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Enterococcus faecalis
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RESUMO

Enterococcus faecalis estdo entre as principais causas de infecgbes
hospitalares em todo o mundo e é uma das mais importantes na area clinica
devido a presenca de inumeros fatores de viruléncia que reforcam sua
patogenicidade. Estudos mostram que concentracdes subinibitorias de
antimicrobianos podem alterar a resposta transcricional e fenotipica de
bactérias, porém pouco se sabe sobre como a vancomicina pode afetar a
expressao génica nos microrganismos portadores de seus genes de resisténcia
(genes van). Portanto, este trabalho objetivou avaliar presenca e expressao de
genes vanC em E. faecalis vancomicina-susceptiveis e avaliar o
comportamento de isolados Enterococos Vancomicina-Resistentes (EVR) na
auséncia e presenca de concentracdes subinibitérias de vancomicina por PCR
guantitativa. ldentificamos a presenca e a expressdo de genes vanC em E.
faecalis vancomicina-susceptiveis, sendo estes genes especificos para as
espécies Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus, sugere-se que
o E. faecalis possa té-los adquirido por transferéncia horizontal. Verificamos
gue a presenca de vancomicina in vitro € capaz de interferir na modulacdo de
genes de viruléncia em isolados EVR, porém nao interfere na formacédo de
biofilme destes isolados. Embora os dados aqui apresentados refiram-se a
testes in vitro, podemos inferir que os genes vanC estdo sendo transferidos
para outras espécies e que a vancomicina pode estar contribuindo para o
aumento na expressdao de fatores de viruléncia in vivo, levando ao
agravamento de quadros clinicos.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Biologia Celular e
Molecular, Instituto de Ciéncias Basicas da Saulde, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (101 p.) Janeiro, 2014.
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ABSTRACT

Enterococcus faecalis are among the leading causes of nosocomial infections
worldwide and is one of the most important in the clinical area due to the
presence of numerous virulence factors that enhance the pathogenicity. Studies
show that sub-inhibitory concentrations of antibiotics can alter the transcriptional
and phenotypic response of bacteria, but little is known about the effect of
vancomycin in gene expression in microorganism bearers of their resistance
genes (genes van). Therefore, this study aimed to evaluate the presence and
expression of vanC genes in E. faecalis vancomycin susceptible and evaluate
the behavior of vancomycin resistant enterococci (VRE) strains in the absence
and presence of sub-inhibitory concentrations of vancomycin for Quantitative-
PCR. We have identified the presence and expression of vanC genes in E.
faecalis which are specific to Enterococcus gallinarum and Enterococcus
casseliflavus species, it is suggested that the E. faecalis may have acquired
these genes by horizontal gene transfer. We found that the presence of
vancomycin in vitro is able of interfering with modulation of expression of
virulence genes in VRE strains but does not interfere in the biofilm formation of
these isolates. Although the data presented here were obtained from in vitro
tests, we can infer that the vanC genes are being transferred to other species
and that vancomycin may be contributing to the increase in the expression of
virulence factors in vivo, leading to worseres clinical outcomes.

'Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology, Cell and Molecular
Biology, Health Basic Sciences Institute Federal University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil. (101 p.) January, 2014.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

Os enterococos constituem um grupo de microrganismos
amplamente distribuido no ambiente e considerado comensais da microbiota
dos tratos gastrointestinal e geniturinario, cavidade oral de humanos e animais,
porém também sao encontrados no solo, em alimentos e na 4gua, sendo que
algumas espécies podem causar infec¢cdes em humanos e animais.

Enterococos sdo considerados patdgenos oportunistas, estando
entre as principais causas de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude
(IRAS) em todo o mundo. Eles fazem parte dos patdégenos oportunistas mais
frequentemente isolados de infeccdes da corrente sanguinea e do trato
urinério, além de representarem a causa mais frequente de infeccbes em sitios
cirargicos em pacientes internados em unidades de terapia intensiva.

Dentro do género Enterococcus sp. as espécies Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium sdo as espécies mais importantes na area
clinica, no entanto E. faecalis € predominante. Este predominio esta
relacionado a presenca de varios fatores de viruléncia, em comparag¢do com as
demais espécies de enterococos, que possibilita a esta espécie vantagens no

processo de adaptacdo. Fatores de viruléncia séo estruturas, produtos ou

estratégias que permitem a um microrganismo colonizar, invadir, evitar o



sistema imune e causar dano tecidual ao hospedeiro e também genes de
resisténcia. Os genes de viruléncia podem facilmente ser transmitidos entre
linhagens de enterococos, ja que muitos residem em plasmideos conjugativos,
que sao facilmente disseminados em um ambiente natural como o trato
gastrointestinal.

Tem sido observado um aumento na incidéncia de enterococos
resistentes a antimicrobianos devido ao uso abusivo de antimicrobianos na
agricultura e na clinica médica. Entre os relevantes fendtipos de resisténcia,
estdo os associados a niveis elevados de resisténcia aos glicopeptideos, como
a vancomicina. O numero de casos de infec¢cdes envolvendo Enterococos
Vancomicina-Resistente (EVR) vem aumentando em ambito mundial e sabe-se
gue a maioria das infec¢des por este patégeno ocorre em hospitais.

Vérios estudos tém mostrado que antimicrobianos em concentracfes
subinibitérias podem alterar a resposta fenotipica e transcricional de bactérias
patogénicas, como o E. faecalis. O mecanismo de acdo da vancomicina ja esta
elucidado, no entanto pouco se sabe sobre como este antibiotico pode afetar a
expressao génica nos microrganismos portadores de seus genes de resisténcia
(genes van) em condicao de estresse gerada por sua presenca.

1.2 Justificativa e Objetivos Gerais

Diante do exposto, verificou-se a necessidade de um experimento
que simulasse in vitro a condicao fisiolégica de uma infec¢cdo urinaria para
avaliar o comportamento de isolados EVR em condigbes normais de
crescimento e na presenca de concentragdes subinibitérias de vancomicina.

Para este estudo foram utilizados isolados de E. faecalis isoladas de infec¢cbes



urinarias, previamente identificadas como portadoras do gene de resisténcia
vanA, e foram escolhidos genes de viruléncia envolvidos nas etapas de adesé&o
e agregacao celular, na formacéao de biofiime e na maquinaria de biossintese
de cofatores [Fe-S].

Paralelamente ao experimento principal, foi identificada a presenca
de genes vanC em isolados de E. faecalis vancomicina-susceptiveis. Neste
estudo foram avaliadas a expresséo dos genes vanC; e vanCyz em E. faecalis
isoladas de cloacas de frangos vancomicina-susceptiveis.

1.2.1 Objetivos especificos

e Verificar a presenca de genes de resisténcia van em isolados E.
faecalis oriundos de animais de criacdo e de sitios clinicos de humanos por
Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

e Verificar a concentracao inibitéria minima (CIM) de vancomicina
em isolados portadores de genes van

o Verificar o perfil de susceptibilidade a teicoplanina em isolados de
portadores de genes van

e Avaliar a presenca de transcritos dos genes vanC; e vanCy;3 por
reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) em E.
faecalis vancomicina-susceptiveis

e Avaliar a formacdo de biofilme em cepas clinicas EVR em
diferentes concentracdes de urina

e Avaliar a formacdo de biofiilme em cepas clinicas EVR na

auséncia e na presenca de concentracdo subinibitoria de vancomicina



¢ Analisar a expressao in vitro dos genes do operon bopABCD, ace,
acsl0, fur e oxyR em isolados EVR em meio contendo urina na auséncia e na
presenca de concentracdo subinibitéria de vancomicina por PCR Quantitativo

(qPCR).



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O género Enterococcus

Este género ja foi classificado como estreptococos do grupo D
segundo a classificacdo de Lancefield, contudo, em 1984 através de estudos
de hibridizacdo de DNA-DNA e DNA-rRNA realizados por Schleifer e Kilpper-
Balz, foi demonstrado que este género possuia um perfil genotipico distante de
Streptococcus, sendo entdo criado o género Enterococcus (Schleifer & Klipper-
Balz, 1984; Murray, 1990; Ogier & Serror, 2008).

Os enterococos constituem um complexo e vasto grupo composto
até o momento por 51 espécies (Euzéby, 2013), amplamente distribuidas no
ambiente e consideradas comensais da microbiota do trato gastrointestinal
(TGI), trato geniturinario (TGU) e cavidade oral de humanos e animais, sendo
também encontrados no solo, em alimentos e na agua (Stobberingh et al.,
1999; Koneman et al., 2001; Teixeira & Facklam, 2003; Foulquié Moreno et al.,
2006).

Os microrganismos representantes deste género apresentam-se na
forma esférica ou ovoide com dimensdes variando entre 0,6 - 2,5 pm,
arranjados aos pares ou em cadeias curtas e ndo sao formadores de esporos

(Murray, 1990; Fisher & Phillips, 2009). S&o organismos Gram-positivos,



anaerobios facultativos, catalase-negativos e apresentam uma fisiologia rude
que |he permite resistir a estresse oxidativo e condi¢cdes adversas. Os
enterococos tém a capacidade de crescer em ampla faixa de temperatura (10 a
45 °C) e sobreviver a 60 °C por 30 minutos, tolerar ampla variacdo de pH (4,0 —
9,6), sobreviver e multiplicarem em meios contendo elevadas concentracfes de
cloreto de sédio (acima de 6,5%) e sais biliares (40%) (Sherman et al., 1937;
Flahaut et al., 1998; Koneman et al., 2001; Hew et al., 2007).

2.2 Importancia Clinica

Por ser um género comensal humano, as infec¢cdes enterocécicas ja
foram consideradas de origem enddgena: partindo-se da translocacao
bacteriana através das células epiteliais do intestino através de nodulos
linfaticos e espalhando-se para outros locais no corpo (Franz et al., 1999).
Porém, estudos mostraram que a maioria das infec¢des parece ser adquirida
pela forma exdgena, como na transferéncia de microrganismos de paciente
para paciente ou na aquisicdo de patdgenos através do consumo de agua ou
alimentos contaminados (Kayser, 2003; Arias & Murray, 2012).

Os enterococos podem atuar como patégenos oportunistas,
causando infeccdes em pacientes hospitalizados por um longo periodo de
tempo e/ou que receberam mudltiplas terapias antimicrobianas (Cetinkaya et al.,
2000; Dahlén et al., 2000; Reis et al., 2001; Teixeira & Facklan, 2003). Entre os
anos 70 e 80, o género foi considerado um importante patégeno hospitalar (Jett
et al., 1994), atualmente, os enterococos ainda estao entre as principais causas

de infeccbes entre pacientes hospitalizados, principalmente naqueles sob



terapia antimicrobiana por algum tempo (NNIS, 1999; Richards et al., 2000;
Wisplinghoff et al., 2004; Bender et al., 2010; Sievert et al., 2013).

Outro fator importante para o reconhecimento dda importancia
clinica dos enterococos € a sua resisténcia intrinseca e adquirida a diferentes
antimicrobianos, contribuindo para sua adaptacdo em ambientes adversos e
favorecendo a colonizacdo do trato gastrointestinal, além de posterior
transmissao entre pacientes (Gilmore et al., 2013).

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium séo as espécies mais
importantes na &rea clinica em humanos, sendo E. faecalis predominante em
85 a 90% dos casos (Tavares, 2000; Kayaoglu et al., 2004). A espécie E.
faecalis € conhecida por ser mais virulenta, e como ocorrem em maior nimero
de infeccbes do que E. faecium, sugere-se que ela seja amplamente mais
adaptada ao hospedeiro devido a relagcdo comensal que possuem (Gilmore et
al., 2002) ou também poderia estar relacionado a presenca dos inumeros
fatores de viruléncia associados a esta espécie (Klein, 2003; Fisher & Phillips,
2009). Linhagens de enterococos estdo envolvidas em infeccbes no trato
urinario (ITU), abcessos intra-abdominais, bacteremia, endocardite, infeccdes
osteo-articulares e meningites (Patterson et al., 1995; Tendolkar et al., 2003).

2.2.1 Infeccdo do Trato Urinario

A infeccdo urinaria pode comprometer somente o trato urinario
baixo, diagnosticado como cistite, ou afetar simultaneamente o trato urinario
inferior e o superior; diagnosticado como infeccdo urinaria alta, denominada

pielonefrite (Hooton & Stamm, 1997). Tanto a infec¢do urinaria baixa como a



alta, podem ser agudas ou crbnicas e sua origem pode ser comunitaria ou
hospitalar (Stamm & Norrby, 2001).

