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RESUMO

ANALISE DOS FATORES DE VIRULENCIA EM Enterococcus faecalis
ISOLADOS DE HUMANOS, ALIMENTOS E FRANGOS!

Este estudo objetivou investigar a distribuicdo e a relagdo entre os genes
envolvidos com a viruléncia e formacdo de biofiime em 196 Enterococcus
faecalis isolados de alimentos, clinicos e suabes cloacais de frangos de corte
que receberam oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e racéo
suplementada ou n&o com anticoccidiano. No primeiro experimento foi
investigada a frequéncia dos genes agg, ace, tet(M), tet(L) e do operon
bopABCD; e foi analisada a producdo da enzima gelatinase em duas
temperaturas de crescimento (36°C e 42°C). Assim como a capacidade de
formar biofilme em meio de cultura suplementado com 10% de sangue, 10% de
urina ou 0,75% de glicose por 70 Enterococcus faecalis isolados de frangos. Os
Enterococcus faecalis isolados de frangos de corte que receberam oocistos de
Eimeria maxima e Eimeria acervulina e racdo suplementada ou ndo com
anticoccidiano apresentaram capacidade de se adaptar a diferentes nichos
biolégicos, como por exemplo, sangue e urina. Foi observado um alto
percentual dos genes dos fatores de viruléncia. No segundo experimento, foi
avaliada a diversidade filogenética, com base no método de PCR, de 182
cepas isoladas de humanos, frangos de corte e alimentos. Estas cepas
formaram quatro grupos filogenéticos (A, B, C e D) e quatro subgrupos (Al, A2,
B1 e B2) com indice de similaridade entre 65 a 100%, demonstrando a
adaptacdo de Enterococcus faecalis a diferentes ambientes. No terceiro
experimento, foi determinada a capacidade de formacdo de biofiime de
isolados clinicos e alimentares em diferentes meios de cultivo. Observou-se
que o meio suplementado com 0,75% de glicose demonstrou ser 0 mais
adequado para estabelecimento de forte aderéncia e, consequente formacéao
do biofilme microbiano nos isolados de todas as origens. Em contrapartida, o
meio suplementado com 10% de sangue foi 0 que registrou as maiores taxas
de fraca formacdo de biofilme. Os estudos conduzidos demonstram
caracteristicas fenotipicas e genotipicas de Enterococcus faecalis que sugerem
uma ampla adaptacdo ambiental entre os isolados pesquisados.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia Molecular de
Procariotos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (127 p.) Marco, 2014.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF VIRULENCE FACTORS IN Enterococcus faecalis ISOLATED
FROM HUMANS, FOODS AND CHICKENS!

This study aimed to investigate the distribution and the relationship between
genes involved in virulence and biofilm formation in 196 Enterococcus faecalis
isolates from food, clinical and cloacal swabs of broilers that received oocysts of
Eimeria maxima and Eimeria acervulina and diet supplemented or not with
anticoccidial. The first experiment investigated the frequency of agg, ace,
tet(M), tet(L) genes and bopABCD operon; production of gelatinase enzyme
was analyzed at two growth temperatures (36°C and 42°C). Thus the ability to
form biofilm in culture medium supplemented with 10% of blood, 10% of urine
and glucose 0.75% for 70 Enterococcus faecalis isolates of chicken. The
Enterococcus faecalis isolates from broilers that received oocysts of Eimeria
maxima and Eimeria acervulina and supplemented or not with anticoccidial
showed the ability to adapt to different biological niches, such as blood and
urine. A high percentage of genes of virulence factors were observed. In the
second experiment, we evaluated the phylogenetic diversity based on PCR
method of 182 strains isolated from humans, broilers and food. These strains
formed four phylogenetic groups (A, B, C and D) and four subgroups (A1, A2,
B1 and B2) with similarity index between 65 and 100%, demonstrating the
adaptation of Enterococcus faecalis to different environments. In the third
experiment, the ability of biofilm formation of clinical and food isolates in
different culture media was determined. It was observed that the medium
supplemented with 0.75% glucose was shown to be more suitable for the
establishment of strong adhesion and subsequent formation of the biofilm
isolates from all sources. In other hand, medium supplemented with 10% blood
was reported that the highest rates of weak biofilm formation. Studies
conducted show phenotypic and genotypic characteristics of Enterococcus
faecalis that suggest a broad environmental adaptation among the isolates
studied.

'Doctoral Thesis in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (127 p.) March, 2014.
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1. INTRODUCAO

O género Enterococcus compreende espécies de importancia
ambiental e na industria de alimentos. Porém, seu papel no estabelecimento de
infeccBes relacionadas a assisténcia da saude é um grande problema,
principalmente no que se refere a colonizagbes oportunistas. Fazem parte da
microbiota do trato gastrintestinal humano e s&o considerados micro-
organismos de baixa viruléncia, mas podem ser responsaveis por infeccdes
graves em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos.

Muitos fatores de viruléncia presentes nesta espécie sao
comprovadamente responsaveis pela formacéo e estabelecimento de biofilme
microbiano, uma das principais formas de sobrevivéncia bacteriana no meio
ambiente e em hospedeiros humanos e animais. Os fatores de viruléncia séo
estruturas, produtos ou estratégias que as bactérias utilizam para escapar do
sistema de defesa do hospedeiro e causar uma infeccdo. Alguns estdo
relacionados com a coloniza¢cdo do micro-organismo e outros com as lesdes no
organismo, como por exemplo, a expressao de toxinas. Exemplos de fatores de
viruléncia encontrados em Enterococcus faecalis sdo: a substancia de
agregacao (Agg), a proteina de superficie de adesdo da matriz na molécula

(Ace), o operon bopABCD, assim como 0s genes de resisténcia antimicrobiana,

tet(M) e tet(L), que codificam resisténcia pela ligacdo de proteinas ao



ribossomo e alteracdo de sua conformacdo. Em Enterococcus faecalis os
fatores de viruléncia podem ser adquiridos e transferidos por elementos
genéticos, como plasmideos e transposons, entre cepas da mesma espécie e
interespécies.

Bioflme microbiano € uma associacdo entre micro-organismos,
podendo abranger diferentes espécies em uma mesma estrutura formada por
exopolissacarideos bacterianos e matéria organica presente no meio ambiente
onde se encontram, comunicando-se em quorum sensing, um mecanismo de
secrecdo de moléculas formadas intracelularmente que reconhece a presenca
de outras células bacterianas no mesmo ambiente de crescimento. Dessa
forma, o micro-organismo pode estabelecer contato célula-célula e realizar
expressao genética e fenotipica semelhante, determinando o momento correto
de invasdo e adesdo celular no hospedeiro ou em materiais inorganicos,
prolongando sua permanéncia no ambiente e ativando genes de viruléncia que
aumentam seu potencial patogénico e de infeccao.

Diversos estudos sdo conduzidos atualmente na tentativa de
estabelecer uma relagcdo entre a formacdo fenotipica de biofilme em
Enterococcus faecalis e a presenca de genes de fatores de viruléncia. Porém,
outros determinantes ambientais também devem ser considerados, dada sua
capacidade de sobrevivéncia e sua adaptacdo a diferentes fontes, seja em
objetos inanimados, pacientes infectados ou alimentos.

Nesse contexto, o estudo apresentado a seguir visou a pesquisa de
alguns genes de viruléncia encontrados em Enterococcus faecalis e

comprovadamente necessarios ao estabelecimento da matriz microbiana



(biofilme). Para tanto, isolados de diferentes fontes e origens foram
pesquisados fenotipica e genotipicamente. Além disso, estudos recentes tém
demonstrado a capacidade com que cepas de enterococos formam biofilme
sob diferentes condi¢cdes de crescimento e suplementos em meios de cultura,
remetendo mais uma vez a sua plasticidade e adaptacao aos mais diversos
ambientes.

A relacdo de cepas de Enterococcus faecalis isoladas de diversos
ambientes e periodos de anos diferentes sera o principal fator a ser
considerado neste estudo, através de mecanismos genéticos e fisiologicos,
determinados pelo seu comportamento fenotipico in vitro e seu conteudo
genético, observado através de estudos genotipicos.

1.1 Objetivo Geral

Investigar a distribuicdo e a relacdo entre os genes envolvidos com a
viruléncia e a formacdo de biofilme em Enterococcus faecalis isolados de
diversos locais, como alimentos, amostras clinicas e suabes cloacais de
frangos de corte.

1.2 Objetivos Especificos

e Pesquisar a frequéncia dos genes agg, ace e do operon
bopABCD e analisar a produgcdo da enzima gelatinase em duas temperaturas
de crescimento (36°C e 42°C); avaliar a capacidade de formar biofiime em meio
de cultura suplementado com 10% de sangue, 10% de urina ou 0,75% de
glicose em Enterococcus faecalis isolados de suabes cloacais de frangos de

corte, isolados de amostras clinicas humanas e de alimentos;



e Pesquisar a frequéncia dos genes agg, ace, operon bopABCD e
genes de resisténcia tet(M) e tet(L) por PCR em Enterococcus faecalis isolados
de amostras clinicas de pacientes infectados, alimentares e suabes de frangos
de corte e avaliar a relacdo entre as cepas atraves da analise da presenca

destes fatores de viruléncia entre as cepas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Enterococcus

O género Enterococcus compreende bactérias Gram-positivas que
pertencem ao grupo das bactérias acido-laticas e fazem parte da microbiota
natural do trato gastrintestinal (TGI) de humanos e de varios outros animais,
como aves e bovinos, sendo também encontradas em solo, agua e alimentos
(Jensen et al., 1999; Stobberingh & Van Den Bogaard, 1999; Aarestrup et al.,
2000; Donabedian et al., 2003; Aarestrup et al., 2004).

Uma vez que séo isolados de diversas fontes, sua sobrevivéncia
esta associada a sua excepcional adaptacao e resisténcia a ambientes hostis
(Reffuveille et al., 2011). Essas bactérias exercem um papel muito importante
na producdo de varios alimentos fermentados, e também sdo usadas como
probioticos. De fato, algumas espécies ou cepas de Enterococcus constituem
um componente da microbiota de queijos, embutidos, azeitonas verdes e
outros constituintes de maturacédo conferindo a esses produtos caracteristicas
organolépticas Unicas (Foulquié Moreno et al., 2006).

Esse papel benéfico levou a introducéo de cepas de enterococos em
culturas starters. Contudo, algumas destas cepas sdo usadas como probidticos
para aumentar o balanco microbiano do intestino e no tratamento de

gastroenterite humana e animal (Franz et al., 2003; Bensalah et al., 2006). Em



contrapartida, a presenca destes micro-organismos nos produtos finais pode
estar relacionada a condi¢cdes de baixa higiene durante o processamento do
alimento, pela contaminacéo de fezes animal ou humana (Giraffa, 2002).

Os representantes do género Enterococcus compreendem mais de
40 espécies e sao micro-organismos de importancia médica, por estarem
frequentemente relacionados com infeccbes hospitalares, sendo causa de
endocardites, bacteremia, infec¢cdes do trato urinario, sistema nervoso central,
intra-abdominal e infec¢cdes pélvicas. Algumas espécies sao tipicamente
patdgenos oportunistas que causam doencas em pacientes que ja sofrem de
outras enfermidades, como Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, as
mais prevalentes no género (Ali et al., 2014). Enterococos reconhecidos
formalmente como organismos de minimo impacto clinico tiveram uma
emergéncia importante como patdégenos adquiridos em pacientes
imunocomprometidos a partir da década de 1990 (Low et al., 1994; Morrison et
al., 1997). De acordo com dados epidemioldgicos, enterococos estao entre 0s
mais importantes patdgenos responsaveis por infecces relacionadas com a
assisténcia a saude (IRAS), com 12% de prevaléncia e com taxa de
mortalidade para infeccfes sanguineas variando de 20 a 68% dependendo da
populacdo microbiana no paciente (Bourgogne et al., 2010). Outros dados
também indicam que Enterococcus faecalis € a espécie mais comumente
isolada de doencas humanas e, assim como Enterococcus faecium, esta
relacionada com um risco mais elevado de resisténcia antimicrobiana adquirida

(Huycke et al., 1998).



Como importante caracteristica destes micro-organismos, a
resisténcia a muitos antimicrobianos ocorre facilmente, tanto por mutacoes
quanto pela aquisicao de plasmideos ou transposons que carregam genes de
resisténcia (Franz et al., 1999; Franz et al., 2003; Centikaya et al., 2000;
Giraffa, 2002). Em alimentos ja foram descritos diversos estudos que
encontraram Enterococcus sp. resistentes a diversos antimicrobianos (Riboldi
et al., 2008; Peters et al., 2003, Cortés et al., 2006). Enterococos também
possuem resisténcia a cefalosporinas, lincosaminas e muitos beta-lactamicos,
contudo, a resisténcia adquirida de enterococos a vancomicina (VRE) constitui
a mais séria e emergente preocupacdo que surgiu nas infeccdes clinicas
humanas (Gilmore, 2002).

Na ultima década, ocorreu um grande aumento no namero de cepas
resistentes a uma ampla quantidade de agentes microbianos que
frequentemente causam infec¢des fatais (Willems et al., 2001). Na Italia, um
namero significativo de enterococos foi identificado como causa de IRAS,
demonstrando a presenca de enterococos resistentes a vancomicina nos
paises da Europa (Gomes et al., 2008; Dupreé et al., 2003; Mannu et al., 2003;
Baldassarri et al., 2001).

Estudos sobre a cadeia epidemiolégica tém mostrado que animais
produtores de alimentos, quando tratados com antimicrobianos podem ser
reservatorios de enterococos resistentes, e assim contribuirem para a
disseminacdo de resisténcia antimicrobiana entre a populacdo. Nos ultimos
anos, o uso desses aditivos antimicrobianos na dieta animal passou a ser visto

como fator de risco para a saude humana, principalmente em decorréncia de



duas contestacfes: a presenca de residuos dos antimicrobianos na carne, nos
ovos e no leite e a inducao de resisténcia cruzada para bactérias patogénicas
para humanos. Com isso, surgiram restricdes e novas regulamentacdes quanto
ao uso de antimicrobianos e quimioterapicos na alimentacdo animal.

Na Unido Européia, por exemplo, a partir de janeiro de 2006, foi
banido o uso de qualquer antimicrobiano promotor de crescimento na producao
animal, sendo permitido o uso de antimicrobianos e quimioterapicos somente
com finalidade curativa. Embora, em estudo recente, Cassenego et al. (2011)
tenham demonstrado auséncia de correlacéo entre o uso dessas substancias e
o estabelecimento de resisténcia em isolados de suabes cloacais de frangos de
corte em Enterococcus sp..

Uma vez que se entre em contato com bactérias resistentes a
antimicrobianos pela ingestao principalmente, estas podem naturalmente ser
transmitidas de alimentos para o TGl de humanos. Em estudo realizado por
Gelsomino et al. (2001), visando comparar o impacto do consumo de queijo
contaminado com Enterococcus sobre a microbiota do TGI, observou-se que 0
queijo e as fezes humanas continham duas cepas idénticas. Durante o
consumo dos queijos, as cobaias avaliadas apresentaram uma mudanca
drastica na sua microbiota fecal. A partir disso, existe uma comprovacao sobre
o efeito do alimento como carreador de cepas de enterococos ao organismo
humano. Os resultados provam que um clone presente no queijo, mesmo em
pouca quantidade, foi capaz de se estabelecer no intestino do humano.

Apenas a resisténcia microbiana ndo é capaz de explicar a ampla

viruléncia dos enterococos. A causa do alto numero de infec¢des causadas por



esse micro-organismo também pode ser expressa por fatores de viruléncia, 0s
quais ndo sao facilmente identificados, incluindo véarias adesinas, assim como
resisténcia e modulacéo a mecanismos de defesa do hospedeiro, secrecao de
citolisina e producdo de feromdnios codificados por plasmideo. Estes
determinantes sédo abrigados principalmente por Enterococcus faecalis e em
nivel menor por Enterococcus faecium (Jett et al., 1994). Além disso, foi
relatada também a presenca de fatores de viruléncia em cepas de
Enterococcus sp. isoladas de alimentos (Dupré et al. 2003; Abriouel, 2008;

Gomes et al., 2008).

2.2 Fatores de viruléncia

Para os enterococos agirem como patdgenos eles precisam primeiro
se aderir ao tecido hospedeiro. Logo apoés, durante o processo de invasao
tecidual, os micro-organismos encontram um ambiente muito diferente daquele
encontrado no meio ambiente, com aumento do potencial redox, nutrientes
essenciais limitados, leucdcitos fagociticos e outras defesas do hospedeiro.
Enterococos infectantes expressam genes que favorecem seu crescimento sob
essas condi¢cdes ambientais alternativas (Lewis et al., 2001).

Em bactérias do trato gastrintestinal, como enterococos, existem
proteinas como adesinas que promovem a sua ligacdo a receptores
eucaribticos na superficie mucosa, assim como a manutencao da colonizacéo.
Essas adesinas desempenham diversos papéis como moléculas efetoras
ativando a fagocitose, aumentando ou reduzindo a resposta inflamatéria local

ou atuando como toxinas (Cosentino et al., 2010).
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Estudos tém mostrado que enterococos possuem determinantes de
viruléncia, como a substancia de agregacdo Agg (Barbosa et al., 2010). A
substancia de agregacao é uma proteina ligante de superficie codificada por
plasmideos feromoénio-responsivos de Enterococcus faecalis. A substancia de
agregacao transforma a superficie da célula do doador bacteriano em um
receptor de células aderentes causando agregacdo ou facilitando a
transferéncia de plasmideos (Dupré et al., 2003). A substancia de agregacéao
aumenta a aderéncia em células tubulares renais e células endocérdicas e
também a internalizacdo por células epiteliais intestinais, e também mostrou
um aumento da massa Vvalvular vegetativa em modelos animais de
endocardites (Vankerckhoven et al., 2004).

Ace (proteina de superficie de adesdo da matriz na molécula) € um
reconhecido componente da viruléncia de Enterococcus faecalis. A
identificacdo de anticorpos especificos para Ace no soro coletado de pacientes
apos infeccdo por Enterococcus faecalis fornece evidéncias de que a proteina
€ produzida sob condices fisioldgicas, mas a contribuicdo para a patogénese
da infeccdo e condi¢cdes que podem ocorrer fisiologicamente e que regulam a
sua expressdo era desconhecida (Shepard & Gilmore, 2002). Porém,
Nallaparedy et al. (2011) analisaram isolados de Enterococcus faecalis
mutantes de ace que demonstraram perda parcial de aderéncia ao colageno e
fibrinogénio, confirmando seu papel na formacao inicial de biofilme, ainda que
sua funcdo seja exercida associada a outros genes de fatores de viruléncia.
Ace media a aderéncia ao colageno tipo | e IV, laminina e dentina e exerce

papel na endocardite, reforcado pela presenca de anticorpos anti-ace
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encontrados no soro sanguineo de pacientes infectados. A expressao de Ace é
induzida significativamente por altas temperaturas (culturas a 46°C) e in vivo
pela presenca de soro ou componentes da matriz extracelular. Estes resultados
indicam a existéncia de diferentes mecanismos de regulacdo, de acordo com
as condicdes ambientais encontradas por Enterococcus faecalis durante a
infeccao (Lebreton et al., 2009).

O operon bop (Biofilm On Plastic Surfaces) ABCD foi também
identificado como exercendo um papel significativo na formacdo de biofilme e
metabolismo da maltose por Hufnagel et al. (2004). Nesse estudo, o grupo
identificou BopD como regulador transcricional ligante de agucar, sendo crucial
para a formacao de biofilme entre as cepas testadas. A inativacado desse gene
afetou a sintese de certos carboidratos no sinal de transducdo na via de
regulacdo para expressao de biofilme e, provavelmente, outros mecanismos de
viruléncia. Além disso, BopD exerce homologia na sua sequéncia génica, com
diversas proteinas bacterianas envolvidas na regulacdo do metabolismo da
maltose (Creti et al., 2006). Uma insercdo de transposon no gene bopB
diminuiu significativamente a expressdo dos genes do locus, localizados
downstream, reduzindo a capacidade da cepa mutante em formar biofilme. Isso
indica que bop esta envolvido na producéo de biofilme e provavelmente regula
a expressao do biofilme em Enterococcus faecalis (Hufnagel et al., 2004).
Burgogne et al. (2006) confirmaram a regulacdo dos genes desse locus pelo
sistema Fsr, um mecanismo de quorum sensing envolvido na expressao dos
genes de viruléncia em Enterococcus faecalis. O lécus contém um operon

chamado bopABCD/malPBMR que codifica os genes malT e bopAB/malPB. Os
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genes bopCD/malMR mostram uma mesma funcdo de sintese (Vebo et al.,
2009). O trabalho apresentado por Creti et al. (2006) sugere um papel
importante do I6cus no metabolismo da maltose, de forma que uma insercéo de
transposon no segundo gene do locus (bopB) resulta na perda de formacéo de
biofilme, enquanto a delecdo n&o-polar desse gene junto com outras partes
que flanqueiam os genes bopA e bopC resultam num aumento da formacao de
biofilme. Portanto, um efeito polar da inser¢cdo do transposon ou no regulador
transcricional bopD foi o responsavel pela reducédo da formacédo de biofilme do
transposon mutante.

