupo C RS-79
(ermA) e grupo G RS-77 (mefA), 78 (ermB).

4.2 Extracao do DNA bacteriano

A extracdo do DNA das amostras bacterianas foi feita pelo método descrito por Fox
et al. (1994), com modificacdes. Apds cultivo em meio TSA%, por 24 h, a 37 °C, as culturas
bacterianas foram dissolvidas em agua Milli-Q®> estéril e o material foi centrifugado. O pellet

celular obtido foi ressuspendido em 100 pL de tampao STET (Sacarose® 8%, Tris-HCI” 50 mM,

4 Difco, Sparks, MD, EUA
5> Direct-Q 3; Millipore, Molsheim, Franca
6 Inlab, S3o Paulo, SP, Brasil

7 Promega, Madison, WI, EUA
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EDTA2 50 mM, Triton X-100° 0,1%; pH 8,0). A seguir, 60 pL de solucdo de lisozima'® 30 mg/mL
foi adicionada a suspensdo, sendo esta incubada a 37 °C por 12 min. Em seguida, foram
adicionados 60 pL de SDS*! 10% e 10 pL de RNase A% 0,5 mg/mL, e o material foi incubado a
37 °C por 1 h. Adicionou-se, entdo, 30 pL de proteinase K3 10 mg/mL e a suspensdo foi
novamente homogeneizada e incubada overnight a 37 °C. A amostra foram adicionados 75 pL
de NaCl** 5 M e o tubo foi invertido de forma suave para homogeneizag¢3o. Foram adicionados
60 plL de solugdo CTAB'> 5% p/v/NaCl 0,7 M, a solucio foi gentilmente agitada e incubada por
10 min a 56 °C. O DNA foi extraido adicionando-se a amostra 350 pL de fenol*® (equilibrado
em Tris-HCI 500 mM, pH 8,0) e 350 pL de cloroférmiol’. A seguir, a mistura foi homogeneizada
e centrifugada em baixa rotacdo por 4 min. A fase superior foi removida e transferida para
outro tubo. O procedimento foi repetido por cerca de trés vezes. O DNA foi, entdo, precipitado
a - 20 °C, overnight, pela adi¢cdo de 60 pL de acetato de sédio'® 3 M e 750 uL de etanol
absoluto'®. Apds este periodo, a suspensio foi centrifugada a 12000 g, por 75 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 750 pL de etanol 70%. A suspensao foi
novamente centrifugada a 12000 g, por 25 min, a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e os
tubos contendo as amostras de DNA foram mantidos abertos, vertidos sobre papel
absorvente, para evaporac¢ao do etanol residual. O sedimento de DNA foi diluido em 50 pL de
agua Milli-Q®estéril. A amostra foi homogeneizada, a concentracdo de DNA foi medida em
espectrofotdmetro 2°, empregando-se comprimento de onda de 260 nm, e a relacdo

DNA/proteina foi estimada utilizando-se, também, a leitura realizada a 280 nm. As amostras

8Life, Gairhesburg, MD, EUA

% Calbiochem, La Jolla, CA, EUA
10Sigma-Aldrich

11 calbiochem

12Sigma-Aldrich

Blnvitrogen, Carlsbad, CA, EUA
14Sigma-Aldrich
15Sigma-Aldrich

%|nvitrogen

YMerck, Darmstadt, Alemanha
18Sigma-Aldrich

PMerck

20 Nanodrop 1000; Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE, EUA
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de DNA foram diluidas em agua Milli-Q® estéril até concentragdo de 20 ng/mL. O material foi,

entdao, mantido a -20 °C, até o momento de sua utilizagao.

4.3 Identificagdao fenotipica de Enterococcus no nivel de espécie pelo sistema

automatizado VITEK®2

Para a identificacdo fenotipica pelo sistema automatizado VITEK®22%, foram seguidas
as instrugdes do fabricante. As amostras, apds cultivo em TSA, por 18 h, a 37 °C, foram
ajustadas até turvacdo correspondente a escala McFarland 0,5 em 3 mL de solugdo salina
fornecida pelo fabricante. A identificacdo foi realizada utilizando-se os cartées GP, para cocos
Gram positivos e bastonetes ndo esporulantes. A inoculacdo das suspensdes nos cartdes de
identificacdo, a incubacdo e a leitura dos testes foram realizadas pelo aparelho, seguindo-se

as instrucdes do fabricante.

4.4 Identificagdao genética de Enterococcus por PCR multiplex

A reacdo de amplificacdo foi feita em volume final de 25 uL, contendo 60 ng de DNA,
1 uM de cada primer?? (Quadro 1), 800 uM de dNTP?3, 0,025 U/uL de Tag DNA polimerase?4,
2 mM de MgCl>* e tamp3o 1X%°. A amplificac3o foi realizada sob as seguintes condi¢des: um
ciclo de desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; 30 ciclos a 94 °C por 60 s, 54 °C por 60 s e 72
°C por 60 s; e um ciclo de extensdo final a 72 °C por 10 min (Dutka-Malen et al., 1995). Em
todos os lotes de reac¢do, foram incluidos controles positivos (ver se¢do 4.1) e negativo (mix

da reacdo, sem a adicdo de DNA).

21 bjoMérieux, Franca

22 Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, EUA
2 Promega, Madison, WI, EUA

24 phoneutria, Belo Horizonte, MG, Brasil

%5 Phoneutria

26 Phoneutria
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Quadro 1 - Primers empregados na reacao de amplificacdo
para identificacdo genotipica de Enterococcus no nivel de espécie.

FENOTIPO/ AMPLICON

GENE PRODUTO DO GENE (PB) SEQUENCIA (5'->3’) REFERENCIA*
ddle fuccals D-AIa:D-AIa ligase 041 F: ATCAAGTACAGTTAGTCT T 1

(E. faecalis) R: ACG ATT CAA AGCTAACTG
ddlle foecium D-Ala:D-Ala ligase 550 F: GCA AGG CTT CTT AGA GA )

(E. faecium) R: CAT CGT GTAAGCTAACTTC
vanci Fendtipo Van C1 822 F: GGT ATC AAG GAAACCTC 1

(E. gallinarum) R: CTT CCG CCATCATAGCT
vanC2/ Fendtipo VanC2/C3 439 F: CTCCTACGATTCTCT TG 1
vanC3 (E. casseliflavus) R: CGA GCA AGA CCTTTA AG

* 1 - Dutka-Malen et al. (1995); 2 - Silva et al. (2012).

4.5 Avaliagcdo da produgdo de gelatinase e citolisina/hemolisina

Para avaliagdo da producdo de gelatinase, as bactérias foram inoculadas, em estria,
em agar nutriente?’ acrescido de 3% de gelatina®® e o material foi incubado a 37 °C, por 18 h.
A seguir, as culturas foram armazenadas a 4 °C, por 5 h e, entdo, foi realizada a leitura, por
meio da avaliacao da presenca de zonas claras ao redor das colbnias, indicativas de hidrélise
da gelatina, decorrente da acdo da gelatinase (Gongalves et al., 2013).

Para investigacdo da producdo de citolisina/hemolisina, as amostras foram
inoculadas, também em estria, em meio TSA acrescido de 5% de sangue de cavalo. Apds
incubacdo a 37 °C, por 24 h, foi realizada a leitura, pela verificacao da presenca de zonas claras
ao redor das coldnias, indicativas de hemdlise, decorrente da agao da hemolisina (Gongalves

etal., 2013).

27 BD

28 Difco
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4.6  Avaliagdo da produgdo de biofilme

O ensaio de avaliacdo da producdo de biofilme foi realizado segundo protocolo
descrito por Lépez-Salas et al. (2013), com modificagdes. Apds cultivo em TSA, por 18 h, a 37
°C, as culturas bacterianas foram ajustadas até turvacao correspondente a escala McFarland
0,5. Em seguida, as amostras foram diluidas (1:40) em 200 pL de TSBg para, em seguida, serem
inoculadas em microplacas de poliestireno de fundo chato com 96 pocos e incubadas por 48
h, a 37 °C. As células plancténicas foram, entdo, removidas por inversdao e o material foi
processado. Nesse processo, as placas foram lavadas trés vezes com solugdo salina (NaCl 0,9%)
e deixadas secar por 15 min. Em seguida, foram coradas com solucdo de cristal violeta?°por
15 min. O excesso de cristal violeta foi removido e a placa foi novamente lavada trés vezes
com solucdo salina. O cristal violeta aderido a microplaca foi solubilizado utilizando-se solucao
de etanol-acetona (80:20 v/v), por 15 min. Essa solugdo foi, entdo, transferida para uma nova
microplaca e sua densidade O6ptica foi medida a 570 nm (ODsy0). As amostras foram
classificadas como produtoras de biofilme (absorbancia > 0,5) ou nao produtoras (absorbancia
< 0,5). Além disto, a producdo foi classificada como alta (absorbancia > 2), moderada

(absorbancia entre > 1 e 2) ou baixa (absorbancia entre > 0,5 e 1).

4.7 Estudo genético da viruléncia das amostras de Enterococcus do grupo ICS

A pesquisa de genes que codificam fatores de patogenicidade nas amostras de
Enterococcus foi realizada por PCR, empregando-se primers descritos em estudos anteriores
(Quadro 2). Controles positivos (ver secdo 4.1) e negativo (mix sem adicdo de DNA) foram
empregados em todas as reacdes.

Para os genes gelE, cylA, cyIM, efaAfs, efaAfm, cpd, cob, ccf e esp, a reacdo de
amplificacdo foi feita em volume final de 25 uL, contendo 60 ng de DNA, 0,4 uM de cada
primer, 200 uM de dNTP, 0,02 U/uL de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl, e tamp3do 1X.

A amplificacao foi realizada sob as seguintes condi¢cdes: um ciclo inicial a 94 °C por 2 min, 55

22 NewProv, Pinhais, PR, Brasil
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°C por 2 min e 72 °C por 2 min seguido de 29 ciclos a 92 °C por 15 s, 55 °C por 15 s e 72 °C por
15 s (Eaton & Gasson, 2001).

Para o gene ace, a reacao de amplificacdo foi feita em volume final de 25 uL, contendo
60 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer, 800 uM de dNTP, 0,04 U/uL de Tag DNA polimerase,
1,5 mM de MgCl; e tampdo 1X. A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condicdes: 30
ciclos a 94 °C por 60's, 56 °C por 60 s e 72 °C por 60 s (Mannu et al., 2003).

Para o gene hyl, areacdo de amplificacao foi feita em volume final de 25 L, contendo
60 ng de DNA, 0,1 uM de cada primer, 200 uM de dNTP, 0,05 U/uL de Tag DNA polimerase,
1,5 mM de MgCl, e tampao 1X (Vankerckhoven et al., 2004). A amplificagcdo foi realizada sob
as seguintes condicdes: 30 ciclos a 94 °C por 60 s, 56 °C por 60 s e 72 °C por 60 s (Klare et al.,
2005).

Para os genes cylLl e cylls, a reacdo de amplificacdo foi feita em volume final de 25
uL, contendo 60 ng de DNA, 0,5 uM de cada primer, 100 uM de dNTP, 0,05 U/uL de Tag DNA
polimerase, 2,5 mM de MgCl; e tampdo 1X. A amplificacdo foi realizada sob as seguintes
condig¢Oes: desnaturagao inicial a 94 °C por 3 min, 35 ciclos a 94 °C por 60 s, 55°C por 60 s e 72

°C por 2 min, seguido pela extensao final a 72 °C por 7 min (Semedo et al., 2003).
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Quadro 2 - Lista de primers utilizados nas rea¢des de amplificacdo para a pesquisa dos genes
associados a viruléncia das amostras de Enterococcus.

PRODUTO/ AMPLICON

ALVO FUNCAO DO GENE SEQUENCIA (5'->3’) (PB) REF.*
. F: ACCCCGTATCATTGG TTT
gelt Gelatinase R: ACG CAT TGC TTT TCC ATC 419
cyiM Citolisina (modificador pés-  F: CTG ATG GAA AGA AGA TAG TAT 742
traducional) R: TGA GTT GGT CTG ATT ACATTT
cylA Citolisina (componente F: TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT 517
ativador) R: TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA
esp Proteina de superficie F: TTG CTA ATG CTA GTC CAC GAC C 933
R: GCG TCAACA CTT GCATTG CCG AA
Proteina de adesao (E. F: GAC AGA CCCTCA CGA ATA
efolfs  tecalis) ( R: AGT TCA TCA TGC TGT AGT A 705 !
efaAfm Proteina de adesdo (E. F: AAC AGA TCC GCATGA ATA 735
faecium) R: CATTTCATCATC TGATAG TA
cpd Feromonio sexual F:TGGTGG GTT ATTTTT CAATTC 782
R: TAC GGC TCT GGC TTA CTA
cob Feromonio sexual F: AAC ATT CAG CAA ACA AAG C 1405
R: TTG TCA TAA AGA GTG GTC AT
ccf Feromdnio sexual F: GGG AAT TGA GTA GTG AAG AAG 543
R: AGC CGC TAA AAT CGG TAA AAT
Fator acessorio de
ace colonizagdo (adesina de F: AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC 320 2
. R: TCT ATCACATTC GGTTGCG
colageno)
. . F: GAG TAG AGG AAT ATCTTA GC
hyl Hialuronidase R: AGG CTC CAA TTC TGT 661 3
eyl Citolisina (unidade F: GAT GGA GGG TAAGAATTATGG 253
estrutural) R: GCT TCA CCT CAC TAA GTT TTA TAG 4
cylLs Citolisina (unidade F: GAA GCA CAG TGC TAA ATA AGG 240
estrutural) R: GTATAA GAG GGC TAG TTT CAC

* 1 - Eaton & Gasson (2001); 2 - Mannu et al. (2003); 3 - Klare et al. (2005); 4 - Semedo et al. (2003).

4.8 Avaliagao do perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas das amostras

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras em estudo foi
realizada pelo método de difusdo em agar, segundo especificacoes do CLSI (2015). Colo6nias
de Enterococcus obtidas em TSA foram transferidas para tubos contendo solugdo salina (0,85%
NaCl) até turvacdo correspondente a escala McFarland 0,5. A seguir, as suspensdes
bacterianas foram semeadas por toda a superficie do Agar Mueller Hinton3° com auxilio de

swab estéril. Decorridos cerca de 5 min, discos comerciais impregnados com

30 pifco
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antimicrobianos3! (Quadro 3) foram depositados na superficie do meio de cultura, mantendo-
se distancia minima de 24 mm entre os centros dos discos.

A leitura foi realizada apds 16-18 h de incubacdo (24 h para vancomicina), a 37 °C,
por meio da medida dos diametros dos halos de inibicdo das amostras bacterianas e
comparacdo com a classificacdo preconizada pelo CLSI (Quadro 3). Como controle, foi utilizada

a amostra S. aureus ATCC 25923.

Quadro 3 - Antimicrobianos, concentragdes e padrao de interpretagao
para Enterococcus spp., segundo protocolo do CLSI (2015).

DIAMETRO DO HALO (mm)*

ANTIMICROBIANO SIGLA CLASSE ; i
SENSIVEL  INTERMEDIARIO  RESISTENTE

Ampicilina 10 pg AMP Penicilinas >17 - <16
Ciprofloxacino 30 ug CIP Fluoroquinolonas >21 16-20 <15
Cloranfenicol 30 ug CLO Fenicol >18 13-17 <12
Eritromicina 15 ug ERI Macrolidios >23 14-22 <13
Levofloxacino 5 ug LVX Fluoroquinolonas >17 14-16 <13
Linezolida 30 pg LzZD Oxazolidinonas >23 21-22 <20
Penicilina G 10 U.I. PEN Penicilinas >15 - <14
Tetraciclina 30 pg TET Tetraciclina 219 15-18 <14
Vancomicina 30 ug VAN Glicopeptideo 217 15-16 <14

! Referéncia: Tabela 2D - CLSI M100-S25, 2015.

Para ser classificada como multidroga-resistente (MDR), a amostra deve apresentar

resisténcia a, pelo menos, trés agentes antimicrobianos de, pelo menos, trés classes

diferentes, como definido por Abamecha et al. (2015).

4.9 Pesquisa de integrons nas amostras de Enterococcus

Para a pesquisa de integrons e cassetes génicos associados a resisténcia a drogas

antimicrobianas, foram empregados os primers descritos no Quadro 4.

31Cecon, S3o Paulo, SP, Brasil
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Quadro 4 - Lista de primers utilizados na reagdao de amplificagao
para pesquisa dos genes intl/1 e intl2 (genes que codificam integrases).