Para fins de vigilancia epidemiologica, as ITUs podem ser
classificadas em: (i) ITU relacionada a procedimento urolégico, mais
frequentemente cateterismo vesical; (i) ITU ndo relacionada a procedimento
urologico; (iii) ITU sintomatica; e (iv) ITU assintomatica, também chamada de
bacteriuria assintomatica (ANVISA, 2009).

InfecgBes urinarias sdo as mais frequentes fontes de Enterococcus
spp., a maioria das infeccdes esta associada com cateterizagdo ou
instrumentacdo (Kayser, 2003). Estudos demonstram que cerca de 70% das
infeccbes causadas por enterococos tratam-se de infec¢bes do trato urinario.
Dentre as espécies mais prevalentes esta E. faecalis, responsavel por mais de
90% das infeccbes (d’Azevedo et al., 2004; Horner et al., 2005; d’Azevedo et
al., 2006; Bender et al., 2010). Nos EUA, entre Janeiro de 2009 a Dezembro de
2010, foram notificados 69.475 eventos de infec¢cdo adquirida em ambiente
hospitalar (healthcare-associated infections HAI). Ao todo 27,4% dos casos
foram relacionados a infec¢do no trato urinario associado ao uso de cateter
(catheter-associated infection urinary tract infections - CAUTI). O E. faecalis foi
0 quinto patégeno associado com infeccBes hospitalares, ficando atras de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Candida
albicans (Sievert et al., 2013).

2.3 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia a agentes antimicrobianos € dividida em dois grupos:

() intrinseca e (ii) adquirida. A resisténcia intrinseca € usada para indicar uma



caracteristica natural presente em todos os isolados da espécie, determinada
pelo DNA cromossomal (Murray, 1990; Tokars et al., 1999). A resisténcia
adquirida se origina pela aquisicdo de genes, seja por mutacdo ou recebendo
material genético atraves de plasmideos e transposons (Koneman et al., 2001).

Enterococos s&o intrinsicamente resistentes a penicilinas semi-
sintéticas, cefalosporinas, baixos niveis de aminoglicosideos e clindamicina, e
também podem desenvolver resisténcia adquirida a antimicrobianos como
cloranfenicol, eritromicina, altos niveis de clindamicina, aminoglicosideos,
tetraciclinas, fluorquinolonas e vancomicina (Murray, 1990; Giraffa 2002; Franz
et al., 2003; Kayser, 2003). Abaixo, uma ilustracdo com um resumo das

resisténcias apresentadas pelo género (Figura 1).
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FIGURA 1. Principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em
enterococos (Adaptada de Arias & Murray, 2012).
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Na regido sul do Brasil, enterococos resistentes a antimicrobianos ja
foram isolados de amostras clinicas, alimentos, aguas, solo e animais
(I’Azevedo et al., 2004; Titze-de-Almeida et al., 2004; Horner et al., 2005;
Riboldi et al., 2009a; Bender et al., 2010; Frazzon et al., 2010; Cassenego et
al.,, 2011). Estudos tém mostrado que os alimentos podem servir de
reservatorios de enterococos resistentes a antimicrobianos. Assim podem
contribuir para a propagacdo da resisténcia antimicrobiana a populacdo
humana via cadeia alimentar, devido a possibilidade da transferéncia de genes
de resisténcia para a microbiota intestinal humana (Bertrand et al., 2000;
Riboldi et al., 2009; Frazzon et al., 2010).

2.3.1 Resisténcia a Glicopeptideos - Vancomicina

Os glicopeptideos vancomicina e teicoplanina séo utilizados no
tratamento de infec¢cbes causadas por bactérias Gram-positivas, em caso de
alergia ou resisténcia a outros antimicrobianos e seu mecanismo de acao visa
inibir a sintese da parede celular bacteriana (Courvalin, 2006).

Enterococos Vancomicina-Resistentes (EVR) surgiram como
importantes agentes patogénicos hospitalares em todo o mundo nas duas
Gltimas décadas. O primeiro caso de EVR foi descrito na Europa no ano de
1986 (Uttley et al., 1988), posteiror foram descritos casos nos EUA e em outros
paises e continentes (Hayden, 2000; Bonten et al., 2001; Cattoir & Leclercq,
2013).

No Brasil, os primeiros casos de infeccdo por EVR foram descritos
em Curitiba (Dalla Costa et al., 1998) e em S&o Paulo (Zanella et al., 1999)

envolvendo isolados clinicos de E. faecium. A partir de entdo foram descritos
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varios relatos em diferentes estados (Zanella et al., 2003; Vilela et al., 2006;
d’Azevedo et al., 2008; Gales et al., 2009; Pereira et al., 2010; Palazzo et al.,
2011, Resende et al., 2014). Na cidade de Porto Alegre, no Rio Grande do Sul,
o primeiro relato envolveu um isolado clinico de E. faecalis (d'Azevedo et al.,
2000) e, posteriormente, outros casos foram descritos (Cereda et al., 2001,
Furtado et al., 2005, Ribas et al., 2007).

Nove genotipos de EVR ja foram descritos em enterococos (vanA, -
B, -C, -D, -E, -G, -L, -M e -N). Estes genes codificam resisténcia intrinseca ou
adquirida, resultando em mudancas no sitio de ligacdo ao peptideoglicano e
reduzindo significativamente a resisténcia da ligacdo a vancomicina (Courvalin,
2006; Boyd et al., 2008, Xu et al., 2010, Lebreton et al., 2011). O fendtipo de
VanA abriga o elemento genético movel Tn1546 que transporta o cluster vanA
responsavel pelo alto nivel de resisténcia a vancomicina (64-1000 pg/mL) e a
teicoplanina (16-512 pg/mL) (Leclercq et al.,, 1988; Arthur et al., 1996a;
Courvalin, 2006). O fenotipo VanB é caracterizado pela aquisicdo de uma
ampla resisténcia a vancomicina (4-1000 pg/mL) e susceptibilidade a
teicoplanina (Arthur et al.,, 1996b, Courvalin, 2006). O fenédtipo VanC é
codificado cromossomicamente pelos genes vanC; e vanCys, que Sé&o
intrinsecos das espécies Enterococcus. gallinarum e Enterococcus.
casseliflavus, respectivamente, e tém sido amplamente usados para a
identificacdo destas espécies (Park et al., 1997, French, 1998; Ramotar et al.;
2000; Courvalin, 2006). Estes genes conferem resisténcia a baixos niveis de
vancomicina (2 a 32 pg/mL) e susceptibilidade a teicoplanina (Dutka-Malen et

al., 1992, 1995; Navarro & Courvalin 1994; Courvalin, 2006).
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Os glicopeptideos apresentam um mecanismo multiplo de acéao,
inibindo a sintese do peptideoglicano, além de alterar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica e interferir na sintese de RNA citoplasmatico,
inibindo, desta forma, sintese da parede celular bacteriana ligando-se na
porcao terminal D-Ala-D-Ala de um pentapeptideo, inibindo a sintese da parede
celular. (Arthur et al., 1996b, Courvalin, 2006).

Como mencionado anteriormente, os enterococos desenvolveram
resisténcia intrinseca a baixos niveis de vancomicina por (i) caracteristicas
cromossomais que diminuem o tropismo da droga pelo microrganismo e
adquirida a niveis variados devido a (ii) alteracdes genéticas na bactéria (Park
et al., 1997; French, 1998; Ramotar et al.; 2000; Courvalin, 2006).

O fendtipo de resisténcia VanC foi descrito pela primeira vez em E.
gallinarum e posteriormente em E. casseliflavus e estas espécies possuem
resisténcia intrinseca a baixos niveis de vancomicina e sdo susceptiveis a
teicoplanina. Trés genes sdo necessarios para este fenétipo: o gene vanT
(codifica uma membrana de ligacdo a serina); o gene vanC (sintetiza o
dipeptideo D-D-Ala-Ser) e o gene vanXYc (codifica uma proteina que possui
atividade de dipeptidase/carboxipeptidase que permite a hidrélise dos
precursores D-Ala). A substituicdo do D-Ala final por um D-Ser resulta em
impedimento no sitio de ligacéo reduzindo a sua afinidade para a vancomicina.
O mecanismo de acdo para este tipo de resisténcia esta demonstrado na

Figura 2.
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FIGURA 2. Resisténcia a glicopeptideos tipo VanC (Adaptado de Courvalin
2006).

Dentre os genoétipos descritos, 0 mais preocupante na clinica é o
vanA, uma vez que este gendtipo é responsavel por codificar o fenétipo de alto
nivel de resisténcia a vancomicina, € plasmidial e sua expressao é induzida
pela vancomicina (Leclercq et al., 1988; Arthur et al., 1996a; Courvalin, 2006).
A resisténcia envolve duas vias (i) substituicdo dos precursores do terminal D-
Ala do peptideoglicano por D-Lac e (ii) prevencéo ou destruicdo de precursores
que terminam em D-D-Ala-Ala por especificas dipeptidases e
carboxipeptidases. O mecanismo de resisténcia e sua regulacdo estéo

elucidados na Figura 3.
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FIGURA 3. Cluster VanA que confere alta resisténcia a vancomicina
(Adaptado de Hughes, 2003).

O sistema regulatorio de dois componentes VanR-VanS regula a
resisténcia em ERV e estafilococos vancomicina-resistentes. Este tipo de
sistema funciona como um sistema de transducdo de sinal, que consiste em
uma proteina sensor que detecta e responde a um sinal externo, e atua sobre
uma proteina reguladora de resposta que transmite o sinal para os outros
componentes da célula (Hughes, 2003).

O VanS é um sensor de vancomicina associado a membrana que
controla o nivel de fosforilacdo de VanR. O VanR é um ativador da transcricao
do operon vanHAX. A VanH é uma desidrogenase que reduz o piruvato a D-
Lac, enquanto que VanA é uma ligase que catalisa a formacéo de uma ligacao
éster entre D-Ala e D-Lac. A VanX é uma dipeptidase que hidrolisa o
dipeptideo (D-Ala-D-Ala), impedindo assim a sensibilidade a vancomicina. A
VanY é uma D,D-carboxipeptidase que hidrolisa o residuo terminal D-Ala dos

precursores tardios do peptideoglicano, que sdo produzidos se a eliminacao de
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D-Ala-D-Ala por VanX néo estiver completa. Desta forma o dipeptideo, D-Ala-
D-Lac substitui o dipeptideo D-Ala-D-Ala na sintese do peptideoglicano,
resultando na resisténcia a vancomicina (Arthur et al., 1996b, Courvalin, 2006).

Organismos resistentes modificam estes precursores, substituindo o
D-Ala terminal por D-Lac (alto nivel de resisténcia) ou D-Ser (baixo nivel de
resisténcia).

2.3.2 Rotas de Disseminacao de EVR

Uma das possiveis rotas de disseminacdo de EVR ocorre através do
uso de antimicrobianos na clinica veterinaria. Algumas substancias
antimicrobianas sao utilizadas na pecuaria como promotores de crescimento
nas dietas dos animais com o intuito de diminuir a incidéncia de doencas e
promover a melhora no desempenho animal (Partanen, 2002). Estudos sobre a
cadeia epidemiologica tém mostrado que animais produtores de alimentos,
quando tratados com antimicrobianos podem ser reservatérios de EVR,
provavelmente contribuindo para a disseminacao de resisténcia antimicrobiana
entre a populacdo (Stobberingh et al., 1999; Leme et al., 2000; Novais et al.,
2005; Poeta et al., 2005; Cassenego et al., 2011).

Hoje no Brasil existe uma lista de aditivos proibidos como
promotores de crescimento (Tabela 1) e vigoram duas Portarias Ministeriais
gue regulamentam a questdo dos antimicrobianos destinados a alimentacao
animal. A utilizacdo da avoparcina na agricultura brasileira foi proibida em 1998
(MAPA, 2008), mas o uso de glicopeptideos, como vancomicina é continuo em

hospitais (Leme et al., 2000).
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TABELA 1. Lista dos aditivos proibidos na alimentacdo animal e legislacéo

correspondente.

Aditivo

Legislacdo

Avoparcina

Cloranfenicol e Nitrofuranos

Arsenicais e antimoniais

Penicilina, tetraciclinas, sulfonamidas sistémicas
Olaquindox

Violeta Genciana

Carbadox

Anabolizantes para bovinos

Hormonios como aditivos alimentar em aves

Oficio Circular DFPA N° 047/98
Instrucdo Normativa 09, 27/06/2003
Portaria 31, 29/01/2002

Portaria 193, 12/05/1998

Instru¢gdo Normativa 11, 24/11/2004
Instrucdo Normativa 34, 13/09/2007
Instrucdo Normativa 35, 14/11/2005
Instrucdo Normativa 10, 27/04/2001
Instru¢cdo Normativa 17, 18/06/2004

Fonte: MAPA, 2008.