Entre outras, duas proteases foram descritas em cepas de
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium: a gelatinase, uma
metaloprotease (também denominada cocolisina, codificada pelo gene gelE); e
uma serina-protease (codificada por sprE) que sdo reguladas pelo mesmo
sistema (fsr). Ambas as proteinas causam danos ao hospedeiro atuando sobre
o colageno dos tecidos do hospedeiro de diferenciadas maneiras: através da
degradacéo direta do tecido; através da ativacdo de metaloproteases da matriz
extracelular do hospedeiro e desregulando componentes essenciais do sistema
imune do hospedeiro como degradacao de imunoglobulinas ou proteinas da via
do complemento. Estas proteases foram relatadas como envolvidas na
formacéao de biofilme em isolados de Enterococcus sp. (Mohamed & Huang,
2007).

Outros estudos, com cepas de Enterococcus faecalis envolvidos em
infeccdes cardiacas e do trato urinario humano tém ajudado a identificar um

bY

grupo de genes associados a viruléncia que incluem agg, ace e genes do
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operon bopABCD (Hew et al., 2007) e ainda outras pesquisas indicaram que a
proteina gelatinase esta envolvida na formacao de biofilme (Yeong et al., 2011,
Poeta et al., 2006).

Nesse contexto, consideram-se formas de se estabelecer a
importancia de um determinado gene, onde muitas técnicas moleculares sao
utilizadas com objetivo de interromper a expressdo de um ou mais genes de
interesse (Eaton & Gasson, 2001; Qin et al., 2000; Thurlow et al., 2010). Essas
ferramentas sdo importantes para elucidar a funcdo das proteinas codificadas
pelos genes e talvez, identificar e validar novos alvos antimicrobianos.

Além dos fatores de viruléncia relacionados diretamente a formacgéao
de biofilme, s&o também conhecidos varios mecanismos de resisténcia
microbiana, entre elas trés classes de genes que codificam resisténcia
antimicrobiana e determinam um aumento da viruléncia das cepas que 0s
possuem. Seus mecanismos constituem alteracbes conformacionais
prevenindo a ligacdo da molécula de tetraciclina ao ribossomo através de
tet(M), tet(O) e tet(S) (Zhanel et al., 2004), além do sistema de bombas de
efluxo codificado por tet(L) (Clewell et al., 1995; Huys et al., 2004; Hummel et
al., 2007). Mais recentemente, foram identificadas a presenca dos genes tet(M)
e tet(L) em amostras de Enterococcus sp. isoladas de carcacas de frangos
(Frazzon et al., 2009) e suabes cloacais de frangos de corte (Cassenego et al.,
2011).

O mecanismo de resisténcia a este antimicrobiano € resultante de
trés estratégias empregadas pelas bactérias: i) limitacdo do acesso da droga

ao seu alvo pelo efluxo da droga através da membrana celular; ii) alteracédo
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ribossomal que dificulta uma ligacdo efetiva da droga ao seu respectivo alvo e;
iil) producdo de enzimas de inativacdo da tetraciclina (Huys et al., 2004). A
resisténcia a tetraciclina é um dos fenotipos de resisténcia adquirida mais
observada em Enterococcus faecalis. Dentre os isolados clinicos de

Enterococcus faecalis, cerca de 65% apresentam-se resistentes a este

antimicrobiano (Roberts et al., 2003).

2.3 Biofilmes microbianos

Muitas bactérias patogénicas e comensais sdo capazes de transitar
entre ambiente e hospedeiros humanos e todas podem ser capazes de se
adaptar a mudancas repentinas quanto a disponibilidade de nutrientes atravées
do aumento da frequéncia dos eventos de transferéncia génica (conjugacao,
transformacdo e transducéo) (Trevors, 2011). Um exemplo particularmente
importante e clinicamente relevante de adaptacdo bacteriana através da
expressao sistematica de genes € sua habilidade de crescer como parte de
uma comunidade séssil exopolimérica definida como biofilme (Jefferson, 2004).

Biofilme € uma associacdo de microrganismos e de seus produtos
extracelulares, que se encontram aderidos a superficies bidticas ou abidticas.
Acredita-se que a formacao de biofilmes esteja associada a protecdo contra o
ambiente, gracas a presenca da matriz exopolissacaridica, que pode impedir
fisicamente a penetracdo de agentes antimicrobianos no biofilme,
principalmente aqueles hidrofilicos e carregados positivamente (Mohamed &

Huang, 2007).
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Foi também descrito que a matriz teria papel de protecdo contra
radiagcdes UV, alteracBes de pH, choques osmoticos e dessecacdo (Lewis,
2001). De acordo com o National Institutes of Health, biofiimes apresentam
grande importdncia meédica, sendo responsaveis por mais de 80% das
infeccbes causadas por micro-organismos. Bactérias em um biofilme séo
resistentes a fagocitose, tornando o biofilme uma estrutura dificil de ser
eliminada do corpo. Os biofilmes bacterianos recebem atencéo consideravel da
comunidade cientifica, em razdo da sua ubiquidade em ambientes naturais,
clinicos e industriais (Mohamed & Huang, 2007; Marra et al., 2007).

A formacéao do biofilme compreende as etapas de formacéao divididas
didaticamente em:

1. Adesdo a uma superficie: é geralmente mediada por interacdes
inespecificas, como forcas hidrofobicas, enquanto a ades&o a um tecido vivo &
normalmente mediada por mecanismos moleculares especificos, como
lectinas, outros ligantes ou adesinas. A adesao primaria de um organismo a
uma superficie € um processo reversivel que envolve a aproximacdo deste a
superficie, de forma aleatéria ou através de mecanismos de quimiotaxia e de
mobilidade. Quando o0 micro-organismo atinge uma proximidade critica da
superficie, a ocorréncia de adesao depende do balanco final entre as forcas
atrativas e repulsivas geradas entre as duas superficies. A repulsédo entre duas
superficies pode ser ultrapassada através de interacbes moleculares
especificas mediadas por adesinas, que sao proteinas localizadas em

estruturas na superficie celular.
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2. Maturacado do biofilme: apos a adesdo primaria, as células
fracamente ligadas consolidam o processo de adesdao produzindo
polissacarideos extracelulares que se complexam a materiais da superficie e
aos receptores especificos localizados nos flagelos ou pili. Na auséncia de
interferéncia mecanica ou quimica, a adesado torna-se irreversivel nesta fase.
Durante esse estagio de adesédo, os micro-organismos individualizados podem
aderir-se uns aos outros, formando agregados na superficie. Apés a adeséao
irreversivel da bactéria a superficie, inicia-se o processo de maturacdo do
biofilme. A densidade e complexidade do biofilme aumentam a medida que as
células crescem e se dividem. Os componentes extracelulares gerados pelas
bactérias interagem com moléculas organicas e inorganicas do ambiente
circundante para formar a matriz. Nessa fase, os biofilmes tornam-se altamente
hidratados, formando-se estruturas abertas compostas por 73 a 98% de
material ndo celular, incluindo polissacarideos extracelulares e canais por onde
circulam os nutrientes.

Os recentemente conhecidos eDNA ou DNAs extracelulares também
sdo importantes componentes do biofilme. Sua presenca foi observada
inicialmente em biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
intermedius, Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e estafilococos. A
autolise € o mecanismo mais comum pelo qual os eDNAs séo liberados. Em
Enterococcus faecalis a autélise resulta de um processo similar a necrose de
células eucaridticas, papel muitas vezes desenvolvido pelas proteases. eDNA
também representa um importante mecanismo importante de transferéncia

génica horizontal nas bactérias (Montanaro et al., 2011). A presenca de eDNA
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na matriz exopolimérica exerce um papel estrutural de estabilizacdo.
Whitchurch et al. (2002) demonstraram que a formacdo de um biofilme estavel
e a ligacdo de células bacterianas a cultura sdo prevenidas pela adicdo de
DNase | ao meio de cultura, porém, a matriz em biofilmes maduros pode ser
fortalecida por outras substancias além dos eDNA ou biofilmes maduros podem
produzir exoenzimas proteoliticas suficientes para inativar localmente a DNase
|. Dessa forma, os eDNA trabalham em conjunto a outras estruturas de
estabilizacdo na arquitetura do biofilme.

Além disso, o crescimento de qualquer biofiime é limitado pela
disponibilidade de nutrientes no ambiente circundante e pela sua propagacao a
células localizadas no interior do biofilme. Fatores como o pH, difusdo de
oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade controlam também a maturacdo do
biofilme. Quando completamente maduro, o biofiime funciona como um
consorcio funcional de células, com padroes de crescimento alterados,
cooperacao fisiologica e eficiéncia metabdlica. Nessa fase, as células
localizadas em regides diferentes do biofilme exibem diferentes padrdes de
expressao genética.

3. Ruptura e dispersdo do biofilme: quando o biofilme atinge
determinada massa critica e o equilibrio dindmico é alcancado, as camadas
mais externas do biofilme comecam a liberar células em estado livre,
plancténicas, que podem dispersar-se rapidamente e multiplicar, colonizando
novas superficies e organizando novos biofiimes em novos locais. Com a
auséncia de nutrientes e/ou oxigénio ou dificuldades na sua difusdo, diminuicao

do pH e acumulo de metabdlitos secundarios téxicos, inicia-se 0 processo de
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morte celular junto a superficie e subsequente desintegracdo do biofilme. As
células livres podem, dessa forma, iniciar um novo biofilme.

A formacdo de biofilme gera grandes problemas na indastria de
alimentos, pois pode representar uma importante fonte de contaminacéo e de
transmissao de doencas bacterianas. As células podem se transferir do biofilme
e colonizar linhas de processamento de alimentos e o préprio alimento e outras
superficies de contato, podendo afetar a qualidade e a seguranca do produto
final, colocando em risco a saude dos consumidores. Existe grande
preocupacdo com a resisténcia apresentada pelas bactérias presentes no
biofilme, aos agentes antimicrobianos e ao sistema de defesa de hospedeiros

infectados (Vermelho et al., 2008; Romeo, 2008).

2.4 Biofilme em enterococos

Bactérias do género Enterococcus isoladas de amostras clinicas séao
capazes de formar biofiime. Biofilmes formados por este género sao
responsaveis por mais de 60% das infeccdes em humanos (Mohamed &
Huang, 2007; Marra et al., 2007) e sao relatados como importantes organismos
na infeccdo periodontal. A aderéncia e a producdo de biofiime por
Enterococcus faecalis em diferentes biomateriais tem demonstrado a
capacidade de ligacdo de enterococos a varios dispositivos médicos, como
stents ureterais e biliares, cateteres intravasculares e utensilios gastronémicos,
sendo associado a habilidade dos enterococos produzirem biofilmes (Mohamed

& Huang, 2007). A formagédo de biofilme por Enterococcus faecalis em
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materiais de lentes oculares, como polimetilmetacrilato, silicone e acrilico ja foi
também documentada (Kobayakawa et al., 2005).

A habilidade dessas bactérias se multiplicarem e se desenvolverem
em biofilme depende de muitos fatores que podem incluir o reconhecimento
celular de pontos especificos na superficie, niveis nutricionais, CO,, pH,
osmolaridade e temperatura. Bactérias em biofilme sdo capazes de promover
trocas genéticas e se protegem do sistema imune, antimicrobianos e biocidas.
Aliado a essas caracteristicas, o género Enterococcus tem habilidade de
sobreviver em ambientes adversos, como temperaturas extremas, pH (4,5-
10,0) e salinidade elevada (6,5%). Essas caracteristicas do micro-organismo
podem contribuir para 0 aumento e a persisténcia de enterococos no ambiente
(Fisher & Phillips, 2009).

Marinho et al. (2013) avaliaram a capacidade de Enterococcus
faecalis isolados de alimentos e resistentes a antibidticos formarem biofilme in
vitro em diferentes temperaturas e na presenca ou auséncia de glicose (0,75%)
e constataram que o biofilme pode se produzir em uma ampla variedade de
fatores ambientais, incluindo temperatura e acucar, que sdo encontrados em
alimentos, alimentos processados e ambientes clinicos. Thammavongs et al.
(1996) observaram que a cepa JH2-2 de Enterococcus faecalis exibe um
mecanismo de resposta adaptativa que pode ser responsavel pela
sobrevivéncia da espécie em baixas temperaturas, como as estruturas de
membrana, lipideos e acidos graxos (Fisher & Phillips, 2009).

Enterococcus € um microrganismo que deve ser monitorado e tem

levantado duvidas sobre os riscos de disseminacdo de cepas potencialmente



20

virulentas e de seus genes de resisténcia aos antimicrobianos fora do ambiente
hospitalar, principalmente através de alimentos (Franz et al., 2003). Diversos
fatores de viruléncia estdo associados com formacdo de biofilmes, como
gelatinase e proteinas de superficie de Enterococcus responsaveis pela
adesao inicial e persisténcia da estrutura. Estes foram muito investigados em
isolados clinicos, entretanto em isolados alimentares e de animais, até o
momento existem poucos dados disponiveis, como Jahan & Holley (2014) que
pesquisaram a incidéncia de fatores de viruléncia em carnes cruas e
processadas, revelando que todas as cepas de Enterococcus faecalis
possuiam ao menos um fator de viruléncia pesquisado (asa, cylA, ace, efaA,
esp, GelE). Elhadidy & Elsayyad (2013), por sua vez, levantaram dados sobre
a presenca do gene esp em isolados de Enterococcus faecalis causadores de
mastite bovina, demonstrando uma fraca relacéo entre a presenca do gene e a
capacidade de formacéo de biofilme; porém existe uma grande formacéo de
biofilme entre estes isolados.

A presenca de tais fatores de viruléncia e de resisténcia
antimicrobiana intrinseca ou adquirida e sua associacdo com doencas
humanas podem explicar a potencial atividade patogénica dessa espécie,
havendo, portanto, a necessidade de acompanhamento continuo e vigilancia
destes micro-organismos em nosso meio. Para tanto, estes estudos enfatizam
a importancia de enterococos como um reservatorio de genes de viruléncia e
seu potencial para transferéncia genética entre cepas humanas e animais ou

de alimentos.
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2.5 Diversidade genotipica em enterococos

A capacidade de Enterococcus adquirir resisténcia a antibioticos
através da transferéncia de plasmideos, transposons ou por mutacdo génica
apresenta um desafio significativo para medidas terapéuticas. Segundo Diarra
et al. (2010), embora os métodos microbiolégicos baseados em cultivo dos
micro-organismos sejam amplamente utilizados, consomem muito tempo e
fornecem pouca informacgéo clinica sobre o gendétipo do agente patogénico,
incluindo genes de resisténcia a antibiéticos e fatores de viruléncia. Por outro
lado, métodos moleculares utilizando micro arranjos de DNA tém apresentado
um grande potencial em pesquisas, seguranca alimentar, diagnéstico medico,
agricola e industrial e de saude publica (Rasooly & Herold, 2008).

A técnica de PCR-multiplex com oligonucleotideos iniciadores
especificos, também demonstrou ser uma ferramenta molecular simples e que
permite a identificacdo rapida e precisa de enterococos. Esta técnica tem sido
utilizada com sucesso para identificacdo de VRE (enterococos resistentes a
vancomicina), mas pode também ser utilizada na identificacdo de outros
enterococos (Layton et al., 2010).

Outros métodos de tipagem molecular, tais como a Eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE) e Multilocus sequence typing (MLST) sé&o
utilizados para comparar os patégenos e suas origens. Estes métodos séo
Uteis para entender a dindmica populacional e a ecologia de organismos
especificos (Maiden, 2006).

Métodos baseados na analise de DNA bacteriano foram aplicados

com sucesso em trabalho descrito por Castillo-Rojas et al. (2013) na
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identificacdo em nivel de espécie utilizando PFGE podendo substituir técnicas
moleculares complexas utilizadas no agrupamento de cepas e 0s testes
microbiolégicos convencionais, necessarios para agrupar cepas que Sao
dificeis de distinguir através do uso de abordagens fenotipicas. Jackson et al.
(2012) utilizaram as técnicas PFGE e BOX-PCR para comparagcdo e
agrupamento de Enterococcus faecalis de acordo com a fonte (frangos de
corte, cama do aviario e aguas de superficiais e subterrdneas da granja),
usando BOX-PCR. As amostras isoladas das aguas foram dispersas com
maior frequéncia entre os grupos do PFGE, contendo também isolados da
cama do aviario. Linhagens geneticamente diversas de Enterococcus faecium
foram agrupadas independentemente da fonte por ambos os métodos
moleculares. Entretanto, os subgrupos de Enterococcus faecium isolados com
base na fonte estavam presentes em grupos de BOX-PCR. Embora
enterococos isolados a partir de fontes de areia e de agua fossem agrupados
juntos usando BOX-PCR e PFGE, isolados de agua ndo puderam ser
definitivamente identificados como provenientes de cama de frango. Semedo-
Lemsaddek et al. (2013), por sua vez, identificaram isolados das espécies
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus durans por PCR
fingerprinting e revelaram sua elevada diversidade genémica através desta

técnica.



3. MATERIAL E METODOS

O estudo completo foi dividido em trés experimentos, de maneira a
demonstrar o comportamento dos isolados sob diferentes aspectos, dado sua

Importancia em cada ambiente.

3.1 Experimento 1

Teve por objetivo analisar a frequéncia dos genes agg, ace e do
operon bopABCD envolvidos com a viruléncia e formacédo de biofilme em
Enterococcus faecalis isolados de suabes cloacais de frangos de corte
desafiados com Eimeria spp. e alimentados com dietas suplementadas ou nao
de anticoccidianos. Avaliou-se também a capacidade dessas cepas em formar
biofilme a 36°C e 42°C, crescendo em caldo Luria-Bertani suplementado com

10% de sangue, ou 10% de urina ou 0,75% glicose.

3.1.1 Selecdo de isolados e confirmacéo de espécie

Foram selecionados 70 Enterococcus faecalis isolados de um estudo
anterior realizado pelo grupo (Cassenego et al., 2011), onde avaliou-se a
diversidade de enterococos isolados de suabes cloacais de frangos machos

Cobb 500 com 28 dias alimentados com uma dieta baseada em milho e farelo
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de soja, 6leos vegetais, minerais e vitaminas e suplementados (n=44) ou ndo
(n=26) com 100 ppm de anticoccidiano (monensina). Aos 14 dias de idade,
todas as aves receberam uma solucdo contendo 5x10” e 1x10* oocistos/animal
de Eimeria maxima e Eimeria acervulina, respectivamente.

O DNA total de todos os isolados foi extraido pelo método de
Fredricks & Relman (1997) com modificac6es. Uma aliquota de 5uL do inéculo
crescido por 16 horas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI) a 37°C foi
centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado trés vezes com 1 mL de tampéo TE 1x e suspendido em 100ul
do mesmo tamp&o. Ao pellet foi adicionado 100ul de TE°N, 10 % do volume de
SDS e 5 L de Proteinase K (20 mg/ml). A seguir, incubou-se em banho-maria
por 1 hora a 55°C. Adicionou-se 15ul NaCl 5M e 200 pl de fenol em fracdo 1:1,
seguido de agitacdo em vortex. As amostras foram colocadas em rotor por 30
minutos e apoés, centrifugadas por 30 minutos a 14000 rpm. A fase aquosa foi
coletada e transferida para outro microtubo, adicionando 1 mL de etanol
absoluto. As amostras foram incubadas por 1 hora a -20°C e centrifugadas por
15 minutos a 13.000 rpm e, logo apds, desprezou-se o sobrenadante e o pellet
foi suspendido em 100 ul de TE e 5 ul de RNase. As amostras foram incubadas
por 30 minutos a 37°C e 6 pl do produto foram aplicados em gel de agarose 1%
para analisar a concentracao (100ng/ul) e a qualidade do material.

A confirmacdo da espécie Enterococcus faecalis de todos os
isolados selecionados foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia (PCR)
utilizando os oligonucleotideos iniciadores espécie-especifico ddlg faecaiis (tabela

1). A reacdo da PCR foi realizada no termociclador (Amplitherm- Thermal
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Cyclers-) sob as seguintes condi¢gOes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de
anelamento 52 °C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com extenséo
final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo da PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e

observado atraves de luz ultravioleta (UV).