ALVO  SEQUENCIA (5'>3’) AMPLICON (PB) REFERENCIA

intl1 F: ACGAGCGCAAGGTTTCGGT 565
R: GAA AGG TCT GGT CAT ACATG

inti2 F: GTG CAACGCATTTTGCAGG 403
R: CAA CGG AGT CAT GCAGATG

Su etal., 2006

A reacao de amplificagdo foi feita em volume final de 25 uL, contendo 60 ng de DNA,
primer (4 UM para os primers intl1; 3 uM para os primers int/2), 800 uM de dNTP, 0,025 U/uL
de Tag DNA polimerase, 1,5 mM de MgCl, e tampdo 1X. A amplificacdo foi realizada sob as
seguintes condicdes: um ciclo de desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min; 30 ciclos a 94 °C por
305s,52°Cpor30se 72°Cpor2 mine um ciclo de extensado final a 72 °C por 7 min (Su et al.,
2006). Em todos os lotes de reacdo foram incluidos controles positivos (ver secdo 4.1) e

negativo (mix da reacdo, sem a adicdo de DNA).

4.10 Estudo genético da resisténcia a antimicrobianos das amostras de Enterococcus

A pesquisa de genes que codificam resisténcia a drogas antimicrobianas e fatores de
patogenicidade nas amostras de Enterococcus foi realizada por PCR, empregando-se primers
e condi¢bes descritos em estudos anteriores (Quadro 5). Controles positivos e negativo (mix

sem adicdo de DNA) serdo empregados em todas as reagoes.
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Quadro 5 - Reacdes de amplificacdo para pesquisa de genes que codificam resisténcia a
drogas antimicrobianas em Enterococcus.

CONDICOES AMPLICON

* E ’ ’ A
ALVO*  SEQUENCIA (5'>3) COMPOSICAODOMIX |\ \oer 30 (pb) REF.
F: GTG GAC AAA GGT ACA ACG AG
TetM 406
R: CGG TAA AGT TCG TCA CAC AC primer
oo FrAACTTAGGC ATT CTG GCT CAC erm(A): 0,5 uM _ 51
R: TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA erm(B): 0,5 um 93°C, 3 min
mef (A/E): 0,2 uM B —
Tt F: TGG TGG AAT GAT AGC CCA TT tet(M): 0,4 uM 30 x - Malhotra-
R: CAG GAA TGA CAG CAC GCT AA tet(0): 0,3 UM 93°C, 1 min Kuma
pma  FCCC GAA AAT ACG CAA AAT TTC AT tet(L): 0,4 uM 62°C, 1 min s50 etal,
R: CCC TTT TAC CCA TTT ATA AAC G 65°C, 4 min 2005
dNTP: 0,2 mM
frmp T TGG TAT TCC AAATGC GTA ATG MgCly: 1,5 mM 65°C,3min
R: CTG TGG TAT GGC GGG TAA GT Taq DNA polimerase: 2
U
F: CAA TAT GGG CAG GGC AAG
mefA/E ¢, AAG CTG TTC CAA TGC TAC GG 317
primer: 6,5 mg/mL 35 x
, dNTP: 0,2 mM , ,
ant(4’)-  F: CTG CTA AAT CGG TAG AAG C MeCle 1.5 mi 94°C, 1min, o, Fluit et
la R: CAG ACC AAT CAA CAT GGC ACC g2: 4o M 55 °C, 1 min, al,, 2003
Taqg DNA polimerase: 72 5C. 1 min
0,25 U/pL ’
94 °C, 2min,
Jana T GGG AAAACG ACA ATT GC primer: 0.4 uM 520C. amin, 739
R: GTA CAATGC GGC CGT TA dNTP: 0,2 mM 72 °C, 2min, Dutka-
MgCly: 1,5 mM 29 x ——— Malenet
F: ATG GGA AGC CGA TAG TC Tag DNA polimerase: 0,4  94°C, 25s, al.,, 1995
vanB U 520°C 40s 635
R: GAT TTC GTT CCT CGA CC ’ ,
72°C,50s

*Alvos: tetM/O/L, tetraciclina; ermA/B, eritromicina; mefA/E, eritromicina; ant(4’)-la, aminoglicosideos; vanA/B,
vancomicina)

4.11 Correlagdao genética entre as amostras bacterianas avaliada pela metodologia

(GTG)s-PCR

O rep-PCR fingerprinting foi realizado utilizando-se o iniciador (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3') e
condicdes previamente descritas (Svec et al., 2005), com modificacdes. O mix de PCR (25 pL)
continha 60 ng de DNA, 1 uM do iniciador (GTG)s, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 2
U de Tag DNA polimerase (Phoneutria) e tampdo. A reacdo consistiu em um ciclo inicial de
desnaturacdo (94 °C, 7 min), seguido por 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C, 1 min), anelamento
de iniciadores (40 °C, 1 min) e extensdo (65 °C, 8 min). O ultimo ciclo foi seguido por uma
etapa final de extensdo (65 °C, 16 min). Os amplicons obtidos foram separados por 16 h a 1,55

Vem™ em gel de agarosel,5% (p/v) (20 x 25 cm) contendo brometo de etidio (0,5 g mL™). Um
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marcador de peso molecular de 1 Kb (Ludwig Biotec, Brasil) foi utilizado para permitir a
normaliza¢do das imagens dos géis. Os géis foram fotodocumentados sob luz UV (302 nm) e
analisados utilizando-se o software Gell. Foi construido um dendrograma utilizando-se
Coeficiente de Correlagdo de Pearson e, para a formagdo dos clusters, foi utilizada a

metodologia UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages).

4.12 Construgao dos graficos

Os graficos foram feitos no programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, California, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagao fenotipica das amostras de Enterococcus grupo ICS no nivel de espécie

pelo sistema automatizado VITEK®2 e confirmagdo genotipica por PCR multiplex

Aidentificacdo fenotipica das 35 amostras de Enterococcus recuperadas de pacientes
com ICS pelo método automatizado VITEK®2 nos forneceu a seguinte distribuicdo: 27
amostras identificadas como E. faecalis (77,14%), cinco como E. faecium (14,29%) e trés como
E. casseliflavus (8,57%).

A confirmacao da identificacao foi, entdo, realizada por método genotipico (Figura 6)
e mostrou que uma das amostras identificadas como E. casseliflavus correspondia a espécie
E. gallinarum (amostra 45, figura 6B). As demais amostras foram identificadas similarmente
pelas duas técnicas utilizadas. Houve, portanto, concordancia de 97,14% (34/35) na

identificacdo, no nivel de espécie, entre as duas técnicas empregadas.

Figura 6 - Identificacao genotipica de Enterococcus no nivel de espécie.
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Legenda: B: E. gallinarum, 822 pb; C: E. casseliflavus, 439 pb; D: E faecium, 550 pb; E: E. faecalis, 941 pb; C-:
controle negativo da reagdo.
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5.2 Identificacdo genotipica das amostras de Enterococcus no nivel de espécie por PCR

multiplex

A distribuicdo das espécies de Enterococcus para cada um dos grupos do estudo

(Figura 7), considerando-se a metodologia de identificacdo genotipica foi:

Grupo Comunidade: E. faecium - 29 amostras (87,87%), E. faecalis — trés amostras
(9,09%), E. casseliflavus - uma amostra (3,03%).

Grupo ITU: E. faecalis- 35 amostras (100,00% .

Grupo ICS: E. faecalis - 27 amostras (77,14%), E. faecium - cinco amostras (14,29%),

E. casseliflavus - duas amostras (5,71%) e E. gallinarum - uma amostra (2,86%).

Figura 7 - Prevaléncia das espécies de Enterococcus.

100- 3,03%, n=1 2,86%, n=1
5,71%, n=2
80+ 14,29%, n=5
601
40+
3 E. gallinarum
20+ 3 E. casseliflavus
87,87%, n=29 3 E. faecium
0 9,09%, n=3 100%, n=35 77,14%, n=27 ] E. faecalis
comMm ITU ICS
(n=33) (n=35) (n=35)

Considerando-se o panorama global das amostras, percebe-se uma predominancia

na recuperacao da espécie E. faecium da coprocultura de individuos saudaveis da

comunidade, enquanto nos grupos ICS e ITU, que incluia amostras associadas a etiopatogenia

das doencas, a predominancia foi da espécie E. faecalis.
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5.3  Avaliagdo da producdo de gelatinase e citolisina

Abaixo sdo mostrados exemplos representativos dos resultados dos testes para a

avaliacdo da capacidade de producgao de gelatinase (figura 8) e de citolisina (figura 9).

Figura 8 - Exemplos representativos da presenca e auséncia de
producdo da enzima gelatinase em agar nutriente acrescido de 3% de gelatina.

A turbidez das seg¢bes 8 e 9, indica a auséncia de atividade da enzima gelatinase. As se¢Ges 10 e 11 apresentam
areas limpidas em torno do inéculos, indicando a degradagdo da gelatina pela enzima gelatinase produzida pelas
amostras.

Figura 9 - Exemplos representativos de amostras a-, - e ndo hemoliticas
identificadas em agar sangue (TSA + 5% de sangue de cavalo).

Ha auséncia de hemdlise nas se¢des 6, 7 e 49 (comparar com a seg¢do controle, na qual ndo houve inoculagdo de
microrganismo). As amostras das se¢des 3 e 5 apresentaram hemdlise parcial (a-hemdlise), enquanto as das
secOes 48 e 50 apresentaram atividade hemolitica total (B-hemdlise).
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No grupo Comunidade, observamos taxas muito pequenas de producado das enzimas
estudadas. A gelatinase foi expressa por duas amostras (6,06%; Figura 10A) e atividade
hemolitica foi observada em trés (9,09%; figura 11A) amostras. Apenas uma amostra de E.
faecium foi capaz de produzir as duas enzimas.

No grupo ITU, observou-se a producdo da enzima gelatinase em 15 (42,86%, Figura
10B) amostras e de citolisina em 11 (30,43%, Figura 11B) amostras. Apenas duas amostras
produziram ambas as enzimas.

No grupo ICS, a capacidade de producdo das enzimas gelatinase e citolisina foi
detectada em 14 (40,00%) das amostras do estudo e ndo estd distribuida de forma homogénea
entre as espécies. Como pode ser observado na Figura 10C, a producdo de gelatinase foi
detectada em 14 das 27 amostras de E. faecalis. Na Figura 11C, observa-se que a produc¢ao de
citolisina foi detectada em E. gallinarum, nas duas amostras de E. casseliflavus, em duas das
quatro amostras de E. faecium e em nove das 27 amostras de E. faecalis. Além disso, dentre
as amostras hemoliticas, apenas duas amostras de E. faecalis foram classificadas como -
hemoliticas. Dentre as 35 amostras do grupo, apenas cinco, todas E. faecalis, foram capazes
de sintetizar ambas as enzimas.

Comparando-se as amostras hemoliticas dos grupos ITU e ICS, observamos a
predominancia de a-hemdlise nas amostras “ICS” e de B-hemélise nas amostras “ITU”.

Percebe-se que as amostras de E. gallinarum (n=1) e E. casseliflavus (n=3) foram
capazes de produzir apenas citolisina. Além disso, observa-se que apenas E. faecium e E.
faecalis foram capazes de produzir B-hemdlise. Apenas oito (sete E. faecalis e uma E. faecium),

das 103 amostras do estudo foram capazes de expressar ambas as enzimas.
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Figura 10 - Distribuicdo das amostras de Enterococcus
de acordo com a habilidade de producdo da enzima gelatinase.
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Figura 11 - Distribuicdo das amostras de Enterococcus como
ndo-hemoliticas ou como amostras capazes de produzir a- ou B-hemélise.
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5.4  Avaliagdo da producdo de biofilme

Em todos os grupos observa-se que grande parte das amostras bacterianas ndo foram
capazes de produzir biofilme (Figura 12), apresentando taxas de 48,57% (n=17) no grupo ITU,
74,29% (n = 26) no grupo ICS, e 81,82% (n = 27) no grupo Comunidade. As amostras do grupo
ITU, portanto, foram as que apresentaram mais frequentemente capacidade de formagao de
biofilme, enquanto as amostras do grupo Comunidade apresentaram o menor percentual de
amostras com capacidade de produgao.

Dentre as espécies estudadas, E. faecalis mostra-se como mais apta a formar

biofilme, enquanto E. gallinarum e E. casseliflavus ndo apresentaram a habilidade.

Figura 12 - Distribuicdo da classificacdo das espécies de Enterococcus em relagdo a
capacidade de producao de biofilme.

A) Comunidade (n=33) B) ITU (n=35)
307 g1,82% 257
= 2207 4557%
201
2 2 151
< <
& &
o o 104 22,86% 22,86%
S 101 =
) 6,06% 1212% < s 5,71%
P m— —— B o oLl — : : —
AUSENCIA DE  BAIXA MODERADA ALTA AUSENCIADE  BAIXA MODERADA ALTA
PRODUCAO PRODUCAO PRODUCAO PRODUCAO
C) ICS (n=35)
307 74,20%
<
wn 201
<
o
i
o) [ E. gallinarum
3 101 17,14% O E. casseliflavus
5,71% O3 E. faecium
’ 2,86% .
0 1 — O E. faecalis

AUSENCIADE BAIXA MODERADA ALTA
PRODUCAO PRODUCAO




| 59

5.5 Estudo genético da viruléncia das amostras de Enterococcus do grupo ICS

Os resultados relativos a avaliacdo da presenca dos genes que codificam gelatinase
(gelE), proteina enterocdcica de superficie (esp), antigeno A da endocardite (efaAfs e efaAfm),
feromonios (cpd, cob e ccf), proteina ligadora de colageno (ace), hialuronidase (hyl/) e dos
genes do éperon da citolisina (cylA/M/LI/Ls) nas amostras do grupo ICS estdo apresentados
no Anexo 3A.

Observa-se que nas 35 amostras avaliadas, foram detectados os genes que codificam
a gelatinase e o feromdnio Ccf. Inversamente, o gene que codifica a hialuronidase (hy/) nao
foi detectado em nenhuma das amostras. O gene efaAfs foi detectado em 91,43% das
amostras, enquanto o gene efaAfm foi detectado em apenas 14,29% das mesmas (Figura 13).
A maioria das amostras possui entre cinco e sete dos genes de patogenicidade avaliados nesse
estudo (Figura 14). Trés amostras (8,57%) possuem nove dos genes e apenas uma (2,86%)

possui quatro dos genes estudados.

Figura 13 - Frequéncia da distribuicdo dos genes de patogenicidade nas amostras de
Enterococcus.
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Figura 14 - Frequéncia da distribuicdo da quantidade de genes de patogenicidade
identificado nas amostras.
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5.6  Avaliacdo do perfil de suscetibilidade a drogas antimicrobianas das amostras de

Enterococcus

Considerando-se o total de bactérias (n=103) e o numero de antimicrobianos
testados (n=9), foram realizados 927 testes de antibiogramas, assim divididos entre os grupos:
297 para o grupo Comunidade e 315 para os grupos ITU e ICS.

Para o grupo Comunidade, 83,84% dos testes identificaram amostras sensiveis, 2,36%
identificaram amostras resistentes e amostras com resisténcia intermedidria foram
identificadas em 13,80% dos testes realizados (Tabela 1, Figura 15A). Observamos para todas
as espécies e no perfil geral do grupo, mais de 80,00% de sensibilidade aos antimicrobianos.

Para o grupo ITU, 71,75% dos testes identificaram amostras sensiveis, 19,37%
identificaram amostras resistentes e amostras com resisténcia intermediaria foram
identificadas em 8,89% dos testes realizados (Figura 15B).

Para o grupo ICS, 54,60% dos testes identificaram amostras sensiveis, 26,98%
identificaram amostras resistentes e amostras com resisténcia intermediaria foram
identificadas em 18,41% dos testes realizados (Figura 15C). A espécie E. gallinarum
apresentou a maior frequéncia relativa de resisténcia, sendo 66,66% dos testes indicativos de

resisténcia ou resisténcia intermediaria. A frequéncia relativa de resisténcia em E. faecium
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também foi elevada, atingindo 60,00% dos testes realizados. Com 72,22% dos testes indicando
sensibilidade, E. casseliflavus foi a espécie que apresentou maior frequéncia relativa de
amostras sensiveis aos antimicrobianos testados (Tabela 1, Figura 15C).

Considerando-se todas as amostras do estudo, 69,80% dos testes identificaram
amostras sensiveis, 16,50% identificaram amostras resistentes e amostras com resisténcia
intermediaria foram identificadas em 13,70% dos testes realizados (Tabela 1, Figura 15D). A
espécie E. gallinarum (grupo ICS) apresentou a maior frequéncia relativa de resisténcia,
enquanto E. casseliflavus (grupos ICS e Comunidade) foi a espécie que apresentou maior

frequéncia relativa de amostras sensiveis aos antimicrobianos testados (Tabela 1, Figura 15D).