A maioria das infec¢cdes por EVR ocorre em hospitais (Arias &

Murray, 2012; CDC, 2013). Os enterococos podem sobreviver por longos

periodos de tempo em superficies, incluindo equipamentos médicos, trilhos de

cama e macanetas e estdo amplamente disseminados no ambiente hospitalar

(Figura 4).
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FIGURA 4. Principais vias de transmissdo hospitalar de enterococos
vancomicina-resistentes (Adaptado de Arias & Murray, 2012).
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Isto pode ser explicado pelo fato de que sao tolerantes ao calor, ao
cloro e a algumas preparacdes de alcool (Bradley & Fraise, 1996). Existem
varios fatores de risco para o desenvolvimento de IRAS por EVR, dentre eles a
proximidade fisica a pacientes infectados ou colonizados com EVR, longos
periodos de internacdo, administracdo de varios antimicrobianos, internacéo de
longa permanéncia em unidades cirdrgicas ou unidades de tratamento
intensivo e o uso de cateteres (Sydnor & Perl, 2011).

2.4 Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou estratégias que
permitem a um microrganismo colonizar, invadir, evitar o sistema imune e
causar dano tecidual ao hospedeiro (Mannu et al., 2003; Foulquié Moreno et
al., 2006).

Estudos demonstram que enterococos isolados de amostras clinicas
apresentam um numero maior de fatores de viruléncia que os isolados de
alimentos e culturas starter (Ben Omar et al., 2004; Busani et al., 2004). O E.
faecalis apresenta um numero maior de fatores de viruléncia comparado as
demais espécies conferindo maior prevaléncia frente as demais espécies
(Eaton & Gasson, 2001; Abriouel et al., 2008). A capacidade de E. faecalis para
causar infeccdo tem sido associada as caracteristicas inerentes do género.
Esta capacidade envolve uma interacdo entre a regulacdo de fatores de
viruléncia e varios determinantes genéticos que levam a adaptacao fisiolégica
da célula bacteriana durante o processo de infeccdo, permitindo que as

bactérias tolerem ambientes agressivos e diversificados (Vebg et al., 2010).
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Genes de viruléncia podem facilmente ser transmitidos entre
linhagens de enterococos, ja que muitos residem em plasmideos conjugativos,
que séo facilmente disseminados em um ambiente natural como o TGI (Jett et
al., 1994).

2.4.1 Adesina de colageno de Enterococcus faecalis (Ace)

Para promover a colonizacdo, o E. faecalis possui proteinas de
superficie com caracteristicas semelhante a imunoglobulina, as quais séo
chamadas do inglés Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules (MSCRAMM) (Sillanpaa et al.,, 2004). Estas adesinas
desempenham um papel importante na adesdo e colonizacdo em modelos
animais e, presumivelmente, em humanos (Foster & Hodk, 1998).

A proteina de superficie de E. faecalis ou adesina de colageno (Ace)
€ uma adesina de ligacdo ao colageno, semelhante estruturalmente a adesina
de colageno de Staphylococcus aureus (Cna). E uma proteina de superficie
celular especifica que tem demonstrado mediar a ligacdo da bactéria aos
colagenos tipos | e IV e também a laminina de matriz extracelular, podendo
desempenhar um papel na patogénese em infeccées humanas (Nallapareddy
et al., 2000a,b; Ponnuraj et al., 2002; Koch et al., 2004). Porém a contribuicédo
para a patogénese da infeccdo e as condicdes fisioldégicas que regulam a sua
expressao sao desconhecidas (Shepard & Gilmore, 2002).

A sequéncia de aminoacidos de Ace revelou uma regiao sinalizadora
N-terminal seguida pelo dominio A que apresenta uma sequéncia altamente
conservada de 335 aminoacidos e parece ser responsavel pela ligacdo ao

colageno; o dominio B é composto de unidades repetidas de 47 aminoacidos
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gue variam em namero e a regido C-terminal, que € composta por um dominio
associado a parede celular, que contém uma sequéncia consenso LPKTG,
responsavel pela ancoragem na parede celular e por uma regido

transmembrana hidrofébica de 18 aminoacidos (Figura 5).

(A) Dominio de Ligacéo (B) Dominio de Ligagao
n&o repetitivo repetitivo

Dominio de
membrana

FIGURA 5. Representacdo esquematica de Ace. S: peptideo sinal (31
aminoacidos); Dominio A: (335 aminoacidos); Dominio B: repeticdo parcial
de 20 aminoé&cidos seguido de cinco repeticbes de 47 aminoacidos,
separados por seqiiéncias recer; (W): dominio da parede celular, (M):
dominio que atravessa a membrana e (C): C-terminal (Adaptado de
Nallaparedy et al., 2000a).

Lebreton et al. (2009) caracterizaram a regido promotora de ace e
identificaram que o gene é diretamente regulado pelo Regulador Transcricional
de Sobrevivéncia em Enterococcus (Ers). A transcricdo de ace parece ser
induzida pela presenca de sais biliares, provavelmente através da repressao de
Ers, e testes in vivo revelaram que o ace estava envolvido na ITU por E.
faecalis, confirmando que é considerado um fator de viruléncia.

Nallapareddy & Murray (2006) demonstraram que a ligacao
especifica ao colageno e a laminina foi detectavel apenas apés crescimento a
46 °C e constataram que a adeséo so foi observada em 46 °C e nao a 37 °C.
Para elucidar a influéncia de diferentes parametros de crescimento na

expressado de ace, estes autores também investigaram o crescimento em meios

de rotina laboratoriais, como o BHI, e descobriram que os niveis de mRNA
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foram baixos em todas as fases de crescimento. No entanto, uma analise por
RT-PCR mostrou valores de mRNA 18 vezes maior na presenca de colageno
tipos | e IV ou de soro, comparados ao controle BHI.

A observagdo de aderéncia induzida em E. faecalis pode ter
implicacbes importantes sobre a nossa compreensdo deste patdgeno
oportunista. Singh et al. (2010) utilizaram um modelo de endocardite animal e
encontraram  significante atenuacdo da capacidade de E. faecalis®®® em
colonizar valvulas aérticas e causar endocardite, desempenhando importante
funcdo nos estagios iniciais da colonizagéo

2.4.2 Substancia de Agregacao Ascl0

Substéncias de agregacdo (aggregation substance — AS) é a
designacéao utilizada para um grupo de proteinas de superficie codificadas em
plasmideos conjugativos induziveis por feroménios (plasmideos sexuais) que
promovem conjugacdo por agregacdo bacteriana, resultando em estreito
contato entre doador e receptor (Olmsted et al.,, 1991). A expressdo de
proteinas AS é induzida por um peptideo secretado por células receptoras de
plasmideo (plasmid-free) (Dunny et al.,, 1995; Leonard et al., 1996), mas
também pode ser induzida por um fator do hospedeiro durante crescimento in
vivo (Hirt et al., 2002; Chandler et al., 2005). As proteinas Asal, Aspl, e Acs10
sdo as mais bem estudadas e apresentam acima de 90% de identidade na
sequéncia de aminoacidos (Galli et al., 1992).

A substancia de agregacdo AsclO € uma proteina de 137 kDa,
codificada pelo gene prgB do plasmideo pCF1l0 e sua expressao €

desencadeada pela presenca do peptideo cCF10, que € produzido por células
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plasmid-free e induz a transferéncia do pCF10 por conjugacao (Chuang et al.,
2009). Esta proteina esta envolvida nos processos de mediacdo da agregacao
celular, adesdo as células hospedeiras, adesdo a fibrina, o aumento da
hidrofobicidade na superficie das células, resisténcia a morte pelos macréfagos
e leucécitos polimorfonucleares, bem como no aumento do tamanho da
populacdo em modelo de endocardite experimental (Hedberg et al., 1996;
Waters & Dunny, 2001).

Vérios dominios funcionais de Ascl0 ja foram identificados (Waters
& Dunny 2001; Chuang et al., 2009) e em todos eles a sequéncia sinal (SS)
estd localizada na regido N-terminal, que liga-se ao &cido lipoteicéico
(lipoteichoic acid - LTA). A regido C-terminal contém o motivo LPXTG, que esta
presente em muitas sequéncias de proteinas de superficie de bactérias Gram-
positivas e designa o local onde a proteina é ligada ao peptideoglicano na
parede celular (Waters et al., 2004). Além destas regides, dois dominios RGD
desempenham um papel importante na patogénese da endocardite,
possivelmente envolvendo evasdo imune (Chuang-Smith et al.,, 2010). Um

esquema do plasmideo pCF10 estd demonstrado na figura abaixo (Figura 6).

Dominio de Dominio de Ancoragem
agregacao agregacio na parede
SS ligacdo-LTA Central celular
DN X HXRHIRHRARKK] e :
A PN
Regiio RGDS RGDV

Variavel

FIGURA 6. Mapa esquemético da proteina Ascl0 expressa por isolado
tipo-selvagem, com destaque para os dominios funcionais (pCF10)
(Adaptado de Chuang et al., 2009)
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O sistema de feroménios do pCF10 envolve duas populacdes
distintas: doadores e receptores plasmid-free. Os doadores detectam os
peptideos cCF10 produzidos por células receptoras vizinhas e induzem a
transferéncia de plasmideo para esses receptores. Além disso, 0 mecanismo
de deteccédo € codificado por um elemento genético autonomo (plasmideo),
enquanto que a capacidade para produzir o cCF10 é codificada pelo
cromossomo da bactéria hospedeira (Antiporta & Dunny, 2002). Quando uma
célula doadora € exposta ao cCF10 produzido pela célula receptora, a
expressdo da proteina Ascl0 e outros produtos de genes de conjugacdo €
ativada. O plasmideo pCF10 carrega dois genes que funcionam para evitar a
autoinducédo por cCF10 enddgeno em células doadoras. Para entender melhor
esta regulacdo, abaixo temos uma ilustracdo do operon prgQ, que codifica a
producdo de muitos fatores de conjugacdo pCF10, incluindo a proteina Asc10.

(Figura 7).

¢CF10

R

—
eep ccfa

N )
= vy—
prg¥ preX preQ preB
Reduz ¢cCF10 (iCF10) (Ascl0)
enddgeno

pCF10

preZ

FIGURA 7. Esquema do sistema regulatério de expressdo da proteina
Ascl0, com seus genes e respectiva funcéo e produtos (Adaptado de Hirt
et al., 2002 e Chandler et al, 2005).

O cCF10 maduro € processado a partir da proteina Ccfa pela
protease de membrana Eep, que sdo expressas a partir do cromossomo. A

proteina de membrana PrgY reduz a atividade do feromdnio cCF10 enddgeno
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na célula do doador e o peptideo inibidor (iCF10) neutraliza o cCF10 enddgeno
residual. A resposta a feromonios em células doadoras implica na ligacdo do
cCF10 com a proteina PrgZ, seguido de importacédo para o citoplasma por um
transportador tipo ABC (Leonard et al., 1996). O feromdnio internalizado liga-se
a proteina PrgX (reguladora do operon prgQ) aumentando a expressao da
capacidade de conjugacéao (Bae et al., 2004; Kozlowicz et al., 2004).

Utilizando modelo animal, Chuang et al. (2009) verificaram que a
producdo de AsclO estava induzida durante o crescimento no sangue de
mamiferos, dando ao E. faecalis pCF10" uma vantagem seletiva significante
neste ambiente. Em outro estudo do mesmo grupo, os autores verificaram que
a expressao de AsclO acelerou a formacédo de biofilme via agregacédo entre
células de E. faecalis, os resultados também sugerem que a aderéncia in vivo
pode prosseguir por vias Asc10-dependentes ou ndo e, mutacdes em qualquer
um dos dominios implicados na viruléncia, reduziram os niveis de aderéncia
(Chuang-Smith et al., 2010).

2.4.3 Operon bopABCD

Identificado por Hufnagel et al. (2004), o operon nomeado como
biofiime em superficie plasticas ou BOP (biofilm on plastic surfaces) exerce
papel significativo na formacé&o de biofilme e metabolismo da maltose. Segundo
0sS autores, este operon € constituido dos genes bopA (glicosiltransferase),
bopB (B-fosfoglicomutase), bopC (aldose-1-epimerase) e bopD (regulador
transcricional) que s&o previstos para serem transcritos na mesma direcao e

em um unico mRNA (Figura 8).
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bopA bopB bopC bopD

FIGURA 8. Representacdo esquematica do operon bopABCD em
Enterococcus faecalis. Os quatro genes sdo expressos em um Unico
transcrito de mRNA (Adaptado de Hufnagel et al., 2004).