3.1.2 Deteccdao de atividade gelatinolitica

Ensaios in vitro para a deteccdo de atividade da enzima gelatinase
em agar suplementado com gelatina (4%) foram realizados a 36°C
(temperatura corporal de mamiferos) e 42°C (temperatura corporal de aves),

seguindo o protocolo descrito por Eaton & Gasson (2001).

3.1.3 Pesquisa dos genes dos fatores de viruléncia

A deteccédo da presenca dos genes agg, ace e do operon bopABCD
envolvidos com a viruléncia e formacao de biofilme, foi realizada por PCR. A
reacdo foi realizada em termociclador (Amplitherm- Thermal Cyclers). As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e as temperaturas de anelamento
estdo demonstradas na Tabela 1. Para a reacdo de PCR foram utilizados: 1pl
de DNA bacteriano (100ng), 10 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 200 uM
de cada dNTP, 1U de Tag DNA Polimerase, 1,5 mM de MgCl,, tampao de
reacdo e agua MilliQ. Os fragmentos foram amplificados em termociclador sob
as seguintes condi¢cfes: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de

40 ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de anelamento (tabela 1) por 1



26

minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com extensao final a 72°C por 10
minutos. Os produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e observado através de luz

ultravioleta (UV).

TABELA 1. Oligonucleotideos iniciadores e temperaturas de anelamento
utilizados na reacdo de PCR para amplificacdo dos genes de Enterococcus
faecalis.

Temperatura de

G Oligonucleotideos iniciadores (5-3’)  Amplicon Referéncia
enes (pb)* anelamento
ddle. CACCTGAAGAAACAGGC 475 o C Depardieu et
ecais  ATGGCTACTTCAATTTCACG al. (2004)
. AAGAAAAAGTAGACCAAC 1553 E6C Eaton &
99 AACGGCAAGACAAGTAAATA Gasson (2001)
ace AAAGTAGAATTAGATCACAC 320 E6°C Dupre et
TCTATCACATTCGGTTGCG al.(2003)
CAGCGACATGGACAGCCTAC . Cassenego et
bOPA T TGCAGGACCGTCGAGTAAA 108 48C al. (2013)
ATGACAGAATCCAAAACTGC . Cassenego et
bopB TTACGAAGGGGTTGATTCAC 687 48 ¢ al. (2013)
TTATAGAAGGTTAAATTGAT . Cassenego et
bopC ATGAAGGATAATCGTATCAC 1010 48°C al. (2013)
ooy GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC 126 60°C Hufnagel et al.
P ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC (2004)

* pb= pares de bases

3.1.4 Formacéao de biofilme in vitro

Os ensaios de biofilme foram realizados em todos os isolados de
acordo com protocolo modificado de Stepanovic et al. (2000). As amostras
foram incubadas por 16 horas a 37°C em agar BHI. As culturas foram diluidas
em 5 mL de solucdo salina (0,9%) até atingir a concentracdo de 1,5 x 10°
células bacterianas/ml de solucdo. Apoés, foram depositadas em microplacas de
polestireno com 96 pocos utilizando caldo Luria Bertani (LB) acrescido de 10%
de sangue de carneiro (LBS) ou LB acrescido de 10% de urina humana (LBU)

ou LB acrescido de 0,75% de glicose (LBG). Os isolados foram crescidos a
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37°C por 16 horas com todos os suplementos citados e os ensaios realizados
com meio acrescido de glicose (0,75%) ou sangue (10%) também foram
incubados a 42°C. Apés, as células plancténicas foram coletadas por aspiracédo
e 0s pocos lavados trés vezes com 200 pl de solucéo salina. Para fixagcado das
células aderidas, foram adicionados 150 ul de alcool metilico em cada poco por
15 minutos. Apés, as placas foram secadas em temperatura ambiente por 16
horas. Para determinar a quantificacdo do biofiime formado, 150 uyl de uma
solucéo de cristal violeta 0,5% foram adicionados em cada poc¢o e as placas
incubadas por 15 minutos e lavadas em agua corrente. Para leitura, 150 ul de
alcool 95% foram adicionados a cada poco. A densidade otica (DO) dos
biofilmes bacterianos foi determinada em leitor espectrofotométrico de
microplacas utilizando filtro de comprimento de onda de 595 nm. Cada teste foi
realizado em oitoplicatas e a formacdo do biofilme determinada a partir da
densidade otica obtida seguindo os critérios de Stepanovic et al. (2000). A cepa
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) foi utilizada como controle positivo
(forte aderente) em todos o0s ensaios.

A DO média do controle negativo foi utilizada como ponto de corte.
Os isolados foram classificados como: DO < DOc Nao-aderente; DOc< DO =< 2x
DOc Fraco aderente; 2x DOc< DO < 4x DOc Moderado aderente; 4x DOc< DO

Forte aderente.

3.1.5 Analise estatistica
Os resultados obtidos em score seguiram a normalidade e foram

submetidos a analise da variancia (ANOVA) e ao teste de Kruskal-Wallis a 1%
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(sendo P< 0,05), para comparar a presenca dos fatores de viruléncia e a
intensidade de formac&o de biofilme entre os isolados, 0s suplementos e as
temperaturas utilizadas. Para tanto, utilizou-se 0 programa estatistico

Graphpad Prism verséo 5.0.

3.2 Experimento 2

Isolados de Enterococcus faecalis foram analisados geneticamente
de acordo com resultados obtidos por analise de PCR relativas a presenca dos
genes de fatores de viruléncia e resisténcia antimicrobiana em seu DNA
cromossomal. Teve por objetivo avaliar a distribuicdo e diversidade dos fatores
de viruléncia em Enterococcus faecalis isolados de diferentes fontes
(alimentos, clinicos e frangos) e, por meio de andlise filogenética, os isolados
foram agrupados em clusters a fim de estabelecer uma relacdo ambiental x

temporal.

3.2.1 Origem das amostras de Enterococcus faecalis

Foram selecionados ao todo 182 Enterococcus faecalis isolados
durante o ano de 2005 a 2009, sendo 70 provenientes de suabes cloacais de
frangos de corte coletados de animais pertencentes a um experimento
realizado no Departamento de Zootecnia (UFRGS) em 2009; 52 de amostras
clinicas, como sangue, urina e outras secrecdes corporeas coletadas de
pacientes hospitalizados durante os anos de 2005 a 2009 e 60 de origem
alimentar, coletados de vegetais, derivados de leite e carnes, durante os anos

de 2006 a 2007 (Riboldi et al., 2008; Frazzon et al., 2009; Cassenego et al.,
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2011 e 2013). Os isolados selecionados foram provenientes da bacterioteca do
Departamento de Microbiologia (ICBS/UFRGS) e do Laboratério de Cocos
Gram-positivos da UFCSPA. Todos os isolados foram confirmados em nivel de
género e espécie pela técnica de Reacdo em cadeia pela Polimerase (PCR).
As sequéncias dos primes dos genes utilizados na identificacdo (tufenterococcus €

dlle faecaiis) € pesquisa dos genes de viruléncia estdo demonstrados na tabela 2.

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR.

Tamanho Temperatura
Genes de do de

G Sequéncia nucleotidica (5’-3’) ; Referéncia
viruléncia amplicon anelamento
(pb)* ()
TACTGACAAACCATTCATGATG
tuf AACTTCGTCACCAACGCGAAC 112 54 (Jackson et al, 2012)
CACCTGAAGAAACAGGC (Depardieu et al.
ddlg taecaiis 475 52 2004 !
ATGGCTACTTCAATTTCACG )
AAGAAAAAGTAGACCAAC
agg 1553 54 (Dupre et al., 2003)
AACGGCAAGACAAGTAAATA
AAAGTAGAATTAGATCACAC
ace 320 52 (Dupont et al., 2008)
TCTATCACATTCGGTTGCG
CAGCGACATGGACAGCCTAC
bopA 108 60 (Cassenego et al.,
TTGCAGGACCGTCGAGTAAA 2013)
ATGACAGAATCCAAAACTGC
bopB 687 56 (Cassenego et al.,
TTACGAAGGGGTTGATTCAC 2013)
TTATAGAAGGTTAAATTGAT
bopC 1010 48 (Cassenego et al.,
ATGAAGGATAATCGTATCAC 2013)
GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC
bopD 126 66 (Hufnagel et al.
ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC (2004)
GTTAAATAGTGTTCTTGGAG
tet(M) 406 54 (Frazzon et al., 2009)
CTAAGATATGGCTCTAACAA
ACTCGTAATGGTGTAGTTGC
tet(L) 625 58 (Frazzon et al., 2009)

TGTAACTCCGATGTTTAACACG

*pares de base
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3.2.2 Extracdo do DNA total de Enterococcus faecalis e
amplificagcdo dos genes de viruléncia por PCR

Os isolados cresceram em meio BHI liquido a 35°C por 24 horas. O
DNA total foi extraido usando o protocolo descrito no experimento 1
(Cassenego et al., 2013). A avaliacao da presenca dos genes envolvidos com
formacéao de biofilme codificados com o operon bopABCD, os genes envolvidos
com agregacao celular (agg) e adesdo ao colageno (ace) e os genes de
resisténcia a tetraciclina tet(M) e tet(L) foi realizada pela técnica de PCR. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e as respectivas temperaturas de
anelamento estdo demonstradas na tabela 2.

As reacdes de PCR foram realizadas em volume total de 25 ul
contendo: 200 yM de cada dNTP, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador,
1,5 mM de MgCl,, tampéo 1x de Taq polymerase, 1,25 U de Taq polymerase
(Gibco BRL, France) e 100 ng de DNA. A PCR foi feita em termociclador
Omnigene DNA (Hybaid, UK). Os programas utilizados foram: 1 ciclo a 94°C
por 4 minutos; 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento
(tabela 2) por 1 minutos; 1 ciclo de 72°C por 2 minutos e 1 ciclo de 72°C por 15

minutos.

3.2.3 Construcdo da arvore filogenética

Todos os 182 isolados foram organizados em uma grande arvore
filogenética, agrupados de acordo com a presenca dos genes de viruléncia
pesquisados por PCR e seus clusters foram divididos de acordo com o método

de analise estatistica empregado.
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3.2.4 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlises estatisticas utilizando o
programa Paleontological statistics software package for education and data
analysis (PAST) versdo 2.17c e seguiram a normalidade. A construcdo do

dendrograma foi realizada utilizando coeficiente de similaridade de Jaccard.

3.3 Experimento 3

O terceiro experimento teve por objetivo avaliar a capacidade de
formacéao de biofilme microbiano in vitro de 126 Enterococcus faecalis isolados
de amostras clinicas e alimentares, assim como determinar sua atividade
gelatinolitica em duas temperaturas (36°C e 42°C) e em meio de cultura
suplementado com 0,75% de glicose, 10% de sangue e 10% de urina. Seus
resultados serdo organizados em um terceiro manuscrito referente ao objeto de

estudo da tese.

3.3.1 Ensaio in vitro de formacao de biofilme microbiano

Foram selecionados 126 Enterococcus faecalis isolados sendo 60
clinicos e 66 alimentares. Os ensaios foram conduzidos sob as mesmas
condicOes descritas no experimento 1 de acordo com protocolo modificado de
Stepanovic et al. (2000): as amostras foram incubadas por 16 horas a 37°C em
agar BHI. As culturas foram diluidas em 5 ml de solucédo salina (0,9%) até
atingir a concentracdo de 1,5 x 10® células bacterianas/mL de soluc&o. Apos,
foram depositadas em microplacas de polestireno com 96 pocos utilizando

caldo Luria Bertani (LB) acrescido de 10% de sangue de carneiro (LBS) ou LB
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acrescido de 10% de urina humana (LBU) ou LB acrescido de 0,75% de glicose
(LBG). Os isolados foram crescidos a 37°C por 16 horas com todos o0s
suplementos citados e os ensaios realizados com meio acrescido de glicose
(0,75%) ou sangue (10%) também foram incubados a 42°C. Apdés, as células
plancténicas foram coletadas por aspiracdo e os pocos lavados trés vezes com
200 ul de solucéo salina. Para fixacdo das células aderidas, foram adicionados
150 pl de alcool metilico em cada poco por 15 minutos. Apds, as placas foram
secadas em temperatura ambiente por 16 horas. Para determinar a
quantificacdo do biofilme formado, 150 yl de uma solucdo de cristal violeta
0,5% foram adicionados em cada poco e as placas incubadas por 15 minutos e
lavadas em agua corrente. Para leitura, 150 pul de alcool 95% foram
adicionados a cada poco. A densidade ¢6tica (DO) dos biofilmes bacterianos foi
determinada em leitor espectrofotométrico de microplacas utilizando filtro de
comprimento de onda de 595 nm. Cada teste foi realizado em oitoplicatas e a
formacao do biofilme determinada a partir da densidade 6tica obtida seguindo
os critérios de Stepanovic et al. (2000). A cepa Staphylococcus epidermidis
(ATCC 35984) foi utilizada como controle positivo (forte aderente) em todos os
ensaios.

A DO média do controle negativo foi utilizada como ponto de corte.
Os isolados foram classificados como: DO < DOc Nao-aderente; DOc< DO =< 2x
DOc Fraco aderente; 2x DOc< DO < 4x DOc Moderado aderente; 4x DOc< DO

Forte aderente.
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3.3.2 Deteccdao de atividade gelatinolitica

Ensaios in vitro para a deteccédo de atividade da enzima gelatinase
em &gar suplementado com gelatina (4%) foram realizados a 36°C
(temperatura corporal de mamiferos) e 42°C (temperatura corporal de aves),

seguindo o protocolo descrito por Eaton & Gasson (2001).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1

4.1.1 Atividade da enzima gelatinase dos Enterococcus faecalis
isolados de cloaca de frango sob diferentes temperaturas

Diante dos resultados obtidos em percentual, pdde-se atribuir maior
ndamero de isolados com atividade da enzima gelatinase em temperatura de
36°C em detrimento a 42°C. No que se refere a dieta empregada aos animais,
todos isolados (100%) apresentaram atividade gelatinolitica quando
submetidos a 36°C de crescimento independente da presenca do ionoforo. Por
outro lado, sob crescimento a 42°C, temperatura corpérea das aves, 0O
percentual de atividade da enzima foi variavel entre 81,8% e 88,5%, na
auséncia e presenca de anticoccidiano, respectivamente, ndo apresentando
grande diferenca de valores no comportamento fenotipico referente ao
tratamento empregado.

Neste estudo foi possivel constatar um mecanismo de resposta
adaptativa ao meio de crescimento quanto a atividade da enzima gelatinase de
Enterococcus faecalis isolados de suabes cloacais de frangos de corte em
funcdo da temperatura de crescimento empregada. No entanto, apesar da

temperatura corpOrea das aves, nem todos os isolados de frangos mostraram
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tal capacidade de adaptacéao, visto que a atividade da enzima diminuiu com o
aumento da temperatura. Este resultado ja foi detectado por Marinho et al.
(2013) que obteve resultados similares no fenétipo de gelatinase em diferentes
temperaturas de crescimento (28, 37 e 45°C) em Enterococcus faecalis
isolados de alimentos e amostras clinicas. Yeong et al. (2011), também
observaram diferencas na atividade da enzima gelatinase em Enterococcus
faecalis isolados de frangos de diferentes sistemas de criacédo, onde 90,9% dos
enterococos isolados de frangos de corte foram positivos para atividade da
enzima gelatinase, quando comparados com 88% dos isolados provenientes de
aves criadas em sistema extensivo. Por outro lado, os resultados observados
para a atividade da enzima gelatinase séo diferentes dos apresentados por
Poeta et al. (2006) que pesquisaram a atividade de gelatinase em enterococos
isolados de fezes de frangos de corte e observaram que apenas 47% destes
apresentavam fenotipo positivo.

A atividade da enzima gelatinase é influenciada por diversos
parametros ambientais, tais como meio de cultura, variacdo de pH, diferenca
de atividade in vitro/in vivo, formacéo de cations divalentes e diferentes fontes
de carbono, anteriormente relatadas no que se refere a influéncia na atividade
gelatinolitica das células bacterianas. A producao de gelatinase é sensivel ao
calor, principalmente quando em temperaturas maiores que 50°C, sendo
associada também com o tempo de crescimento. Sua atividade varia
amplamente quando células bacterianas sdo suplementadas com diferentes
carboidratos como fonte de carbono e aumentam na presenca de arabinose,

xilose, glicose, maltose e manose, enquanto diminuem com outros diversos
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acucares (Pires-Boucas et al. 2010). Macovei et al. (2009) relataram a
plasticidade gendmica e a importancia da pressdo seletiva na manutencéo da
viruléncia bacteriana, onde alguns isolados, apés longo periodo de descanso
metabdlico em temperaturas baixas (4-8°C) e em subculturas, perderam sua

capacidade de expressar a gelatinase.

4.1.2 Distribuicdo dos genes dos fatores de viruléncia entre os
isolados de cloaca de frango em relacéo as dietas

A distribuicdo dos genes ace, agg e do operon bopABCD avaliada
de acordo com a presenca ou nao de anticoccidiano na dieta dos frangos esta
demonstrada no Tabela 3. O gene agg apresentou maior frequéncia nos
Enterococcus faecalis isolados dos frangos que receberam a dieta
suplementada com anticoccidiano (92,3%), quando comparado ao grupo que
ndo recebeu anticoccidiano (70,5%). O gene ace ndo apresentou variacao
significativa na sua frequéncia entre os dois grupos de frangos (90,9-96,1%).
Os genes do operon bopABCD foram identificados em ambos os grupos dos
animais e sua frequéncia nao foi significativamente afetada pela presenca ou
auséncia de anticoccidiano na dieta dos frangos (P<0,05). Todos isolados

apresentaram mais de um gene pesquisados.
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TABELA 3. Frequéncia dos genes codificadores dos fatores de viruléncia
detectados em cepas de Enterococcus faecalis isolados de frangos de corte
infectados com Eimeria spp.*

Genes Dieta sem anticoccidiano (n=44) Dieta com anticoccidiano (n=26) Total (h=70)
N % N % N %

agg 31 70,5 24 92,3 55 80

ace 40 90,9 25 96,1 65 92,85
bopA 43 97,7 26 100 69 98,6
bopB 37 84,1 23 88,4 60 85,7
bopC 44 100 25 96,1 69 98,6
bopD 44 100 26 100 70 100
*P<0,05.

A frequéncia do gene agg observado no presente estudo esta de
acordo com outros estudos com Enterococcus faecalis de isolados de amostras
clinicas e alimentares (Eaton & Gasson, 2001; Franz et al., 2001; Mannu et al.,
2003; Martin et al., 2006; Barbosa et al., 2010). O gene agg apresentou maior
frequéncia nas cepas que foram isoladas dos frangos que receberam dieta
suplementada de anticoccidiano, quando comparado com 0 grupo que nao
recebeu anticoccidiano. A diferenca entre os indices apresentados pode estar
relacionada ao quadro diarreico causado pela Eimeria spp., que causa uma
modificacdo estrutural das vilosidades intestinais, levando a um encurtamento
destas, resultando em diminuicdo da capacidade de absorcédo e predispde os
frangos a disbiose (alteracdo do equilibrio bacteriano no organismo) (Williams,
2005). A funcéo da proteina Agg tem sido relatada na bibliografia, como sendo
responsavel pelo aumento da aderéncia de Enterococcus ao epitélio intestinal e
renal. Esta destruicdo das células epiteliais do intestino pode ter sido uma das
causas da reducdo na frequéncia do gene agg nos Enterococcus faecalis

isolados do grupo de frangos que ndo recebeu anticoccidiano. Em



38

Enterococcus faecalis o gene agg esta localizado em um plasmideo responsivo
a ferombnios, causando agregacdo entre células doadoras e receptoras,
facilitando a transferéncia de plasmideos que podem carrear genes de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana (Barbosa et al., 2010). Portanto, um
epitélio intestinal com possiveis danos teciduais e maior absorcao de liquidos
pelo intersticio e luz intestinal, torna-se um ambiente desfavoravel para
agregacao celular e posterior processo de estabelecimento de biofilme
microbiano neste ambiente de crescimento. Apesar da diferenca no percentual
dos dois grupos tratados, os frangos que ndo receberam anticoccidiano na
dieta também apresentaram alto percentual de genes dos fatores de viruléncia.
Tal fato pode ser atribuido a presenca de diarreia nos animais nao tratados,
selecionando através do fluxo intestinal aumentado, bactérias mais patogénicas
(com maior niumero de genes de viruléncia), e consequentemente, mais
resistentes as variacfes do ambiente intestinal. Esses resultados concordam
com os apresentados por Hume et al. (2012) que demonstram efeitos negativos
da infeccao por Eimeria, modificando a popula¢céo microbiana do ceco. Tal fato
foi anteriormente relatado por Collier et al. (2008), demonstrando que esse
género de coccidios pode desenvolver um papel importante na patologia de
coccidioses cecais, tendo forte efeito na taxa da comunidade bacteriana
dominante.