Tabela 1 - Frequéncias relativas e totais dos diferentes perfis de suscetibilidade
das amostras de Enterococcus frente aos antimicrobianos testados.

| 62

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DAS AMOSTRAS DE Enterococcus

ESPECIE TESTES (n)  SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE

N fr (%) f (%) n fr (%) f (%) n fr (%) (%)

ORIGEM: Comunidade (n=33)
E. faecalis 27 23 85,19 7,74 4 14,81 1,35 0 0 0
E. faecium 261 218 83,52 73,40 36 13,79 12,12 7 2,68 2,36
E. gallinarum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. casseliflavus 9 8 88,89 2,69 1 11,11 0,34 0 0 0
TOTAL 297 249 - 83,84 41 - 13,80 7 - 2,36
ORIGEM: ICS (n=35)
E. faecalis 243 138 56,79 43,81 46 18,93 14,60 59 24,28 18,73
E. faecium 45 18 40,00 5,71 5 11,11 1,59 22 48,89 6,98
E. gallinarum 9 3 33,33 0,95 3 33,33 0,95 3 33,33 0,95
E. casseliflavus 18 13 72,22 4,13 4 22,22 1,27 1 5,56 0,32
TOTAL 315 172 - 54,60 58 - 18,41 85 - 26,98
ORIGEM: ITU (n=35)
E. faecalis 315 226 71,75 71,75 28 8,89 8,89 61 19,37 19,37
E. faecium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. casseliflavus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 315 226 - 71,75 28 - 8,89 61 - 19,37
TODAS AS AMOSTRAS DO ESTUDO (n=103)

E. faecalis 585 387 66,15 41,75 78 13,33 8,41 120 20,51 12,94
E. faecium 306 236 77,12 25,46 41 13,40 4,42 29 9,48 3,13
E. gallinarum 9 3 33,33 0,32 3 33,33 0,32 3 33,33 0,32
E. casseliflavus 27 21 77,78 2,27 5 18,52 0,54 1 3,70 0,11
TOTAL 927 647 - 69,80 127 - 13,70 153 - 16,50

Legenda: n, numero de testes; fr, frequéncia relativa; f, frequéncia
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Figura 15 - Frequéncias relativas e total dos diferentes perfis de suscetibilidade
das amostras de Enterococcus frente aos antimicrobianos testados.
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O resultado expresso como percentual de amostras que apresentaram resisténcia,
resisténcia intermedidria ou suscetibilidade para cada um dos antimicrobianos testados é

apresentado na Figura 16 e na Tabela 2.
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Figura 16 - Frequéncia de resisténcia, resisténcia intermedidria ou suscetibilidade das
amostras de Enterococcus a cada um dos antimicrobianos testados.
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Perfil de suscetibilidade:
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Legenda: AMP (Ampicilina); CIP (Ciprofloxacino); CLO (Cloranfenicol); ERI (Eritromicina); LVX (Levofloxacino); LZD
(Linezolida); PEN (Penicilina G); TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
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Tabela 2 - Frequéncia de resisténcia, resisténcia intermedidria ou suscetibilidade das
amostras de Enterococcus para cada um dos antimicrobianos testados.

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DAS AMOSTRAS

ANTI- AMOSTRAS (n) FREQUENCIA (%)
MICROBIANO*  RESISTENTE INTERMEDIARIO  SENSIVEL RESISTENTE  INTERMEDIARIO  SENSIVEL
ORIGEM: Comunidade (n=33)
AMP 0 0 33 0,00 0,00 100,00
cp 1 17 15 3,03 51,52 45,45
cLO 0 0 33 0,00 0,00 100,00
ERI 3 21 9 9,09 63,64 27,27
LVX 0 2 31 0,00 6,06 93,94
LZD 0 0 33 0,00 0,00 100,00
PEN 0 0 33 0,00 0,00 100,00
TET 3 1 29 9,09 3,03 87,88
VAN 0 0 33 0,00 0,00 100,00

ORIGEM: ITU (n=35)

AMP 1 33 2,86 2,86 94,28
cp 8 22 14,28 22,86 62,86
CLO 1 28 17,14 2,86 80,00
ERI 18 5 12 51,42 14,29 34,29
LvX 2 29 11,43 5,71 82,86
LZD 1 34 0,00 2,86 97,14
PEN 0 32 8,57 0,00 91,43
TET 24 0 11 68,57 0,00 31,43
VAN 0 10 25 0,00 28,57 71,43

ORIGEM: ICS (n=35)

AMP 5 0 30 14,29 0,00 85,71
cp 8 25 2 22,86 71,43 5,71
CLo 9 1 25 25,71 2,86 71,43
ERI 19 13 3 54,29 37,14 8,57
LVX 9 18 22,86 25,71 51,43
LZD 4 28 8,57 11,43 80,00
PEN 7 0 28 20,00 0,00 80,00
TET 17 1 17 48,57 2,86 48,57
VAN 9 5 21 25,71 14,29 60,00

ORIGEM: TODAS AS AMOSTRAS (n=103)

AmP 6 1 96 5,83 0,97 93,20
cp 14 50 39 13,59 48,54 37,86
CLO 15 2 86 14,56 1,94 83,50
ERI 40 39 24 38,83 37,86 23,30
LVX 12 13 78 11,65 12,62 75,73
LZD 3 5 95 2,91 4,85 92,23
PEN 10 0 93 9,71 0,00 90,29
TET 44 2 57 42,72 1,94 55,34
VAN 9 15 79 8,74 14,56 76,70

*: AMP (Ampicilina); CIP (Ciprofloxacino); CLO (Cloranfenicol); ERI (Eritromicina); LVX (Levofloxacino); LZD
(Linezolida); PEN (Penicilina G); TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
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Para o grupo Comunidade, as maiores taxas de sensibilidade (100,00%) foram
observadas para ampicilina, cloranfenicol, linezolida, penicilina G e vancomicina (Figura 16A,
tabela 2). As maiores taxas de resisténcia foram detectadas para eritromicina (72,73%) e
ciprofloxacino (54,55%); para ambos, grande parte das amostras resistentes exibiram perfil de
resisténcia intermedidria (63,64% e 51,52%, respectivamente).

Para o grupo ITU, a maiores taxas de sensibilidade foram observadas para ampicilina
(94,28%), linezolina (82,86%) e penicilina G (91,43%) (Figura 16B, tabela 2). As maiores taxas
de resisténcia foram detectadas para ciprofloxacino (37,14%), eritromicina (65,71%) e
tetraciclina (68,57%). No que se refere a resisténcia intermedidria, as taxas foram de 14,28%
para ciprofloxacino e 51,42% para levofloxacino. A presenca de VRE foi detectada, sendo
observada como resisténcia intermediaria em 10 (28,57%) das amostras.

Para o grupo ICS, as maiores taxas de sensibilidade foram observadas para ampicilina
(85,71%), linezolina (80,00%) e penicilina G (80,00%) (Figura 16C, tabela 2). As maiores taxas
de resisténcia foram detectadas para ciprofloxacino (94,29%) e eritromicina (91,43%); para
ambos, grande parte das amostras resistentes exibiram perfil de resisténcia intermedidria
(71,43% e 37,14%, respectivamente). A presenca de VRE foi detectada, sendo observada em
14 (40,00%) das amostras do estudo, sendo que cinco amostras apresentaram resisténcia
intermediaria (E. gallinarum e quatro amostras de E. faecalis) e nove foram classificadas como
resistentes (sete amostras de E. faecalis e duas de E. faecium). Nenhuma das duas amostras
de E. casseliflavus apresentou resisténcia a vancomicina.

Ao considerarmos todas as amostras do estudo, a maiores taxas de sensibilidade
foram observadas para ampicilina (93,20%), linezolina (92,23%) e penicilina G (90,29%) (Figura
16D, tabela 2). As maiores taxas de resisténcia foram detectadas para ciprofloxacino (62,14%),
eritromicina (76,70%) e tetraciclina (44,66%), para o primeiro antimicrobiano, 48,54% dos
testes indicaram resisténcia intermedidria, enquanto para o Ultimo a resisténcia intermediaria
foi de apenas 1,94%; eritromicina apresentou taxas semelhantes de amostras classificadas
com resisténcia ou resisténcia intermediaria a droga. No estudo, observamos um total de 24
(23,30%) amostras classificadas como VRE; 15 amostras (14,56%) exibiram resisténcia
intermediaria e nove foram classificadas como resistentes (ja citadas acima).

O perfil da suscetibilidade aos antimicrobianos por amostra é mostrado nas Tabelas
3A e 3B e a analise mostra-nos que existe uma diversidade muito grande de padrdes de

resisténcia entre as amostras: sdo 40 padrdes diferentes de resisténcia, que sdo mostrados na
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Tabela 4. Aqui, consideramos a definigdo de bactérias multidroga-resistentes (MDR) na qual,
para ser incluida na categoria, a amostra deve se apresentar resistente a pelo menos trés
agentes antimicrobianos de pelo menos trés categorias diferentes (Abamecha et al., 2015).

As amostras do grupo Comunidade apresentaram os menores perfis de resisténcia
do estudo, a saber: S, 2 amostras; R1, 16 amostras; R2, 13 amostras e R3, 2 amostras. Por sua
vez, os grupos ITU e ICS apresentaram uma maior variedade de perfis, incluindo perfis de
resisténcia. As amostras ITU apresentam os seguintes perfis de resisténcia: S, 3 amostras; R1,
8 amostras; R2, 10 amostras; R3, 6 amostras; R4, 3 amostras; R5, 1 amostra; R6, 3 amostras e
R7, 1 amostras. Ja o grupo ICS apresentou a seguinte distribuicdo: R1, 7; R2, 3; R3, 11; R4, 8;
R5, 2; R6, 5; R7, 3 e R9, 1 - aqui, destacamos a auséncia de bactérias com perfil “sensivel”
dentre as amostras deste grupo.

Ao considerarmos todas as amostras do estudo, observamos que apenas cinco foram
classificadas como sensiveis e que a maioria das amostras (68,93%) se enquadra nos perfis R1,
R2 e R3; enquanto os padrdes mais frequentes sdo: ERI, 14 amostras; CIP-ERI, 12 amostras e
CIP, ERI-TET e CIP-ERI-TET, seis amostras cada.

Das 103 amostras, 46 (44,66%) foram classificadas como MDR e estdo distribuidas
em 27 dos 40 padrdes de resisténcia observados. Dentre as amostras classificadas entre os
perfis R3 a R9, apenas duas, com o padrdo CIP-ERI-LVX, ndo foram classificadas como MDR -

trata-se de um E. faecium do grupo Comunidade e um E. casseliflavus do grupo ICS.
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Tabela 3A - Padrdes de resisténcia a antimicrobianos observados
por grupo de amostras de Enterococcus.

PERFIL DE RESISTENCIA*  PADRAO DE RESISTENCIA* MDR* ESPECIES
ORIGEM: COMUNIDADE
S - Nao E. faecium —2
R1 CIP Ndo E. faecium —2
E. faecalis — 1
E. casseliflavus — 1
ERI Nao E. faecium — 10
E. faecalis — 1
TET Nao E. faecium — 1
R2 CIP-ERI Nao E. faecium -9
E. faecalis — 1
CIP-TET Nao E. faecium —2
ERI-LVX Nao E. faecium -1
R3 CIP-ERI-LVX Nao E. faecium — 1
CIP-ERI-TET Sim E. faecium — 1
ORIGEM: ICS
S - Nao E. faecalis — 3
R1 CIP Nao E. faecalis — 1
ERI Nao E. faecalis — 2
TET Nao E. faecalis — 4
VAN Nao E. faecalis — 1
R2 CIP-ERI Nao E. faecalis — 1
CIP-TET Nao E. faecalis — 1
ERI-TET Ndo E. faecalis — 6
ERI-VAN Ndo E. faecalis — 1
LVX-TET Ndo E. faecalis — 1
R3 CIP-ERI-TET Sim E. faecalis — 2
CIP-PEN-TET Sim E. faecalis — 1
CLO-ERI-TET Sim E. faecalis — 1
ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 2
R4 CIP-CLO-ERI-VAN Sim E. faecalis — 1
CIP-ERI-LVX-TET Sim E. faecalis — 1
CLO-ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 1
R5 CIP-CLO-ERI-LVX-TET Sim E. faecalis — 1
R6 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-LZD Sim E. faecalis — 1
CIP-CLO-ERI-LVX-TET-VAN Sim E. faecalis — 2
R7 AMP-CIP-ERI-LVX-PEN-TET-VAN Sim E. faecalis — 1

Antimicrobianos: AMP (Ampicilina); CIP (Ciprofloxacino); CLO (Cloranfenicol); ERI (Eritromicina); LVX
(Levofloxacino); LZD (Linezolida); PEN (Penicilina G); TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
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Tabela 3B - Padrdes de resisténcia a antimicrobianos observados

por grupo de amostras de Enterococcus.

PERFIL DE RESISTENCIA*  PADRAO DE RESISTENCIA* MDR* ESPECIES

ORIGEM: ICS

R1 CIP Nao E. faecalis —1
ERI Nao E. faecalis —1

R2 CIP-ERI Nao E. faecalis—1
CIP-LVX Nao E. casseliflavus — 1
CIP-VAN Nao E. faecalis — 1

R3 CIP-CLO-ERI Sim E. faecalis — 1
CIP-ERI-LVX Nao E. casseliflavus — 1
CIP-ERI-LZD Sim E. faecalis — 2
CIP-ERI-TET Sim E. faecalis — 4
CIP-ERI-VAN Sim E. faecalis — 2
CLO-ERI-TET Sim E. faecalis — 1

R4 CIP-CLO-ERI-TET Sim E. faecalis — 1
CIP-ERI-LVX-PEN Sim E. faecium -2
CIP-ERI-LVX-TET Sim E. faecalis — 3
CIP-ERI-LVX-VAN Sim E. faecalis — 1
CIP-ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 1

R5 AMP-CIP-ERI-LVX-PEN Sim E. faecium — 1
CIP-ERI-LVX-TET-VAN Sim E. faecalis — 1

R6 CIP-CLO-ERI-LVX-TET-VAN Sim E. faecalis — 4

E. gallinarum -1
R7 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-PEN-TET Sim E. faecalis — 1
E. faecium — 1

AMP-CIP-ERI-LVX-LZD-PEN-VAN Sim E. faecium — 1

R9 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-LZD-PEN-TET-VAN Sim E. faecalis — 1

Antimicrobianos: AMP (Ampicilina); CIP (Ciprofloxacino); CLO (Cloranfenicol); ERI (Eritromicina); LVX
(Levofloxacino); LZD (Linezolida); PEN (Penicilina G); TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos perfis e padrdes de
resisténcia observados nas amostras de Enterococcus.

r::i\:l::cia* Padrdo de resisténcia* MDR*  Espécies z::treﬁza(;r;or 2:::: ;:;j por
S - Nao E. faecalis — 3 5 (4,85%) 5 (4,85%)

E. faecium — 2
R1 CIP Nio  E faecalis— 3 6 (5,83%) 26 (25,24%)

E. faecium -2
E. casseliflavus - 1

ERI Nao E. faecalis— 4 14 (15,59%)
E. faecium — 10
TET Nao E. faecalis — 4 5 (4,85%)
E. faecium -1
VAN N&o E. faecalis— 1 1(0,97%)
R2 CIP-ERI Nao E. faecalis — 3 12 (11,65%) 26 (25,24%)
E. faecium -9
CIP-LVX Nao E. casseliflavus—1 1 (0,97%)
CIP-TET Nao E. faecalis — 1 3(2,91%)
E. faecium —2
CIP-VAN Nao E. faecalis — 1 1(0,97%)
ERI-LVX Nao E. faecium — 1 1(0,97%)
ERI-TET Nao E. faecalis — 6 6 (5,83%)
ERI-VAN Nao E. faecalis — 1 1(0,97%)
LVX-TET N&o E. faecalis — 1 1(0,97%)

R3 CIP-CLO-ERI Sim E. faecalis — 1 1(0,97%) 19 (18,45%)

CIP-ERI-LVX Ndo  E faecium—1 2 (1,94%)
E. casseliflavus - 1

CIP-ERI-LZD Sim E. faecalis — 2 2 (1,94%)

CIP-ERI-TET Sim E. faecalis — 6 7 (6,80%)
E. faecium — 1

CIP-ERI-VAN Sim E. faecalis — 2 2 (1,94%)

CIP-PEN-TET Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)

CLO-ERI-TET Sim E. faecalis — 2 2 (1,94%)

ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 2 2 (1,94%)

R4 CIP-CLO-ERI-TET Sim E. faecalis — 1 1(0,97%) 11 (10,68%)
CIP-CLO-ERI-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)
CIP-ERI-LVX-PEN Sim E. faecium — 2 2 (1,94%)
CIP-ERI-LVX-TET Sim E. faecalis — 4 4 (3,88%)
CIP-ERI-LVX-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)
CIP-ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)
CLO-ERI-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)

R5 AMP-CIP-ERI-LVX-PEN Sim E. faecium — 1 1(0,97%) 3(2,91%)
CIP-CLO-ERI-LVX-TET Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)
CIP-ERI-LVX-TET-VAN Sim E. faecalis— 1 1(0,97%)

R6 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-LZD Sim E. faecalis — 1 1(0,97%) 8(7,77%)
CIP-CLO-ERI-LVX-TET-VAN Sim E. faecalis — 3 3(2,91%)
CIP-CLO-ERI-LZD-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 2 (1,94%)

E. gallinarum — 1
CIP-CLO-ERI-PEN-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)
CIP-ERI-LVX-LZD-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)

R7 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-PEN-TET Sim E. faecalis — 1 1(0,97%) 4 (3,88%)
AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-PEN-VAN Sim E. faecium -1 1(0,97%)
AMP-CIP-ERI-LVX-LZD-PEN-VAN Sim E. faecium — 1 1(0,97%)
AMP-CIP-ERI-LVX-PEN-TET-VAN Sim E. faecalis — 1 1(0,97%)

R9 AMP-CIP-CLO-ERI-LVX-LZD-PEN-TET-VAN  Sim E. faecalis— 1 1(0,97%) 1(0,97%)

* Numero de antimicrobianos: S, sensibilidade a todos os antimicrobianos testados; R1-9, resisténcia a 1-9
antimicrobianos diferentes; Antimicrobianos: AMP (Ampicilina); CIP (Ciprofloxacino); CLO (Cloranfenicol); ERI
(Eritromicina); LVX (Levofloxacino); LZD (Linezolida); PEN (Penicilina G); TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
MDR: perfil multidroga-resistente.
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5.7 Pesquisa de integrons nas amostras de Enterococcus

A pesquisa por integrons mostrou a auséncia desses elementos genéticos nas 103

amostras de Enterococcus spp. avaliadas neste estudo.