O operon bopABCD também conhecido como malPBMR, é essencial
para a producao de biofilme e regulado pelo sistema de comunicacéo celular
ou do inglés quorum sensing system (FSR) em E. faecalis (Qin et al., 2001;
Bourgogne et al., 2006). O operon fsrABDC é o unico sistema conhecido que
afeta a formacao de biofilme (Qin et al., 2001). A presenca de todos os genes
bopABDC em uma isolado de E. faecalis, lhe conferiu a caracteristica de um
potente produtor de biofilme (Hufnagel et al., 2004).

O operon fsr tem sido descrito como essencial para o
desenvolvimento do biofime em E. faecalis (Hancock & Perego, 2004;
Mohamed & Murray, 2006). E um operon composto por quatro genes fsrA, fsrB,

fsrD e fsrC (Figura 9).
fsrd fsrB

FIGURA 9. Operon frs com em Enterococcus faecalis (Adaptado de
Nakayama et al., 2006).

fsrC

A regido C-terminal fsrD compreende a molécula de sinalizacdo de
quorum GBAP (gelatinase biosynthesis activating pheromone), um peptideo
gue é processado e excretado para fora da célula com o auxilio de fsrB. Ao

chegar a uma concentracao limite, o GBAP se liga e ativa fsrC que ativa o
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regulador de resposta fsrA (Figura 10). Uma vez ativado, o fsrA regula
diferencialmente a expressao de mais de 300 genes envolvidos na cascata

regulatoria de viruléncia e metabolismo bacteriano.

GBAP @

Parede Celular

P Citosol

@

—
bopA [ bopB [ bopC

bopD —

FIGURA 10. Operon fsrABCD mediando o controle do operon bopABCD
(Adaptado de Thomas, 2009).

Bourgone et al. (2006) sugeriram que Frs desempenha um papel
positivo na producdo de biofilme por pelo menos dois mecanismos
independentes: por meio da ativacdo da producéo de gelatinase e por meio da
ativacdo de expressdo bopABCD. Creti et al. (2006) compararam dois
experimentos (i) com um isolado mutante de E. faecalis com insercdo de
transposon no bopB e (i) com um isolado mutante de E. faecalis tri-deletada
(delecéo de bopB, flanqueando os genes bopA e bopC). O mutante de insercdo
reduziu a producédo de biofilme, enquanto o mutante de dele¢éo produziu mais
biofilme que o tipo selvagem quando cultivado em meio contendo 1% de
glucose. Quando cultivadas em meio contendo 1% de maltose, o mutante de
insercao foi capaz de produzir mais biofilme que o de tipo selvagem, enquanto

que o mutante de delecdo ndo produziu biofilme, sugerindo que o
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oligossacarideo também pode modular a expressdo. Uma inativagcdo por
insercao no gene bopD reduziu a formacgao de biofilme, sugerindo que o gene
bopD € essencial para a producdo de biofiime em determinada condi¢do de
crescimento (Hufnagel et al., 2004).

2.5 Biofilme

O conceito de biofilme tem sido descrito por alguns autores.
Costerton (2001) definiu como uma populacédo estruturada de células ligadas
irreversivelmente a superficies bidticas e abioticas, embebidas em uma matriz
de substancias exopoliméricas, proteinas, polissacaridos e acidos nucleicos. Ja
O'Toole et al. (2000) conceituaram como um processo de desenvolvimento
complexo que envolve fixacdo e imobilizacdo sobre uma superficie; interacao
célula-célula; formacao de microcolénias; formacédo de um biofilme confluente,
finalizando com o desenvolvimento de uma estrutura tridimensional.

As bactérias em uma condicdo de biofilme comportam-se de forma
diferente da condicdo de vida livre (planctbnica). A regulacdo da expressao
génica, em resposta a densidade da populacao de células, envolve a producao
e deteccdo de moléculas sinalizadoras extracelulares chamadas autoindutoras,
esta comunicacgdo célula-célula é chamada quorum sensing (Miller & Bassler,
2001; Sifri, 2008).

A vida bacteriana, neste tipo de associacao € vantajosa devido a alta
concentracdo de nutrientes, facilidade de trocas genéticas, aumento da
protecdo contra células do sistema imune e contra variagdes ambientais (Singh
et al., 2006; Palmer et al., 2007). Um biofiime maduro pode tolerar

antimicrobianos em concentragbes de 10-1000 vezes maiores que as
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necessarias para matar bactérias planctdnicas. Bactérias em biofilmes sao
resistentes a fagocitose, tornando extremamente dificeis de erradicar os
biofilmes (Lewis, 2001). Enterococos em biofilmes sdo muito mais resistentes
aos antimicrobianos que em sua forma planctbnica, assim, o impacto potencial
de formacé&o de biofilme pode ser significativo (Mohamed & Huang, 2007).

A producéo de biofilme é reconhecida como um fator de viruléncia
em muitos organismos patogénicos e, varios autores tém descrito a capacidade
de enterococos para produzir biofilme (Joyanes et al., 2000; O'Toole et al.,
2000; Shepard & Gilmore, 2002; Seno et al., 2005; Mohamed & Huang, 2007,
Chuang-Smith et al., 2010). A aderéncia e producéo de biofilme por E. faecalis
em diferentes biomateriais, demonstra a capacidade de ligacdo em varios
dispositivos médicos, tais como stents e cateteres uretrais (Joyanes et al.,
2000; Mohamed & Huang, 2007). Seno et al. (2005) analisaram 352 E. faecalis
isolados de amostras de pacientes com ITU e observaram 18,2% de cepas
forte formadoras e 44,4% de cepas moderadamente formadoras de biofilme.
Porém, ndo estabeleceram relacdo significativa entre a formacéo de biofilme e
quadro clinico.

2.5.1 Etapas de Formacéo de Biofilme

Resumidamente, a formacéo de biofilme acontece com (i) processo
de adesdo e estabelecimento das células planctonicas a superficie; (ii)
processo de maturacdo com divisdo binaria das células fixas a superficie e
expansado, formando aglomerados de células e (iii) processo de dispersédo de

células (Singh et al., 2006).
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O processo de formacdo tem inicio quando as células recebem
estimulos que podem causar a transicdo da vida livre para uma condicdo de
vida aderida a uma superficie (Carlsson, 1997; Pratt & Kolter, 1998).
Geralmente, este momento inicial € mediado por interacdes nao especificas,
como interacdes hidrofébicas e eletrostaticas (Carpentier & Cerf, 1993).

Na etapa de adesdo, dois passos importantes sdo necessarios. O
primeiro é a formacéao do filme condicionante, no qual células bacterianas junto
a moléculas organicas e inorganicas depositam-se na superficie, aumentando a
concentracdo de nutrientes favorecendo a formacédo do biofiime. O segundo
passo € a anexacdo dos microrganismos a superficie: adeséo reversivel com
uma fraca interacdo entre célula-substrato, e adesao irreversivel com fibrilas
poliméricas formando uma ponte entre célula-substrato levando a uma
associacdo mais consistente (Kumar & Anand, 1998). Neste momento a
adesdao é realizada através de mecanismos moleculares especificos, como as
adesinas e polissacarideos extracelulares (PEC) (Stoodlye et al., 2002).

O processo de maturacdo € caracterizado pela formacdo de
microcolénias organizando um biofiilme maduro com a producdo de
exopolissacarideos. Uma importante etapa aqui é a formacéo da arquitetura do
biofilme, que se acredita ser controlada em resposta ao quorum-sensing
(Davey & O’Toole, 2000). A figura 11 resume o ciclo de desenvolvimento de

biofilme.
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FIGURA 11. Diagrama ilustrando o desenvolvimento de um biofilme em

cinco etapas. 1 e 2: Adesdo inicial reversivel e irreversivel; 3 e 4

Desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme, formacédo de

microcolonias com maturacdo do biofilme; 5: Dispersdo de células

individuais do biofilme (Stoodley et al., 2002).

O processo de dispersado e volta a vida plancténica pode se dar por
um possivel sinal de deplecdo de nutrientes (O'Toole et al.,, 2000). O
descolamento ativo de células de biofilmes pode ser mediado através da
expressao de enzimas extracelulares (Boyd & Chakrabarty, 1994). Gilbert et al.
(1993) observaram que alteracdes na fisiologia bacteriana ocorriam apds o
contato com uma superficie, podendo-se argumentar que esta alteracdo nas
propriedades da bactéria aderida poderia resultar em desprendimento. As
células planctonicas de E. coli em biofilme foram significativamente mais
hidrofilicas que as células aderidas, sugerindo que poderia refletir o
envolvimento da célula na dispersdo de biofiimes (Allison et al., 1990). A
verdade é que pouco se sabe sobre esta etapa. Enquanto pensa-se que a
auséncia de forcas de coesao internas ou condi¢cdes ambientais desfavoraveis
pode resultar na separacao das partes do biofilme, o possivel envolvimento dos
determinantes genéticos no processo de separacdo de células individuais ainda

esta sendo desvendado. Um resumo dos genes envolvidos na formacao de

biofilme em enterococos esta elucidado da figura 12.
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FIGURA 12. Resumo das proteinas e estruturas associadas ao biofiime em
enterococos. Representagcdo esquematica de (a) E. faecalis e (b) E.
faecium adesinas de superficie, pili, lipoproteinas, proteinas secretadas,
LTA e genes reguladores e sua localizagdo relativa & parede celular do
peptideoglicano; (c) Fratricidio e estrutura do biofime em relacdo a E.
faecalis (Adaptado de Paganelli et al., 2012).

2.6. Cofatores Ferro-Enxofre [Fe-S] — Estrutura e Funcao

O ferro € um nutriente essencial para o crescimento bacteriano e
varias enzimas que participam na respiragdo, metabolismo central, resisténcias
ao estresse redox e sintese de aminoacidos requerem um ou mais atomos de

ferro para a estabilidade de estrutura e funcdo (Beinert et al., 1997; Py & Barras
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2010). No entanto, o ferro ndo esta prontamente disponivel para as bactérias,
pois se apresenta na forma insolivel Fe®'. Desta maneira, as bactérias
desenvolveram alguns mecanismos para aquisicao de ferro a partir de diversas
fontes. A absorcdo de ferro em bactérias € um processo fortemente regulado
devido a necessidade de prevenir o acimulo em niveis celulares toxicos. O
ferro é responsavel pela geracédo de hidroxilas reativas através da reacao de
Fenton, que tendem a promover danos no DNA, em proteinas e lipidios (Imlay,
2003).

O enxofre é um importante elemento funcional da matéria viva e
adiciona funcionalidade consideravel para uma grande variedade de
biomoléculas por causa de suas propriedades Unicas: as ligacdes quimicas sao
facilmente feitas e quebradas e o enxofre atua igualmente como um eletrofilo
(dissulfetos) e como um nucledfilo (tidis) Os persulfetos de baixo peso
molecular (RS-SH) sdo geralmente bastante instaveis decompondo-se em tidis
(R-SH) e enxofre elementar (S), sob a maioria das condi¢cées [R-S-SH — R-SH
+ S] (Beinert, 2000). Para sua incorporacdo em biomoléculas, o enxofre deve
ser reduzido e/ou ativado: (i) com sulfato ou polissulfuretos como produtos
finais da reducédo, a incorporacdo da cisteina € possivel e servirh como bloco
de construcdo central para diversos compostos de enxofre (como coenzima A e
metionina), além da construcdo de tidis biologicamente importantes e (ii) na
forma ativada, persulfetos ou “enxofre persulfidico” (R-S-SH) séo utilizados em
varios processos metabdlicos basais, especialmente em biossintese de

vitaminas e cofatores contendo enxofre (Figura 13).
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FIGURA 13. Compostos de enxofre que utlizam a forma enxofre
persulfidico como fonte de enxofre (Adaptado de Kessler, 2006).

Os cofatores ferro-enxofre [Fe-S] (combina¢des polinucleares de
atomos de ferro e enxofre) sdo grupamentos prostéticos (clusters) muito
comuns presentes em todos os organismos vivos e desempenham papel
essencial em processos bioldgicos na evolucdo (Beinert, 2000). Os clusters
mais comumente encontrados na natureza sao [2Fe-2S], [3Fe-4S] e [4Fe-4S]
nos quais os ions ferro sdo coordenados em suas proteina por cisteinatos
(residuos de cisteinas — Cys) e ligados entre si por pontes de sulfeto (Figura

14).
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FIGURA 14. Cofatores [Fe-S]. Na maioria dos casos, o ferro (vermelho) de
proteinas Fe-S esta ligado ao atomo de enxofre dos residuos de cisteina
no esqueleto peptidico (SR) e ao enxofre inorganico no grupo prostético
(amarelo) (Adaptado de Py & Barras, 2010).