Por outro lado, o unico estudo que relata a influéncia do quadro
clinico diarreico sobre a presenca de bactérias com mudltiplos fatores de
viruléncia, foi realizado em Escherichia coli isoladas de bezerros com e sem

diarreia. A pesquisa observou que os fatores de viruléncia eram mais
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prevalentes em Escherichia coli isoladas dos bezerros que apresentavam
quadro clinico de diarreia, causado por varios agentes enteropatogénicos, entre
eles, Eimeria spp. (Herrera-Luna et al.,, 2009). Em trabalho realizado por
Martynova-VanKley et al. (2012), uma analise de pirosequenciamento da
microbiota bacteriana de frangos infectados com Eimeria spp. e tratados com
Oleos essenciais sugere que 0s animais tratados apresentaram uma modulacéo
positiva na microbiota a qual pode causar impactos favoraveis ao hospedeiro,
concordando com nosso estudo. Animais tratados com dietas contendo
anticoccidianos tém seu quadro clinico diarreico diminuido e, com isso, sua
microflora em equilibrio, permitindo a comensalidade entre cepas com maior ou
menor numero de genes de viruléncia.

O gene ace que codifica uma proteina com caracteristicas de
adesina bacteriana e ligante a colageno do tipo |, ndo apresentou variacao
significativa quanto a diferenca nas frequéncias entre os dois grandes grupos
de frangos (P>0,05). Este gene tem sido apontado como um importante fator
de viruléncia, onde sua delecdo resulta em significativa atenuacdo de
Enterococcus faecalis (Singh et al., 1998; Piekarska & Jagielski, 2007). Tal
caracteristica justifica a elevada frequéncia do gene em ambos 0s grupos de
frangos. A frequéncia do gene ace em ambos 0s grupos esta de acordo com
outros estudos que avaliaram a presenca deste gene em amostras de suabes
cloacais de frangos. Diarra et al. (2010) detectaram o gene ace em todos 0s
Enterococcus faecalis isolados de frangos pesquisados. Olsen et al. (2011)
pesquisaram 0 gene ace em isolados clinicos e de frangos e detectaram a

presenca do gene em todas as amostras pesquisadas.
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Os genes do operon bopABCD foram identificados em ambos os
grupos de frangos e sua frequéncia ndo foi significativamente afetada pela
presenca ou auséncia de anticoccidiano na racdo. O operon bop tem sido
descrito no envolvimento do metabolismo da maltose e formagao de biofilme.
Os genes bopA, bopC e bopD foram detectados com elevada frequéncia em
ambos os grupos de frangos. O gene bopB também néo apresentou diferencas
entre os frangos que receberam ou n&o anticoccidiano na ragao, entretanto
apresentou uma frequéncia menor quando comparado com bopA, bopC e
bopD. Até o momento, ndo existem registros nem dados de outros estudos
envolvendo a incidéncia dos genes do operon bopABCD em cepas de
Enterococcus faecalis ou em outras espécies do género Enterococcus. Este
estudo € o primeiro a estimar a incidéncia de fatores de viruléncia de
Enterococcus faecalis isolados de frangos que receberam uma solucéo
contendo oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e dieta padréo
contendo ou ndo anticoccidiano (monensina). Apesar de evidenciado o
importante papel desses genes na formacdo e persisténcia do biofilme
microbiano, mais pesquisas sao requeridas no objetivo de estudar a atividade

de outros fatores de viruléncia envolvidos na formacao de biofilmes.

4.1.3 Capacidade de formacgéo de biofilme in vitro sob diferentes
meios e temperaturas

A capacidade de formar biofilme foi observada em todos os isolados
quando crescidos no meio de cultura LB suplementado com 10% de sangue,

10% de urina ou 0,75% de glicose nas temperaturas de 36°C e 42°C. Os perfis
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fenotipicos de formacéo de biofilme dos isolados de Enterococcus faecalis de
acordo com a dieta empregada, substratos dos meios de cultura e
temperaturas de crescimento utilizadas estdo demonstrados na Tabela 4.
Isolados de Enterococcus faecalis provenientes dos frangos de corte
submetidos a dieta com anticoccidiano apresentaram maiores indices de forte
aderéncia quando crescidos na presenca de 0,75% de glicose (92,3-88,5%) e
10% de urina (77%), quando comparados com enterococos isolados de frangos
gue nédo receberam anticoccidiano na dieta. Por outro lado, quando os mesmos
isolados foram crescidos na presenca de 10% de sangue, observou-se uma
elevada frequéncia de isolados moderados formadores de biofilme em ambas

as temperaturas e dietas (52-69%).

TABELA 4. Relacdo do fenétipo de formacédo de biofiime com os diferentes
meios de cultura e temperaturas de incubacdo de 36°C e 42°C em
Enterococcus faecalis.

Numero de isolados produtores de biofilme (%)

LBG® LBS® LBU®
36°C 42°C 36°C 42°C 36°C
Fo® M°® Fr° | Fo° M®  Fr* | Fo® m® Fr® Fo® m® Fr® Fo® Me Fr®

Dieta®

S/Aco | 90,9 0 91|51 363 45318 522 159|113 613 272|636 295 6,8

C/Aco | 923 7,7 7,7|885 885 0 |231 692 77 |231 538 231 77 19,2 38

& LBG: meio LB suplementado com 0,75% de glicose,

: LBS: meio LB suplementado com 10% de sangue,

: LBU: meio LB suplementado com 10% de urina,

" Dietas: S/Aco: sem anticoccidiano; C/Aco: Com anticoccidiano,
: Fr: fraco aderente; M: moderado aderente; Fo: forte aderente.

® o o o

O maior niumero de Enterococcus faecalis apresentando fenétipo de
forte aderente foi observado nos isolados provenientes dos frangos que
receberam uma solucdo contendo oocistos de Eimeria maxima e Eimeria
acervulina e a dieta padrdo contendo anticoccidiano. A presenca de

anticoccidiano na dieta, mantém a integridade intestinal, melhora a digestédo e a
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absorcdo de nutrientes, disponibilizando o maximo de energia necessaria para
o0 crescimento e multiplicacdo celular bacteriana. Quando o animal esta
infectado por Eimeria spp. e ndo € realizado tratamento adequado, sua
integridade intestinal fica comprometida e os nutrientes normalmente usados
no desenvolvimento do animal e também dos micro-organismos presentes ndo
sdo absorvidos de maneira efetiva. Em ambos os casos observam maior indice
de forte aderente em 36°C de temperatura de crescimento in vitro, sendo esta a
temperatura ideal do crescimento celular de Enterococcus faecalis in vivo.
Porém, altos indices também foram observados na temperatura de 42°C,
revelando adaptacdo dos isolados aos diferentes ambientes e temperaturas
nao ideais aumentando o seu potencial patogénico pela presenca de genes de
viruléncia.

Em relacdo aos suplementos adicionados ao meio de cultura, a
presenca de 0,75% de glicose elevou os indices de isolados classificados como
fortes aderentes em ambos o0s grupos de frangos e temperaturas de
crescimento testadas. Entretanto, o0 grupo de animais que recebeu
anticoccidiano na dieta, apresentou maiores indices de isolados fortes
aderentes. A alta disponibilidade de nutrientes com fonte de carbono, como a
glicose, permitiu maior crescimento e multiplicacdo das cepas e, consequente
estabelecimento do biofilme microbiano. Marinho et al. (2013) verificaram que a
adicdo 0,75% de glicose ao meio de BHI também influenciou a capacidade de
formacao de biofilme de Enterococcus faecalis isolados de alimentos. Pillai et
al. (2004) demonstraram que a formacéao de biofilme em placas de poliestireno

foi maior em meio suplementado com 1% de glicose, concordando com nosso
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estudo, assim como outros estudos que mostram a influéncia da glicose na
formacao de biofilme através de um regulador transcricional dependente de
glicose (fsr) mediando o controle de catabolitos através da formagéo de
proteases (Baldassarri et al., 2001; Kristich et al., 2004).

A presenca de 10% de urina no meio de cultura estimulou a
capacidade dos isolados em formarem biofilmes mais densos, onde 77% dos
isolados que receberam anticoccidiano e 63% dos que néo receberam, foram
classificados como fortes aderentes. Uma explicacdo para este fendtipo seria
primeiro. a urina além de conter ureia em grande quantidade, também
apresenta fosfatos, sulfato, amoénia, magnésio, calcio, acido urico, creatina,
sbédio, potassio e outros elementos em menor quantidade. Além disso, tal
composicao estimula a ativacdo de diferentes vias metabdlicas bacterianas que
as torna capazes de degradar tais substancias e captar nutrientes necessarios
ao crescimento e multiplicacdo celular e ativacdo de mecanismos de expressao
génica necessarios para 0 aumento de sua patogenicidade, como a formacéao
da estrutura do biofilme. O gene agg, que codifica a proteina Agg, encontrado
no genoma destas bactérias também exerce um papel importante in vivo, pois
atua na aderéncia e processo inicial da infeccdo enterocdcica em células renais
e do restante do trato urinario (Seno et al., 2005). Estudos realizados com
outras enterobactérias patogénicas relatam respostas de sistemas envolvidos
na aquisicdo de ferro e genes envolvidos no metabolismo de acucares e
aminodcidos responsaveis por uma maior adaptacdo das cepas ao sistema

urinario ou a presenca de urina (Alteri & Mobley, 2007).
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O crescimento de Enterococcus faecalis na presenca de soro
sanguineo induz a expressao de ligantes de carboidratos responsaveis pela
adesao celular (Guzman et al., 1991). O sangue contém nutrientes como as
proteinas albumina e hemoglobina, ferro proveniente das células vermelhas e
micronutrientes como aminoacidos, pequenos peptideos, glicose, lipidios,
acidos graxos, fosfolipidios e triglicerideos, além da fracdo celular branca.
Células sanguineas mortas podem compor a matéria organica necessaria para
a formacéo da matriz do biofilme e seus componentes intracelulares servirem
como nutrientes para as células em biofilme, assim como células planctonicas
potencialmente capazes de desencadear um novo processo de formacado do
biofilme microbiano. Vebo et al. (2009) analisaram isolados de Enterococcus
faecalis cultivados em sangue in vitro e concluiram que a regulacdo dos genes
e suas vias sob essas condicOes revelaram a capacidade de adaptacao
fisiologica e metabdlica, principalmente no metabolismo dos carboidratos, o
que pbde ser observado no grande numero de isolados que demonstraram
formacéao fenotipica menos densa, classificados como formadores moderados
na presenca de sangue, uma provavel adaptacéo fisiolégica ao meio ambiente
em questao.

Comparando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se
concluir que o substrato mais favoravel ao crescimento e que estimulou a
aderéncia dos isolados de Enterococcus faecalis nas microplacas de
poliestireno foi a presenca de 0,75% de glicose no meio de cultura LB,
independente das temperaturas de crescimento. Entretanto, os altos niveis

obtidos a 42°C de temperatura de crescimento sugerem uma grande
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capacidade de adaptacdo dos isolados a condicbes e hospedeiros como
frangos de corte. Os resultados obtidos com suplementac&o de sangue e urina
também apontam o grande potencial patogénico das cepas, visto seu
crescimento e capacidade de formacdo de biofilme na presenca de fluidos
humanos ou animais (Wani et al., 2012).

Ressaltando a importancia deste estudo, Enterococcus faecalis
isolados de frangos de corte que receberam oocistos de Eimeria maxima e
Eimeria acervulina e racdo suplementada ou ndo com anticoccidiano
apresentaram capacidade de se adaptar a diferentes nichos biolégicos, como
por exemplo, sangue e urina. Associado a esta plasticidade dos micro-
organismos, a capacidade dos isolados de formar biofiime e a presenca de
fatores de viruléncia sugerem que Enterococcus faecalis isolados de frangos
tratados com anticoccidiano estdo mais bem adaptados ao ambiente intestinal
dos animais. No futuro, estudos de expressdo génica e analise poOs-
transcricional destes fatores de viruléncia poderdo esclarecer parte desta
complexa fisiologia da formacdo de biofime em isolados da espécie
Enterococcus faecalis.

Os dados do experimento 1 foram publicados na Revista de
Pesquisa Veterinaria Brasileira, no nimero 12 do volume 33, entre as paginas

1433-1440, edicao de dezembro de 2013.



46

4.2 Experimento 2

4.2.1 Frequéncia dos genes dos fatores de viruléncia e
resisténcia antibiotica entre as amostras

Para caracterizar a distribuicdo dos genes dos fatores de viruléncia,
182 Enterococcus faecalis foram escolhidos. As amostras sdo originarias de
pacientes, alimentos e animais e foram isolados no Sul do Brasil entre 2005 e
2009. A Tabela 5 mostra a prevaléncia dos genes dos fatores de viruléncia em
todos os isolados estudados.

Enterococcus faecalis provenientes dos suabes cloacais de frangos
Sd0 0s que apresentaram o maior numero de genes de viruléncia, quando
comparados com os isolados alimentares e clinicos. Neste estudo, o gene ace
foi detectado em 94,2% e 86,6% dos isolados de suabes cloacais de frangos e
alimentares, respectivamente, e 75% nos isolados clinicos. O gene agg foi
observado com maior frequéncia entre os isolados de frangos (78,5%),
seguidos dos isolados clinicos (57,7%) e de alimentos (45%). O gene bopA
apresenta alta prevaléncia entres os isolados provenientes dos suabes cloacais
(98,5%), seguidos imediatamente pelos isolados de origem clinica (96,1%) e
alimentares (90%). Assim como o gene bopA, o gene bopC também foi mais
prevalente entre os isolados de suabes cloacais de frangos (98,5%). O gene
tet(M), por sua vez, foi encontrado em 87,1% das amostras de suabes cloacais

de frango e em 61,6% dos alimentos e em 57,7% das amostras clinicas.
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TABELA 5. Prevaléncia de fatores de viruléncia e resisténcia antimicrobiana
entre Enterococcus faecalis isolados de frangos de corte, amostras clinicas e
alimentares*.

Percentual de PCR positivas

Genes Frangos Clinicas Alimentares Total
ace 94,2 75 86,6 86,2
agg 78,5 57,7 45 61,5
bopA 98,5 96,1 90 95
bopB 85,7 88,4 95 89,5
bopC 98,5 96,1 95 96,7
bopD 100 100 98,3 99,4
tet(L) 18,5 15,4 23,3 19,2
tet(M) 87,1 57,7 61,6 70,3

*P<0,05

Isolados que apresentaram o gene bopB, compreendem 89,5% do
total, sendo os de origem alimentar (95%) os que detém o referido gene em
maior numero. Niveis elevados também foram observados nos isolados de
origem clinica (88,4%) e de cloaca de frangos (85,7%). O gene bopD
apresentou frequéncias muito equivalentes (98,3% - 100%) entre os isolados.
Entre os genes avaliados no presente estudo, o gene tet(L) foi o que
apresentou as frequéncias (23,3 a 15,4%) mais baixas entre os isolados.

Em relagdo aos os genes do operon bopABCD, o gene bopD
apresentou as frequéncias mais elevadas (99,4%) entre os isolados avaliados,
seguido imediatamente por bopC (96,7%), bopA (95%) e bopB (89,5%). As
frequéncias dos genes de viruléncia entre as amostras estdo de acordo aos
observados em outros estudos. McBride et al. (2007) mostraram que os fatores
de viruléncia podem ser encontrados em diversas linhagens de Enterococcus
faecalis. Prevaléncia semelhante a observada no presente estudo para o gene
agg entre os isolados de alimentos e clinicos foram observadas por Dupont et

al. (2008), Bittencourt & Suzart (2004) e Eaton & Gasson (2001). Por outro
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lado, o gene agg foi detectado com uma elevada frequéncia entre os
Enterococcus faecalis isolados de amostras de cloacas de frango, quando
comparado com os estudos realizado por Poeta et al. (2006) que detectou uma
frequéncia do agg de 39,5% em amostras fecais de frangos de corte. Porém a
frequéncia relatada pelos autores ainda foi considerada alta, pois a presenca
de tal gene foi detectada apenas em isolados de Enterococcus faecalis entre
todos enterococos pesquisados.

O gene ace, que codifica a adesina de colageno de Enterococcus
faecalis (Ace), também apresentou niveis elevados entre os isolados de cloaca
de frango (94,2%). Esta € uma proteina da superficie celular, especifica de
Enterococcus faecalis, que permite a ligacdo da bactéria as proteinas da matriz
extracelular, colagenos tipo | e IV e laminina e pode desempenhar um papel na
patogénese de endocardites (Nallaparedy et al., 2000; Koch et al., 2004).
Novamente, Poeta et al. (2006) vem ao encontro dos resultados obtidos neste
estudo, com uma prevaléncia de 62.8% de Enterococcus faecalis isolados de
amostras fecais de frangos de corte, com ace sendo detectado apenas em
isolados dessa espécie. Prevaléncia semelhante as observadas para o gene
ace entre as amostras clinicas no presente estudo foi encontrada por
Nallaparedy & Murray (2008) que detectaram uma frequéncia de 60% do gene
ace. A prevaléncia de 86.6% do gene ace nos isolados alimentares também
corroboram com os determinados por Cariolato et al. (2008) em amostras de
alimentos. Diarra et al. (2010), demonstraram que 100% de Enterococcus
faecalis isolados de fezes ou ceco de frangos de corte continham o gene ace.

Olsen et al. (2011) pesquisaram o0 gene em isolados de humanos com
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bacteremia e suabes cloacais de frangos de corte e também obtiveram 100%
de presenca do gene e 99% de similaridade de ace entre os diferentes isolados
estudados em ambas origens. Silva et al. (2013) demonstraram diferentes
niveis de presenca do gene ace variando entre 75 e 94.2% em Enterococcus
faecalis isolados de frangos e amostras clinicas de humanos hospitalizados,

respectivamente.

Os genes do operon bopABCD, foram observados com elevada
frequéncia entre todos os isolados. O gene bopA codifica uma
glicosiltransferase, imediatamente downstream localiza-se bopB responséavel
pela polimerizacédo da enzima fosfoglicomutase, seguido por bopC, que codifica
uma aldolase-1-epimerase. O ultimo gene do operon, o bopD, € o regulador
transcricional ligante de acUcar e esta envolvido na formacdo de biofilme por
Enterococcus faecalis (Hufnagel et al., 2004). Até o momento, ndo existem
estudos sobre a prevaléncia dos genes do operon bopABCD em isolados de
Enterococcus faecalis isolados de amostras clinicas e alimentares. O Unico
trabalho que avalia a prevaléncia deste operon, foi realizado pelo grupo
(Cassenego et al., 2013) em amostras de cloacas de frango. Outro dois
estudos realizados por Creti et al. (2006) e Hufnagel et al. (2004) avaliaram a
importancia do gene bopD em isolados de Enterococcus faecalis com a
formacao de biofilme, apoiando a hipGtese de que este gene € importante na

formacéao de biofilme.

Os resultados observados para os genes tet(M) e tet(L) estdo de
acordo com estudos realizados por varios autores (Aarestrup et al., 2000; De

Leener, 2004; Cauwerts et al., 2007; Frazzon et al., 2009). O gene tet(L) foi
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encontrado em menor nimero nos isolados pesquisados (19,2%). Este gene
codifica proteinas de membrana, denominadas de efluxo, na qual carreiam
para 0 meio extracelular moléculas como a tetraciclina e doxiciclina (Chopra &
Roberts, 2001). O gene tet(M) € comumente localizado no cromossomo
bacteriano e pode ser carreado por transposons conjugativos da familia
Tn916/Tn1545 (Clewell et al., 1995; Poeta et al., 2006). Situacao similar foi
encontrada durante uma pesquisa realizada em hospitais na Franca, onde 229
enterococos foram isolados durante 10 coletas. Neste estudo, os genes tet(M)
e tet(L) tiveram alta prevaléncia entre as amostras e foram os determinantes
para resisténcia a tetraciclina (Charpentier et al., 1994). A menor frequéncia do
gene tet(L) pode ser explicada em razdo da sua transferéncia para as outras
células uma vez que tal gene é capaz de transferir-se de forma independente.
Por outro lado, a associacao do gene tet(M) com elementos conjugativos como
transposons tem sido um fator importante para a disseminacéo de resisténcia a

tetraciclina em enterococos (Chopra & Roberts, 2001).