5.8  Estudo genético da resisténcia a antimicrobianos pelas amostras de Enterococcus

Os resultados apresentados na figura 17 mostram que os genes erm(A), mef (A/E) e
tet(O) nao foram identificados em nenhumas das amostras do estudo (Figura 16D). Os genes
erm(B), tet(L) e tet(M) foram observados com maior frequéncia de deteccao, atingindo valores
que variaram de 80% a 100% das amostras. Em relagdo as 17 amostras que apresentaram os
genes van, com excecdo das trés amostras de E. casseliflavus e da amostra de E. gallinarum,
que apresentaram, respectivamente, os genes vanC2/C3 e vanCl, todas as demais 13
amostras apresentaram o gene vanA.

Como pode ser visto na figura 17A, erm(B) foi detectado em 29 amostras (87,88%) do
grupo Comunidade, ant(4’)-la em 14 amostras (42,42%); tet(L) em 30 amostras (90,91%),
tet(M)em 10 amostras (30,30%) e vanC2/C3 em 1 amostra (3,03%).

No grupo ITU, figura 17B, erm(B) foi detectado em 28 amostras (80,00%), ant(4’)-la
em 12 amostras (34,26%), tet(L) em 34 amostras (97,14%), tet(M) em todas as 35 amostras
(100,00%) e vanA em 10 amostras (28,57%).

Das amostras do grupo ICS, figura 17C, erm(B) foi detectado em 31 amostras
(88,57%), ant(4’)-la em 12 amostras (34,29%), tet(L) em 34 amostras (97,14%), tet(M) em 31
amostras (88,57%), vanC1 em uma amostra, vanC2/C3 em duas amostras e vanA em 13

amostras, totalizando 16 amostras albergando o gene van (28,57%).



| 72

Figura 17 - Distribuicao das amostras de Enterococcus de acordo com
a presenca ou auséncia dos genes de resisténcia avaliados.
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5.9 Correlagdo genética entre as amostras bacterianos pela metodologia rep-PCR

(GTG)s

O dendrograma obtido a partir da andlise das amostras pelas reacdes de
polimerizacdo em cadeia baseadas em sequéncias de elementos repetitivos utilizando o
iniciador (GTG)s é apresentada na figura 18. Utilizando-se como valor de corte a similaridade
de 90% (Ribeiro et al., 2011), observa-se que as amostras formam cinco diferentes
agrupamentos ou clusters.

Nota-se que os clusters 1, 2 e 3 sdo formados apenas por amostras do grupo ITU

(todas E. faecalis), enquanto o cluster 4 é formado por amostras dos grupos ITU e Comunidade
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e o cluster 5 por amostras dos trés grupos (ITU, ICS e Comunidade). Os agrupamentos 4 e 5
albergam amostras de diferentes origens e classificadas em diferentes espécies (E. faecalis, E.
faecium, E. casseliflavus e E. gallinarum).

Além disso, aumentando-se o valor de corte de similaridade, observamos subgrupos
relevantes. O cluster 4A é composto apenas por amostras do grupo Comunidade (E. faecium),
enquanto o 4B por amostras essencialmente do grupo ICS. Além disso, o agrupamento 5A é
composto por amostras dos grupos ITU e Comunidade e o cluster 5B por amostras do grupo
ICS.

Esses agrupamentos sugerem que existe variabilidade entre as amostras g, inclusive,
uma origem ecolégica semelhante, como, por exemplo, a microbiota intestinal, provavel

origem dos microrganismos dos grupos estudados.
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Figura 18 - Dendrograma apresentando a correlagdo genética entre
as amostras de Enterococcus por meio da técnica de rep-PCR (GTG)s.
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Legenda: 90 (em vermelho): ponto de corte de 90% de similaridade; #: numerag¢do da amostra no estudo;
Espécies: Ecas - E. casseliflavus; Efs -E. faecalis; Efm - E. faecium; Egal - E. gallinarum; COM - comunidade;
ICS - infecgdo da corrente sanguinea; ITU - infecgdo do trato urinario.
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6 DISCUSSAO

6.1 O processo de selecao da metodologia para a identificagdo das espécies e a

diversidade das espécies encontradas nos trés grupos de amostras

As bactérias do género Enterococcus sdao microrganismos ubiquos, com grande
capacidade de persisténcia em diversos ambientes, além de possuirem resisténcia intrinseca
a diversos antimicrobianos e habilidade para receber e transferir genes de resisténcia. Apesar
de ndo possuirem alguns fatores de patogenicidade classicos, como toxinas potentes,
possuem proteinas de adesdo e capacidade de formacdo de biofilme. Essas habilidades
parecem ser fundamentais para a emergéncia desses microrganismos como importantes
patégenos nosocomiais, uma vez que colaboram com os processos de colonizagdo do
hospedeiro e de desenvolvimento da doenga infecciosa.

Com o aumento dos casos de isolamento de microrganismos do género Enterococcus,
o monitoramento da espécie que estad causando a doenca é importante. Assim, uma rapida e
correta identificacdo é necessaria. Até recentemente, a metodologia padrao de identificacao
de Enterococcus era a caracterizagdo fenotipica (Jackson et al., 2004), por meio de testes
como: coloracdo de Gram, morfologia celular, crescimento em agar bile-esculina com
formacdo do pigmento negro, crescimento na presenca de 6,5% de NaCl, auséncia de catalase
e presenca da enzima pirrolidonil arilamidase (Bender et al., 2009). Esse processo de
identificacdo é dispendioso, uma vez que demanda grande gasto de material, além de tempo
para obtencdo e interpretacdo dos resultados (Jackson et al., 2004).

Métodos comerciais, como APl e VITEK®2, tém sido amplamente utilizados em
laboratérios de microbiologia clinica para a identificacdo de espécies de Enterococcus com
mais eficacia que os métodos tradicionais. Esses métodos, porém, ndo sdo confidveis para
espécies raramente isoladas na pratica clinica. Além disso, a ocorréncia de caracteristicas
fenotipicas atipicas em alguns organismos pode acarretar em uma identificacdo erronea das
mesmas (Fang et al., 2012). Para reduzir a possibilidade de erro e manter a velocidade de
identificacdo podem ser utilizados métodos genéticos, como, por exemplo, PCR (Jackson et

al., 2004; Fang et al., 2012).
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Na primeira etapa deste trabalho (Se¢do 5.1; anexo 4), identificamos diferentes
amostras de Enterococcus, isoladas a partir de hemocultura de pacientes com ICS e internados
em diferentes hospitais de Belo Horizonte - MG, no nivel de espécie, por metodologia de
genética molecular (PCR) e fenotipica (VITEK®2). Nossos resultados indicaram maior
prevaléncia da espécie E. faecalis (77,14%), seguida por E. faecium (14,29%), E. casseliflavus
(5,71%) e E. gallinarum (2,86%). Importante ressaltar que essa identificagdo foi realizada pelo
método automatizado VITEK®2, seguido de confirmagao por PCR.

A analise dos resultados indica uma concordancia de 97,14% entre os métodos
genotipico (PCR) e fenotipico automatizado (VITEK®2), havendo uma Unica amostra para a
qual foi observada divergéncia. Considerando-se a acurdcia elevada da técnica genética
empregada, optou-se por considerar a identificacdo por PCR para definicdo de espécie. Assim,
uma amostra de E. casseliflavus foi reidentificada como E. gallinarum. A opgdo pela
identificacdo genotipica para a amostra que gerou resultados divergentes baseou-se em
trabalhos que envolvem a comparacdo de diversas técnicas de identificacdo de espécies de
Enterococcus e mostram resultados semelhantes.

Jackson e colaboradores (2004) compararam a identificacdo de 100 amostras de
Enterococcus de diferentes origens (suinos, aves domésticas, ambiental e alimentar) por
diferentes métodos: identificacdo fenotipica tradicional, métodos comerciais (VITEK, ID 32
Strep e BBL Crystal kit) e por PCR. Em 69% dos testes, houve concordancia entre todos os cinco
meétodos e em 19% deles houve concordancia entre quatro dos cinco testes. Os autores ainda
ressaltam o fato de que a PCR é capaz de identificar espécies que os kits comerciais ndo
conseguem. Além disso, os resultados dos testes fenotipicos podem ser varidveis; assim, é
possivel uma identificacdo errénea da amostra. As maiores taxas de concordancia ocorreram
entre a identificacdo pelo método fenotipico convencional e por PCR (93%) e entre PCR e
VITEK (90%).

Fang e colaboradores (2012) utilizaram diferentes metodologias (PCR, MALDI-TOF,
VITEK®MS e VITEK®2) para identificar 132 amostras de Enterococcus (89 isoladas em
hemocultura e 43 diferentes amostras de VRE). O VITEK®2 foi capaz de identificar
corretamente 99,2% e 91,7% das amostras quanto ao género e a espécie, respectivamente. O
método, porém, ndo foi eficiente em diferenciar as espécies E. casseliflavus e E. gallinarum,
apresentando uma taxa de 76% (28/37) de identificagGes corretas. Os autores concluiram que

a PCR é um método efetivo para a identificacdo das espécies e alertam para o fato de que
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VITEK®2 possui menor eficiéncia em detectar outras espécies de Enterococcus que nao E.
faecalis e E. faecium.

Outros autores encontraram resultados similares. Jin et al. (2011) observaram
concordancia de 92,3% na identificagdo por VITEK®2, quando comparado aos métodos
convencionais. Assim como Garcia-Garrote et al. (2000), que avaliaram 150 amostras, das
quais 131 foram identificadas corretamente pelo VITEK®2, totalizando 87% de concordancia
com o método de referéncia - mas, apds a realizacdo de testes complementares de motilidade
para algumas amostras, a taxa foi aumentada para 94%).

Considerando-se o exposto, para a identificacdo da diversidade de espécies das
amostras do estudo (apresentada na secdo 5.2), optamos pela realizacdo apenas da
metodologia de identificagdo molecular por PCR.

Observamos, dessa forma, a prevaléncia de 100% de E. faecalis nas amostras
originadas de ITU, enquanto, entre as amostras indigenas, obtivemos a seguinte distribuicdo:
E. faecium (87,87%), como espécie predominante, seguida por E. faecalis (9,09%) e E.
casseliflavus (3.03%). Considerando-se o total de amostras do estudo (n=103), obtivemos uma
distribuicdo na qual E. faecalis (n=65; 63,11%) e E. faecium (n=34; 33.01%) aparecem como
espécies mais frequentes, totalizando mais de 96% das amostras do estudo. E casseliflavus
(n=3; 2,91%) e E. gallinarum (n=1; 0,97%) aparecem numa proporg¢dao muito mais discreta.

Apesar de ja terem sido descritas cerca de 60 espécies pertencentes ao género
Enterococcus, as espécies E. faecalis e E. faecium sao as mais comuns dentre as bactérias do
género como patégenos envolvidos em infeccdes em seres humanos (Murray, 2000). As
infecdes enterocdcicas causadas por E. faecalis atingem taxas de 85-95% e apenas cerca de 5-
10% sdo causadas por E. faecium (Cetinkaya et al., 2000; Murray, 2000; d’Azevedo et al., 2004;
Facklam et al., 2007).

De forma similar, no Brasil, outros estudos apresentam resultados semelhantes ao
deste trabalho e que condizem com a constatacdo de Murray (2000). Conceicdo e
colaboradores (2011) identificaram E. faecalis (87%) e E. faecium (10,8%) como espécies mais
prevalentes, sendo as demais raramente identificadas: E. casseliflavus (1,2%), E. gallinarum
(0,3%), E. hirae (0,3%) e E. pseudoavium (0,3%).

Em um estudo com 203 amostras isoladas de dois hospitais de Porto Alegre - RS,
Bender e colaboradores (2009) identificaram cinco espécies de Enterococcus: E. faecalis

(93,6%), E. faecium (4,4%), E. casseliflavus (1,0%), E. gallinarum (0,5%) e E. hirae (0,5%).
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Em outros paises, como, por exemplo, na Etidpia (Abamecha et al., 2015), pode-se
observar a manutencdo de E. faecium e E. faecalis como as espécies mais prevalentes,
havendo, porém, uma predominancia da primeira (prevaléncia de 35,1% e 29,8%,
respectivamente) e aumento na frequéncia das demais espécies como E. gallinarum (17,5%),
E. casseliflavus (8,8%) e E. durans (8,8%).

Em estudo objetivando identificar as espécies mais comuns em individuos com ITU
(Vranic et al., 2017), os autores identificaram E. coli (67.21%), Proteus spp. (9.83%), E. faecalis
(7.37%) e Enterobacter (5.73%) como os principais causadores da enfermidade. E. faecalis foi
a Unica espécie do género relacionada a ITU, dado corroborado pelo resultado deste trabalho.

Os enterococos sdo frequentemente isolados de fezes de seres humanos, ainda que
constituam uma pequena parcela da populagdo da microbiota indigena (cerca de 1%), sendo
E. faecalis e E. faecium as espécies mais comumente isoladas (Lebreton et al., 2014). Layton e
colaboradores (2010) avaliaram a presenca de enterococos em amostras fecais humanas e
identificaram as seguintes espécies: E. avium (em 11% das amostras), E. durans (33%), E.
faecalis (78%), E. faecium (100%), E. gallinarum (33%) e E. hirae (11%) em amostras fecais
humanas. A maior prevaléncia da espécie E. faecium pode explicar nossos resultados, que
mostraram que a maioria das nossas amostras originadas de coprocultura de individuos

saudaveis (grupo Comunidade) tenha sido desta espécie (n=29; 77,14%).

6.2  Correlagdo genética entre as amostras de Enterococcus

A impressdo genética (DNA fingerprinting) consiste na comparacdo de padrdes de
DNA e permite realizar a analise da relacdo genomica entre diferentes amostras, bem como
tipa-las e classifica-las (Heras et al., 2015). A realizacdo da tipagem de amostras por meio de
PCR baseada em sequéncias de elementos repetitivos (rep-PCR) tem se mostrado uma técnica
de facil execucdo, que utiliza iniciadores (primers) direcionados a sequéncias repetitivas
dispersas no genoma bacteriano.

Existe uma grande variedade dessas sequéncias, sendo BOX, ERIC, REP e (GTG)s as
mais frequentemente utilizadas nos ensaios de rep-PCR aplicados a estudos taxonémicos de
diferentes grupos bacterianos como, por exemplo, lactobacilos, estafilococos, micobactérias

e estreptomicetos (Svec et al., 2005; Svec et al., 2010). A validacdo da técnica de (GTG)s-PCR
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foi realizada por Svec e colaboradores (2005), com a observacdo de que esta técnica mostrou
as impressdes genéticas mais discriminativas e complexas dentre aquelas avaliadas.