Enquanto os clusters [2Fe-2S] e [3Fe-4S] sao usados,
principalmente, em reacdes de transferéncia de um elétron, os clusters [4Fe-

4S] sédo dotados de multiplas fungdes, incluindo transferéncia de elétrons e
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acoplamento de protons, substrato de ligacdo e ativacdo, regulacdo da
atividade enzimatica e expressdo génica, deteccdo de espécies reativas,
geracdo de radical, clivagem de ligacGes dissulfetos e doacdo de enxofre
(Johnson et al., 2005) reparo e replicacdo do DNA, respiracdo, metabolismo
central e estoque de ferro (Beinert & Kiley, 1999; Dai et al., 2000; Crack et al.,
2012). Além disso, estes cofatores participam do controle da homeostase
celular regulando a expressdo de genes e sendo responsaveis por uma
variedade de estimulos ambientais por meio de diferentes mecanismos
(Demple et al., 2002;. Kiley & Beinert, 2003), pois a sensibilidade as espécies
reativas de oxigénio (ROS), ions superéxidos, peroxidos de hidrogénio e
espécies reativas de nitrogénio permitem que estes cofatores funcionem como
sensores em muitas situacfes de estresse oxidativo (Py & Barras, 2010).

A abundancia de ferro e enxofre em superficies terrestres e a
versatilidade/reatividade quimica destes cofatores [Fe-S] facilitaram sua
selecdo como atuantes em processos biolégicos vitais, pois a evolugéo
desenvolveu, com estes clusters, um sistema versétil, modular e uatil para
realizar uma grande variedade de processos bioquimicos (Wéachtershauser
2007).

Foi proposto que os antimicrobianos bactericidas estimulariam a
respiracdo celular conduzindo a formacdo de superéxido enddgeno que
degradam cofatores [Fe-S], resultando em ferro ferroso disponivel que pode ser
oxidado e produzir radicais hidroxilas, que danificam o DNA e as proteinas,

levando a morte celular (Kohanski et al., 2008, 2010).
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2.6.1 Maquinaria de biogéneses do cofator [Fe-S]

Em procariotos a maquinaria de biogénese de cofator [Fe-S] é
representada por 3 sistemas distintos mas estrutural e funcionalmente
relacionados: operons NIF (nitrogen fixation), ISC (iron sulfur cluster) e SUF
(sulfur assimilation) que codificam proteinas essenciais para a biossintese do
cofator (Fontecave & Ollagnier-de-Choudens, 2008).

Através de estudos em Azotobacter vinelandii sobre a maquinaria
biossintética da enzima nitrogenase, foi identificado o sistema NIF que é
formado por cerca de 20 genes estruturais e regulatérios que atuam na fixacao
de nitrogénio e subsequente maturacdo da nitrogenase (Jacobson et al.,
1989a; 1989b).

O sistema ISC provavelmente representa o sistema housekeeping
para maturacdo das proteinas ferro-enxofre na maioria das células vivas. Seu
operon é constituido pelos genes iscRSUAhscBA-FDX e também descoberto
em A. vinelandii (Zheng et al., 1998).

O sistema SUF, identificado primeiramente em E. coli, desenvolve
seu papel na assimilacdo de enxofre e seu operon € composto pelos genes
SufABCDES (Fontecave et al., 2006; Takahashi & Tokomoto, 2002).

Estes trés mecanismos diferentes tém em comum o envolvimento de
uma enzima cisteina desulfurase que permite a utilizacdo de L-cisteina como
uma fonte de atomos de enxofre. Além disso, todos eles contém proteinas do
tipo scaffold que fornecem um local de montagem intermediaria para o cofator

[Fe-S] ou seus precursores (Agar et al.,, 2000; Ayala-Castro et al., 2008).
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Apenas os sistemas de ISC e SUF permitem a maturacdo de todas as
proteinas Fe-S (Roche et al., 2013)

2.6.2 Sistema SUF (sulfur assimilation) e sua regulacéo

Primeiramente o sistema SUF apareceu como um contribuinte
menor para a biogénese dos cofatores [Fe-S]. O papel do sistema SUF se
tornou aparente quando isolados de E. coli foram submetidas a estresse
oxidativo ou deficiéncia de ferro (Takahashi & Tokumoto, 2002; Nachin et al.,
2003) e, nesta ocasiao, o sistema SUF se mostrou especificamente adaptado
para sintetizar cofatores [Fe-S] nas condicbes ambientais adversas. Em
bactérias Gram-positivas este sistema parece ser particularmente importante,
principalmente durante o crescimento aerdébico ou sob condi¢cdes de stress
oxidativo, tendo em conta a elevada viruléncia associada com bactérias do filo
Firmicutes, como Enterococcus spp, ha qual somente o sistema SUF esta
presente (Riboldi et al., 2009b). Este sistema se apresenta como a maquinaria
biossintética mais simples de producdo do cofator, compreendendo o operon
SufABCDES em E. coli e o operon sufCDSUB em E. faecalis (Fontecave et al.,
2006; Riboldi, 2009).

A comparacao de regides regulatérias entre os genomas de E. coli e
E. faecalis foi realizada por Riboldi e colaboradores (2009) através do
mapeamento de regides de ligacdo de fatores cis-atuantes. O genoma de E.
faecalis apresenta regides cis-atuantes similares a ORE | de E. coli (regido de
atuacao do Fur), ORE Il (regiao de atuacdo de OxyR) e IHF (regido
relacionada ao controle de transcricdo do operon), porém néao foi identificado

nenhum gene ortélogo a IscR e verificou-se uma regido similar (ORE II),
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sugerindo que a possibilidade de outros elementos estarem envolvidos na

regulacéo do operon (Figura 15).

Escherichia coli

Gl S o~ 2 A 0 I D ED S DS

Enterococcus faecalis
T D D

FIGURA 15. Maquinaria sufCDSUB de Enterococcus faecalis e anélise da
regido promotora. Maquinarias SUF para a formacdo de cofatores [Fe-S]
verificados em Escherichia coli e E. faecalis. Genes e elementos cis-
atuantes representando sequéncias homologas ou func¢des similares entre
0s sistemas sao apresentados em cores similares (Adaptado de Riboldi et
al., 2009b).

A E. coli apresenta duas maquinarias de formacéo de cofatores [Fe-
S], a maquinaria housekeeping (ISC) e a especializada em eventos de
estresses oxidativo e por deplecdo de ferro (SUF). Brevemente, o operon
sufABCDSE é controlado por 4 reguladores de estresse oxidativo: IscR, OxyR,
IHF (do inglés Interaction Host Factor) e regulador da captura de ferro Fur (do
inglés ferric uptake regulator) (Outten et al., 2004). Condi¢des intracelulares de
limitacdo de ferro ou estresse oxidativo e consequente esgotamento de
cofatores [Fe-S] levam a ativacdo de sufABCDSE. Neste caso, o repressor Fur
diminui sua afinidade de ligacdo e facilita a ligacdo da apo-IscR (Schwartz et
al., 2001).

A inducdo do operon SUF em resposta a limitacdo de ferro é
dependente da proteina reguladora global Fur, cuja ligacdo do elemento Fe*?
reprime genes relacionados a aquisicdo de ferro em condi¢cdes celulares
normais. Na condicdo de deplecdo celular de ferro, ocorre a perda da
repressdo e aumento da transcricdo de genes adaptativos a auséncia de ferro.

Cofatores [Fe-S] sofrem ataque de elementos oxidativos levando a destruicéo
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do cofator e perda de Fe*?, o qual age como combustivel para a reacdo de
Fenton e formacdo de ROS comprometendo enzimas e fatores proteicos
contendo cofatores [Fe-S], além de promover danos ao DNA. Genes do operon
SUF apresentam-se induzido em presenca de elementos geradores de radical
superoéxidos e/ou peroxido de hidrogénio, e estdo sob controle dos reguladores
responsivos a estresse oxidativo (Outten et al., 2004; Yeo et al., 2006; Lee et
al., 2008).

Pelos estudos realizados por Riboldi e colaboradores (2009), foi
observado em E. faecalis um aumento de expressdo nos genes fur e oxyR sob
condicbes de estresse oxidativo e deplecdo de ferro, acompanhado do
aumento na transcricdo do operon. Visto que SUF corresponde a Unica
maquinaria presente neste organismo, sua transcricao deve ter papel constante
e possuir um mecanismo diferenciado ao proposto para E. coli. A proteina Fur
poderia estar atuando de maneira diferenciada devido a homeostase dos
cofatores [Fe-S] na célula, podendo estar envolvido em outros processos
celulares. Além disso, o gene fur é induzido por OxyR em resposta a H,O, e
esta envolvido em diminuicdo do uptake de ferro para atenuar problemas
relacionados a reacdo de Fenton, o que poderia explicar a associacao de
inducdo de ambos os elementos. A necessidade de uma proteina acessoria
para OxyR corrobora a ideia de que deve haver um terceiro fator que
competiria com Fur, visto que sufCDSUB € a maquinaria housekeeping para o
E. faecalis, e sua repressao néo seria vantajoso para a celula.

Apesar de estarem envolvidos na biossintese de cofatores [Fe-S],

estes reguladores também sdo importantes para 0s processos de viruléncia em
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varios organismos, indicando uma possivel ligacdo entre os controles de
transcricdo dessas duas vias bioquimicas, pois ja foi descrito em E. coli que em
condicoes de estresse, a maquinaria SUF € escolhida em relagédo a ICS (Ezraty

et al., 2013).



CAPITULO 3. MATERIAL E METODOS

Os materiais e 0os métodos especificos para cada um dos
experimentos desenvolvidos nesta pesquisa estdo descritos nos respectivos
artigos, apresentados no capitulo 4 desta Tese (RESULTADOS).

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul nos Laboratorios de Micologia Ambiental (Lab. 209) e de Virologia
(Lab.208) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratério de Cocos Gram-
Positivos da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

(UFCSPA).



CAPITULO 4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estédo apresentados na forma de artigos
cientificos. Os subtitulos deste capitulo correspondem aos titulos do artigo
publicado e do artigo formatado de acordo com as normas do periddico

escolhido para submisséao.
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4.1 Detection of vanC; gene transcription in vancomycin

susceptible Enterococcus faecalis.

de Moura TM, Cassenego AP, Campos FS, Ribeiro AM, Franco AC, d'Azevedo PA,
Frazzon J, Frazzon AP. Detection of vanCl gene transcription in vancomycin-

susceptible Enterococcus faecalis.

Mem Inst Oswaldo Cruz. 2013 Jun;108(4):453-6. doi: 10.1590/S0074-

0276108042013009.

Abstract

Here we report the presence and expression levels of the vanC; and vanC ;)
genes in vancomycin-susceptible strains of Enterococcus faecalis. The vanC;
and vanC 3 genes were located in the plasmid DNA and on the chromosome,
respectively. Specific mMRNA of the vanC; gene was detected in one of these
strains. Additionally, analysis of the vanC gene sequences showed that these
genes are related to the vanC genes of Enterococcus gallinarum and
Enterococcus casseliflavus. The presence of vanC genes is useful for the
identification of E. gallinarum and E. casseliflavus. Moreover, this is the first

report of vanC mRNA in E. faecalis.
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Detection of vanC, gene transcription in
vancomycin-susceptible Enterococcus faecalis
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Here we report the presence and expression levels of the vanC, and vanC,; genes in vancomycin-susceptible
strains of Enterococcus faecalis. The vanC, and vanC,,; genes were located in the plasmid DNA and on the chromo-
some, respectivelv. Specific nRNA of the vanC, gene was detected in one of these strains. Additionally, analysis of
the vanC gene sequences showed that these genes are related to the vanC genes of Enterococcus gallinarum and
Enterococcus casseliflavus. The presence of vanC genes is useful for the identification of E. gallinarum and E. cas-
seliflavus. Moreover, this is the first report of vanC mRNA in E. faecalis.

Key words: Enterococcus faecalis - vancomyein resistance - vanC gene - horizontal gene transfer

Enterococcus faecalis is part of the normal micro-
biota inhabiting the gastrointestinal tract of humans and
animals and it is also present in soil, plants and food
(Moreno et al. 2006. Riboldi et al. 2008, Cassenego et
al. 2011). This pathogen is responsible for serious health
problems and causes the majority of human enterococcal
infections (Franz et al. 2003). An important feature of
this species is its resistance to a wide range of antimi-
crobial agents. Animals may be an important reservoir
of vancomycin resistant enterococci (VRE) because of
the possibility of resistance genes being transferred to
the human gut bacteria through the food chain and/or
animal husbandry (Poeta et al. 2005).