4.2.2 Diversidade filogenética dos genes de viruléncia e
resisténcia de Enterococcus faecalis

O agrupamento filogenético foi feito com base no método de PCR
utilizando oligonucleotideos iniciadores referentes aos genes dos fatores de
viruléncia do operon bopABCD, agg, ace, tet(M) e tet(L). A arvore filogenética
foi construida a partir da analise da presenca desses genes em isolados de
diferentes ambientes a fim de avaliar a variabilidade genética dos isolados

(Figura 1). Um total de 182 cepas de Enterococcus faecalis isoladas de
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humanos, frangos de corte e alimentos foram distribuidos em quatro grupos
filogenéticos (A, B, C e D) e quatro subgrupos (Al, A2, B1 e B2). Os grupos A e
B mostraram 65% de similaridade e possuem 173 dos 182 isolados testados. O
grupo B contém a maioria dos isolados pesquisados (161 isolados, 87,36%),
seguido pelo grupo A (12 isolados, 6,59%). Nove isolados (4,94%) ndo foram
agrupados nos grupos descritos acima, porque tinham coeficientes de
similaridade de 0,16 e 0,52. Estes isolados foram reunidos em dois grupos, de
modo a facilitar a compreenséao, e chamados C e D, respectivamente.

O grupo A foi dividido em dois subgrupos (Al e A2), com um
coeficiente de similaridade acima de 0,70 indicando a proximidade genética.
Em Al, foi incluido apenas um Enterococcus faecalis isolado de cloaca de
frangos que foi positivo para todos os genes do operon bopABCD e também do
gene tet(M). O subgrupo A2 composto por cepas com operon bop completo
com seis isolados de origem clinica (sangue e urina) e cinco isolados de
alimentos (laticinios, legumes e carne) pertenciam a este subgrupo.

As diferencas entre as cepas do grupo B geraram dois subgrupos,
Bl e B2, com coeficientes de similaridade 0,73, indicando a proximidade
genética e sugerindo que esses isolados podem representar um pool genético
de cepas de Enterococcus faecalis. O grupo B1 foi subdividido em dois
subgrupos, gerando B1.1 e B1.2 com coeficientes de similaridade 1,0.

O B1.1 foi composto por sete isolados (3 de suabes cloacais de
frangos de corte e 4 de diversos alimentos, tais como carne, laticinios e
verduras) que foram positivos para os genes do operon bop, ace, tet(L) e

tet(M). No B1l.2 foram agrupados isolados que possuem o0s genes de
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bopABCD, ace e tet(L). Os quatro isolados desse subgrupo foram obtidos a

partir de vegetais, como batata e batata doce em 2006.
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Genes positivos: Origem (n)

bopABCD, ace, agg, tet(M), tet(L):
Clinicos (1) Alimentares (2) Frangos (4)

bopACD, agg, ace, tet(M):
Clinicos (1) Alimentos (1) Frangos (7)

bopABCD, agg, tet(M):
Clinicos (4) Alimentos (2); Frangos (3)

bopABCD, ace, agg, tet(M), tet(L):
Clinicos (20) Alimentos (25) Frangos (47)

Ei A

bopBCD, ace, agg, tet(M):
Alimentos (4) Frangos (1)

bopABCD, ace:

Clinicos (6) Alimentos (11) Frangos (4)

bopABCD, agg, ace:
Clinicos (10) Alimentos (2) Frangos (2)

bopABCD, ace,tet(L): Alimentos (4)

bopABCD, ace, tet(M), tet(L):
Frangos (3) Alimentos (4)

bopABCD; tet(M): Frangos (1)

e

+
} bopABCD: Clinicos (6) Alimentos (5)
+

bopD: Clinicos (2)
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FIGURA 1. Dendrograma baseado em resultados de PCR com
oligonucleotideos iniciadores para fatores de viruléncia e genes de resisténcia
a antimicrobianos. A similaridade foi calculada utilizando o coeficiente de
correlacdo de Jaccard e os agrupamentos foram construidos com o software
PAST.

A maioria dos isolados coletados (150 isolados, 82,41%) foram
agrupados no grupo B2. Neste grupo estdo 67 dos 70 isolados de suabes
cloacais de frangos de corte. Os isolados deste grupo tiveram trés ou quatro
genes do operon bop, além dos genes tet(L), tet(M), ace ou agg, de acordo
com a classificacdo dos subgrupos. O grupo B2 foi dividido em dois subgrupos,
com 75% de similaridade cada, sendo B2.1 e B2.2.

O subgrupo B2.1 foi dividido novamente em “a” e “ b” e incluiu 35

isolados. O subtipo “a” contém 14 amostras (10 isolados clinicos de urina, dois
alimentos isolados de carcaca de frango em 2007 e de dois frangos isolados
em 2008) com os genes bopABCD, agg e ace. O subtipo “b” compreende
isolados (seis clinicos, 11 de carcaca de frango e laticinios isolados em 2006 e
2007 e 4 de cloaca de frangos) positivos para bopABCD e gene ace.

No subgrupo B2.2 foram reunidos 115 isolados divididos em
subtipos de "c", "d", "e" e "f " com coeficientes de similaridade 0,8. O subtipo "c"
contém quatro isolados de queijo e um isolado de suabes cloacais de frangos.
Essas cepas contém os genes de viruléncia bopBCD, ace, agg, tet(M). O
subtipo "e" agrupou quatro isolados de origem clinica, dois isolados de
alimentos e trés de suabes de cloaca, e 0s seus genes presentes sao

bopABCD, agg, tet(M). O subtipo "d" é o maior grupo da arvore filogenética e

contém 92 isolados, onde 25 foram isoladas a partir de amostras de alimentos,
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20 clinicos e 47 isolados de suabes cloacais de frangos e possuem todos 0s
genes estudados. O subtipo "e" contém os genes bopABCD, agg e tet(M), com
quatro isolados clinicos, dois isolados de alimentos e trés de aves (cloaca),
enquanto o subtipo "f* possui um isolado clinico, um isolado de alimentos e
sete isolados de suabes cloacais de frangos e contém os genes bopACD, agg,
ace e tet(M). O grupo C contém dois isolados de origem clinica (urina) e o
grupo D, agrupou sete isolados, sendo trés de suabes cloacais de frangos de
corte, dois de alimentos (queijo) e dois de origem clinica (urina) e foram os
mais distantes dos outros isolados (coeficientes de similaridade 0,53).

A capacidade de Enterococcus faecalis colonizar uma ampla gama
de hospedeiros e ambientes mais adequados a um determinado nicho
particular pode proliferar e preencher o nicho onde a analise filogenética avalia
a presenca de fatores de viruléncia revelando isolados aglomerados de todas
as origens em diferentes periodos de tempo. No entanto, a forca seletiva que
conduz a uma convergéncia de tais caracteristicas e adaptabilidade continua a
ser estudada. Nossa pesquisa avaliou a diversidade de Enterococcus faecalis a
partir de diferentes fontes e observou que os isolados apresentam um valor
coeficientes de similaridade de 0,65 a 1,0.

Castillo-Rojas et al. (2013) relataram que Enterococcus faecalis
isolados a partir de amostras de urina, fluido pleural, sangue e &gua
apresentaram coeficiente de similaridade de 0,6, 0 que sugere que as estirpes
foram relacionadas. Enterococcus faecalis provenientes de amostras clinicas
isoladas de sangue, urina, pus e fluido vaginal de um hospital na Malasia,

demonstraram um elevado nivel de diversidade na tipagem por PFGE e MLST
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concordando com resultados observados neste estudo e em pesquisa realizada
por Lloyd et al. (1998), assim como estudo desenvolvido por Silva et al. (2013)
utilizando PCR multiplex no mesmo e em outros hospitais.

A técnica de RAPD também é comumente usada na identificacao
espécie-especifica e tipagem, por exemplo, com a utilizacdo do primer M13,
desenvolvido por Rossetti & Giraffa (2007), também utilizado na analise da
diversidade genética de Enterococcus por Riboldi et al. (2008) e Costa et al.
(2009). A técnica de filotipagem por PCR foi descrita por Clermont et al. (2000)
e vem sendo utilizada na avaliacdo filogenética de diferente estirpes de
Escherichia coli utilizando uma combinacdo de genes (Derakhshandeh et al.,
2013). No presente estudo avaliou-se a filotipagem por PCR usando uma
combinacdo de genes de viruléncia (agg, ace, tet(M), tet(L) e operon
bopABCD) para Enterococcus faecalis e esta técnica mostrou resultados
similares aos obtidos pelo método de RAPD também utilizado em Enterococcus
faecalis em estudo realizado por Costa et al. (2009), sugerindo ser uma técnica
alternativa para uma rapida e barata caracterizacdo em diferentes grupos
filogenéticos de isolados desta espécie.

Estes estudos sugerem a possibilidade de Enterococcus faecalis
possuir uma capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes com seu
estabelecimento e possivel isolamento de amostras de diferentes fontes. Outro
estudo sobre o fendtipo de resisténcia entre as populacdes de Enterococcus
faecalis isolados de carcacas de frango apos o processamento de refrigeracéo
em cinco lugares diferentes, mostrou que todas as plantas de abate possuem

isolados com um alto grau de diversidade, apesar de seu fenétipo de
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resisténcia agrupa-los amplamente em um anico cluster, relatando que os
procedimentos de padronizacdo provavelmente exercem pressdes seletivas
conforme os procedimentos operacionais padroes empregados, caracterizando
0 ambiente como um determinante fenotipico (Olsen et al., 2011).

Cobo Moinhos et al. (2008) sugerem que a presenca do operon ebp
(codificacéao de pili) em Enterococcus faecalis, exerce um papel na ubiquidade
das espécies isoladas a partir de amostras clinicas e de alimentos, em que a
presenca de certas caracteristicas genéticas aumenta a sua adaptacdo a
ambientes especificos. Este fato exalta a importancia da divulgacdo de
enterococos contendo determinantes de viruléncia e genes de resisténcia a
antimicrobianos em diferentes ambientes, aumentando o seu potencial e
capacidade de interagir com hospedeiros humanos.

Em conclusdo, as diferencas nas frequéncias dos genes de
viruléncia em Enterococcus faecalis isolados de diferentes origens mostra que
0s ganhos e perdas genéticas sdo um papel importante e crucial de adaptacao
a um novo habitat e contribuicdo para o surgimento de novas cepas adaptadas.
No entanto, a arvore filogenética mostra que, apesar das diferentes origens dos
isolados e dos diversos perfis genotipicos, a espécie Enterococcus faecalis
exibe uma grande capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes, mesmo
quando ocorre pressao seletiva e alta frequéncia de troca de genes. Tais
caracteristicas podem permitir sua sobrevivéncia nesses ambientes e
proporcionam sua caracteristica de ubiquidade.

Também é importante observar que os diferentes periodos de

isolamento das amostras entre 2005 e 2009 nao interferiram na divisdo dos
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clusters, ndo sendo considerado um determinante da diversidade genética.
Além disso, a técnica de filotipagem por PCR provou ser eficaz, rapida e
econdmica para o estudo da diversidade de isolados de Enterococcus faecalis
em diferentes grupos filogenéticas.

Os dados do experimento 2 compdem um segundo manuscrito o
qual foi submetido a analise para publicacdo na Revista Brazilian Journal of

Microbiology (anexo).

4.3 Experimento 3

4.3.1 Avaliacdo da atividade da enzima gelatinase e de
diferentes meios de cultura na formacéo de biofilme por Enterococcus
faecalis

Primeiramente foi avaliada a atividade da enzima gelatinase nos 126
Enterococcus faecalis sob as temperaturas de 36°C e 42°C. Os resultados da
avaliacdo total dos isolados evidenciaram que 80,1% dos isolados tiveram
atividade enzimatica em temperatura de crescimento de 36°C, enquanto que
apenas 54,6% foram positivos para o0 mesmo teste em 42°C de temperatura de
crescimento no mesmo tempo de avaliagdo. Observando-se as diferentes
origens das amostras, isolados clinicos contém 54,54% de atividade enzimatica
em temperatura de 36°C, enquanto na temperatura de 42°C, sua atividade foi
de 42,42%. Ja os isolados de origem alimentar apresentam 85% de fendtipo
positivo para gelatinase em 36°C e 33,3% em temperatura de crescimento de

42°C.
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Embora gelatinase seja considerada um fator de viruléncia em
enterococos e estd comumente associada a isolados clinicos, estudos
detectaram enterococos produtores de gelatinase em laticinios e carne (Eaton
& Gasson, 2001; Semedo et al., 2003). Thurlow et al. (2010) demonstraram a
importancia da atividade de gelatinase em modelos experimentais de
endocardite, concluindo que essa protease € uma das responsaveis pelo
aumento da carga bacteriana em locais de infeccao.

Lopes et al. (2006) testaram a atividade de gelatinase em
Enterococcus clinicos e isolados de leite, mostrando que o fator de viruléncia
gelatinase esta disseminado entre as espécies desse género e que isolados
alimentares também sao capazes de produzir gelatinase em niveis percentuais
comparaveis aos de isolados clinicos, embora esta capacidade possa ser
parcialmente diminuida durante a conservacdo dos isolados ou amostras a
baixas temperaturas, como de refrigeracdo laboratorial. Com isso, seu
potencial de producdo em isolados alimentares de enterococos pode ser
subestimado, e concorda com os resultados obtidos nesse experimento,
demonstrando que a temperatura de crescimento e armazenamento influencia
positiva ou negativamente na sua atividade.

A segunda etapa do experimento foi realizada para avaliar a
influéncia da glicose, sangue e urina na formacao de biofilme dos isolados em
crescimento a 36°C e 42°C. Para tanto, o meio de cultura BHI foi suplementado
com 0,75% de glicose, 10% de sangue ou 10% de urina. Todos os isolados

foram capazes de formar biofilme nos diferentes meios de cultura (Tabela 6).
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O meio suplementado com 0,75% de glicose demonstrou ser o mais
adequado para estabelecimento de forte aderéncia e, consequente formacao
do biofilme microbiano nos isolados de todas as origens. Enquanto que 0 meio
suplementado com 10% de sangue, foi 0 que registrou os menores indices de
forte aderéncia e as maiores taxas de fraca formacao de biofilme. As andlises
estatisticas (Figura 2) demonstram que em isolados clinicos, a concentracdo de
0,75% de glicose foi 0 melhor suplemento independente da temperatura, pois
os isolados apresentam maior capacidade de formar biofilme (95,45%). Os
suplementos de 10% de sangue e 10% de urina ndo diferem entre si; e a
formacéao com 10% de sangue, também independe de temperatura (39,4%).

Em relacédo a origem das amostras, para os isolados alimentares, a
presenca da 0,75% de glicose demonstrou diferenca significativa (P<0,05)
entre as temperaturas, sendo que a intensidade do biofilme é maior a 36°C
(65%). O meio contendo 10% de urina teve melhor comportamento nos
isolados desta origem do que em isolados clinicos, e quando o suplemento é
comparado a 0,75% de glicose a 42°C, também com forte formacdo de
bioflme, ndo apresentam diferencas estatisticas entre si. JA 0 meio
suplementado com 10% de sangue teve comportamento semelhante, tanto em
isolados clinicos, como em isolados alimentares, sendo o responsavel pelos
resultados menos expressivos (1,7% de forte formacdo a 42°C). Ainda assim,
diferem entre si, demonstrando maior potencial de formacao a 36°C (10%).

Isolados clinicos apresentam menor variacdo entre suplementos e
temperaturas. Ou seja, apesar da glicose ter sido confirmada estatisticamente

como melhor suplemento, seus resultados néo diferem quando suas diferentes
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temperaturas sdo comparadas (90,9 a 95,4% em 0,75% de glicose a 42°C e
36°C). Essa diferenca também néo se fez notéria quando as temperaturas sao
comparadas com a suplementacdo de sangue nem em relacdo a
suplementacdo com urina. Os resultados dos isolados alimentares sugerem
uma nao adaptacdo de tais aos suplementos sangue e urina, visto que sua
formacdo de biofilme foi menos intensa do que a encontrada nos isolados
clinicos, ja adaptados a condigcbes corporais fisiolégicas ou patoldgicas
humanas ou animal.

A habilidade de enterococos crescer como biofilme mesmo sob uma
variedade de condicbes ambientais que envolvem hidrodinamica é reconhecida
e pode contribuir para uma colonizacdo mais eficiente dos dispositivos
médicos, exercendo assim, seu papel como um importante patégeno
hospitalar. Varias condi¢cdes durante o processo de formacdo de biofilme
podem afetar os resultados obtidos, incluindo as condi¢cdes de crescimento, o
meio de cultivo e a selecédo da superficie (Extremina et al., 2011). Os teores de
nutrientes do meio de crescimento tais como glicose, disponibilidade de Fe™ e
CO,, soro, osmolaridade, pH e temperatura também influenciam na producéo
de biofilme (mono ou multi-espécie) entre as diferentes bactérias. O
metabolismo de carboidratos regula a producdo de biofilme entre varias
bactérias Gram-positivas, incluindo Enterococcus faecalis (Mohamed & Huang,
2007; Pillai et al., 2004). Uma pesquisa realizada por Baldassarri et al. (2001)
mostrou que o meio Caldo Tripsina de Soja (TSB) suplementado com 1% de

glicose aumenta a producgéo de biofilme em Enterococcus faecalis, comparado
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com TSB sem glicose, concordando com os resultados obtidos nesse

experimento.

TABELA 6. Percentual de formacdo de biofilme por isolados clinicos e
alimentares de Enterococcus faecalis em diferentes temperaturas e meios de
crescimento.

Intensidade de isolados produtores de biofilme (%) com

LBG? LBS® LBU

Origem de

; 36°C 42°C 36°C 42°C 36°C
isolados

Fo M F® Fo* M R | Fo* M Fr  Fo® M° Fr | Fo* M* Fr°

Clinicos 95,4 3 15 909 76 15]|394 53 76 318 66,7 15 |288 682 3

Alimentares 65 31,7 33 383 51,7 10 10 583 30 1,7 56,7 41,7 | 80 20 0

Total 80,9 166 24 659 286 55 |254 555 182 175 61,9 206 | 53,2 452 16
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: LBG: meio LB suplementado com 0,75% de glicose,

: LBS: meio LB suplementado com 10% de sangue,

: LBU: meio LB suplementado com 10% de urina,

: Fr: fraco aderente; M: moderado aderente; Fo: forte aderente.

FIGURA 2. Analise da intensidade de formac&o de biofiime em Enterococcus
faecalis de acordo com o0s suplementos e temperaturas testados. (GI36=
glicose, 36°C; Gl42= glicose, 42°C; Sg36= sangue, 36°C; Sg42= sangue 42°C;
Ur36= urina, 36°C) nos isolados de diferentes origens (P<0,05).

Outro estudo mostrou uma reducdo na producdo de biofiime em
Enterococcus faecalis com concentracdes de glicose aumentadas de zero para

0,2% no meio de cultura (Kristich et al., 2004). O mesmo também observou um
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aumento na producao de biofilme em meio suplementado com 0,5% de glicose
quando comparado ao meio com 0,2% de concentracdo do suplemento.
Marinho et al. (2013) avaliaram a capacidade de formacdo de biofilme em
isolados de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium nas temperaturas
de 10°C, 37°C e 45°C na auséncia e presenca de 0,75% de glicose e seus
resultados vem ao encontro dos resultados obtidos neste estudo,
demonstrando que a associacdo de glicose ao meio de cultura aumenta o
potencial de aderéncia in vitro entre 6,2 e 9,6%.

O efeito do soro humano na adesdo de Enterococcus faecalis
também vem sendo pesquisado. Gallardo-Moreno et al. (2002) relataram um
aumento na adeséao de Enterococcus faecalis em superficies de vidro e silicone
com uso de meio de cultura suplementado com 10% de soro humano. Em
estudo realizado com transcriptomas Vebo et al. (2009) mostraram que a cepa
de Enterococcus faecalis V583 revelou respostas adaptativas em crescimento
em sangue incluindo o nimero de fatores de viruléncia. Observando regulacéo
de genes e suas vias de expressdo, revelaram uma nova compreensao sobre
suas caracteristicas fisiolégicas e capacidade metabdlica, que permite a
adaptacéo e o crescimento de Enterococcus faecalis em sangue e concorda
que, determinados genes podem ser potenciais candidatos para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no tratamento de
infec¢des por Enterococcus faecalis.