O programa utilizado para a andlise dos resultados e construcdo do dendrograma foi
o Gell, um programa open-source, gratuito e independente de plataforma, apresentado a
comunidade cientifica em 2015 (Heras et al., 2015). O programa realiza a comparacao do perfil
de bandas entre as amostras do estudo, gera uma matriz de similaridade entre as amostras e
realiza a organizacdo das amostras em grupos (clusters). O processo ocorre de forma iterativa,
ou seja, repete diversas vezes para se chegar a um resultado e a cada vez gera um resultado
parcial que serd usado na vez seguinte. Assim, a cada etapa, os dois grupos (conjunto de
impressGes genéticas) mais similares sdo combinados dentro de um grupamento maior,
formando, ao final da analise, o dendrograma de similaridade das amostras (Heras et al.,
2015). Para a discriminacdo das amostras, utilizamos um valor de corte de 90% e, assim, as
amostras agrupadas com niveis de similaridade iguais ou maiores do que 90% sdo
consideradas da mesma linhagem ou muito relacionadas (Ribeiro et al., 2011).

Apesar de esta técnica estar validada para Enterococcus ha mais de uma década (Svec
et al., 2005), percebemos que seu uso é, ainda, muito restrito na pratica clinica, sendo
empregado, principalmente, na drea de alimentos (Jurkovic et al., 2006; Ribeiro et al., 2011;
Terzi¢-Vidojevic et al., 2015). A razdo para isso pode ser o fato de que os resultados obtidos
pela técnica do (GTG)s-PCR sdo compardveis apenas dentro de um mesmo estudo, reduzindo,
assim, a abrangéncia epidemioldgica da analise. O contrario ocorre na técnica de tipagem por
sequenciamento de multilocus (MLST, multilocus sequencing typing), que consiste no
sequenciamento de multiplos loci de genes constitutivos (housekeeping) e utiliza como
unidade de comparacdo os alelos de um gene - desta forma, a comparacao pode ser realizada
em nivel global, estabelecendo-se relagdes clonais entre amostras de diferentes locais de
origens, inclusive cidades ou paises (Arias & Murray 2012; Maiden et al., 2013).

Assim como descrito em outros trabalhos (Jurkovic et al., 2006; Svec et al., 2005;
Ribeiro et al., 2011; Terzi¢-Vidojevic¢ et al., 2015), foram gerados amplicons com comprimentos
variando de 0,2 a 4 Kb. Levando em consideracdo a diversidade da origem das amostras
isoladas, uma consideravel heterogeneidade genotipica foi observada. Os resultados sugerem
gue a andlise da identidade genética das amostras pelo (GTG)s foi relativamente efetiva em
agrupar e discriminar amostras, em parte correlacionando-as com as fontes de isolamento,

assim como observado em Terzi¢-Vidojevic et al. (2015).
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Ao contrario dos estudos (Jurkovic et al., 2006; Svec et al., 2005; Ribeiro et al., 2011;
Terzi¢-Vidojevic et al., 2015) com Enterococcus originados de alimentos (chourigo e diferentes
tipos de queijo), ndo observamos a formacdo de clusters individuais para cada espécie e,
assim, amostras de diferentes espécies foram alocadas em um mesmo grupo. Terzié-Vidojevié
et al. (2015) obtiveram resultados similares e sugeriram que esse fato possa ocorrer devido a
transferéncia horizontal de genes entre as bactérias que fazem parte de uma comunidade
complexa. No nosso caso, podemos inferir que a microbiota intestinal seja essa origem

comum, por ser comunidade altamente complexa.

6.3 Avaliagao de fatores de patogenicidade nas amostras de Enterococcus do grupo ICS

Viruléncia é tradicionalmente definida como a medida da patogenicidade (habilidade
em causar doenca) do microrganismo. Muitas vezes, é vista como um meio para um fim -
reforcar a multiplicacdo e a disseminagdo para outros hospedeiros (Van Tyne & Gilmore,
2014). Sendo assim, em Enterococcus, esses fatores de patogenicidade sdo responsaveis por
contribuirem para o aumento do valor adaptativo e da persisténcia do patégeno no ambiente,
ao facilitar a aderéncia da bactéria a membrana das células do hospedeiro ou a superficies
ambientais, onde eles podem obter nutrientes e evadir do sistema imunolégico do hospedeiro
(Heikens et al., 2007; Kafil et al., 2013; Medeiros et al., 2014) - ou seja, aumentam a viruléncia
do organismo.

Mais especificamente, os fatores de patogenicidade enterocdcicos sdao aqueles
relacionados a adesdao (como a formacao de biofilmes, a proteina de superficie enterocdcica,
a substancia de agregacdo) e enzimas como a gelatinase (GelE) e a citolisina (codificada por
um operon) (Heikens et al., 2007; Kafil et al., 2013).

Estudos focados na patogenicidade de Enterococcus sao complexos, uma vez que 0s
fatores para o microrganismo ainda ndo estdo muito bem descritos na literatura. Mas,
observa-se que o processo patogénico da bactéria pode ser considerado como multifatorial,
envolvendo a participacdo de diversos genes/produtos (Comerlato et al., 2013).

Atualmente, nosso conhecimento sobre as possiveis relacdes entre a presenca de um
fator de patogenicidade e sua real implicagdo nos processos infecciosos enterocécicos em

seres humanos ainda é limitado (Strateva et al., 2016). Por isso, diversos estudos tém sido
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realizados, na tentativa de correlacionar a viruléncia enterocdcica a diferentes fatores de
patogenicidade potenciais (Chuang et al.2009). Ainda, o fato de que se conhecer o padrao de
viruléncia das amostras circulantes de Enterococcus pode ajudar a entender o complexo
processo patogénico desses microrganismos oportunistas (Sharifi et al., 2012). Nesse
contexto, nosso trabalho torna-se ainda mais significativo, uma vez que dados acerca da
patogenicidade das linhagens de Enterococcus em circulagao no Brasil ainda s3ao escassos

(Ruzon et al., 2010).

6.3.1 Auvadliagdo fenotipica de fatores de patogenicidade das amostras de Enterococcus

Biofilmes bacterianos tém grande importancia na saude publica devido ao seu papel
no estabelecimento da infec¢do e na resisténcia a antimicrobianos (Fallah et al., 2017), além
de contribuir para a transferéncia horizontal de genes e consequente disseminacdo dos
determinantes de patogenicidade e resisténcia antimicrobiana (Garg et al., 2017). Essa
caracteristica é considerada um fator de patogenicidade de grande importancia em amostras
clinicas, uma vez que essas estruturas podem se formar em dispositivos médicos, como
cateteres e proéteses cirurgicas. O tratamento de pacientes com infec¢bes causadas por
biofilmes, geralmente, envolve a remoc¢ao do implante, o que aumenta o trauma causado ao
paciente, bem como o custo do tratamento (Baldassarri et al., 2001; Hall-Stoodley et al., 2004;
Rosa et al., 2006).

O ensaio em placas de microtitulacdo para avaliar a formacdo de biofilmes
bacterianos tem se mostrado uma ferramenta adequada para realizar o screening e a
classificacdo da habilidade de produzir biofilme, bem como comparar essa habilidade entre
diferentes amostras de Enterococcus de origem clinica (Stepanovic et al., 2000; Al-Ahmad et
al., 2014; Fallah et al., 2017). Deve-se ressaltar, entretanto, que as amostras podem
demonstrar atividade de formacdo de biofilme in vivo superior a apresentada no ensaio
(Anderson et al., 2016).

A correlacdo entre fatores de patogenicidade e formacdo de biofilme é um consenso
e muitos pesquisadores afirmam que a formacao de biofilme é uma caracteristica comum do
género Enterococcus (Mohamed et al., 2004; Rosa et al., 2006). Apesar disso, ha relatos de

gue a prevaléncia da producdo de biofilme por amostras de Enterococcus varia em diferentes
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estudos, com taxas de 0% a 100% e parece ser dependente da espécie, do hospedeiro e de
fatores ambientais (Garg et al., 2017; Zheng et al., 2017a,b). Assim, as diferencgas nas taxas de
producdo in vitro de biofilme apresentadas por amostras de Enterococcus podem ser
explicadas por diferentes possiveis razdes, como apresentado por Zheng e colaboradores
(2017b): 1) Diferengas entre as linhagens dos diferentes estudos; 2) A técnica de formagdo de
biofilme em microplacas com coloragdo pelo cristal violeta € um método semiquantitativo e
possui intrinsecamente a possibilidade de erro do manipulador e 3) Ndo h4, ainda, um critério
consistente para a determina¢dao do que seja um biofilme positivo, inclusive, hd uma grande
variedade de pontos de corte em relacdo a densidade dptica do cristal violeta.

Em nosso trabalho, observamos habilidade de formacao de biofilme em cerca de 30%
das amostras (Figura 12); do total, cerca de 16% demonstraram produgao moderada ou alta.
Observamos, ainda, que o grupo ITU foi aguele que apresentou maior percentual de amostras
produtoras (aproximadamente 51%).

Em relacdo a amostras provenientes de hemocultura, Cafini e colaboradores (2015)
observaram a formacao de biofilme em 81,8%, enquanto outros estudos indicam 100% das
amostras clinicas como produtoras de biofilme (Medeiros et al., 2014). Zheng et al. (2017b)
identificaram uma prevaléncia de amostras produtoras de biofilme em 40,0%entre aquelas
isoladas de hemocultura., valor inferior ao relatado em outros estudos, mas, ainda, superior
ao encontrado no nosso estudo.

Relatos de percentuais de produgdo de biofilme por amostras de ITU semelhantes
aos deste trabalho foram descritos na literatura como, por exemplo, Zheng e colaboradores
(2017a) identificaram 50,40% dos E. faecalis como amostras produtoras de biofilme (23,90%
baixa producdo e 26,5% alta producao). Fallah e colaboradores (2017) identificaram 26,5% das
amostras de E. faecalis e 75% das amostras de E. faecium como produtoras de biofilme - e,
para ambas as espécies, nenhuma foi classificada como apresentando producdo alta e a
maioria das amostras apresentou baixa producdo. Em outros estudos realizados no Japao e
na India, encontraram maior incidéncia (100% e 80%, respectivamente) de amostras
produtoras (Seno et al.,, 2005; Garg et al., 2017), sugerindo que ha uma variacdo,
provavelmente, devido as linhagens circulantes nos locais de realizagcdo dos estudos.

Apesar da diferenca existente entre todos os valores ja descritos, todos eles indicam
o quanto a producdo de biofilme é uma propriedade frequente entre as bactérias do género.

Além disso, E. faecalis tem se tornado um patégeno comum nas ITU e, apesar das taxas de
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resisténcia antimicrobiana encontradas na espécie serem menores do que em E. faecium
(Zheng et al. 2017a), sua habilidade de produc¢do de biofilme é, geralmente, descrita como
maior do que nesta ultima (Fallah et al., 2017; Zheng et al., 2017).Porém essa “contradicdo”
pode estar relacionada ao pequeno numero de amostras de E. faecium e a diferencas
geograficas (Fallah et al., 2017a).

De acordo com Upadhyaya et al. (2011) e Di Rosa et al. (2006), a producdo de biofilme
parece estar mais comumente associada a amostras isoladas de doencas do que indigenas ou
ambientais. Por outro lado, Garg et al. (2017) ndo encontraram diferenca na formacao de
biofilmes em Enterococcus isolados do trato urinario de pacientes sintomaticos e pacientes
assintomaticos - no entanto, em pacientes sintomaticos, a producdo de biofilmes pode
aumentar o estabelecimento do processo infeccioso e emergéncia de manifestacdes da
doenga.

Por fim, a maior taxa de produc¢ao de biofilme detectada nas amostras do grupo ITU
poderia ser explicada como uma adaptacdo dessas bactérias para a adesdo bacteriana ao trato
urindrio frente ao fluxo de urina. Esta adaptacdo desempenharia, possivelmente, um papel

menor nas infec¢des de corrente sanguinea.

6.3.2 Auvdliag¢do genotipica de fatores de patogenicidade nas amostras de Enterococcus

do grupo ICS

Considerando o exposto, neste trabalho, selecionamos diversos fatores de
patogenicidade enterocdcicos para avaliacdo. A gelatinase, codificada pelo gene gelE, possui
participacdo na formacdo do biofilme, além de hidrolisar colageno, caseina e hemoglobina
(Shankar et al., 1999; Hancock & Perego, 2004; Giridhara et al., 2009) e a substancia de
agregacao (Agg/Asal) medeia a formacdo de agregados conjugativos, favorecendo processos
de transferéncia horizontal de genes, contribuindo para a patogénese do organismo (Gilmore
et al., 2002; Koch et al. 2004; Fisher & Phillips, 2009; Chuang-Smith et al., 2010). Ainda, foram
incluidos fatores de patogenicidade como a proteina ligadora de coldgeno (Ace), que possui
papel importante na formacdo extracelular da matrix microbiana (Nallapareddy et al., 2003;
Koch et al.,2004) e o d6peron da citolisina (CylA/B/M/LI/Ls), uma toxina bacteriana com

atividade hemolitica contra células eucaridticas, contribuindo para o aumento da gravidade
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dainfeccdo (lke et al., 1987; Van Tyne et al., 2013). Todos estes fatores participam do processo
de invasdo e colonizagdo, além de contribuir para a formagdo do biofilme (Jahan & Holley,
2014).

Neste estudo, observamos diferentes padrées de viruléncia entre as amostras do
grupo ICS, sendo que, a maioria delas possuia, simultaneamente, de cinco a sete dos genes
avaliados (Figura 14).

Observamos que todas as amostras do grupo ICS albergavam o gene gelE, que
codifica a gelatinase (Figura 13), apesar de que apenas 40% delas expressaram a enzima no
teste fenotipico (Figura 10). O gene da gelatinase é frequentemente detectado em amostras
clinicas de E. faecalis (Creti et al., 2004; Ruiz-Garbajosa et al., 2006), mesmo gque nem sempre
esse gene seja expresso (Comerlato et al., 2013; Anderson et al., 2016). Anderson e
colaboradores (2016) relataram a presenca do gene em 99% das amostras estudadas. O
percentual de amostras que expressam o gene varia entre diversos estudos, oscilando entre
valores mais modestos como 13% (Anderson et al., 2016) a valores mais elevados de atividade
como 77,2% (Medeiros et al., 2014) e 82,2% (Strateva et al.,, 2016). Valores medianos,
préximos ao do nosso trabalho, também ja foram descritos como 42,6% (Soares et al., 2014),
45,3% (Bittencourt de Marques & Suzart, 2004) e 54% (Coque et al., 1995; Medeiros et al.,
2014).

E sabido que a adaptacdo bacteriana as condi¢des laboratoriais pode modificar o
fenétipo do organismo. Uma das caracteristicas que pode ser perdida durante essas condi¢des
padronizadas de multiplicacdo é a viruléncia bacteriana. Assim, a auséncia de pressao seletiva
in vitro pode reduzir a expressao dos fatores necessdrios para a sobrevivéncia in vivo
(Somerville et al., 2002; Fux et al., 2005; Saint-Ruf et al., 2014). Lopes e colaboradores (2006)
atribuem a perda da atividade da gelatinase em amostras que possuem o gene a fatores como:
manipulacdo laboratorial do microrganismo, genes silenciosos e baixo nivel de expressdo ou
repressao do gene gelE. Ainda, de acordo com Marra e colaboradores (2007), a presenca de
gelE ndo estd necessariamente correlacionada a atividade da enzima gelatinase, podendo
outros genes estarem associados ao controle da expressao génica.

A deteccdo da presenca da citolisina é frequentemente realizada pela pesquisa de
cylA (Cosentino et al., 2010; Medeiros et al., 2014; Anderson et al., 2016; Strateva et al., 2016),
gene do 6peron responsavel pela codificacdo da proteina ativadora extracelular da citolisina

(Haas et al., 2002). Neste trabalho, porém, optamos por identificar todos os genes do éperon:
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cylA/B/M/L/Ls (Eaton & Gasson, 2001; Semedo et al., 2003), além de avaliar a expressido
fenotipica da enzima por meio da presenca de hemolise em agar sangue. Observou-se que
40,00% das amostras do grupo ICS foram capazes de exibir atividade hemolitica (Figura 11).
Assim como para a gelatinase, a detecgdo do gene cylA, por meio de PCR, nem sempre esta
correlacionada com a expressao da hemolisina (Medeiros et al., 2014). Isto pode ser explicado
pela perda de alguns genes do dperon cyl ou pela presenca de um gene cylA silencioso (Gaspar
et al., 2009; Upadhyaya et al., 2009). No nosso trabalho, identificamos a presenca dos genes
cylA, cyIM, cylL, e cylLs nas frequéncias de 28,57%, 11,43%, 48,57% e 60,00%, respectivamente
(Figura 13). A baixa frequéncia do gene que codifica a proteina ativadora CylA e a maior
frequéncia dos genes relativos as subunidades CylL. e CylLs, pode nos sugerir que esses dois
ultimos genes sejam mais adequados para avaliar a presencga da citolisina nas amostras de
Enterococcus spp. Eaton & Gasson (2001) identificaram o percentual de incidéncia do gene
cylA inferior ou igual aos percentuais dos genes cyIM e cylB. O mesmo foi observado por
Semedo et al. (2003), que observaram concordancia entre cylLL e cylLS de, aproximadamente,
90%, enquanto para cylM, cylB e cylA, os valores ficaram entre 40 e 60%. Esses autores ainda
sugerem que a melhor forma de avaliar a habilidade hemolitica enterocécica seria o ensaio
fenotipico e ndo a detecgdo por PCR, inclusive devido a elevada variabilidade dos genes do
Operon. Os resultados de alguns trabalhos demonstram a deteccdo do gene cylA em
frequéncia préxima a encontrada no nosso trabalho, por exemplo,16,8%(Bittencourt de
Marques & Suzart, 2004), 26,4% (Cosentino et al., 2010) e 36,4% (Cafini et al., 2015), ou bem
mais altos, como 54,4% (Medeiros et al., 2014) ou 64,9% (Strateva et al., 2016).