Nine VRE genotypes have been described in ente-
rococei (vand. -B. -C. -D. -E, -G. -L. -M and -N). These
genes encode intrinsic or acquired resistance determi-
nants that result in changes in the peptidoglycan bind-
ing site and significantly reduce the strength of vanco-
mycin binding (Courvalin 2006, Boyd et al. 2008, Xu et
al. 2010. Lebreton et al. 2011). The VanC phenotype is
chromosomally encoded by the vanC, and vanC, , genes,
which are intrinsic to Enferococcus gallinarum and
Enterococcus casseliflavus, respectively, and therefore
can be used for species identification (Park et al. 1997,
French 1998. Ramotar et al. 2000, Courvalin 2006).
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These genes confer low-level resistance to vancomycin
(2-32 pg/mL) and susceptibility to teicoplanin (0.5-1 ng/
mL) (Dutka-Malen et al. 1992, 1995, Navarro & Courva-
lin 1994, Courvalin 2006).

The vanC, gene was recently detected in a vanco-
mycin-susceptible strain of E. fuecalis (Schwaiger et
al. 2012). Here we report the presence of the vanC, and
vanC,, genes and evaluate the expression of vanC genes
by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) in E. foecalis 1solates that were obtained from
cloacal swabs of broilers: these strains were previously
classified as vancomycin-intermediate resistant (Cas-
senego et al. 2011).

MATERIALS AND METHODS

E. faecalis strains - A total of 29 E. faecalis isolates
from cloacal swabs of broilers that were classified as
vancomycin-intermediate resistant by the disk diffusion
method were screened for the presence of van genes by
PCR (data not shown): three isolates (CB 114. CB 356
and CB 378) that were positive for the vanC gene were
chosen for this study. The isolates were biochemically
classified as E. faecalis, which was confirmed by PCR
using species-specific primers for the D-alanine-D-ala-
nine ligase (drﬂ)Eﬁrmm gene (Depardieu et al. 2004). The
strains were also tested to exclude the species E. casseli-
flavus and E. gallinarum by PCR using the species-spe-
cific primer pairs CA//CA2 and GA1/GA?2, respectively
(Jackson et al. 2004).

Determination of the minimal inhibitory concentra-
tion (MIC) of vancomycin - The MIC of vancomycin was
determined by the broth microdilution method (BMM)
(0.125-32 ng/ml) according to the Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI 2010) and by the Epsi-
lometer-test (E-test) (0-256 pg/mL) (bioMérieux®). fol-

online | memorias.ioc.fiocruz.br
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lowing the manufacturer’s recommendations. All tests
were performed in triplicate and the E. faecalis strains
ATCC 29212 (vancomycin-susceptible) and E. faecalis
ATCC 51299 (resistant to vancomycin) were used for
quality control.

Extraction of DNA and PCR assays - Genomic DNA
was extracted following the standard method of phenol
(Invitrogen) extraction and ethanol (Pro Analysis) pre-
cipitation (Sambrook & Russell 2001) with minor modi-
fications, as previously described (Moura et al. 2012).
Plasmid DNA was extracted using standard miniprep
methods (Sambrook & Russell 2001). The species iden-
tification of the E. faecalis isolates was confirmed by
PCR using species-specific primers for the ddl . .
gene (Depardieu et al. 2004). E. faecalis ATCC 55299
and Enterococcus faecium ATCC 53519 were used as
positive and negative control strains, respectively. All
strains were retested for the presence of vand, vanB and
vanC, . by PCR. The oligonucleotides and PCR con-
ditions used in this study for vand and vanC, (Dutka-
Malen et al. 1995). vanB (Depardieu et al. 2004) and
vanC,, (Satake et al. 1997) followed those reported by
their respective authors. Reactions were performed in
an Eppendorf Mastercycler thermal cycler under the fol-
lowing cycle conditions: 3 min at 94°C, 30 cycles of 1
min at 94°C. 1 min at 50°C (vand) or 54°C (vanB and
vanC),,) and 1 min at 72°C and 5 min at 72°C.

RNA extraction and analvsis of vanC gene expres-
sion by RT-PCR - Briefly. 500 pL of overnight culture
was inoculated into 50 mL 2xYT broth and incubated
with agitation at 37°C to an optical density at 600 nm of
0.3. A 3 mL aliquot was harvested by centrifugation for
10 min at 10.000 g, the supernatant was discarded and
total RNA was extracted using TRIzol® (Invitrogen®).
following the manufacturer’s protocol. The total RNA
was treated with RNase-free DNase I (Fermentas®) ac-
cording to the manufacturer’s recommendations.

Complementary DNA (cDNA) was synthesised from
1 ug of high-quality total RNA (A, . of 1.80-2.0).
following the manufacturer’s instructions (High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit. Applied Biosystems®).
Reverse transcriptase was omitted from the negative
control. The ¢cDNAs were used in the PCR amplification
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of the vanCyandvanC,, genes in a final volume of 25 pL.
The ¢DNAs were also used for PCR amplification of the
16S tRNA gene (Medeiros et al. 2010).

Sequencing of samples - To confirm the presence
of ddi_ frgcats vanC, and vanC,,. the amplified products
were submitted to nucleotide sequence analysis. The
primers and PCR followed the protocols previously de-
scribed (Dutka-Malen et al. 1995, Satake et al. 1997, De-
pardieu et al. 2004). The DNA fragments were purified
using an Illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Pu-
rification kit (GE Healthcare-Buckinghamshire, United
Kingdom). Sequencing was carried out with the Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Ap-
plied Biosystems) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Ana-
lyzer (ABI). according to the manufacturer’s protocol.
The nucleotide sequences obtained were compared with
homologous nucleotide sequences deposited in the Gen-
Bank database using the Basic Local Alignment Search
Tool (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

RESULTS

Three E. faecalis isolates (CB114, CB356 and CB378)
were identified by a PCR strategy using species-specific
primers to amplify the 475 bp ddl; necalis 250€ (data not
shown). Moreover, the isolates were negative for the spe-
cies E. casseliflavus and E. gallinarum.

The MIC determined by E-test exhibited an elliptical
zone of inhibition within the range of 1.50-4.0 ng/mL
and the strains were reclassified as vancomycin-suscep-
tible (= 4.0 pg/mL). The BMM showed a MIC ranging
from 4.0-1.0 ng/mL and all strains were also reclassified
as vancomycin-susceptible by this method (Table).

All isolates were positive for the vanC, gene and the
strains CB356 and CB378 harboured both the vanC, and
vanC,, genes. The vanC, gene was detected in plasmid
DNA and the vanC,, gene was present in the chromo-
somal DNA (data not shown).

DISCUSSION

The detection of more than one van-type gene in an
Enterococcus strain has been reported in other stud-
ies. including the presence of vanC, + vand or vanC, +
vanB (Elsayed et al. 2001, Hassan et al. 2008). None of
the strains tested positive by PCR for the vand or vanB

TABLE

Phenotypic and genotypic characteristics of Enterocoeccus faecalis vanC-type isolates from cloacal swabs of broilers

Phenotype® Genotype
Isolate E-test BMM ddl vanAd vanB vanC, vanC,,
CBI114 3.50 pg/mL 4.0 pg/mL + - - + -
CB356 2.25 ng/mL 1.0 pg/mL + - - + +
CB378 2.50 ng/mL 1.0 pg/mL + - - + +
Parameters <4 pg/mL® =4 ng/mL°®

a: average values of triplicates: b: sensitive according to manufacturer: ¢: sensitive according to CLSI-M100-520: BMM: broth
microdilution method: ddi: D-alanine-D-alanine ligase: E-test: Epsilometer-test.
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gene. The presence of the vanC, gene in vancomyein-
susceptible E. faecalis strains isolated from pig manure
samples was first described in Germany (Schwaiger
et al. 2012). The detection of these vanC genes in E.
faecalis is remarkable because they are thought to be
intrinsic to E. gallinarum (vanC)) and E. casselifla-
vus (vanC,,;) and the vanC operon is chromosomally
located in a transferable region. such as a transposon
and/or integron (Dutka-Malen et al. 1992, Navarro &
Courvalin 1994, Patel et al. 1997, 1998. Depardieu et
al. 2004, Fisher & Phillips 2009). E. faecalis may have
acquired vanC genes by horizontal transfer from E. gal-
linarum and E. casseliflavus. two natural inhabitants of
the poultry gut. This flow of the vanC gene between
species is important because the presence of this gene
is often used to identify species and therefore, errone-
ous identification of species may be occurring. Further-
more, this flow also emphasises that the chromosomal
location of a gene in intrinsically resistant strains does
not necessarily protect against transfer to other species.
thereby contributing to the diversification of species
(Schwaiger et al. 2012).

RT-PCR  experiments detected vanCj-specific
mRNA in only one strain (CB356) and did not detect
vanC,, mRNA (data not shown). Recently. a study us-
ing real-time RT-PCR assays also failed to detect a
corresponding vanC, transeript in a VanC, genotype-
positive strain (Schwaiger et al. 2012). A possible ex-
planation for this result could be that a non-functional
vanC gene cluster has been transferred from the bacte-
rial community to CB114 and CB378 or it could reflect
the action of a failed recombination event that inserted
a non-functional gene and removed beneficial DNA
(Lawrence et al. 2001).

The three partial dd!E_fmam. vanC,and vanC,, gene
sequences were deposited in GenBank (accessions
JX220983. JX220984 and JX220985. respectively).
The alignment of the sequences showed 99% identity
to dd!E_faemlfs of E. faecalis (GenBank ID U00457), 99%
to vanC, of E. gallinarum (GenBank ID EUI151770)
and 99% to vanC,; of E. casseliflavus (GenBank ID
EU151764). respectively.

In conclusion. we have reported the first identifica-
tion and mRNA expression of the vanC gene in a van-
comycin-susceptible E. faecalis strain that was isolated
from cloacal swabs of broilers in Brazil. Our results sug-
gest that E. faecalis may have acquired the vanC genes
by horizontal transfer from E. gallinarum and E. casse-
liflavus. These results are significant because the detec-
tion of the vanC gene is a useful tool for the detection
of E. gallinarum and E. casseliflavus. We recommend
that the vanC,and vanC,, genes be used with caution as
species-specific markers.
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SUMMARY

The exposure to subinhibitory concentrations (SIC) of antimicrobials may alter the
bacterial transcriptome, however the effect of vancomycin on the expression in
vancomycin resistant enterococci (VRE) isolates has not been reported. The aim of this
study was to analyze the expression of 9 virulence-related genes and the biofilm
formation of VRE isolates from urinary tract infection in the presence of SIC
vancomycin. We observed, for the first time, that the presence of SIC vancomycin has
not influenced on the biofilm formation but it was able to modulate the virulence genes

in vitro tested.

Keywords: VRE; vancomycin; SIC; biofilm; expression
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INTRODUCTION

Enterococcus faecalis is part of the normal human microbiota and has been considered
as the fifth pathogen associated with Healthcare-Associated Infections (Sievert et al.
2013). This species present a complex virulence arsenal, which include biofilm
formation and expression of surface adhesion components. The ability of E. faecalis to
adhere and develop biofilm in different medical devices, such as ureteral stents and

catheters, is probably associated to its potential to cause urinary tract infections (UTI)
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and other infections, moreover evidence suggests that in human urine biological signals
may play an important role in modulating virulence (Mohamed & Huang 2007).

The biofilm on plastic surfaces operon (bopABCD) has been showed to be essential for
biofilm production system (Qin et al. 2001, Hufnagel et al. 2004). The adhesin collagen
protein (ACE) and aggregation substance protein (ASC10) are well-Known proteins
that also play an important role in biofilm production (Waters and Dunny et al., 2001;
Chuang-Smith et al., 2010).

In enterococci, the sulfur assimilation system (SUF) is responsible for the iron-sulfur
([Fe-S]) cluster biogenesis and it is essential for survival, especially during aerobic
growth or under conditions of oxidative stress, SUF is associated with virulence,
moreover is the only system for the synthesis of iron-sulfur proteins in enterococci
(Riboldi et al. 2009). The SUF operon is controlled by the regulatory protein sensor for
oxidative stress (OxyR) essential for the oxidative stress response, and by the ferric
uptake regulator (Fur) involved in a variety of cellular processes such as acid tolerance,
virulence, production of toxins, flagella chemotaxis and metabolic pathways (Giel et al.
2006).