Evidéncias sugerem que caracteristicas biolégicas no soro e na
urina humanos possam desempenhar um papel importante na modulacdo da

viruléncia em enterococos e seus locais de infeccdo. Para determinar a
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extensdo dessa modulacdo biologica, Shepard & Gilmore (2002) utilizaram
PCR em tempo real para comparar os nhiveis de mRNA em culturas de
Enterococcus faecalis cultivadas em soro e urina obtidos em meio laboratorial.
Variacbes especificas tanto em ambiente e fase de crescimento foram
observadas, demonstrando a ocorréncia de mecanismos até entdo, nao
caracterizados para o controle da expressdo dos genes de viruléncia em

Enterococcus faecalis, que podem desempenhar um papel importante in vivo.



5. CONCLUSAO

A partir dos objetivos apresentados no presente estudo e apés
andlise dos resultados obtidos, podem-se determinar algumas caracteristicas
de Enterococcus faecalis e o estabelecimento de biofilme microbiano em
relacdo ao ambiente de crescimento:

Os genes de viruléncia agg, ace e operon bopABCD foram
observados com elevada frequéncia entre os genes analisados no presente
estudo em Enterococcus faecalis isolados de suabes cloacais de frangos de
corte desafiados com Eimeria spp. e alimentados com dietas suplementadas ou
ndo com anticoccidiano;

A atividade da enzima gelatinase teve maior atividade a 36°C de
temperatura de crescimento dos isolados e a presenca de 0,75% de glicose
influenciou positivamente o fenétipo de forte formacéo de biofilme in vitro em
Enterococcus faecalis isolados de suabes cloacais de frangos;

As diferencas nas frequéncias dos genes de viruléncia em
Enterococcus faecalis isolados de diferentes origens mostram que os ganhos e
perdas genéticas exercem um papel importante e crucial na adaptacdo a um
novo habitat e contribuem para o surgimento de novas cepas adaptadas. No
entanto, a arvore filogenética construida no segundo experimento mostra que,

apesar das diferentes origens dos isolados e dos diversos perfis genotipicos, a
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espécie Enterococcus faecalis exibe uma grande capacidade de adaptacdo em
diferentes ambientes, mesmo quando ocorre pressao seletiva e alta frequéncia
de troca de genes.

E por fim, os resultados do ultimo experimento realizado, sugerem
que os isolados alimentares revelaram uma ndo adaptacdo aos suplementos
sangue e urina, visto que sua formacéo de biofilme foi menos intensa do que a
encontrada nos isolados clinicos. De acordo com o0 comportamento
demonstrado in vitro estes isolados parecem demonstrar uma boa adaptacéo a
condicdes corporais fisiologicas ou patolégicas em organismos animais.

Com base nos resultados obtidos, pesquisas posteriores poderao
ser realizadas objetivando a analise transcricional ou pos transcricional dos
genes envolvidos no processo de formacdo de biofilme microbiano por

Enterococcus faecalis.
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Viruléncia e formacao de biofilme microbiano
por Enterococcus faecalis isolados de swabs
cloacais de frangos de corte infectados com

Eimeria spp.

Ana Paula V. Cassenego?, Juliana Ellwanger?, Pedro A.
d’Azevedo?, Andreia M.L. Ribeiro*, Jeverson Frazzon®e
Ana Paula G. Frazzon?

ABSTRACT.- Cassenego A.P.V., Ellwanger J., d’Azevedo P.A., Ribeiro A.M.L.,
Frazzon J. & Frazzon A.P.G. 2013. [Virulence and biofilm formation by
Enterococcus faecalis isolates from cloacal swabs of broilers infected with Eimeria
spp.]Viruléncia e formacdo de biofilme microbiano por Enterococcus faecalis isolados
de swabs cloacais de frangos de corte infectados com Eimeria spp. Pesquisa Veterinaria
Brasileira. 33(12):1433-1440. Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Sarmento Leite
500, Porto Alegre, RS 90050-170, Brazil. E-mail: ana.cassenego@ufrgs.br

The microbiota dynamics in the gastrointestinal tract (GT) of animals can be
disrupted by pathogens, such as Eimeria spp. Enterococci are saprophytic bacteria that
colonize the GT of mammals and birds. The influence on the intestinal microbiota is
related to the adaptive capacity of bacteria to adhere to host cells and colonize the
mucosal cells. The aim of this study was to analyze the frequency of virulence genes
ace, agg and bopABCD operon in Enterococcus faecalis isolated from cloacal swabs of
broilers challenged with Eimeria spp. and fed a standard diet supplemented or not with
anticoccidial (monensin), and, also evaluated for the ability of these strains to form
biofilms under in vitro conditions. A total of 70 E. faecalis were selected and the agg
gene was more frequent in strains isolated from the broilers treated with anticoccidial
(92.3%) when compared to the group that not received anticoccidial (70.5%). On the
other hand, the ace and bopABCD operon genes showed
no significant difference between the two groups of broilers (P>0.005). The E. faecalis
isolated from the broilers treated with anticoccidial showed a higher frequency of
strong biofilm formation when growing in medium supplemented with glucose (92.3 -
88.5%) and urine (77%) when compared with enterococci isolated from broilers that
not received anticoccidial. It was observed that E. faecalis isolated from broilers treated
with anticoccidial showed a higher frequency of virulence factors genes and stronger
biofilms formation, indicating better adaptation of the isolates in healthy intestinal
environment.

INDEX TERMS: Enterococcus faecalis, biofilm, virulence factors, broilers, Eimeria
spp., anticoccidial.

RESUMO.-A dindmica da microbiota no trato gastrointestinal (TG) de animais pode
ser afetada por patdgenos, tais como Eimeria spp. Os enterococos sdo bactérias
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saprofitas que o colonizam TG de mamiferos e aves. A influéncia sobre a microbiota
intestinal esta relacionada com a capacidade de adaptagdo das bactérias em se aderir as
células hospedeiras e de colonizar as celulas das mucosas. O objetivo deste estudo foi
analisar a frequéncia de genes de viruléncia ace, agg e operon do bopABCD em
Enterococcus faecalis isolados de swabs cloacais de frangos de corte desafiados com
Eimeria spp com. e alimentados com dietas padrdes suplementadas ou ndo com
anticoccidiano (monesina) e também avalaiar a capacidade dessas cepas em formar
biofilmes sob condigdes in vitro. Um total de 70 E. faecalis foram selecionadas e o gene
agg foi mais freqliente em cepas isoladas de frangos de corte alimentados com
anticoccidiano (92,3%) quando comparado ao grupo que ndo recebeu anticoccidiano
(70,5%). Por outro lado, os genes ace e do operon bopABCD ndo demostrou nenhuma
diferenca significativa entre os dois grupos de frangos (P>0,005). Os E. faecalis
isoladas de frangos de corte alimentados com anticoccidiano demostraram uma maior
freqliéncia de fortes aderentes quando crescendo em meio suplementado com glicose
(92,3-88,5%) e urina (77%), quando comparado com enterococos isolados de frangos
que néo receberam anticoccidiano. Observou-se que E.faecalis isolados frangos tratados
com anticoccidiano mostraram uma maior frequencia dos genes dos fatores de
viruléncia e de perfil de fortes formadores de biofilme, o que indica uma melhor
adaptacdo dos isolados em ambiente intestinal saudavel.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Enterococcus faecalis, biofilme, fatores de viruléncia,
frangos de corte, Eimeria spp., anticoccidiano.

INTRODUCAO

Enterococos sdo bactérias saprofiticas que colonizam o trato gastrointestinal de
mamiferos e passaros (Murray 1990, Martynova-Van Klein et al. 2012). A colonizacao
de animais pelas diferentes espécies de enterococos esta sujeita a variacdes que podem
ser associadas a fatores como a localizacdo geografica, dieta, idade, espécie de animal e
também variacdes sazonais. Na producdo de animais como aves, bovinos e suinos, as
espécies mais comumente isoladas sdo Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus hirae, Enterococcus cecorum e Enterococcus durans. Em estudo
realizado na regido Sul do Brasil, foi observado que a espécie E. faecalis foi a mais
frequente (40%) em amostras de cloacas de frangos de corte, seguida de E.
casseliflavus/E. gallinarum (10,8%), E. mundtii (10,8%), E. faecium (10,8%), E.
columbae (5,8%) e E. gallinarum (4,2%) (Cassenego et al. 2011).

A viruléncia de enterococos pode ser aumentada pela expressdo de fatores de
viruléncia como a proteina de superficie de adesdo da matriz a molécula (Ace),
produzida sob condicdes fisioldgicas, mas que contribui para a patogénese da infeccao
(Shepard & Gilmore 2002), assim como a proteina de agregacdo (Agg) que facilita a
agregacdo entre as bactérias e parece estar envolvida na viruléncia em E. faecalis
(Dupre et al. 2003). O operon bopABCD contém genes responsaveis pela prolongacao
da bacteremia por cepas de E. faecalis produtoras de biofilme e seu envolvimento na
utilizacdo da maltose, sugere uma nova via catabdlica no metabolismo de bactérias
acido laticas semelhante ao I6cus MalPBMR em Lactococcus lactis (Hufnagel et al.
2004, LeBreton et al. 2005). O gene bopA codifica uma glicosil-transferase, o gene
bopB por sua vez, codifica uma P-fosfoglicomutase, o gene bopC uma aldose-1-
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epimerase e 0 bopD uma proteina reguladora que tem capacidade de restaurar
parcialmente a formacdo do biofilme, sendo importante no transporte carboidrato aos
tecidos e pode ser controlado positiva ou negativamente por bopABC (LeBreton et al.
2005, Bourgogne et al. 2006, Creti et al. 2006, Vebo et al. 2009).

A habilidade em formar biofilme € uma importante caracteristica de viruléncia
das bactérias (Donelli & Guaglianone 2004). O biofilme é um complexo multicelular
caracterizado por coldnias aderentes circundadas por uma matriz exopolissacaridica que
protege as bactérias contra agentes antimicrobianos e fagocitos, permitindo sua
sobrevivéncia em ambientes hostis (George et al. 2005, Chai et al. 2007). Deste modo,
a deteccdo de cepas produtoras de biofilme é de grande importdncia para o
estabelecimento de politicas de controle, uma vez que falhas no processo de
higienizacdo permitem que residuos aderidos aos equipamentos e superficies
transformem-se em potencial fonte de contaminacdo na industria de alimentos.

A microbiota intestinal tem efeito significativo na nutricdo, salude e
desenvolvimento do sistema digestivo do hospedeiro (Barrow 1992). Esta interacdo é
muito complexa e depende da composicdo e atividade de sua microbiota que pode
exercer efeito positivo ou negativo na salde e crescimento de aves, por exemplo,
quando patdgenos atacam a mucosa intestinal comprometendo a integridade, o
funcionamento tecidual e seu sistema imune (Droleskey et al. 1994, Neish 2002).
Dentre os parasitas que afetam o intestino das aves se destacam 0s protozoarios e
helmintos, sendo o protozoario do género Eimeria spp., agente etoldgico de coccidiose
aviaria, considerada a doenca mais importante na industria avicola (Smith & Beal
2008). Os sinais clinicos mais graves incluem: diarréia, diminui¢do do ganho de peso,
baixa conversdo alimentar, podendo haver hemorragia intestinal e mortalidade. Ocorre a
destruicdo de vilosidades, diminuicdo do pH intestinal, diminuicdo da viscosidade
intestinal e predisposicdo a infecgbes secundarias (Williams 2005). A gravidade da
doenca depende da espécie do parasita, podendo haver variacdo de patogenicidade
(Santos et al. 2008) e também esta sujeita a fatores do hospedeiro como linhagem e
idade.

A importancia em se elucidar a dindmica da microbiota no trato gastrintestinal
dos animais é bem reconhecida e é sabido que fatores como idade dos animais, dieta,
tipo de criacdo e presenca de patdgenos, tais como, o coccidio Eimeria spp. podem
influenciar a microbiota do intestino. Esta influéncia sobre a microbiota intestinal esta
relacionada com a capacidade adaptativa das bactérias em se aderir as células e
colonizar as mucosas.

O objetivo deste estudo foi analisar a frequéncia dos genes agg, ace e do operon
bopABCD envolvidos com a viruléncia e formacdo de biofilme em Enterococcus
faecalis isolados de swabs cloacais de frangos de corte desafiados com Eimeria spp. e
alimentados com dietas suplementadas ou ndo com anticoccidiano e avaliacdo da
capacidade dessas cepas formar biofilmes a 36°C e 42°C, crescendo em caldo Luria-
Bertani suplementado com 10% de sangue, ou 10% de urina ou 0,75% de glicose.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 70 E. faecalis isolados de um estudo anterior realizado pelo grupo,
onde avaliou-se a diversidade de enterococos isolados de swabs cloacais de frangos
machos Cobb 500 com 28 dias alimentados com uma dieta baseada em milho e farelo
de soja, 6leos vegetais, minerais e vitaminas e suplementados (n=44) ou ndo (n=26)
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com 100 ppm de anticoccidiano (monensina). Aos 14 dias de idade, todas as aves
receberam uma solugdo contendo 5x10* e 1x10” oocistos/animal de Eimeria maxima e
Eimeria acervulina, respectivamente (Cassenego et al. 2011).

A confirmacdo da espécie Enterococcus faecalis de todos os isolados
selecionados foi realizada pela técnica de reacdo em cadeia (PCR) utilizando os
oligonucleotideos iniciadores espécie-especifico ddlg faecaiis (Quadro 1). A reacdo da
PCR foi realizada no termociclador (Amplitherm- Thermal Cyclers-) sob as seguintes
condig0es: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por
1 minuto; temperatura de anelamento 52 °C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto, com extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo da PCR
foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e observado
através de luz ultravioleta (UV).

Ensaios in vitro para a deteccdo de atividade da enzima gelatinase em agar
suplementado com gelatina (4%) foram realizados a 36°C (temperatura corporal de
mamiferos) e 42°C (temperatura corporal de aves), seguindo o protocolo descrito por
Eaton & Gasson (2001).

O DNA total de todos os isolados foi extraido pelo método de Fredricks &
Relman (1997) com modificagdes. Uma aliquota de 5 pL do in6culo crescido por 16
horas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) a 37°C foi centrifugada por 5
minutos a 300 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado trés vezes com 1
mL de tampdo TE 1x e suspendido em 100 pL do mesmo tampao. Ao pellet foi
adicionado 100 pL de TE°N, 10 % do volume de SDS e 5 uL de Proteinase K (20
mg/ml). A seguir, incubou-se em banho-maria por 1 hora a 55°C. Adicionou-se 15 pl
NaCl 5M e 200 pl de fenol em fracdo 1:1, seguido de agitacdo em vortex. As amostras
foram colocadas em rotor por 30 minutos e apos, centrifugadas por 30 minutos a 14000
rpm. A fase aquosa foi coletada e transferida para outro microtubo, adicionando 1 mL
de etanol absoluto. As amostras foram incubadas por 1 hora a -20°C e centrifugadas por
15 minutos a 13.000 rpm e, logo apés, desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi
suspendido em 100 pL de TE e 5 pL de RNase. As amostras foram incubadas por 30
minutos a 37°C e 6 pL do produto foram aplicados em gel de agarose 1 % para analisar
a concentracao e a qualidade do material.

A deteccdo da presenca dos genes agg, ace e do operon bopABCD envolvidos
com a viruléncia e formacdo de biofilme, foi realizada por PCR. A reacdo foi realizada
em termociclador (Amplitherm- Thermal Cyclers). As sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores e as temperaturas de anelamento estdo demonstradas no Quadro 1. Para a
reagdo de PCR foram utilizados: 1uL de DNA bacteriano, 10 pM de cada
oligonucleotideo iniciador, 200 uM de cada dNTP, 1U de Taq DNA Polimerase, 1,5
mM de MgCl,, tampéo de reagdo e agua MilliQ. Os fragmentos foram amplificados em
termociclador sob as seguintes condi¢Ges: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de anelamento (Quadro 1) por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com extensdo final a 72°C por 10minutos.Os
produtos da amplificacdo da PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corado
com brometo de etidio e observado através de luz ultravioleta (UV).

Os ensaios de biofilme foram realizados em todos os isolados de acordo com
protocolo modificado de Stepanovic et al. (2000). As amostras foram incubadas por 16h
a 37°C em agar BHI. As culturas foram diluidas em 5 mL de solucéo salina (0,9%) até
atingir a concentragdo de 1,5 x 10° células bacterianas/mL de solucdo. Apés, foram
depositadas em microplacas de polestireno com 96 pocos utilizando caldo Luria Bertani
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(LB) acrescido de 10% de sangue (LBS) ou LB acrescido de 10% de urina (LBU) ou
LB acrescido de 0,75% de glicose (LBG). Os isolados foram crescidos a 37°C por 16
horas com todos os suplementos citados e 0s ensaios realizados com meio acrescido de
glicose (0,75%) ou sangue (10%) também foram incubados a 42°C. Apds, as células
planctonicas foram coletadas por aspiracao e os pogos lavados trés vezes com 200 pL de
solucdo salina. Para fixagdo das células aderidas, foram adicionados 150 pL de alcool
metilico em cada poco por 15 minutos. Apdés, as placas foram secadas em temperatura
ambiente por 16 horas. Para determinar a quantificagdo do biofilme formado, 150 pL de
uma solucdo de cristal violeta 0,5% foram adicionados em cada poco e as placas
incubadas por 15 minutos e lavadas em agua corrente. Para leitura, 150 pL de alcool
95% foram adicionados a cada pogo. A densidade otica (DO) dos biofilmes bacterianos
foi determinada em leitor espectrofotométrico de microplacas utilizando filtro de
comprimento de onda de 595 nm. Cada teste foi realizado em oitoplicatas e a formacao
do biofilme determinada a partir da densidade Otica obtida seguindo os critérios de
Stepanovic et al. (2000). A cepa Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) foi
utilizada como controle positivo (forte aderente) em todos os ensaios.

A DO média do controle negativo foi utilizada como ponto de corte. Os isolados
foram classificados como: DO < DOc Nio-aderente; DOc< DO < 2x DOc Fraco
aderente; 2x DOc< DO < 4x DOc Moderado aderente; 4x DOc< DO Forte aderente.

Os resultados obtidos em score seguiram a normalidade e foram submetidos a
analise da variancia (ANOVA) e ao teste de Kruskal-Wallis a 1% (sendo P< 0,05), para
comparar a presenca dos fatores de viruléncia e a intensidade de formagéo de biofilme
entre os isolados, os suplementos e as temperaturas utilizadas. Para tanto, utilizou-se o
programa estatistico Graphpad Prism versao 5.0.

RESULTADOS

Todos os isolados selecionados confirmaram pertencer a espécie E. faecalis através de
pesquisa do gene ddleraecaiis: A mMaior atividade da enzima gelatinase em temperatura de
36°C em detrimento a 42°C. No que se referem a dieta empregada aos animais, todos
isolados (100%) apresentaram atividade gelatinolitica quando submetidos a 36°C de
crescimento independente da presenca do ion6foro. Por outro lado, sob crescimento a
42°C, temperatura corporea das aves, o nivel de atividade da enzima foi variavel entre
81,8% na auséncia de anticoccidiano e 88,5% na presenca destes, ndo apresentando
grande diferenca no comportamento fenotipico referente a dieta empregada.

A distribuicdo dos genes ace, agge do operon bopABCD avaliada de acordo com
a presenca ou nao de anticoccidiano na dieta dos frangos esta demonstrada no Quadro 2.
O gene agg apresentou maior frequéncia nos E. faecalis isolados dos frangos que
receberam a dieta suplementada com anticoccidiano e ndo apresentou quadro clinico
diarréico (92,3%), quando comparado ao grupo que ndo recebeu cocidiostaticos
(70,5%). O gene ace ndo apresentou variacao significativa na sua frequéncia entre os
dois grupos de frangos (90,9-96,1%). Os genes do operon bopABCD foram
identificados em ambos o0s grupos dos animais e sua frequéncia ndo foi
significativamente afetada pela presenca ou auséncia de anticoccidiano na dieta dos
frangos (P>0,05). Todos isolados apresentaram mais de um gene pesquisados.

A capacidade de formar biofilme foi observada em todos os isolados quando
crescido no meio de cultura LB suplementado com 10% de sangue, 10% de urina ou
0,75% de glicose nas temperaturas de 36°C e 42°C. Os perfis fenotipicos de formacéo
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de biofilme dos isolados de E. faecalis de acordo com a dieta empregada, substratos dos
meios de cultura e temperaturas de crescimento utilizadas estdo demonstrados no
Quadro 3. Isolados de E. faecalis provenientes dos frangos de corte submetidos a dieta
com anticoccidiano apresentaram maiores indices de forte aderente quando crescido na
presenca de 0.75% de glicose (92,3-88,5%) e 10% de urina (77%) quando comparados
com enterococos isolados de frangos que ndo receberam anticoccidiano na dieta. Por
outro lado, quando os mesmos isolados foram crescidos na presenca de 10% de frango,
observou-se uma elevada frequéncia de isolados moderados formadores de biofilme em
ambas as temperaturas e dietas (52-69%).

DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel constatar-se um mecanismo de resposta adaptativa quanto a
atividade da enzima gelatinase dos E. faecalis isolados de swabs cloacais de frangos de
corte em funcdo da temperatura de crescimento empregada. No entanto, apesar da
temperatura corpérea das aves, nem todos os isolados de frangos mostraram tal
capacidade de adaptacdo, visto que o indice de atividade da enzima diminuiu com o
aumento da temperatura. Este resultado ja foi detectado por Marinho (2010) que obteve
resultados similares no fendtipo de gelatinase em diferentes temperaturas de
crescimento (28, 37 e 45°C) em E. faecalis isolados de alimentos e amostras clinicas.
Yeong et al. (2011), também observaram diferencas na atividade da enzima gelatinase
em E. faeaclias isolados de frangos de diferentes sistemas de criacdo, onde 90,9% dos
enterococos isolados de frangos de corte foram positivos para atividade da enzima
gelatinase, quando comparados com 88% dos isolados provenientes de aves criadas em
sistema extensivo. Por outro lado, os resultados observados para a atividade da enzima
gelatinase séo diferentes dos apresentados por Poeta et al. (2006) que pesquisaram a
atividade de gelatinase em enterococos isolados de fezes de frangos de corte e
observaram que apenas 47% destes apresentavam fenotipo positivo.

A atividade da enzima gelatinase é influenciada por diversos parametros
ambientais, tais como meio de cultura, variacdo de pH, diferenca de atividade in vitro/in
vivo, formacdo de cétions divalentes e diferentes fontes de carbono, anteriormente
relatadas no que se refere a influéncia na atividade gelatinolitica das células bacterianas.
A producdo de gelatinase é sensivel ao calor, principalmente quando em temperaturas
maiores que 50°C, sendo associada também com o tempo de crescimento. Sua atividade
varia amplamente quando células bacterianas sdo suplementadas com diferentes
carboidratos como fonte de carbono e aumentam na presenca de arabinose, xilose,
glicose, maltose e manose, enquanto diminuem com outros diversos acucares (Pires-
Boucas et al. 2010). Macovei et al. (2009) relataram a plasticidade gendmica e a
importancia da pressdo seletiva na manutencdo da viruléncia bacteriana, onde alguns
isolados, apds longo periodo de descanso metabolico em temperaturas baixas (4-8°C) e
em subculturas, perderam sua capacidade de expressar a gelatinase.

A frequéncia do gene agg observado no presente estudo esta de acordo com
outros estudos com E. faecalis de isolados de amostras clinicas e alimentares (Eaton &
Gasson 2001, Franz et al. 2001, Mannu et al. 2003, Martin et al. 2006, Barbosa 2010).
O gene agg apresentou maior frequéncia nos E. faecalis isolados dos frangos, que
receberam dieta suplementada de anticoccidiano (92,3%) quando comparado ao grupo
que ndo recebeu anticoccidiano (70,5%). A diferenca entre os indices apresentados pode
estar relacionada ao quadro diarreico causado pela Eimeria spp., que causa uma
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modificacdo estrutural das vilosidades intestinais, levando a um encurtamento destas,
resultando em diminuigdo da capacidade de absorcdo e predispde os frangos a
disbacteriose (Williams 2005). A funcdo da proteina Agg tem sido relatada na
bibliografia, como sendo responsavel pelo aumento da aderéncia de Enterococcus ao
epitelio intestinal e renal. Esta destruicdo das células epiteliais do intestino pode ter sido
uma das causas da reducgéo na frequéncia do gene agg nos E. faecalis isolados do grupo
de frangos que ndo recebeu anticoccidiano. Em E. faecalis o gene agg esta localizado
em um plasmideo responsivo a feromdnios, causando agregacao entre células doadoras
e receptoras, facilitando a transferéncia de plasmideos que podem carrear genes de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana (Barbosa 2010). Portanto, um epitélio intestinal
com possiveis danos teciduais e maior absorcdo de liquidos pelo intersticio e luz
intestinal, torna-se um ambiente desfavoravel para agregagdo celular e posterior
processo de estabelecimento de biofilme microbiano neste ambiente de crescimento.
Apesar da diferenca no percentual dos dois grupos tratados, os frangos que néo
receberam anticoccidiano na dieta também apresentaram alto percentual de genes dos
fatores de viruléncia. Esses resultados concordam com os apresentados por Hume et al.
(2012) que demonstram efeitos negativos da infeccdo por Eimeria, modificando a
populacdo microbiana do ceco. Tal fato foi anteriormente relatado, demonstrando que
esse género de coccidios pode desenvolver um papel importante na patologia de
coccidioses cecais, tendo forte efeito na taxa da comunidade bacteriana dominante
(Bradley & Radhakishnan 1973).

Por outro lado, o Unico trabalho que relata a influéncia do quadro clinico
diarréico sobre os fatores de viruléncia, foi realizado em Escherichia coli isoladas de
bezerros com e sem diarreia, observou que os fatores de viruléncia eram mais
prevalentes em E. coli isoladas dos bezerros que apresentavam quadro clinico de
diarreia, causado por varios agentes enteropatogénicos, entre eles, Eimeria spp.
(Herrera-Luna et al. 2009). Em trabalho realizado por Martynova-Van Kley et al.
(2012), uma andlise de pirosequenciamento da microbiota bacteriana de frangos
infectados com Eimeria spp. e tratados com Gleos essenciais sugere que 0s animais
tratados apresentaram uma modulagdo positiva na microbiota a qual pode causar
impactos favoraveis ao hospedeiro.

O gene ace que codifica uma proteina com caracteristicas de adesina bacteriana
e ligante a colageno do tipo I, ndo apresentou variagdo significativa quanto a diferenca
nas frequéncias entre os dois grandes grupos de frangos (P>0,05). Este gene tem sido
apontado como um importante fator de viruléncia, onde sua delecdo resulta em
significativa atenuacgdo de E. faecalis (Singh et al. 1998, Piekarska & Jagielski 2007).
Tal caracteristica justifica a elevada frequéncia do gene em ambos os grupos de frangos.
A frequéncia do gene ace em ambos 0s grupos estd de acordo com outros estudos que
avaliaram a presenca deste gene em amostras de swabs cloacais de frangos. Diarra et al.
(2010) detectaram o gene ace em todos os E. faecalis isolados de frangos pesquisados.
Olsen et al. (2011) pesquisaram o0 gene ace em isolados clinicos e de frangos e
detectaram a presenca do gene em todas as amostras pesquisadas.

Os genes do operon bopABCD foram identificados em ambos os grupos de
frangos e sua frequéncia ndo foi significativamente afetada pela presenca ou auséncia de
anticoccidiano na ragcdo. O operon bop tem sido descrito no envolvimento do
metabolismo da maltose e formacdo de biofilme. Os genes bopA, bopCe bopD foram
detectados com elevada frequéncia em ambos os grupos de frangos. O gene bopB
também ndo apresentou diferencas entre os frangos que receberam ou néo
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anticoccidiano na racdo, entretanto apresentou uma frequéncia menor quando
comparado com bopA, bopC e bopD. Até 0 momento, ndo existem registros nem dados
de outros estudos envolvendo a incidéncia dos genes do operon bopABCD em cepas de
E. faecalis ou em outras espécies do género Enterococcus. Este estudo é o primeiro a
estimar a incidéncia de fatores de viruléncia de E. faecalis isolados de frangos que
receberam uma solucdo contendo oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e
dieta padrdo contendo ou ndo anticoccidiano (monensina). Apesar de evidenciado o
importante papel desses genes na formacéo e persisténcia do biofilme microbiano, mais
pesquisas para melhor elucidar os demais fatores envolvidos na formacéo de biofilmes
sdo requeridas.

O maior indice de E. faecalis apresentando fenétipo de forte aderente, foi
observados nos isolados provenientes dos frangos que receberam que receberam uma
solucdo contendo oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e a dieta padrédo
contendo anticoccidiano. A presenca de anticoccidiano na dieta mantém a integridade
intestinal, melhora a digestéo e a absorcdo de nutrientes, disponibilizando o maximo de
energia necesséria para o crescimento e multiplicacdo celular bacteriana. Quando o
animal esta infectado por Eimeria spp. e ndo é realizado o tratamento adequado, sua
integridade intestinal fica comprometida e os nutrientes normalmente usados no
desenvolvimento do animal e também dos micro-organismos presentes ndo sdo
absorvidos de maneira efetiva. Em ambos os casos observam maior indice de forte
aderente em 36°C de temperatura de crescimento in vitro, sendo esta a temperatura ideal
do crescimento celular de E. faecalis in vivo. Porém, altos indices também foram
observados na temperatura de 42°C, revelando adaptacdo dos isolados aos diferentes
ambientes e temperaturas ndo ideais, onde ocorre aumento do seu potencial patogénico
através da expressdo de genes de viruléncia.

Em relagdo aos suplementos adicionados ao meio de cultura, a presenca de
0,75% de glicose elevou os indices de isolados classificados como fortes aderentes em
ambos 0s grupos de frangos e temperaturas de crescimento testadas. Entretanto, o grupo
de animais que recebeu anticoccidiano na dieta, apresentou maiores indices de isolados
fortes aderentes. A alta disponibilidade de nutrientes com fonte de carbono, como a
glicose, permitiu maior crescimento e multiplicacdo das cepas e, consequente
estabelecimento do biofilme microbiano. Marinho (2010) verificou que a adigéo 0,75%
de glicose ao meio de cultura Caldo Infusdo, Cérebro e Coracdo também influenciou a
capacidade de formacdo de biofilme de E. faecalis isolados de alimentos. Pillai et al.
(2004) demonstraram que a formacdo de biofilme em placas de poliestireno foi maior
em meio suplementado com 1% de glicose, concordando com nosso estudo, assim como
outros estudos que mostram a influéncia da glicose na formacao de biofilme através de
um regulador transcricional dependente de glicose (fsr) mediando o controle de
catabdlitos através da formacdo de proteases (Baldassarri et al. 2001, Kristich et al.
2004).

A presenca de 10% de urina no meio de cultura estimulou a capacidade dos
isolados em formarem biofilmes mais densos, onde 77% dos isolados que receberam
anticoccidiano e 63% dos que ndo receberam, foram classificados como fortes
aderentes. Uma explicacao para este fenotipo seria primeira, que a urina além de conter
ureia em grande quantidade, também apresenta fosfatos, sulfato, aménia, magnésio,
calcio, acido urico, creatina, sodio, potassio e outros elementos em menor quantidade.
Tal composicédo estimula a ativacdo de diferentes vias metabdlicas bacterianas que as
torna capazes de degradar tais substancias e captar nutrientes necessarios ao
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crescimento e multiplicacdo celular e ativacdo de mecanismos de expressdo génica
necessarios para 0 aumento de sua patogenicidade, como a formacdo da estrutura do
biofilme. O gene agg, que codifica a proteina Agg, encontrado no genoma destas
bactérias também exerce um papel importante in vivo, pois atua na aderéncia e processo
inicial da infecc@o enterococica em células renais e do restante do trato urinario (Seno et
al. 2005). Estudos realizados com outras enterobactérias patogénicas relatam respostas
de sistemas envolvidos na aquisicdo de ferro e genes envolvidos no metabolismo de
acucares e aminodcidos responsaveis por uma maior adaptacdo das cepas ao sistema
urinario ou a presenca de urina (Alteri & Mobley 2007).

O crescimento de E. faecalis na presenca de soro sanguineo induz a expressao de
ligantes de carboidratos responsaveis pela adesdo celular (Guzméan et al. 1991). O
sangue contém nutrientes como as proteinas albumina e hemoglobina, ferro proveniente
das células vermelhas e micronutrientes como aminoacidos, pequenos peptideos,
glicose, lipidios, &cidos graxos, fosfolipidios e triglicerideos, além da fracdo celular
branca. Células sanguineas mortas podem compor a matéria organica necessaria para a
formagdo da matriz do biofilme e seus componentes intracelulares servirem como
nutrientes para as células em biofilme, assim como células planténicas potencialmente
capazes de desencadear um novo processo de formacdo do biofilme microbiano. Vebo
et al. (2009) analisaram isolados de E. faecalis crescidos em sangue in vitro e
concluiram que a regulacdo dos genes e suas vias sob essas condi¢fes revelaram a
capacidade de adaptacao fisiologica e metabolica, principalmente no metabolismo dos
carboidratos, o que pdde ser observado no grande ndmero de isolados que
demonstraram formacdo fenotipica menos densa, classificados como formadores
moderados na presenca de sangue, uma provavel adaptacdo fisiolégica ao meio
ambiente em questao.

Comparando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que o
substrato mais favoravel ao crescimento e estimulou a aderéncia dos isolados de
Enterococcus faecalis nas microplacas de polestireno foi a presenca de 0,75% de
glicose no meio de cultura LB, independente das temperaturas de crescimento.
Entretanto, os altos niveis obtidos em 42°C de temperatura de crescimento sugerem uma
grande capacidade de adaptacdo dos isolados a condigdes e hospedeiros diversos
(frangos de corte). Os resultados obtidos com suplementacdo de sangue e urina também
apontam o grande potencial patogénico das cepas, visto seu crescimento e capacidade
de formacdo de biofilme na presenca de fluidos humanos ou animais (Wani et al. 2012).

Ressaltando a importancia deste estudo, E. faecalis isolados de frangos de corte
que receberam oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e racdo suplementada
ou ndo com anticoccidiano apresentaram capacidade de se adaptar a diferentes nichos
bioldgicos, como por exemplo, sangue e urina. Associado a esta plasticidade dos
microrganismos, a capacidade dos isolados de formar biofilme e a presenca de fatores
de viruléncia, sugerem que os E.faecalis isolados de frangos tratados com
anticoccidiano estdo mais bem adaptados ao ambiente intestinal dos animais. No futuro,
estudos de expressdo génica poderdo esclarecer parte desta complexa fisiologia da
formacao de biofilme em isolados da espécie Enterococcus faecalis.
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QUADROS

Quadro 1. Oligonucleotideos iniciadores e temperaturas de anelamento utilizados
na reacdo de PCR para amplificagio dos genes de Enterococcus faecalis

Temperatura
Genes Oligonucleotideos iniciadores(5°-3")  Amplicon (pb): de anelamentc Referéncia
qdl _ CACCTGAAGAAACAGGC 475 52 0C Depardieu et al.
Bfeecalis — ATGGCTACTTCAATTTCACG (2004)
a AAGAAAAAGTAGACCAAC 1563 56 0C Eaton & Gasson
99 AACGGCAAGACAAGTAAATA (2001)
AAAGTAGAATTAGATCACAC 0 .
ace TCTATCACATTCGGTTGCG 320 56 °C Dupre et al.(2003)
CAGCGACATGGACAGCCTAC 0
bOPA T TGCAGGACCGTCGAGTAAA 108 48°C Neste estudo
ATGACAGAATCCAAAACTGC 0
bopB T ACGAAGGGGTTGATTCAC 687 48°C Neste estudo
TTATAGAAGGTTAAATTGAT 0
bopC ATGAAGGATAATCGTATCAC 1010 48 °C Neste estudo
booD GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC 126 60 °C Hufnagel et al.
P ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC (2004)

* pb= pares de bases
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Quadro 2. Frequéncia dos genes codificadores dos fatores de viruléncia detectados
em cepas de Enterococcus faecalis isolados de frangos de corte infectados com
Eimeria spp.*

Genes Dieta senzna:nztlf)ocmdlano Dieta conzna:rgg:)ocudlano Total (n=70)
n % N % n %
agg 31 70,5 24 92,3 56 80
ace 40 90,9 25 96,1 65 92,85
bopA 43 97,7 26 100 69 98,6
bopB 37 84,1 23 88,4 60 85,7
bopC 44 100 25 96,1 69 98,6
bopD 44 100 26 100 70 100
*P<0,05.

Quadro 3. Relacdo do fen6tipo de formacao de biofilme com os diferentes meios de
cultura e temperaturas de incubacéo de 36°C e 42°C em E. faecalis

Intensidade de isolados produtores de biofilme (%)
LBG® LBS" LBU®

Dieta 36°C 42°C 36°C 42°C 36°C
d
Fo* M Fr Fo®* M® Fr Fo* M® Fr® Fo¢f M° Fré Fo* M°® Frt
e e
S/IAc 90, 0 9 59, 36,3 4, 31, 522 15, 11,3 61,3 27,2 636 29, 6,8
0 9 1 6 5 8 7 9 6 6 7 3 5

1
C/Ac 92, 7, 7, 88 85 0 23 692 77 231 538 231 77 19, 38
0 3 7 7 5 1 5 2 5

% LBG: meio LB suplementado com 0,75% de glicose, ®: LBS: meio LB suplementado com 10% de
sangue, & LBU: meio LB suplementado com 10% de urina,® Dietas: S/Aco: sem anticoccidiano; C/Aco:
Com anticoccidiano,’: Fr: fraco aderente; M: moderado aderente; Fo: forte aderente.



7.1.1 Manuscrito 2
Titulo: “Genetic relationships of Enterococcus faecalis isolated from clinical,

food and poultry samples”.

Periddico: Brazilian Journal of Microbiology.

Data de submissado: 19/02/2014.



97

Assunto: Brazilian Journal of Microbiology - Manuscript ID BJM-2014-0161
Remetente: <bjm@sbmicrobiologia.org.br>

Para: <ana.cassenego@ufrgs.br>,<anacassenego@gmail.com>

Copia: <ana.cassenego@ufrgs.br>, <anacassenego@gmail.com>

Data: 2014-02-19 22:27

19-Feb-2014
Dear Dr. Cassenego:

Your manuscript entitled "Genetic relationships of Enterococcus faecalis
isolated from clinical, food and poultry samples” has been successfully
submitted online and is presently being given full consideration for publication in
the Brazilian Journal of Microbiology.

Your manuscript ID is BJM-2014-0161.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when
calling the office for questions. If there are any changes in your street address
or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
http://mc04.manuscriptcentral.com/bjm-scielo and edit your user information as
appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your
Author Center after logging in to http://mc04.manuscriptcentral.com/bjm-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Brazilian Journal of
Microbiology.

Sincerely,

Brazilian Journal of Microbiology Editorial Office.



98

GENETIC RELATIONSHIPS OF Enterococcus faecalis ISOLATED FROM
CLINICAL, FOOD AND POULTRY SAMPLES
A.P.V. Cassenego’, J. Ellwanger®, A.\W. Medeiros®, P.A. d’Azevedo?, A.M.L.

Ribeiro®, J. Frazzon*, A.P.G. Frazzon®

Programa de Pés-Graduac&o em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil; 2Departamento de Ciéncias
Basicas da Saude, Microbiologia, Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil; *Faculdade de Veterinéria, Departamento de
Zootecnia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil;
*Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil; *Instituto de Ciéncias Basicas da Salde, Departamento
de Microbiologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,

Brasil.

ABSTRACT
Enterococcus faecalis do not only inhabit the intestines of many animals, but also food
and the environment. The aims of our study were (i) to carry out a comparative analysis
of tetracycline resistance and virulence factor genes of Enterococcus faecalis isolates
from food, poultry and clinical samples and (ii) to determine the genetic relationships of
these factors among these isolates. A total of 182 E. faecalis were studied; 70, 52, and
60 strains were isolated from clinical samples, broiler cloacal swabs and food,
respectively. Enterococcus faecalis isolates were submitted to research genes for
virulence factors tet(L), tet(M), bopABCD, ace and agg) by PCR and grouped into
clusters according to their genotype. The prevalence among all the genes studied could
be considered high, ranging from 61.5 to 99.4 % between genes virulence factors and

19.2 to 70.3% of the antimicrobial resistance genes, tet(L) and tet(M), respectively,
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where it was possible to obtain different genetic profiles. The enterococci isolated from
food, humans and broiler cloacal swabs showed high genetic diversity, although some
strains seemed to be closely related. The 182 isolates formed twelve different clusters
independent of the origin of the samples or the diets used in the feeding of broilers, with
the similarity index value ranging from 0.16 to 1.0.similarity coefficient. In conclusion,
enterococci isolated from food, humans and broiler cloacal swabs are genetically
different. In addition, the analysis of virulence factors genes and tet genes by PCR
proved to be an effective methodology for determining the microbial diversity of
Enterococcus faecalis isolates of different environmental sources.