A proteina enterocdcica de superficie (Esp) é uma adesina de parede encontrada,
principalmente, em amostras clinicas do género Enterococcus (Mannu et al.,2003; Medeiros
et al., 2014). Apesar de seu papel na infeccdo enterocdcica ainda estar indeterminado, a
proteina parece ter papel na adesao tissular, evasao do sistema imunolégico do hospedeiro e
formacao de biofilme (Shankar et al., 2001; Toledo-Arana et al., 2001; Sava et al., 2010b;
Medeiros et al.,, 2014). Observamos frequéncia de 34,14% de presenca do gene esp nas
amostras do grupo ICS (Figura 13). Esse resultado assemelha-se muito ao valor de 34,8%,
relatado por Medeiros et al. (2014), e 31,8%, reportado por Cafini et al. (2015), sendo este
ultimo valor observado em amostras de bacteremia. A maioria dos estudos descreve a

presenca do gene em mais de 50% das amostras (Bittencourt de Marques & Suzart, 2004;
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Cosentino et al., 2010; Strateva et al., 2016;), atingindo valores de até 70% (Soares et al., 2014;
Anderson et al., 2016).

O antigeno de endocardite EfaA tem sido fortemente associado a amostras clinicas,
especialmente aquelas provenientes de pacientes com endocardite, atingindo prevaléncias
elevadas (Creti et al., 2004; Ruiz-Garbajosa et al., 2006). Em nosso estudo, avaliamos a
presenca de duas variantes de EfaA (EfaAfs e EfaAfm, esta ultima mais prevalente em E.
faecium) nas amostras do grupo ICS (Eaton & Gasson, 2001). Encontramos prevaléncia de
91,43% para efaAfs e de 14,29% para efaAfm (Figura 13). A presencga do gene efaAfm foi
detectada apenas em E. faecium, enquanto efaAfs foi detectado em amostras de todas as
espécies no estudo. E curioso ressaltar que, das 35 amostras, apenas trés, de E. faecalis, ndo
possuiam o gene efaAfs, sendo as duas amostras B-hemoliticas incluidas entre elas. Os
trabalhos avaliam a presenca de efaA com grande frequéncia, mas nao fazem diferenciacao
entre as duas variantes. Assim, nosso estudo alinha-se com a deteccdo do gene efaAfs de
diversos outros que apresentam frequéncia como: 100% (Medeiros et al., 2014; Anderson et
al., 2016) e 96,7% (Cosentino et al., 2010). Alguns estudos apresentaram frequéncias um
pouco mais baixas como 85% (Strateva et al., 2016) ou 72,7% (Cafini et al., 2015).

Em nosso estudo, identificamos que 62,86% das amostras do grupo ICS possuiam o
gene ace (Figura 13). Este resultado condiz com a literatura recente, em que os autores
indicam a prevaléncia do gene em valores entre 60% e 75%, como: 59,1% (Cafini et al., 2015);
61,1% (Strateva et al., 2016); 67% (Cosentino et al., 2010) e 73,7% (Medeiros et al., 2014).

A presenca do gene que codifica a hialuronidase (hyl) nao foi detectado em nenhuma
das amostras do nosso estudo (Figura 13). Observa-se que a presenca desse gene é variavel,
podendo estar ausente nas amostras, como descrito por Anderson e colaboradores (2016), ou
presente em até 25,1% das amostras, como descreveram Strateva e colaboradores (2016).

Encontramos genes que codificam os feromoénios sexuais Cpd, Cob e Ccf,
respectivamente, em 17,14%, 74,29% e 100% das amostras do grupo ICS avaliadas (Figura 13).
Eaton e Gasson (2001) identificaram os trés feromoénios em todas as amostras de E. faecalis,
porém, para E. faecium, notaram a auséncia de todos os feromonios. Neste estudo, ccf estava
presente em todas as amostras, porém cpd e cob ndao foram identificados em nenhuma
amostra de E. faecium (Anexo 2).

Diversos estudos identificam correlacdo entre as adesinas produzidas por

Enterococcus e a producdo de biofilme, mas essas associacdes ainda sdo controversas. Para
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gelE, Hancock e Perego (2004), Mohamed et al. (2004), Dworniczek et al. (2012), Comerlato
et al. (2013) e Medeiros et al. (2014) identificaram papel da gelatinase na patogenicidade e
formacao de biofilme, sugerindo que a enzima poderia atuar, direta ou indiretamente, na
degradacdao de coldgeno e outras proteinas teciduais, o que pode agravar o dano ao
hospedeiro. Por outro lado, Ballering et al. (2009), Dworniczek et al. (2012) e Comerlato et al.
(2013) demonstraram a auséncia de relagdo entre a presenca do gene e a expressao dessas
caracteristicas.

Dworniczek et al. (2012) e Comerlato et al. (2013) ndo encontraram relagdo entre a
expressao de esp e a formacado de biofilme. Por sua vez, Sillanpaa et al. (2010) mostraram que
amostras de E. faecium que ndo albergavam esp apresentavam uma producdo de biofilme
mais eficiente. Heikens et al. (2007) e Chuang-Smith et al. (2010), por outro lado, sugerem a
participacdo dessa proteina no desenvolvimento do biofilme.

Uma relagdo positiva entre a producgao de biofilme e a presenga de ace em amostras
clinicas ja foi observada, sugerindo que Ace possui um papel importante nos estagios iniciais
de colonizagdo, mediando a adesdao da bactéria ao coldgeno exposto apds a injuria vascular

(Singh et al., 2010; Medeiros et al., 2014).

6.4 A resisténcia a antimicrobianos pelas amostras de Enterococcus

Uma das principais caracteristicas dos enterococos é a resisténcia intrinseca ou
adquirida a diversos agentes antimicrobianos (Murray, 2000). A resisténcia adquirida a
glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), penicilinas e aminoglicosideos estdo entre as de
maior importancia clinica, uma vez que as op¢des terapéuticas para esses casos sao limitadas
(Conceicdo et al., 2011).

Observa-se, assim, a resisténcia dos enterococos a diversos antimicrobianos
comumente utilizados na pratica clinica, como ampicilina e vancomicina. Além disso, a
resisténcia a drogas antimicrobianas de ultima escolha, como a daptomicina e a linezolida
também estd emergindo (Van Harten et al., 2017). O monitoramento constante da
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos permite ao médico fazer uma prescricdo
apropriada e, dessa forma, atuar prevenindo a emergéncia de resisténcia a essas drogas

(Fallah et al., 2017).
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Duas razoes principais fazem dos Enterococcus organismos com excelente potencial
para adquirir e servir de depdsito de fatores de resisténcia a antimicrobianos. O primeiro deles
diz respeito ao fato desses microrganismos terem como habitat ambientes microbianos
complexos, onde entram em contato com uma grande diversidade de potenciais fontes de
material genético. O segundo decorre do fato de eles possuirem elevados niveis de resisténcia
intrinseca a antimicrobianos, o que os permite sobreviver em ambientes enriquecidos de
elementos de resisténcia (como hospitais) (Van Tyne & Gilmore, 2014).

As categorias de classificacdo dos resultados obtidos no teste de suscetibilidade
antimicrobiana foram analisadas seguindo-se as recomenda¢bées do CLSI (2015). Essa
classificacdo baseia-se na resposta in vitro do microrganismo a um agente antimicrobiano nas
concentragdes séricas ou teciduais que este agente pode alcangar quando as doses
habitualmente prescritas do mesmo sdo utilizadas. Dessa forma, as categorias de sensibilidade

sao determinadas como:

|Il

e ‘Sensivel’: A categoria “sensivel” indica que a infeccdo por uma determinada
amostra pode ser tratada adequadamente com a dose do agente antimicrobiano
recomendada para esse tipo de infecgdo e patégeno;

e ‘Intermediaria’: A categoria “intermediaria” inclui amostras para as quais as
concentragGes inibitérias minimas do agente antimicrobiano se aproximam de
niveis sanguineos e tissulares atingiveis e para os quais as taxas de resposta
podem ser inferiores aquelas apresentadas por amostras sensiveis;

® ‘Resistente’: As amostras consideradas resistentes ndo sdo inibidas pelas
concentracGes geralmente atingiveis a niveis sistémicos do agente
antimicrobiano normalmente prescritas em tratamentos habituais (frequéncia e
dosagem).

Considerando-se o exposto, pode-se notar que, do ponto de vista clinico, as
categorias “intermedidria” e “resistente” sdo semelhantes. Dessa forma, optamos por
considerar as duas categorias como “ndo-sensiveis” na comparacdao das taxas de
suscetibilidade e resisténcia aos antimicrobianos.

Em nosso trabalho, observamos que 69,80% dos testes de antibiograma por disco-
difusdo indicaram sensibilidade ao antimicrobiano pesquisado (Figura 15D). O perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos mostrou-se diferente entre os grupos de estudo. No
grupo Comunidade, observou-se sensibilidade de 83,84%, enquanto para os grupos que
incluem amostras clinicas, taxas inferiores foram detectadas - 54,60% para ICS e 71,75% para

ITU. Além disso, as amostras ndo-sensiveis do grupo Comunidade (16,16%) apresentaram,

quase em sua totalidade, como resisténcia intermediaria (13,80%), enquanto nos grupos
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clinicos, a presenca de amostras classificadas como resistentes (critério do CLSI) foi
significativa.

Considerando-se a espécie, E. gallinarum apresentou-se como a mais resistente, por
outro lado, foi a espécie com menor representagao amostral do estudo completo (0,97%;
Figura 7), com apenas 3 espécimes isolados. Considerando entao E. faecalis e E. faecium, as
espécies mais representativas do estudo, observamos E. faecalis (33,84%) como a espécie com
maiores taxas de “ndo-sensibilidade”, seguida por E. faecium (22,88%).

Se considerarmos apenas as amostras clinicas do nosso estudo (n=75, grupos ICS e
ITU), observamos que 60% dos testes que incluiam E. faecium indicaram resisténcia, em
contraste com 34,77% dos ensaios com E. faecalis. Esses valores mostram que as amostras do
grupo Comunidade contribuiram para reduzir o percentual global de resisténcia de E. faecium.

Fallah e colaboradores (2017) observaram, entre as amostras recuperadas de ITU,
que a espécie E. faecium apresentou maior taxa de resisténcia a antimicrobianos do que E.
faecalis. Para a primeira espécie, foram observadas taxas de 87,5% de resisténcia a
vancomicina, eritromicina e ciprofloxacino, enquanto para E. faecalis as taxas foram
superiores a 71% para tetraciclina, quinupristin/dalfopristin e rifampicina. Por outro lado, os
antimicrobianos mais efetivos contra as espécies de Enterococcus foram linezolida,
cloranfenicol e nitrofurantoina.

Observou-se, neste trabalho, baixa resisténcia aos antimicrobianos B-lactdmicos
testados: 6,8% das amostras foram resistentes a ampicilina e 9,71% a penicilina G (Figura 16D,
Tabela 2). Estudos descrevem diferentes percentuais de resisténcia a esses farmacos.
Enquanto Abamecha et al. (2015) observaram taxa de resisténcia de 35,96% para ampicilina
e de 74,56% para penicilina G, todos as amostras foram sensiveis a ampicilina no trabalho de
Anderson et al. (2016).

Detectamos apenas sete amostras resistentes a ampicilina, portanto, a maior taxa de
sensibilidade do estudo (93,20%) (Figura 16D, Tabela 2). Essas amostras incluem trés das 34
amostras de E. faecium e quatro das 65 amostras de E. faecalis (Anexos 1, 2 e 3B). Em trabalho
publicado em 2008, d'Azevedo e colaboradores identificaram 95% das amostras de E. faecium
como resistentes a ampicilina, porém, nenhuma amostra de E. faecalis, resultado semelhante
ao de Abamecha et al. (2015). Estes ultimos, por sua vez, identificaram resisténcia a penicilina

em todas as amostras de E. faecalis e E. faecium.
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Em relacdo as fluoroquinolonas, 62,14% das amostras foram resistentes ao
ciprofloxacino e 24,27% ao levofloxacino (Figura 16, Tabela 2). Estes valores foram maiores
que os encontrados por Abamecha et al. (2015) e Anderson et al. (2016) para o ciprofloxacino
(50% e 33%, respectivamente) e menores que o observado por Anderson et al. (2016) para o
levofloxacino (33,33%).

A taxa de resisténcia ao cloranfenicol foi uma das menores, 16,5% (Figura 16, Tabela
2), valor inferior a taxa de resisténcia de 34,2% encontrada por Abamecha et al. (2015).

Eritromicina foi a droga antimicrobiana para a qual se observou a taxa mais elevada
de resisténcia (76,7%) (Figura 16, Tabela 2). Esse valor é relativamente préximo aos 63,2%
descritos por Abamecha et al. (2015), porém inferior ao encontrado por Anderson et al.
(2016), que identificaram resisténcia em 100% das amostras. Dessa forma, apesar da diferenca
encontrada, confirmamos, neste trabalho, que a resisténcia a esta droga é bastante difundida
entre os enterococos (Murray, 2000; Sader et al., 2001, 2004; Bender et al., 2009).

O percentual de amostras resistentes a tetraciclina foi de 44,66% (Figura 16, Tabela
2), resultados que mostram um perfil diferente dos 64,9% (Abamecha et al., 2015) e dos
86,67% (Anderson et al., 2016) identificados em outros estudos.

A resisténcia a vancomicina foi detectada em 23,30% das amostras (Figura 16, Tabela
2), resultado muito superior aos descritos recentemente por Abamecha et al. (2015), que
encontraram 1,75% de resisténcia, e por Anderson et al. (2016), que ndo identificaram
amostras de VRE. Por outro lado, o percentual encontrado no nosso trabalho é inferior ao de
45,7% identificado por d'Azevedo e colaboradores (2008).

Apesar da identificacdao de E. gallinarum e E. casseliflavus ser realizada utilizando-se
os genes vanCl e vanC2/vanC3, respectivamente (Dutka-Malen et al., 1995), genes de
resisténcia intermedidria a vancomicina que tornam essas espécies intrinsicamente
resistentes a baixos niveis de vancomicina (Courvalin, 2006). Em nosso trabalho, nenhuma das
trés amostras de E. casseliflavus apresentou resisténcia detectdvel no teste de disco-difusao
(Tabelas 3A e 3B). Resultado semelhante ja foi observado; amostras de E. gallinarum e E.
casseliflavus foram sensiveis a vancomicina quando utilizado o mesmo método que nds,
porém apresentaram crescimento em agar seletivo com 6 pg/mL de vancomicina e a
concentragdo inibitdria minima da droga foi de 8 ug/mL (Conceicdo et al., 2011).

Ainda sobre a resisténcia a vancomicina, na Ultima década, a transferéncia de genes

de resisténcia entre diferentes linhagens de E. faecium, bem como a transferéncia da
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resisténcia a vancomicina de E. faecalis para Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) tém sido reportadas (Willems et al., 2001; Lester et al., 2006; Palmer et al., 2010),
inclusive no Brasil (Rossi et al., 2014), o que torna esse perfil de resisténcia ainda mais
preocupante.

Em estudo recente, Abamecha et al. (2015) identificaram que 89,5% das amostras
apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos, sendo 25,4% das amostras
classificadas como MDR. Neste estudo, identificamos 40 padr&es de resisténcia (Tabelas 3A e
3B). Destes, 28 perfis consistem na presenca de resisténcia a, pelo menos, trés
antimicrobianos (44,66% das amostras), sendo que, destes, 27 padrdes foram considerados
perfis de MDR (42,72% das amostras) (Tabela 4). Nota-se que as amostras do grupo
Comunidade reduzem o percentual global de amostras MDR do estudo, por apresentarem
menor frequéncia de multirresisténcia que a detectada nas amostras clinicas (grupos ITU e
ICS).