Vancomycin resistant enterococci (VRE) have emerged as important nosocomial
pathogens worldwide (Cetinkaya et al. 2000) and the vanA genotype has been shown to
be the most widely distributed and confers high levels of resistance (Arthur et al. 1996,
Arthur & Quintiliani 2001, Courvalin 2006). Vancomycin acts as a signal molecule that
is detected by a membrane-associated domain which is a sensor the presence of
glycopeptides in the culture medium resulting in transcriptional activation of regulatory

and resistance genes, and it has been shown that the presence of vancomycin in the
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medium is essential for the expression of van genes (Arthur & Quintiliani 2001,
Courvalin 2006, Hughes 2003).

Clinical use of vancomycin is a subject of major concern, as it requires continuous
monitoring of seric concentration of the drug - approximately 15 mg/d. Sometimes, due
to the complex pharmacokinetics of vancomycin, this value is not achieved and the
patients became submitted to subinhibitory concentrations. An increased report of
vancomycin failure and poor outcomes has been observed. It is well-established that
under this condition there is higher probability of selecting resistant or heteroresistant
isolates (van Hal & Fowler, 2013). Studies have shown that exposure to subinhibitory
concentrations (SIC) of antimicrobials could alter the transcriptomic and phenotypic
response of pathogenic bacteria (Cargill & Upton 2009, Kaplan et al. 2011, Romero et
al. 2011). However, weather this condition affect virulence remains unclear. There are
no reports about the effects of vancomycin on the gene expression of enterococci. The
aim of this study was to investigate the biofilm formation and the expression of
virulence-related genes of one E. faecalis VRE strain from urinary tract infection (UTI)

in the presence of subinhibitory concentration vancomycin.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and determination of the minimal inhibitory concentration (MIC)
to vancomycin

Bacterial strains used in this study are listed in Table 1. Genomic DNA was extracted
(Moura et al. 2012) and the species were confirmed (Depardieu et al. 2004) as well as
the presence of the vanA gene (Dutka-Malen et al. 1995). The minimal inhibitory

concentration (MIC) to vancomycin was verified by Epsilometer-test method (256 pg —
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bioMérieux®) and by the broth microdilution method (48 - 1024 pg/ml — Sigma-

Aldrich®) according to CLSI (CLSI 2013).

Growth conditions

The growth capacity of four Enterococcus faecalis strains was examined but one of
these strains was selected for transcriptional profiling based on their growth curve. For
others experiments all E. faecalis strains were streaked on a TSB agar and incubated at
37°C over night (ON). Four individual colonies were then inoculated into the same tube
of 5 ml 2xYT broth [1% (w/v) yeast extract, 1.6% (w/v) tryptone and 1% (w/v) NaCl]
and grown ON without shaking at 37°C. For growth in urine, human urine was collected
from six healthy men and women volunteers who had no history of UTI or antibiotic
use in the last 6 months. The urine was pooled, centrifuged at 6000xg and sterilized
twice by filtration (0.45 — 0.22 pm-pore size TPP®) and added randomly in different
concentration into the 2xYT broth: 50% of urine (2xYT-U50), 25% (2xYT-U25), 12%
(2xYT-U12), 10% (2xYT-U10), 8% (2xYT-U8), 6% (2xYT-U6), 4% (2xYT-U4), 2%
(2xYT-U2). The control broth did not contain urine (2xYT) and was also tested urine
pure. The concentration of vancomycin chosen for these assays (64 pg/ml) was based
on the range of 64-1000 pg/ml, which reference high level resistance (Leclercq et al.,

1988; Arthur et al, 1996a; Courvalin, 2006).

Growth measurement
The E. faecalis strains were pre-cultured as described above. Growth curve assays were
measured in spectrophotometer and performed in triplicates with a total volume of 500

pl bacterial inoculum inoculated in 50 ml in both 2xYT and 2xYT-U10 broth.. Cultures
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were incubated with shaking at 37°C and optical density 600 nm (OD600) was

measured at 30-min intervals for 9 hours.

Biofilm formation assay

The isolates were previously inoculated on plates containing 2xYT agar and incubated
35 °C overnight. The cultures were diluted in 0.9 % saline up to 0.5 McFarland
Standard. Eight wells of a 96-well flat-bottomed plate assay (Nest Biotechnology
Co.,LTD) were filled with 20 ul of bacterial suspension each. (i) Drug-Free Condition
(DFC) and (ii) Vancomycin Condition 64 pg/ml (VC) were tested in ten different
conditions: broth control, pure urine and 50% - 2% of urine (2xYT-U2). The isolates
were grown at 35 °C for 16 h and were analyzed for their ability to form biofilm
followings the protocol previously described (Stepanovic et al. 2000). Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 was used as a positive control (strong adhesive). The ODyso
of each well was measured using an Anthos 2010 Microplate Reader (Biochrom®) and
all tests were carried out in triplicates. Paired t-test was used to compare the absorbance

values of biofilm formers (p-value < 0.05).

Transcriptional analysis of gene expression

The strain UT1-2389 was randomically selected to perform gPCR assays. Eleven genes were
analyzed by gPCR, including two housekeeping genes (tuf and 23S), and the sequences
of the oligonucleotides used in this study are described in Table 1. Three independent
500 pl overnight growth cultures grown at 35°C in 2xYT-U10 were inoculated in 50 ml
of 2xYT-U10 (DFC) and 50 ml of 2xYT-U10 contains 64 pug/ml of vancomycin (VC).

Total RNA was collected at early-exponential phase (ODgsonm 0.3) and extracted with
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TRIzol® (Invitrogen) following the manufacturer's protocol with minor modifications
previously described (Moura et al. 2013). Next, RNA was treated with DNase | (RNase-
free) (Fermentas®) and quantified in BioSpec-nano (Shimadzu®), the complementary
DNA (cDNA) was synthesized using random primers (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystems®). Quantitative PCR was performed in a final
volume of 20 pl containing 0.2 pMol of each primer (Invitrogen®), 1x Fast EvaGreen®
gPCR Master Mix (Biotium®), deionized water (Milli Q plus, Millipore®) and 100 pg
cDNA. Reactions were performed in Eco™ Real Time PCR System (lllumina®) under
universal cycling protocol. The NormFinder analysis (Andersen et al. 2004) was used to
estimate the stability of the23S and tuf genes, which were used to normalize the
difference in gene expression. Differential expression was calculated by the Pfaffl

method (Pffal 2001) and the Paired t-test was performed in Excel (p-value < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

As far as we know, this is the first study evaluating the influence of vancomycin
subinhibitory concentration in the biofilm formation and expression of virulence-related
genes.

The results of the phenotypic and genotypic testing of the strains used herein are shown
in Table 1 and Figure 1. Analyzing the effect of urine on biofilm formation we detected
that all VRE strains were able to grow in concentrations from 50-2% urine but not in
pure urine. However, the isolate UTI-2389 showed the highest OD value. No significant
association between biofilm formation and different urine concentrations was observed
(p-value < 0.05). In our case, this results would be explained due to the restriction in the

in vitro environment, which we don't have other components from urinary system in
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vivo, like urothelial cells, glucose, mineral salts and albumin. This behavior goes in
contradiction with what is proposed by Shepard & Gilmore (2002) which suggesting
that in human urine there are biological signals that may play an important role in
modulating virulence in enterococci infection sites. Furthermore, it is known that
growth in urine is able to modulate the expression of genes which are important in the
uropathogenesis of E. faecalis strains.

The results on the biofilm assay showed that all strains were classified as “non-
adherent” in both DFC and VC conditions. Kaplan et al. (2011) shown maximal biofilm
induction at a concentration of 3/4 MIC, nevertheless, Cargill and Upton (2009) utilized
vancomycin at concentrations that were <1/2 MIC and they found little or no effect on
Staphylococcus epidermidis biofilm formation. Although we have no knowledge about
the action of vancomycin on biofilm formation in VRE strains, we can infer that the
low-concentration of vancomycin used in our study (1/6 MIC) produced no effect on
biofilm formation.

Based on the results presented in the biofilm assays we chose the strain UTI-2389 and
the concentration of 10% urine (2xYT-U10) in the growth medium to perform qPCR
assays. The data was obtained on the relative quantification of mMRNA amount is shown
in Table 3. A significant increment of vanA expression in VVC condition (p < 0.05) was
detected. Since this gene was previously described as vancomycin-inducible (Courvalin
2006), we confirmed the up and downregulation of all the selected genes.

In our study, the genes of the bop operon were partially regulated in the presence of
subinhibitory concentrations of vancomycin. The presence of antibiotics in the growth
medium was able to significantly increase the expression of bopA and bopC genes,

however about the expression of bopB and bopD genes the vancomycin caused a slight
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downregulation. The partial regulation of the bop operon in VRE strain has also been
reported (Vebg et al. 2010) under normal growth conditions without antimicrobial
agents. This suggests that this operon can actually behave irregularly even in normal
growth conditions. A previous study evaluated the effect of plant-derived antimicrobials
on Listeria monocytogenes and detected a partial regulation of operon agrABC (quorum
sensing-related) (Upadhyay et al. 2013).

Two other proteins involved in biofilm production and pathogenesis in enterococci are
ACE and ASC10. In our experiment, the regulation of ace and asc10 genes was not
significantly altered, the ace expression was downregulated and the ascl0 was
upregulated. These results suggest that subinhibitory concentrations of vancomycin do
not have an appreciable effect on gene expression of ace gene. Nallapareddy and
Murray (2006) found a higher expression of ace gene in E. faecalis during mid-
exponential and entry into stationary growth phase at 46 °C in normal growth
conditions. However, at 37 °C, the expression was barely detected at the mid-
exponential and late exponential phases and was not detectable in cells at stationary
phase, suggesting that the ace transcription is very low during standard in vitro growth
conditions. Lebreton et al. (2009) characterized the promoter region of ace and
identified that this gene is directly regulated by the enterococcal Enterococcus
Regulator of Survival (Ers), and the transcription of ACE appears to be induced by the
presence of bile salts, probably through the suppression of Ers. On the other hand, the
acs10 gene was induced by vancomycin. The prgB gene from E faecalis is located in
pCF10 conjugative plasmid; wich encodes the surface protein ASC10. The peptide
pheromone cCF10 is an intercellular signal for induction of conjugative transfer of

plasmid pCF10 (Hedberg et al. 1996). It is known that antibiotics act as signaling
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molecules; it is possible that the glycopeptide may have acted as a signal, inducing the
expression of asc gene.

We detected a minor downregulation of the oxyR gene expression. In E. faecalis, during
intracellular oxidative stress, the SUF system is induced by OxyR, but it also requires
the expression of the integration host factor (Riboldi et al. 2013). In this in vitro study
no formation of H,O, was observed and there were no integration host factors; this may
be one of the reasons for the lack of the stimulation of the oxyR gene. Regarding the
expression of fur gene, it was upregulated significantly. Considering that the
concentration of iron did not suffer alterations during the experiments was not tested in
this study, we can infer that there is other form of regulation of this gene further the
condition of cellular iron, because the stress caused by vancomycin promoted an
overexpression of this gene. Another suggestion is that the fur may be operated in a
different way due to homeostasis of cofactors (Fe-S) in the cell, and may be involved in
other cellular processes, since the SUF system is the housekeeping machinery for E.
faecalis and its suppression would not be advantageous to the cell.

The mechanisms of transcriptional modulation is not yet known, but may involve
bacterial stress responses and/or the disturbance and subsequent compensation of
metabolic networks as a result of subtle interference with ribosome function (Tsui et al.
2004). In addition, vancomycin, due to its toxicity, is able to interfere in the modulation
of genes in eukaryotic organisms (Dieterich et al. 2005).

We present here for the first time, data related to the behavior of VRE strain in the
presence of subinhibitory concentration of vancomycin. The nine genes evaluated in
this work are related to virulence factors often present in E. faecalis. Although there

was an increase in the expression of some genes of VRE in the presence of the
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vancomycin, no difference in the phenotype of the strain was observed in in vitro tests.
However, this study showed that vancomycin is capable of interfering with modulation
of virulence-related genes of VRE.

In conclusion, we observed for the first time that the presence of vancomycin is capable
of interfering with gene modulation but not in phenotype of VRE from UTI in in vitro
test. Vancomycin was able to induce significantly the expression of vanA, bopA, bopC
and acs10 genes involved in adhesion cellular but not on the biofilm formation. In the
SUF regulation system vancomycin induced the expression of the fur gene, suggesting
that fur gene may be involved in other cellular processes, since the SUF system is the
housekeeping machinery of E. faecalis. Although the data presented here relate to in
vitro, assays, it is possible the vancomycin may be contributing to the increase in the
expression of virulence factors in vivo leading to worse of clinical outcomes, and can
contribute to the selection of vancomycin-resistant strains. Despite these changes,
vancomycin did not alter the phenotype of the strains that were considered "non-
adherent".