Key words: Enterococcus faecalis, antimicrobial resistance, virulence traits, diversity.

INTRODUCTION

Enterococos comprises a group of Gram-positive bacteria, which have fewer
requirements for growth, able to grow at temperatures from 10 to 45°C, pH 9.6 in 6.5%
saline and surviving 60°C for 30 minutes. Due to their ability to grow and survive in
harsh environmental conditions, enterococci can be found in many different
environments, such as the gastrointestinal tract of humans and warm-blooded animals
(Nallaparedy et al., 2000), soil, liquid surfaces and plants or vegetables (Riboldi et al.,
2008; Cassenego et al., 2011; Castillo-Rojas et al., 2013). However, the performance of
enterococcal species as the etiologic agent of human infections is known.

In recent years, some species have acquired greater importance in nosocomial
frames as opportunistic pathogens (Giraffa, 2002). The main species of enterococci that
cause human infections are Enterococcus faecalis (80 to 90%) and Enterococcus

faecium (5 to 15%). In these species associated with the virulence of bacterial
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pathogenicity and virulence factors was gender (Mannu et al., 2003; Qin et al., 2000;
Riboldi et al., 2008; Semedo et al., 2003).

One bacterium to be pathogenic, it must essentially clinging to tissues, invade
them, multiply and survive the host defense mechanisms and other bacteria in
competition, producing tissue damage. Among the virulence factors most frequently
cited in the literature in strains of E. faecalis are the production of aggregation
substance (agg), the surface adhesins (ace) and biofilm formation (bopABCD operon)
(Dupre et al., 2003; Hufnagel et al., 2004; Lebreton et al., 2005). These genes, alone or
in combination, may play an important role in cell adhesion and biofilm formation
(Donlan and Costerton, 2012). Besides this characteristic virulence, one reason for the
increase of enterococci infections is related to its ability to develop resistance to a wide
variety of antimicrobials.

Enterococcus faecalis reservoirs and vehicles of antibiotic resistance are known
and many studies have dealt with over the distribution of antimicrobial resistance genes
in strains isolated from enteric habitat, and food samples collected at various stages of
the food chain (Rice and Carias, 1998, Aarestrup et al., 2000; Hummel et al., 2007,
Frazzon et al., 2009). The tetracycline resistance phenotype is a highly prevalent among
enterococci, and resistant to many classes of antimicrobials such genes have been
identified. Different genetic mechanisms are responsible for resistance to tetracycline,
the most studied are the ribosome protection encoded by tet(M) gene and efflux systems
encoded by the tet(L) gene (Clewell et al., 1995; Huys et al., 2004; Hummel et al.,
2007). Several techniques can be performed to determine phylogenetic group in
enterococcus, such as pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (Jackson et al., 2012),

random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Rossetti and Giraffa, 2007, Riboldi et
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al., 2008; Costa et al.,2009), multilocus sequence type (MLST) (Castillo-Rojas et al.,
2013). PFGE is the “gold standard” technique, but it is costly and time-consuming.

The epidemiological importance of Enterococcus faecalis is associated with the
fact that species not only provide intrinsic susceptibility to multiple antimicrobials, but
also the presence of virulence factors. This study aimed to evaluate the distribution and
diversity of virulence factors in E. faecalis isolates from broilers cloacal swabs, foods of

various origins and clinical specimens from infected patients.

MATERIAL AND METHODS
Origin of strains of Enterococcus faecalis

A total of 182 E. faecalis were studied; 70 were isolated from broiler cloacal
swabs in 2009, 52 clinical samples such as blood, urine and body secretions collected
during the years 2005 to 2009 and 60 isolated from food samples, collected from
vegetables, dairy and meat during the years 2006 to 2007 (d’Azevedo et al., 2006;
Riboldi et al., 2008; Frazzon et al., 2009, Cassenego et al., 2011). The isolates were
selected from bacterioteca Department of Microbiology (ICBS/UFRGS) and Gram-
positive Cocos laboratory UFCSPA. All isolates were confirmed at genus and specie by
the technique of polymerase chain reaction (PCR). The primers sequences of of tuf and
dllg taecalis genes are shown in Table 1.
Total DNA extraction, amplification of virulence genes by PCR and phylogenetic
grouping

Strains were grown on BHI liquid medium at 35°C for 24h. Total DNA was
extracted using the protocol described by Cassenego et al. (2013). The presence of

bopABCD operon, agg, ace, tet (M) and tet (L) genes was performed by PCR (Eaton and
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Gasson, 2001; Dupre et al., 2003; Frazzon et al., 2009; Cassenego et al., 2013). The primers

sequences and their annealing temperatures are shown in Table 1.

The PCR was carried out in a total volume of 25 uL containing: 200 uM of each

dNTP, 0.4 uM of each primer, 1.5 mM MgCl,, 1X buffer supplied with Taq

polymerase, 1.25 U of Taq DNA polymerase (Gibco BRL, France) and 100 ng of

template DNA. PCR was performed with an Omnigene DNA thermal cycler (Hybaid,

UK). Cycles used were as follows: 1 cycle at 94°C for 4 min; 40 cycles at 94°C for 1

min, at temperature annealing (see table 1) for 1 min, at 72°C for 2 min; 1 cycle at 72°C

for 15 min.

Table 1- Oligonucleotide primers used in the PCR reactions.

Virulence . ) 20 Amplicon Annealing
genes Nucleotide sequence (5°-3°) size (pb)* temperature (°C) Reference
TACTGACAAACCATTCATGATG
Wk AACTTCGTCACCAACGCGAAC 112 o4 Kochetal., 2004
CACCTGAAGAAACAGGC _
ddl 475 52 Depardieu et al., 200«
ATGGCTACTTCAATTTCACG
AAGAAAAAGTAGACCAAC
agg 1553 54 Dupre et al., 2003
AACGGCAAGACAAGTAAATA
AAAGTAGAATTAGATCACAC Eaton and Gasson
ace 320 52 '
TCTATCACATTCGGTTGCG 2001
CAGCGACATGGACAGCCTAC
bopA 108 60 Cassenego et al.,
TTGCAGGACCGTCGAGTAAA 2013
ATGACAGAATCCAAAACTGC
bopB 687 56 Cassenego et al.,
TTACGAAGGGGTTGATTCAC 2013
TTATAGAAGGTTAAATTGAT
bopC 1010 48 Cassenego et al.,
ATGAAGGATAATCGTATCAC 2013
GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC
bopD 126 66 Hufnagel et al., 2004
ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC
GTTAAATAGTGTTCTTGGAG
tet (M) 406 54 Frazzon et al., 2009
CTAAGATATGGCTCTAACAA
ACTCGTAATGGTGTAGTTGC
tet (L) 625 58 Frazzon et al., 2009

TGTAACTCCGATGTTTAACACG

*base pairs
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Phylogenetic grouping was done on the basis of the presence or absence of the
virulence factors genes.
Statistical Analysis

The results were subjected to statistical analysis using the program
Paleontological statistics software package for education and data analysis (PAST)
version 2.17ce followed normality. The dendrograms was performed using the Jaccard

similarity coefficient.

RESULTS
Frequency of genes of virulence factors and antibiotic resistance among samples

To evaluate the distribution of virulence factors genes, 182 E. faecalis strains
isolated from humans, food and animals in South Brazil between 2005 and 2009 were
chosen. In Table 2, the results for the prevalence of the genes of the virulence factors in
all isolates studied.

Enterococcus faecalis isolated from broiler cloacal swabs showed the elevated
number of virulence genes compared to food and clinical isolates. In this study, the ace
gene was detected in 94.2% and 86.6 % of isolates from broiler cloacal swabs and food,
respectively, and 75% of the clinical isolates. The agg gene was more often in strains
isolated from broiler cloacal swabs (78.5%), followed by clinical (57.7%) and food
(45%). The bopA gene was detected more frequently (98.5%) in broiler cloacal isolates,
followed immediately by clinical (96.1%) and food (90%) isolates. Like bopA gene,
bopC gene was also more prevalent among broiler cloacal swabs (98.5%). The tet(M)
gene, in turn, was found in 87.1% of samples from cloacal swabs chicken and 61.6%

food and 57.7% of the clinical samples.
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Table 2- Prevalence of virulence and antimicrobial resistance among Enterococcus

faecalis isolates from food and clinical samples broilers factors.

Percentual of PCR positive in

Genes Broilers Clinical Food Total
ace 94.2 75 86.6 86.2
agg 78.5 57.7 45 61.5

bopA 98.5 96.1 90 95

bopB 85.7 88.4 95 89.5
bopC 98.5 96.1 95 96.7

bopD 100 100 98.3 99.4

tet(L) 18.5 154 23.3 19.2

tet(M) 87.1 57.7 61.6 70.3

Isolates presenting the bopB gene, comprising 89.5% of the total, with the food
isolates (95%), than humans and broilers sample, 88.4% and 85.7%, respectively. The
bopD gene showed very similar frequencies (98.3% - 100%) among the isolates.
Among the genes evaluated in this study, the tet (L) gene showed the lower frequencies
among the isolates (23.3 to 15.4%).

Regarding the genes of the operon bopABCD, the bopD gene showed the
highest frequency (99.4%) among the isolates, followed immediately by bopC (96.7%),
bopA (95%) and bopB (89.5%).

Phylogenetic E.faecalis divergence of virulence and resitant genes content

Phylogenetic grouping was done based on the PCR method using primers
targeted at virulence factors genes, bopABCD operon agg, ace, tet(M) and tet(L). The
phylogenetic tree was constructed from the analysis of the presence of the genes of the
virulence factors of isolated from various environments to evaluate the genetic
variability of isolates (Figure 1). A total of 182 E. faecalis strains isolated from humans,

broilers and food were assigned to four phylogenetic groups (i.e. A, B, C and D) and
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four subgroups (i.e. Al, A2, B1 and B2). Groups A and B showed 65% similarity and
comprised 173 of the 182 isolates tested. The group B contained the majority of the
collected isolates (161 isolates, 87.36%), followed by group A (12 isolates, 6.59%).
Nine isolates (4.94%) were not grouped in clusters described above, because they
had similarity coefficients above 0.16 to 0.52. These isolates were grouped into two
groups so as to facilitate the understanding, being named C and D, respectively.

The group A was divided into two subgroups (Al and A2) with a similarity
coefficient above 0.70, indicating genetic proximity. In Al, was included only one E.
faecalis isolate of broiler cloacal swabs that was positive to all genes from the bopACD
operon and also tet(M) gene. The subgroup A2 comprised strains with the complete bop
operon and six isolates from clinical (blood and urine) and five food (dairy, vegetables
and meat) isolates belonged to this subgroup.

The differences between the strains of cluster B generated two subgroups, the B1
and B2 with similarity coefficients 0.73, indicating genetic proximity and suggesting
that these isolates could represent a genetic pool of E. faecalis strains. The B1 was
subdivided into two, generating B1.1 and B1.2 subgroups with similarity coefficients
1.0 each other.

The B1.1 was composed by 7 isolates (3 cloacal swabs from broilers and 4
different foods such as meat, dairy and vegetables) which were positive form all bop
operon, ace, tet (L) and tet(M) genes. In the B1.2 were grouped isolates that showed the
bopABCD, ace and tet(L) genes. The four strains of B1.2 were isolated from vegetables

such as potatoes and sweet potatoes in 2006.
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Figure 1-Dendrogram based on results of PCR with primers for genes of virulence and
antimicrobial resistance factors. The similarity was calculated using the correlation

coefficient of Jaccard and clusters were built with PAST.
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The majority of collected isolates (150 isolates, 82.41%) were grouped in group
B2. In this group are 67 of 70 isolates from broiler cloacal swabs. Isolates in this group
had three or four genes of the operon bop, the gene tet(L), tet(M), besides the ace or agg
genes, according to the classification of subgroups. The B2 group was divided into two
subgroups with 75 % similarity each the B2.1 and B2.2.

The B2.1 was divided again in “a” and “b”, and included 35 isolates. The
subtype a (bopABCD, agg and, ace genes) contains 14 isolates (10 clinical isolates from
urine, two food isolates from chicken carcass in 2007 and two broilers isolated in 2008).
The subtype b comprises isolates (6clinical, 11 from chicken carcass and dairy isolates
in 2006 and 2007 and 4 broilers cloacal) positive to bopABCD and ace genes.

In the B2.2 subgroup was pooled 115 isolates and divided into subtypes “c”, “d”,
“e” and “f” with similarity coefficients 0.8. In subtype "c" contains four isolates of
cheese and one isolate from cloacal swabs chickens. These strains contain virulence
genes bopBCD, ace, agg, tet(M). The subtype "e" grouped four isolates of clinical
origin, two isolates from food and three cloacal swabs and the your present genes are
bopABCD, agg, tet(M). The subtype “d” is the biggest group of the phylogenetic tree
and contains 92 isolates, where 25 are isolated from food samples, 20 clinical and 47 are
most isolated of chickens cloacal swabs and has all the genes studied. The subtype “e”
contain the genes bopABCD, agg, tet(M) with four clinical isolates, two isolates from
food and three of poultry (cloacal swabs), while the subtype “f” grouped one clinical
isolate, one isolate from food and seven poultry isolates from swabs cloacal which

contains the genes bopACD, agg, ace, tet(M).
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Group C contains two isolates of clinical origin (urine) and group D, showed
seven isolates, three swabs of chickens, two food (cheese) and two clinical origin

(urine) and were more distant from the other isolates (similarity coefficients 0.53).

DISCUSSION
Frequency of genes of virulence factors between samples

Frequencies of virulence genes between the samples are consistent to those
observed in other studies. McBride et al. (2007) demonstrated that the virulence factors
can be found in various strains of E. faecalis.

The prevalence of the agg gene among isolates from food and clinical in the
present study are in agreement with those observed by Dupont et al. (2008), Bittencourt
and Suzart (2004) and Eaton and Gasson (2001). The agg gene was detected at a high
frequency between samples of E. faecalis isolated from broilers cloacae when compared
with Poeta et al. (2006) that detected a frequency of 39.5% in agg in fecal samples of
broilers. However, the frequency reported by the authors was still considered high, since
the presence of this gene was only detected in isolates of E. faecalis enterococci among
all surveyed.

The ace gene encoding collagen adhesin of E. faecalis (Ace) also showed high
levels among isolates from broilers cloacal swabs (94.2%). This is a cellular protein,
specific surface area E. faecalis, which allows the binding of bacteria to the
extracellular matrix proteins, collagens type | and 1V and laminin may play a role in the
pathogenesis of endocarditis (Nallaparedy et al., 2000; Kochet al., 2004). Diarra et al.
(2010) demonstrated that 100% of E. faecalis isolated from feces or cecum of broilers

contained the ace gene. Once again, Poeta et al. (2006) is in agreement with the results



109

obtained in this study, with a prevalence of 62.8% of E. faecalis isolated from fecal
samples of broilers, with ace being detected only in isolates of this species. Similar to
those observed for the ace among clinical samples was found by Nallapareddy et al.
(2000) who detected a frequency 60% ace gene. The prevalence of 86.6% of the ace
gene in food isolates also corroborate those determined by Cariolato et al. (2008) in
food samples. Olsen et al. (2011) investigated the gene in human isolates with
bacteremia and cloacal swabs of broilers and also achieved 100 % attendance and 99 %
gene similarity ace among different isolates studied in both origins. Silva et al. (2013)
demonstrated the presence of different levels of ace gene ranging between 75 and
94.2% for E. faecalis isolated from poultry and clinical specimens, respectively.

The genes of the operon bopABCD were observed with high frequency among
all isolates. The gene encodes a glycosyltransferase, bopA, located immediately
downstream bopB responsible for the polymerization of phosphoglucomutase enzyme,
followed by bopC encoding an aldolase-1-epimerase. The last gene in the operon, the
bopD, the transcriptional regulator is a sugar binder and is involved in biofilm
formation by E. faecalis (Hufnagelet al., 2004).To date, no studies on the prevalence of
genes in the operon bopABCD isolates of E. faecalis isolated from clinical and food
samples.

The results observed for the tet(M) and tet(L) genes are according to studies by
several authors (Aarestrup et al., 2000; De Leener et al., 2004; Cauwerts et al., 2007,
Frazzon et al., 2009). The tet(L) gene has been found in fewer screened isolates
(19.2%). This gene encodes a membrane protein, called efflux, which carries molecules
out of the cell such as tetracycline and doxycycline (Chopra and Roberts, 2001). The

gene tet(M) is commonly located on the bacterial chromosome and can be adduced by
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the conjugative transposons Tn916/Tn1545 family (Clewell et al., 1995; Poeta et al.,
2006). A similar situation was found during a survey conducted in hospitals in France,
where 229 enterococci were isolated for 10 collections. In this study, the tet(M) and
tet(L) genes have high prevalence among samples and were determinants for
tetracycline resistance (Charpentier et al., 1994). The lowest frequency of tet(L) gene
can be explained because their transfer to other cells since they are not able to transfer
themselves independently, depending on the presence of conjugative plasmids , so its
spread in the population happens slowly. Moreover, the association of tet(M) gene of
conjugative elements such as transposons have been an important factor in the spread of
tetracycline resistance in enterococci (Chopra and Roberts, 2001).
Phylogenetic E. faecalis divergence of virulence and resitant genes content

Genetic characteristics variables provide a niche specialization and virulence of
E. faecalis. Thus, by colonizing ability in a wide range of hosts and environments most
suitable for a particular niche variants can proliferate and fill the niche, where the
phylogenetic analysis evaluating the presence of virulence factors revealed clusters
isolated from all origins and different periods of years. However, the selective forces
that lead to convergence of these characteristics and adaptability continue to be studied.
Our study assessed the diversity of E. faecalis from different sources and noted that the
isolated show a similarity coefficients value ranging from 0.65 to 1.0. Castillo-Rojas et
al. (2013) reported that E. faecalis isolated from samples of urine, pleural fluid and
blood and water content similarity coefficients 0.6, suggesting that the strains were
related.

Enterococcus faecalis originating from clinical samples isolated from blood,

urine, pus and vaginal fluid from a hospital in Malaysia, demonstrated a high level of
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diversity in typing by PFGE and MLST) agreeing with studies observed in this study
and studies by Lloyd et al. (1998) and from the same or other hospitals has also been
reported (Silva et al., 2013).The technique of RAPD is also commonly used in species-
specific identification and typing as use of M13 in a primer sequence developed by
Rossetti and Giraffa (2007) used on analysis of genetic diversity of Enterococcus by
Riboldi et al. (2008) and Costa et al. (2009).

The PCR phylotyping technique was described by Clermont et al., (2000)
and has been used to evaluate the different phylogenetic of E. coli strains using a
combination of genes (Derakhshandeh et al, 2013). In the present study we
evaluated the PCR phylotyping using a combination of virulence genes for E.
faeclais and this technique showed results strongly correlate with those obtained
by RAPD method for E. faecalis (Costa et al., 2009). It is an excellent technique for
rapid and inexpensive assigning of E. faecalis strains in different phylogenetic
groups.

These studies support the possibility of E. faecalis possess great ability to adapt
to different environments, with their establishment and possible isolation of different
sample origins. Another study about resistance phenotype between populations of E.
faecalis isolates from chicken carcasses after cooling processing in five different places,
showed that all plants have a high degree of diversity, despite their resistance phenotype
were largely grouped into a single cluster, reporting that the likely standardization of
procedures exert selective pressures operating uniforms, characterizing the environment
as phenotypic determinant (Olsen et al., 2011).

Cobo Molinos et al. (2008) suggests that the presence of the operon ebp

(encoding pilli) in E. faecalis, there are a role in the ubiquity of the species isolated
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from clinical and food origin, where the presence of certain genetic traits increases their
adaptation to specific environments. This fact exalts the importance of dissemination of
enterococci containing determinants of virulence and antimicrobial resistance genes
across different environments, increasing their potential and ability to interact with
human hosts.

In conclusion, the differences in frequencies of virulence genes in E. faecalis
isolates from different sources shows that genetic gains and losses are important and
crucial role of adaptation to a new habitat and the emergence of new strains
contribution. However, the phylogenetic tree shows that despite the different origins of
the isolates and the various genotypic profiles, the E. faecalis species exhibits a great
adaptive capacity in different environments, even where selective pressure and high
frequency of gene exchange occurs. Such characteristics may allow their survival in
these environments and gives its characteristic of ubiquity.

Also important to note that the different period of isolation of the samples
between 2005 and 2009 did not interfere during the cluster, not being considered a
determinant of genetic diversity. In addition, PCR phylotyping technique proved to be
effective, rapid and inexpensive for the study of diversity of E. faecalis strains in
different phylogenetic groups.
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