Foram avaliados os seguintes genes de resisténcia nas amostras de Enterococcus
deste estudo: erm(A) e erm(B) que codificam metilases que alteram o sitio no rRNA 23s no
qual se ligam macrolideos (eritromicina), lincosamidas (lincomicina e clindamicina) e
estreptograminas (quinupristin/dalfopristin) (Sutcliffeet al., 1996); mef(A/E) que codificam
bomba de efluxo de macrolideos (Sutcliffeet al., 1996); ant(4’)-la que codifica uma enzima
modificadora de aminoglicosideos (estreptomicina e gentamicina) (Kobayashi et al., 2001);
tet(L), tet(M) e tet(O) que codificam resisténcia a tetraciclina por meio de uma bomba de
efluxo (TetL) ou protecdo ribossomal por meio dos outros dois genes (De Leener et al.,2004)
e vanA, vanB, vanCl e vanC2/C3 que codificam ligases que alteram os peptideoglicano da
perede celular bacteriana (Cetinkaya et al., 2000).

A frequéncia do gene erm(A) em amostras de Enterococcus é geralmente descrita
como baixa, chegando a niveis de 6% (Schmitz et al., 2000; Emaneini et al., 2008). Neste
trabalho, ndo observamos a presenca do gene nas nossas amostras. Assim, como Santos e
colaboradores (2017), também n3o detectamos a presenca do gene mef(A/E). Por outro lado,
a presenca de erm(B) em amostras de enterococos é relatada com frequéncia na literatura
(De Leener et al., 2004; Jia et al., 2014; Reyes et al., 2007; Santos et al., 2017). De acordo com
Santos et al. (2017), apesar de os macrolideos ndo serem uma opgao terapéutica regular para
as infeccbes enterocécicas devido a grande frequéncia de resisténcia descrita e a

disseminacdo do gene erm(B) entre os microrganismos do género, a pesquisa desses
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determinantes genéticos é de grande relevancia quando se considera o elevado potencial de
transmissao horizontal desses marcadores para microrganismos de outros géneros.

Observamos a presenca dos genes tet(L) e tet(M) em nossas amostras, porém tet(O)
nao foi detectado. Em estudo conduzido por De Leener et al. (2004), os genes tet(L), tet(M) e
tet(O) foram observados em 65%, 89% e 0% das amostras, respectivamente. Por sua vez,
Santos e colaboradores (2017), observaram um padrdo parecido com 0 nosso, porém em
percentuais consideravelmente mais baixos: 35,3% para tet(M) e 10,3% para tet(L).

Elevados niveis de resisténcia aos aminoglicosideos e aos glicopeptideos sdo comuns
em amostras brasileiras (Cereda et al., 1997). Na maioria dos casos, a resisténcia a
vancomicina esta relacionada a presenca dos genes vanA ou vanB, que conferem diferentes
niveis de resisténcia aos glicopeptideos (Werner et al., 2008; Papadimitriou-Olivgeris et al.,
2016). Em nosso estudo, detectamos a presenca de determinante genético (vanA, vanC1 ou
vanC2/C3) para a resisténcia a vancomicina em 26% das amostras. Em relagdo aos
glicopeptideos, a deteccao ocorreu em 37% das amostras, contrastando com o trabalho de
Kobayashi et al. (2001), que identificaram o gene ant(4’)-la em apenas 1,8% das amostras de

E. faecalis.

6.5 Auséncia de integrons nas amostras de Enterococcus do estudo

Integrons s3ao comumente reportados como uma das principais formas de
transmissdo de genes codificadores da resisténcia a antimicrobianos (Mazel, 2006). Os
integrons de classe 1 sdo identificados como fonte primaria desses genes tanto em bactérias
Gram positivas como Gram negativas (Shi et al., 2006; Xu et al., 2007, 2008a,b), enquanto os
de classe 2, sdo observados em algumas bactérias Gram negativas (Xu et al., 2009).

Apesar da ampla disseminacdo dessas estruturas nas bactérias, a descricdao de
integrons em amostras de Enterococcus é, ainda, muito timida - a presenca dessas plataformas
de resisténcia em amostras do género Enterococcus esta relatada em dois trabalhos,
publicados em 1999 e em 2010. No primeiro relato, Clark et al. (1999) identificam a presenca
da estrutura naamostra E. faecalis W4770. Por sua vez, Xu et al. (2010) identificaram integrons
em 15 amostras de Enterococcus. Duas amostras de E. faecalis possuiam o gene int/1, que

caracteriza a integrase de classe 1; 9 amostras de E. faecalis e duas de E. faecium com gene
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intl1 associado a cassetes génicos e duas amostras de E. faecalis com os genes int/1 e intl2,
além de cassetes génicos.

Assim, considerando-se a importancia dessa estrutura genética para a drea da
microbiologia clinica e na tentativa de entender os motivos da escassez da presenga de
trabalhos relatando integrons em espécimes de Enterococcus, incluimos, em nosso projeto, a
busca por estrutura nas bactérias do género. Em nossas 103 amostras (tanto as de origem
indigena como de origem clinica) ndo detectamos gene que codifica integrase (foram
investigados os genes intl1 e intl2 - os mais comuns). Esses resultados, somados aos raros
relatos da estrutura nesse género bacteriano, sugerem que os integrons ainda sdao pouco

disseminados entre amostras de Enterococcus.

6.6  Consideragoes finais

Nosso trabalho reitera a explicacao para a dificuldade em se tratar pacientes com
infeccOes relacionadas a Enterococcus spp., uma vez que esse organismo possui capacidade
de sobreviver no ambiente hospitalar por longos periodos, resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos e habilidade marcante em adquirir novos mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos estratégicos, por meio de transferéncia horizontal de genes, inclusive,
durante o periodo de tratamento, além, é claro, dos fatores de patogenicidade (Jett et al.,
1994). Porém, nossa contribuicdo estd relacionada a avaliacdo dessas caracteristicas em
amostras brasileiras, contribuindo para um maior conhecimento acerca dos dados
epidemioldgicos das amostras do nosso Pais.

Apesar da semelhanc¢a dos dados apresentados com outros estudos nacionais ou de
outros paises, assim como Soares et al. (2014), reconhecemos que o pequeno numero de
amostras de E. faecium é uma limitacdo do nosso estudo, uma vez que esta espécie tem
grande importancia clinica, principalmente, por apresentar, com grande frequéncia,
resisténcia a vancomicina.

Frequentemente, E. faecalis tem sido detectado com aumento na viruléncia,
enquanto E. faecium comumente exibe caracteristicas de multirresisténcia (Sharifi et al.,
2012). Assim, este estudo reforga caracteristicas bem conhecidas de E. faecalis e E. faecium

no que se refere a espécies com grau elevado de viruléncia e resisténcia antimicrobiana.
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SINTESE DOS RESULTADOS, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Sintese dos resultados e conclusoes

Neste trabalho observamos que:

E. faecalis é a espécie predominante nas infec¢des enterocdcicas de corrente
sanguinea nos hospitais estudados e infec¢des do trato urinario comunitdrias ndo-
complicadas. Por outro lado, E. faecium mostrou-se mais prevalente nas fezes de
individuos saudaveis.

Determinantes genéticos para diversos fatores de patogenicidade estdo presentes
nas amostras avaliadas (grupo ICS) e a expressao desses fatores é variada, como
observado, por exemplo, para gelatinase e citolisina.

A habilidade em produzir biofilme é uma caracteristica observada em
Enterococcus, havendo grandes variacdes na intensidade da produgdo. Observou-
se maiores taxas de produc¢ao de biofilme nas amostras de E. faecalis oriundas de
infeccdo do trato urindrio.

Cerca de 26% das amostras de Enterococcus oriundas de individuos saudaveis
apresentaram resisténcia, principalmente aos antimicrobianos ciprofloxacino e
eritromicina. No grupo ICS, 45% dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos
revelaram presenca de resisténcia, o maior percentual dentre os grupos do
estudo. Quando considerados os diferentes antimicrobianos, a distribuicdao da
resisténcia foi bastante variada, sendo eritromicina, ciprofloxacino e tetraciclina
os antimicrobianos com maior percentual de amostras resistentes e ampicilina,
linezolida e penicilina G os antimicrobianos com mais amostras suscetiveis.

A deteccdo de resisténcia a vancomicina chegou a 24 amostras (23,3%) e, destas,
23 apresentaram o determinante genético vanA e uma o determinante vanC1. As
trés amostras de E. casseliflavus, apesar de carrearem o gene vanC2/C3,

apresentaram-se sensiveis a vancomicina no teste fenotipico.
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e Foram detectados 40 diferentes padrdes de resisténcia, sendo 27 classificados

com MDR. Considerando-se o total de amostras, 44,66% foram classificadas como
MDR.

e Nao foram detectados integrons nas amostras deste estudo.

A analise desses resultados mostra o porqué de amostras do género Enterococcus
serem consideradas como um dos principais e mais preocupantes grupos bacterianos
emergentes. Traca ainda um panorama inicial e inédito acerca do perfil das infec¢des
enterocdcicas que ocorrem na cidade de Belo Horizonte - MG.

Esses dados reforcam a necessidade de um acompanhamento frequente da
resisténcia antimicrobiana de amostras de Enterococcus a fim de identificar uma possivel
alteracdo no padrao da infecgdo, principalmente, quanto a emergéncia da espécie E. faecium

e do aumento do isolamento de amostras VRE.

7.2 Perspectivas

Como perspectivas de continuidade deste trabalho, para maior esclarecimento dos
mecanismos de patogenicidade e resisténcia antimicrobiana das amostras do grupo, propomos a
investigacdo dos determinantes genéticos de patogenicidade para todos os grupos, além da
ampliacdo da busca de genes de resisténcia e patogenicidade nas amostras. Experimentos in vitro
e in vivo para avaliacdo da viruléncia das amostras também sdo uma possivel perspectiva do
estudo. Anadlise dos clusters obtidos pela técnica de (GTG)s-PCR, a fim de avaliar a dispersao
de genes de resisténcia antimicrobiana e patogenicidade entre as amostras de cada
agrupamento. Por fim, a complementac¢ado do estudo com a tipagem genética por meio da técnica
do MLST (tipagem por sequenciamento de multilocus) de algumas amostras, devido a inviabilidade
de fazé-lo com todas, podera fornecer uma melhor percepcao acerca dos clones circulantes no

Brasil (no nosso caso, em Belo Horizonte, MG), em relacdo aos clones circulantes globalmente.
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TESTES FENOTIPICOS GENES DE RESISTENCIA INTEGRON ANTIBIOGRAMA

AMOSTRA | ESPECIE Gelatinase | Citolisina | Biofilme | erm(A) | erm(B) | mef(A/E) | ant(4')-la | tet(L) | tet(M) | tet(O) | van int1/2/3 AMP CIP CLO ERI LVX LZD PEN TET VAN
1 | E. faecium - - NP - + - + + - - - - 28,12 | 22,16 | 25,69 | 14,53 | 20,98 | 26,94 | 20,46 | 27,93 | 22,21
2 | E. faecium - - NP - + - + + - - - - 27,86 | 18,09 | 26,91 | 20,72 | 23,06 | 27,35 | 22,58 | 26,25 | 23,01
3 | E. faecium - - NP - + - + + - - - - 28,45 | 20,07 | 28,01 | 19,67 | 18,17 | 27,22 | 20,43 | 26,45 | 21,27
4 | E. faecium - - NP - + - + + - - - - 28 21,83 | 28,52 15,84 | 29,38 | 20,09 | 27,67 | 21,81
S | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 29,92 | 16,87 | 26,32 | 17,63 | 27,97 | 27,41 | 21,47 | 24,47 | 21,06
6 | E. faecium - Beta NP - + - + + + - - - 26,14 | 1592 | 25,89 | 17,83 | 17,81 | 27,57 | 15,18 | 25,74 | 20,5
7 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 31,69 | 22,7 | 23,56 | 18,82 | 22,46 | 25,8 26,1 26,3 | 19,62
8 | E. faecium - - NP - + - - + + - - - 25,93 | 21,99 | 24,23 21,06 | 25,89 | 15,88 | 26,1 | 20,48
9 | E. faecium - - B - + - + + + - - - 37,23 | 25,29 | 29,25 | 15,8 | 23,84 | 28,16 | 33,97 | 26,89 | 22,14
10 | E. faecium - - B - + - - + + - - - 30,53 | 22,62 | 26,83 | 1593 | 22,6 | 29,29 | 21,95 | 27,11 | 19,59
11 | E. faecium + Beta NP - + - - + - - - - 28,85 | 23,21 | 29,47 | 28,09 | 21,48 | 27,4 20,7 | 26,74 | 23,03
12 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 34,5 | 21,21 | 31,01 | 22,59 | 20,54 | 27,16 | 30,71 | 27,88 | 23,55
13 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 29,46 | 18,59 | 26,01 | 18,58 | 19,82 | 26,82 | 20,87 | 28,39 | 21,11