Limitations of this study: The strains had previous isolation and identification in the
local hospital, so we have no records about the patients nor the use treatment as well as
clinical outcome. Our main interest was to observe the behavioral response of a clinical
VRE strain against vancomycin, for this reason we did not test with other antimicrobials
or a comparison with a reference strain. In vitro experiments may not effectively
represent the complex in vivo conditions during an enterococcal urinary tract infection.
Many other signaling molecules may modulate in vivo enterococcal virulence.
However, other studies in vitro and in vivo with higher bacterial population should be

undertaken to strengthen our findings.
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Table 1. Bacterial strains used in this study.

Molecular _ o
) o Resistance characteristics
) Isolation Identification
Strain  Country Source ] Year i .
Site Species vanA  E-test® (ug/ml) MIC® (ug/ml)
gene

1950 Porto Alegre Hospitalized patient PSC Urine 2001  E.faecalis  Positive >256 384
1953 Porto Alegre Hospitalized patient PSC Urine 2001  E.faecalis  Positive >256 384
2319 Porto Alegre Hospitalized patient HSR Urine 2002  E.faecalis  Positive >256 384
2389 Porto Alegre Hospitalized patient PSC Urine 2002  E.faecalis  Positive >256 384

PSC = Pronto Socorro Central, HSR = Hospital Santa Rita; VVan = Vancomycin; a = according to manufacturer bioMérieux®; b = according to CLSI
013.



Table 2. List of genes and primers used for real-time quantitative PCR.
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Gene (LocusTag) Primer Primer sequences (5’ — 3°) Reference
23S ribosomal RNA (Ef23SA) 23S 23S _F? TGGAAGGTTAAGAGGATGGG This work
23S R GGAACTTACCCGACAAGGAA
Elongation factor Tuf (EF0201) tuf tuf_F TTATCGCAGGTTCTGCTTTG This work
tuf R GAATACGTCTTCGACTGGCA
Collagen adhesin protein (EF1099) ace ace_F AAAGCAGCCAACCAGAAGTT This work
ace_ R TCTGTTGTGCCGTTCTCTTC
Aggregation substance proteins ascl0 asc_F CGGTACAGTTGGCAGTGTCT This work
(pCF10_16) asc_R CGTGTCCAACACATCATTCA
Maltose phosphorylase (EF0957) bopA bopA_F CTGCTGAATTAGGCATGGAA This work
bopA_R CAATCGCTAGCCAACTACCA
Beta-phosphoglucomutase (EF0956) bopB bopB_F CTGGGATTCAAGCGATTCTT This work
bopB_R CCTTCATGATCAAGCCACAC
Aldose epimerase (EF0955) bopC bopC_F TTAACCGACACCATTTCTGG This work
bopC_R GTAGGCGTGGTTCGTAGGAT
Lacl family sugar-binding bopD bopD_F CAACTTGCGCAAATCTATGG This work
transcriptional regulator (EF0954) bopD_R ATCGCCATTCGACCTAATTC
FUR family transcriptional regulator fur fur_F CCAAACACTTTCACCACCAT This work
(EF1525) fur_R TTTGCTCTACTTCACCAAGCA
OxyR family transcriptional regulator oxyR oxyR_F TCTCGACAAGCACAAGTTCC This work
(EF2958) oxyR_R ACCTAGCCCAGCTTCTACCA
Vancomycin resistance (M97297.1) vanA vanA_F TAATTGAGCAGGCTGTTTCG This work
vanA_R TACTGCAGCCTGATTTGGTC

a: primer sense, b: primer antisense. The primers were designed by bioinformatics tool (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer)
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Table 3. ACt and ratio values of expression to some genes from VRE grown in
2xYT/Urina in drug-free condition (DFC) and vancomycin condition (VC) in

quantitative PCR assay, by Pfaffl mathematical model.

Genes ACt E ratio (R)
Virulence related-genes
vanA 5.93 2.02 49.71 (£7.25)*
bopA 6.28 1.94 49.06 (£7.16)*
bopB -0.07 2.04 -0.81 (£0.12)
bopC 3.38 1.90 6.79 (£0.99)*
bopD -1.39 2.06 -2.11 (20.31)
ace -6.03 1.90 -37.48 (£5.47)
ascl10 1.91 1.94 2.76 (x0.40)
Regulatory systems
fur 7.55 1.90 98.65 (+14.39)*
oxyR -0.56 1.89 -1.10 (x0.16)
Reference genes
tuf -0.17 1.98 na
23S 0.61 1.96 na

Ct = Cycle Threshold; E = efficiency of the reaction (primers); R = the relative expression ratio
is the average value of the normalized based on the reference genes; *Statistical difference in

the amount of transcripts (p<0.05); na = not apply.
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Figure 1. Growth Enterococcus faecalis in 2xYT and 2xYT supplemented with urine.
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Characterization of growth of E. faecalis VRE clinic isolate in 2xYT broth (black line)
and 2xYT broth with 10 % urine (grey line). The growth curves are represented by the
absorbance value (ODgoonm) ON the Y-axis, and hours as indicated on the X-axis. The
growth curves correspond to the mean of triplicates + STD of two parallels.



CAPITULO 5. DISCUSSAO GERAL

Neste capitulo optamos por apresentar consideracdes que julgamos
relevantes em complementacdo ao contetdo ja publicado no Artigo 1. Em
relacdo ao Artigo 2, em construcdo, levantaremos pontos mais amplos néo

discutidos na versao aqui apresentada.

e Referente ao artigo 1. Detection of vanC; gene
transcription in vancomycin susceptible Enterococcus
faecalis.

A presenca do gene vanC; em E. faecalis vancomicina-sensiveis,
isoladas a partir de amostras de estrume de porco foi descrita pela primeira vez
na Alemanha (Schwaiger et al., 2012). A deteccdo desses genes em vanC em
E. faecalis € importante, porque estes genes, em principio, seriam intrinsecos
as espécies E. gallinarum (vanC,) e E. casseliflavus (vanC;;3). Todavia, como o
operon vanC esta localizado em uma regido transferivel, como um transposon
e/ou integron, o E. faecalis pode ter adquirido os genes vanC por transferéncia
horizontal daquelas espécies habitantes naturais do intestino de aves. Este
fluxo de transferéncia enfatiza que a localizacdo cromossémica de um gene em

isolados intrinsecamente resistentes ndo necessariamente protege contra
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transferéncia para outras espécies, contribuindo assim para a diversificacdo de
espécies.

As sequencias parciais dos genes ddlgfaecais (JX220983), vanC;
(JX220984) e vanCy3 (JX220985) foram analisadas e depositadas no GenBank
com o0s respectivos numeros de acesso. Cada sequéncia de gene mostrou uma
proximidade filogenética a uma espécie diferente dentro do género
Enterococcus. Assim, a presenca destes genes em E. faecalis provavelmente
representa a aquisicdo de vanC; de E. gallinarum e de vanCys; de E.

casseliflavus.

Referente ao Artigo 2: Influence of subinhibitory concentration of
vancomycin on the expression of virulence-related genes in Enterococcus

faecalis isolated from urinary tract infections

Um estudo avaliou o efeito do tratamento com vancomicina na
expressado de genes de viruléncia em Staphylococcus aureus vancomicina-
resistente (VISA) (Chen et al., 2011) e foi demonstrado que a presenca do
antibiético foi também capaz de modular a inducdo e repressdo de genes
associados a viruléncia.

No que diz respeito aos cofatores [Fe-S], a formacao de radicais
hidroxilas danificam o DNA e as proteinas levando a morte da célula (Kohanski
et al., 2008, 2010). O efeito do tratamento com eritromicina em E. faecalis
causou um pequeno aumento no nivel de transcricdo para cofatores [Fe-S] (-

0,78 a 0 vezes) (Aakra et al., 2005). Em um estudo com E. coli (Ezraty et al.,
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2013) mostraram os cofatores [Fe-S] desempenhando um papel-chave na
resisténcia aos aminoglicosideos, afetando a sua forca motriz de prétons, que €
necesséria para o uptake de aminoglicosideos, além disso ha uma mudanca do
sistema ISC para o sistema SUF para permitir quantidades suficientes de
cofatores [Fe-S] para a sobrevivéncia. Da mesma forma, durante a limitacao de
ferro, as células tornaram-se intrinsecamente resistentes a aminoglicosideos
por esta troca de sistemas (ISC-SUF) e pela repressdao de complexos
respiratorios, concluindo que as proteinas Fe-S promovem a morte celular por
permitir a da absorcdo de aminoglicosideos.

Uma caracteristica importante da vancomicina e que nao deve ser
esquecida é sua toxicidade em humanos. Os mecanismos de toxicidade
vancomicina permanecem mal compreendidos, mas por causa de sua
toxicidade o uso é restrito a pacientes que estdo gravemente doentes ou que
tém uma hipersensibilidade demonstrada para os B-lactamicos e é uma das
dltimas linhas disponiveis de defesa contra bactérias Gram-positivas
resistentes a meticilina (Dieterich et al., 2009).

Chen et al. (2011) detectaram o aumento da citotoxicidade e
demonstraram que a vancomicina estimula o fator B (modulador de resposta
geral de stress) que esta envolvido na expressdo de genes associados a
viruléncia e ao aumento da citotoxicidade. Em outro estudo, o objetivo foi o de
obter insights sobre os mecanismos moleculares da nefrotoxicidade em nivel
gendmico: avaliar genes marcadores de leséo renal induzida por vancomicina e
comparar as respostas de expressdo génica apos a administracdo em grupos

de camundongos BALB/c tratados com diferentes doses diarias de vancomicina
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(Dieterich et al., 2009). Este estudo indicou o envolvimento do estresse
oxidativo e dano mitocondrial em lesdo renal induzida por vancomicina e
detectou uma potencial contribuicdo da via do complemento e inflamacéo na
toxicidade renal. A expressdo de varios marcadores baseados em genes
previamente identificados de toxicidade foi dramaticamente afetada pela

administracdo de dose elevada de vancomicina.



CAPITULO 6. CONCLUSOES

Respondendo aos objetivos especificos desta tese, verificamos
apenas a presenca de genes de resisténcia vanA em isolados clinicos E.
faecalis e nos isolados de animais verificamos a presenca dos genes vanC; e
vanCyys.

Verificamos que a concentracdo inibitéria minima (CIM) de
vancomicina nos isolados que portavam genes vanC foi de 1 e 4 ug/ml, sendo
considerados sensiveis a vancomicina; a CIM de vancomicina em todos
isolados que portavam o gene vanA foi de 384 pg/ml, sendo considerados
resistentes a vancomicina.

Verificamos que os isolados portadores de genes vanC
demonstraram sensibilidade a teicoplanina e os portadores de genes vanA
demonstraram resisténcia a teicoplanina.

Verificamos a presenca de transcritos dos genes vanC; e vanCy3 por
RT-PCR em E. faecalis vancomicina-susceptiveis.

Verificamos que presenca de concentracdo subinibitoria de
vancomicina foi capaz de induzir a expressdo dos genes vanA, bopA, bopC,
asclO e fur e reprimir a expressao dos genes bopB, bopD, ace e oxyR por PCR

Quantitativo (qPCR).
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Verificamos que a formacéo de biofilme em cepas clinicas EVR néo
€ alterada em diferentes concentracdes de urina, porém as cepas testadas néo
conseguiram se desenvolver em urina pura.

Verificamos que a formacao de biofilme em cepas clinicas EVR se
mantém significativamente similar na auséncia e na presenca de concentracao
subinibitéria de 64pg/mL de vancomicina.

De maneira geral, nés relatamos aqui pela primeira vez a expressao
e identificacdo de mMRNA do gene vanC em Enterococcus faecalis suscetivel a
vancomicina. Nossos resultados sugerem que E. faecalis pode ter adquirido os
genes vanC por transferéncia horizontal de E. gallinarum e E. casseliflavus
indicando que a deteccdo deste gene nao deve ser utilizado como instrumento
para a deteccao de espécies

Também relatamos pela primeira vez que a presenca de
concentragdo subinibitérias de vancomicina in vitro é capaz de interferir com a
modulacao de genes em isolados EVR, embora néo influencie sobre o fenétipo
dessas cepas. Apesar dos dados aqui apresentados serem referentes a testes
in vitro, € possivel que a vancomicina possa estar contribuindo para o aumento
na expressdo de fatores de viruléncia in vivo levando a piores resultados

clinicos.
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