14 | E. faecium - - NP - + - + + + - - - 27,3 | 22,61 | 27,01 | 27,44 | 20,61 | 26,9 | 20,48 21
15 | E. faecium - - M - + - + + + - - - 37,57 | 20,79 | 27,75 | 20,13 | 20,85 | 27,68 | 36,17 | 28,19 | 22,9
16 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 25,03 | 19,63 | 26,6 | 26,11 | 19,63 | 26,21 | 21,52 | 26,46 | 19,98
17 | E. faecalis - - NP - + - + + - - - 28,38 | 19,39 | 23,53 | 23,63 | 21,25 | 26,66 | 22,96 | 25,75 | 18,53
18 | E. faecium - - NP - + - - + + - - - 27,95 | 19,92 | 24,45 | 26,91 | 18,09 | 28,17 | 22,4 20,65
19 | E. faecium - - NP - + - - - - - - - 27,19 | 22,68 | 26,82 | 27,64 | 21,12 | 26,96 | 22,82 | 27,02 | 21,58
20 | E. faecium - - M - + - + + - - - - 30,19 | 21,43 | 24,79 | 20,16 | 20,31 | 27,85 | 23,95 | 26,03 | 20,24
21 | E. casseliflavus - Alfa NP - + - + + + - C2/C3 - 28,55 | 20,25 | 25,03 | 24,37 | 19,34 | 25,23 | 26,14 | 23,6 | 18,57
22 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 33,06 | 25,59 | 26,39 25,78 | 28,01 | 31,73 | 28,48 | 22,63
23 | E. faecalis + - NP - - - + - - - - 28,19 | 19,48 | 21,58 | 19,48 | 19,5 | 25,81 | 22,26 | 23,01 | 17,71
24 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 24,78 | 20,27 | 25,71 | 13,14 19 27,57 | 20,23 | 26,43 | 20,95
25 | E. faecium - - NP - - - + + - - - - 26,59 | 19,76 | 27,61 | 20,57 | 22,12 | 26,62 | 22,94 | 25,61 | 21,67
26 | E. faecium - - NP - - - - + - - - - 33,92 | 16,45 | 27,34 | 18,75 | 16,67 26 31,57 | 25,73 | 23,28
27 | E. faecium - - NP - + - + - - - - - 26,58 | 19,38 | 27,17 | 25,33 | 20,17 | 25,39 | 23,4 | 26,11 | 21,95
28 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 30,99 | 17,05 | 28,91 | 19,11 | 18,1 | 25,21 | 26,5 | 27,12 | 20,39
29 | E. faecalis - - M - + - - + - - - - 30,48 | 22,67 | 26,61 | 22,96 | 24,84 | 27,15 | 26,88 | 23,41 | 20,52
30 | E. faecium - - NP - + - + + - - - - 25,31 | 23,79 | 23,14 | 1545 | 24,6 | 25,53 | 20,74 | 23,74 | 21,65
31 | E. faecium - - NP - - - - + + - - - 26,57 22,06 | 13,78 | 18,25 | 24,62 | 21,06 20,05
32 | E. faecium - - NP - + - - - + - - - 32,96 | 19,81 | 26,15 | 24,73 | 17,74 | 25,85 | 32,4 | 18,03 | 20,35
33 | E. faecium - - NP - + - - + - - - - 30,99 | 22,89 | 27,75 | 21,96 | 23,98 | 26,51 | 30,39 | 26,52 | 21,41
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TESTES FENOTIPICOS GENES DE RESISTENCIA INTEGRON ANTIBIOGRAMA
AMOSTRA | ESPECIE Gelatinase Citolisina Biofilme | erm(A) | erm(B) | mef(A/E) ant(4')-la | tet(L) | tet(M) | tet(O) | van int1/2/3 AMP CIP CLO ERI LVX LZD PEN TET VAN
34 E. faecalis + - NP - + - - + + - - - 30,67 | 21,52 | 29,13 | 22,77 | 22,92 28,8 21,92 | 25,56 21,1
35 E. faecalis - Beta M - + - - - + - - - 28,88 | 22,94 | 2506 | 0 | 23,51 | 29,73 | 20,99 19,17
36 E. faecalis - - M - + - + + + - - - 29,89 | 2541 | 27,78 | 26,95 | 25,18 | 31,33 | 19,84 | 27,42 | 19,74
37 E. faecalis + - NP - + - - + + - - - 30,76 21,9 26,43 27,1 22,41 | 27,62 | 22,38 26,1 19,21
38 E. faecalis + - NP - + - - + + - - - 28,5 19,87 | 27,43 | 26,76 | 21,16 | 26,29 | 20,37 | 24,25 | 17,89
39 E. faecalis - - A - + - + + + - - - 28,72 | 21,64 22,25 | 29,72 | 22,47 19,99
40 E. faecalis + - B - + - - + + - - - 29,16 | 21,91 22,44 | 27,16 | 21,42 19,36
41 E. faecalis + - B - + - + + + - - - 27,92 | 21,46 22,59 | 26,99 | 20,68 19,02
42 E. faecalis - - NP - + - + + + - A - 27 22,67 23,17 | 27,51 | 16,52 16,54
43 E. faecalis - - NP - + - + + + - A - 33,78 | 22,47 21,98 | 27,23 | 25,87 16,65
44 E. faecalis - - B - + - + + + - - - 29,62 | 21,19 22,09 27,3 20,97 19,55
45 E. faecalis + - B - + - + + + - - - 28,95 | 21,28 24,24 | 28,3 | 21,89 19,32
46 E. faecalis + - NP - + - + + + - - - 29,63 | 21,7 18,15 | 28,72 | 21,52 19,38
47 E. faecalis + - M - + - - + + - - - 31,91 | 22,35 17,19 | 29,94 | 16,56 20,37
48 E. faecalis - A - + - - + + - - - 29,88 | 21,31 21,71 | 27,36 | 214 20,86
49 E. faecalis + Beta B - + - - + + - - - 27,39 | 20,95 21,14 | 27,13 | 17,85 17,52
50 E. faecalis - NP - + - + + + - - - 28,52 | 21,55 24,72 | 26,86 | 18,56 | 22,12 | 17,02
51 E. faecalis - Beta M - + - - + + - A - 35,73 | 24,72 | 32,05 | 30,15 | 17,61 | 36,14 | 21,58 | 26,02 | 15,38
52 E. faecalis - Beta B - - - + + + - A - 28,35 | 21,51 | 20,22 22,03 | 27,71 | 18,81 15,68
53 E. faecalis + - M - + - - + + - - - 27,33 | 22,87 | 27,38 | 24,87 | 13,51 | 28,98 20,2 18,84
54 E. faecalis - Beta NP - - - + + - A - 21,49 18,13 28,6 16,25
55 E. faecalis - - B - + - - + + - A - 18,52 19,41 22,48 | 15,61 | 22,51 | 16,85
56 E. faecalis + - NP - - - - + + - A - 16,97 24,24 13,88 | 25,93 14,73
57 E. faecalis - Beta NP - - - - + + - - - 17,26 | 20,17 | 24,62 | 24,92 | 18,04 | 29,63 21,02
58 E. faecalis - Beta NP - + - - + + - - - 28,41 | 23,31 | 24,29 23,17 | 26,8 | 20,04 18,85
59 E. faecalis + - M - - - - + + - - - 27,91 | 19,93 | 22,89 19,94 | 27,53 | 20,72 18,6
60 E. faecalis - Beta NP - - - - + + - - - 28,29 | 21,84 23,4 25,02 | 22,19 | 26,87 | 20,48 18,23
61 E. faecalis + - NP - + - + + + - - - 27,35 | 20,52 | 23,18 | 20,32 | 20,51 | 25,01 | 20,01 | 21,92 | 17,15
62 E. faecalis - - NP - + - + + + - - - 30,85 | 20,83 | 27,89 | 23,45 | 23,1 | 25,82 | 22,04 19,48
63 E. faecalis - Beta NP - + - - + + - A - 28,82 | 18,48 19,61 | 24,42 | 16,48 | 20,46 | 16,99
64 E. faecalis - - B - + - - + + - A - 28,98 25,8 20,58 16,14
65 E. faecalis + - M - + - - + + - - - 28,82 23,28 28,06 | 19,88 19,25
66 E. faecalis - - M - + - - + + - - - 28,66 25,89 | 21,14 18,67
67 E. faecalis - Beta NP - - - + + - - - 29,75 | 22,48 | 26,34 | 23,71 | 22,03 | 25,78 | 21,41 17,89
68 E. faecalis + Beta NP - + - - + + - A - 26,86 | 25,94 | 26,08 | 21,08 | 24,53 | 26,56 | 20,97 | 24,21 | 16,82
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TESTES FENOTIPICOS

GENES DE VIRULENCIA

AMOSTRA ESPECIE Gelatinase Citolisina Biofilme gelE cylA cylM cylLl cylLs esp efaAfs efaAfm cpd cob ccf ace hyl
69 | E. casseliflavus - Alfa NP + - - - - + - - - + - -
70 | E. casseliflavus - Alfa NP + - - - - - + - - - + - -
71 | E. faecalis - - B + - - - + + + - + + + + -
72 | E. faecalis + - NP + - - - + + + - + + + - -
73 | E. faecalis - - NP + - - - + + + - - + + + -
74 | E. faecalis - - NP + - - - + + + - - + + + -
75 | E. faecalis + - NP + - - - + - + - + + + - -
76 | E. faecalis + Alfa M + - + + + + - - - + + - -
77 | E. faecalis - Alfa NP + - - - + - + - - + + - -
78 | E. faecalis + Alfa NP + - - - + - + - - + + - -
79 | E. faecalis + Alfa NP + - + + - - + - - + + + -
80 | E. faecalis + Alfa NP + - + + - + - - + + + -
81 | E. faecium - - NP + - - + + + + + - + - -
82 | E. faecium - NP + - + - + + + - - + - -
83 | E. faecium Alfa NP + - + - + + - - + - -
84 | E. faecium - Alfa NP + - - - - - + + - - + - -
85 | E. faecalis - Alfa NP + + + + + + - - + + + -
86 | E. faecalis + - B + - - + - + - - + + - -
87 | E. faecalis - - + - - + + + + - - + + + -
88 | E. faecalis + - NP + + - + + - + - - + + + -
89 | E. faecalis - - NP + - - - + + + - - + + + -
90 | E. faecalis + - NP + - - + + - + - - - + + -
91 | E. faecalis - - NP + - - + - + - - + + + -
92 | E. faecalis + Alfa NP + - - + - - + - - + + + -
93 | E. faecalis - - NP + - - - + - + - + + + + -
94 | E. faecalis + - NP + - - - - - + - + - + + -
95 | E. faecalis + - B + + - + + - + - - + + + -
96 | E. faecalis + - B + + - - + - + - - + + + -
97 | E. faecalis + - B + + - - + - + + + + + -
98 | E. faecium - - NP + + - + - - + - - - + - -
99 | E. faecalis - B + + - + + + + - - + + + -

100 | E. gallinarum - Alfa NP + - - - - - + - - + + + -
101 | E. faecalis - Beta NP + + - + - + - - - + + + -
102 | E. faecalis - - A + + - + - + + - - + + + -
103 | E. faecalis - Beta NP + + - + - + - - + + + + -
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GENES DE RESISTENCIA INTEGRON ANTIBIOGRAMA
AMOSTRA ESPECIE erm(A) erm(B) mef(A/E) ant(4')-la tet(L) tet(M) tet(0) van int1/2/3 AMP CIP CLO ERI LVX LZD PEN TET VAN
69 E. casseliflavus - + - - + + R €2/C3 -
70 E. casseliflavus - + - + + + - c2/c3 -
71 E. faecalis - + - + + + _ _ N
72 E. faecalis - + - - - + _ - -
73 E. faecalis - + - - + + _ -
74 E. faecalis - + - R 4 + N N N
75 E. faecalis - + - - + + _ _ N
76 E. faecalis - + - + + + _ _ N
77 E. faecalis - + - + + + R A N
78 E. faecalis - + - + + + _ N N
79 E. faecalis - + - - + + _ A N
80 E. faecalis - + - - + + _ A N
81 E. faecium - + - + + + _ _ N
82 E. faecium - + - + + + - A -
83 E. faecium - + - + + + _ _ N
84 E. faecium - + - + + + N N N
85 E. faecalis - + - - + + _ A N
86 E. faecalis - - - - + - - - _
87 E. faecalis - + - R ¥ + N N N
88 E. faecalis - + - - + + _ _ N
89 E. faecalis - + - - + + _ _ N
90 E. faecalis - + - - + + _ _ N
91 E. faecalis - + - + + + _ _ N
92 E. faecalis - + - - + + _ _ N
93 E. faecalis - + - - + + _ _ N
94 E. faecalis - + - R + + R A N
95 E. faecalis - - - - + + _ A N
96 E. faecalis - - - + + + - A -
97 E. faecalis - + - - + + _ A N
98 E. faecium - + - - + + _ A N
99 E. faecalis - + - - + + _ A N
100 - + - - + - - Cc1 _
101 E. faecalis - - - - + + _ _ N
102 E. faecalis - + - - + - R A R
103 E. faecalis - + - + + B _ _ N
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ABSTRACT

In this investigation, we addressed the pathogenicity profile of 35 Enferococcus samples isolated from inpatients with bloodstream
infections (BSI) at hospitals in Belo Horizonte (MG), Brazil. The most prevalent species was £. faecalis (27/77.14%). The ability to
produce gelatinase and cytolysin was detected in 14/40% of the samples and presented a heterogeneous distribution. Biofilm production
was observed in 27 strains (77.14%) and classified as weak (8/22.86%), moderate (18/51.42%), or strong (1/2.86%). This study adds to
knowledge of the pathogenicity profile of Enterococcus strains isolated from BSI, aiming to increase understanding about virulence of

the circulating strains in Brazil.

Key words: Enferococcus; virulence; gelatinases; hemolysin proteins; biofilms.

INTRODUCTION

Bloodstream infections (BSI) are associated with high
morbidity and mortality rates worldwide”. Cases related to
Candida spp., Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus spp.
are frequently fatal®.

Bacteria of the Enferococcus genus are members of the
indigenous intestinal microbiota. Initially, the group was
not recognized as having great clinical relevance, but has
lately emerged as an important nosocomial pathogen. These
microorganisms can synthesize the enzymes gelatinase and
cytolysin, as well as adhesion proteins, which confer capacity of
biofilm formation to the samples. These abilities contribute to
their capacity to survive for long periods in surfaces and can help
explain their dissemination in hospital settings" .

The objective of this study was to confirm the identification
of Enterococcus samples isolated from BSI patients in hospitals

of Belo Horizonte (MG), Brazil, to the species level. Another
objective was to assess the expression of pathogenicity factors
that are important for the infectious process associated with the
microorganism.

MATERIAL AND METHOD

Thirty-five Enterococcus samples isolated during 2008
and 2009 from blood cultures of inpatients with BSI in different
hospitals of Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, were included
in the study. The project was approved by the Ethics Research
Committees of the participant hospitals and of Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (ETIC 114/08).

The species-level ~biochemical and physiological
identification (Vitek® 2) of bacteria was confirmed by
polymerase chain reaction (PCR), using the conditions and

the starters described by Dutka-Malen ef al.”). Moreover, the
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samples identified as E. casseliflavus by the physiological and
biochemical method were tested for pigment production in
tryptic soy agar (TSA) with 5% horse blood"”.

In order to assess gelatinase production, bacteria were
inoculated into nutrient agar with 3% gelatin; enzyme production
was identified by the presence of clear zones around the colonies”.
In order to investigate cytolysin production, samples were
inoculated into TSA with 5% horse blood, and the enzyme was
detected by the presence of hemolysis zones"”.

The assay to assess biofilm production was based on
modifications in a protocol described by Lopez-Salas e/ al.”.
The inoculum was adjusted to the turbidity of a 0.5 McFarland
standard, and then was diluted 1:40 in tryptic soy broth with 2%
glucose. Suspensions were inoculated into 96-well microplates
and incubated. Then, plates were processed and stained with
crystal violet solution. Excess crystal violet was removed, the
stain adhering to the microplate was solubilized, and the optical
density of the solution was measured at 570 nm. The samples
were classified as biofilm producers (absorbance > 0.5) or non-
biofilm producers (absorbance < 0.5); production, in its turn, was
classified as strong (absorbance > 2), moderate (1 < absorbance
<2), orweak (0.5 < absorbance < 1).

RESULTS

The distribution of Enferococcus species, considering the
method of genotypic identification, was E. faecalis — 27 samples
(77.14%), E. faecium — five samples (14.29%), E. casseliflavus —
two samples (5.71%), and E. gallinarum — one sample (2.86%)
(Figure A). There was agreement of 97.14% (34/35) in
species-level identification between the genetic technique and
the physiologic and biochemical method. Both samples of
E. casseliflavus produced pigment, forming yellow colonies. PCR
result was considered definitive.

Gelatinase production was detected in 14 (40%) samples of
E. faecalis (Figure B). Capacity for cytolysin production was
also detected in 14 (40%) samples, although with a distinct
distribution (Figure C), and among which just two samples of
E. faecalis were classified as beta-hemolytic. Five samples,
all £. faecalis, were able to synthesize both enzymes.

Biofilm production was observed in most samples (27/35,
77.14%). Among them, 18 (51.42%) were included in the category
of moderate production; one (2.86%) presented strong biofilm
production; and eight (22.86%), weak production (Figure D).
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FIGURE — Distribution of Enterococcus species (4) and evaluated production of gelatinase (B), cytolysin (C) and biofilm (D) by the samples included in the study
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DISCUSSION

Results indicated higher prevalence of E. faecalis species
(77.14%), as well as high agreement between the genotypic (PCR)
and automated phenotypic (Vitek® 2) methods. Considering the
high accuracy of the employed genetic technique, identification by
PCR was chosen to define the species®?. Thus, a sample initially
identified as £. casseliflavus was reidentified as E. gallinarum.
The result indicates that the employed phenotypic method requires
complementary tests, such as assessment of pigment production,
to enable accurate species identification®”. The data obtained
in this study are in agreement with previous reports, which
show elevated prevalence of E. faecalis in enterococci infections,
including in Brazil™" 'V,

The pathogenicity factors of Enferococcus contribute
to enhance fitness and persistence of the pathogen in the
environment. Among them can be cited those related to adhesion
(biofilm formation) and synthesis of enzymes, such as gelatinase
and cytolysin/hemolysin"?. Knowledge about the presence of a
specific pathogenicity factor and its real implication in enterococci
infectious processes in human beings is still limited. In this regard,

the present investigation is even more significant, once data on
virulence of Enferococcus lineages circulating in Brazil are so far
scarce™.

The expression of gelatinase was observed in 40% of the
studied samples. In the literature, values close to the ones of this
investigation have already been reported"™ '. Cytolysin activity
was also observed in 40% of the samples. Values equal to or close to
this have been reported in studies evaluating samples from diverse
origins, including blood cultures® ',

In this study, more than 75% of the samples were able
to produce biofilm, predominantly included in the category
moderate production. Among the five samples of E. faecium, two
were classified as non-producers; and three, with low capacity
for biofilm production. These results are similar to other already
described in the literature, which also observed that most samples
of E. faecalis were strong or moderate producers, while most
samples of E. faecium were non-biofilm producers'"'.

The data provided by this study represent a contribution for the
characterization of Brazilian samples of Enferococcus, considered
of great relevance as infectious disease agent in our country.

RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se o perfil de patogenicidade de 35 amostras de Enterococcus isoladas de pacientes com infecgao
de corrente sanguinea (ICS) em diferentes hospitais de Belo Horizonte (MG), Brasil. E. taecalis foi a espécie mais prevalente
(27/77,14%). A produgdo de gelatinase e cilolisina, delectada em 14/40% das amostras, apresentou distribuicdo heterogénea.
A produgdo de biofilme foi observada em 27 amostras (77,14%) e classificada como fraca (8/22,86%), moderada
(18/51,42%) ou alta (1/2,86%). Este estudo contribui para o conhecimento do perfil de patogenicidade de amostras
de Enterococcus isoladas de ICS, buscando auxiliar na compreensdo da viruléncia das amostras circulantes no Brasil.

Unitermos: Enterococcus; viruléncia; gelatinases; proteinas hemolisinas; biofilmes.
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