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ANÁLISE TRANSCRICIONAL DOS FATORES DE VIRULÊNCIA DE 
Enterococcus faecalis  
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RESUMO 
 
Enterococcus faecalis estão entre as principais causas de infecções 
hospitalares em todo o mundo e é uma das mais importantes na área clínica 
devido à presença de inúmeros fatores de virulência que reforçam sua 
patogenicidade. Estudos mostram que concentrações subinibitórias de 
antimicrobianos podem alterar a resposta transcricional e fenotípica de 
bactérias, porém pouco se sabe sobre como a vancomicina pode afetar a 
expressão gênica nos microrganismos portadores de seus genes de resistência 
(genes van). Portanto, este trabalho objetivou avaliar presença e expressão de 
genes vanC em E. faecalis vancomicina-susceptíveis e avaliar o 
comportamento de isolados Enterococos Vancomicina-Resistentes (EVR) na 
ausência e presença de concentrações subinibitórias de vancomicina por PCR 
quantitativa. Identificamos a presença e a expressão de genes vanC em E. 
faecalis vancomicina-susceptíveis, sendo estes genes específicos para as 
espécies Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus, sugere-se que 
o E. faecalis possa tê-los adquirido por transferência horizontal. Verificamos 
que a presença de vancomicina in vitro é capaz de interferir na modulação de 
genes de virulência em isolados EVR, porém não interfere na formação de 
biofilme destes isolados. Embora os dados aqui apresentados refiram-se a 
testes in vitro, podemos inferir que os genes vanC estão sendo transferidos 
para outras espécies e que a vancomicina pode estar contribuindo para o 
aumento na expressão de fatores de virulência in vivo, levando ao 
agravamento de quadros clínicos.  
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TRANSCRIPTIONAL ANALYSIS OF THE VIRULENCE FACTORS OF 
Enterococcus faecalis 1 
 
Author: Tiane Martin de Moura  
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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. 

 



viii 

 

SUMÁRIO 

 

RELAÇÃO DE TABELAS .................................................................................... x 

RELAÇÃO DE FIGURAS ................................................................................... xi 

RELAÇÃO DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS ............................................... xii 

CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO ........................................................................... 1 

1.2 Justificativa e Objetivos Gerais ............................................................ 2 

1.2.1 Objetivos específicos ........................................................................ 3 

CAPÍTULO 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ....................................................... 5 

2.1. O gênero Enterococcus ...................................................................... 5 

2.2 Importância Clínica .............................................................................. 6 

2.2.1 Infecção do Trato Urinário ................................................................ 7 

2.3 Resistência a antimicrobianos ............................................................. 8 

2.3.1 Resistência a Glicopeptídeos - Vancomicina .................................. 10 

2.3.2 Rotas de Disseminação de EVR ..................................................... 15 

2.4 Fatores de Virulência ......................................................................... 17 

2.4.1 Adesina de colágeno de Enterococcus faecalis (Ace) .................... 18 

2.4.2 Substância de Agregação Asc10 .................................................... 20 

2.4.3 Operon bopABCD ........................................................................... 23 

2.5 Biofilme .............................................................................................. 26 

2.5.1 Etapas de Formação de Biofilme .................................................... 27 

2.6. Cofatores Ferro-Enxofre [Fe-S] – Estrutura e Função ...................... 30 

2.6.1 Maquinaria de biogêneses do cofator [Fe-S] .................................. 34 

2.6.2 Sistema SUF (sulfur assimilation) e sua regulação ........................ 35 



ix 

 

CAPÍTULO 3. MATERIAL E MÉTODOS ......................................................... 39 

CAPÍTULO 4. RESULTADOS ......................................................................... 40 

4.1 Detection of vanC1 gene transcription in vancomycin susceptible 

Enterococcus faecalis. ............................................................................. 41 

4.2 Influence of vancomycin subinhibitory concentration on the in vitro 

expression of biofilm formation and virulence-related genes in 

Enterococcus faecalis VRE ..................................................................... 46 

CAPÍTULO 5. DISCUSSÃO GERAL ............................................................... 67 

CAPÍTULO 6. CONCLUSÕES ........................................................................ 71 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................. 73 

 



x 

 

RELAÇÃO DE TABELAS 
 

TABELA Nome Pág. 

TABELA 1. Lista dos aditivos proibidos na alimentação animal e 
legislação correspondente................................................. 16 

 



xi 

 

RELAÇÃO DE FIGURAS 
 

FIGURA N° Nome Pág. 

FIGURA 1. Principais mecanismos de resistência aos antimicrobianos em 

enterococos............................................................................... 9 

FIGURA 2. Resistência a glicopeptídeos tipo VanC.................................... 13 

FIGURA 3. Cluster VanA que confere alta resistência à vancomicina......... 14 

FIGURA 4. Principais vias de transmissão hospitalar de enterococos 

vancomicina-resistentes............................................................ 16 

FIGURA 5. Representação esquemática de Ace......................................... 19 

FIGURA 6. Mapa esquemático da proteína Asc10...................................... 21 

FIGURA 7. Esquema do sistema regulatório de expressão da proteína 

Asc10......................................................................................... 22 

FIGURA 8. Representação esquemática do operon bopABCD em 

Enterococcus faecalis................................................................ 24 

FIGURA 9. Esquema do operon frs em Enterococcus faecalis.................... 24 

FIGURA 10. Operon fsrABCD mediando o controle do operon bopABCD.... 25 

FIGURA 11. Diagrama ilustrando o desenvolvimento de um biofilme........... 29 

FIGURA 12. Resumo das proteínas e estruturas associadas ao biofilme 

em enterococos......................................................................... 30 

FIGURA 13. Compostos de enxofre que utilizam a forma enxofre 

persulfidico como fonte de enxofre............................................ 32 

FIGURA 14. Cofatores [Fe-S]......................................................................... 32 

FIGURA 15. Maquinaria sufCDSUB de Enterococcus faecalis...................... 36 

 



xii 

 

RELAÇÃO DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 

%: Porcentagem 
°C: Graus Celsius 
µg: micrograma 
µL: microlitro 
µm: micrometro 
2xYT-U: Caldo 2xYT acrescido de urina 
Ace: Adesina de Colágeno de Enterococcus faecalis  
ANVISA: Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
AS: Aggregation Substance  
Asa1: Substância de Agregação Asa1 
Asc10: Substância de Agregação Asc10 
Asp1: Substância de Agregação Asp1 
ATCC: American Type Culture Collection 
BHI: Infusão de Cérebro-Coração 
Blast: Basic Local Alignment Search Tool 
BOP: Biofilm on Plastic Surfaces 
CAPES: Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 
CAUTI: catheter-associated infection urinary tract infections -  
cCF10: peptídeo feromônio do plasmídeo CF10 
CDC: Centers for Disease Control and Prevention 
cDNA: DNA Complementar 
CIM: Concentração Inibitória Mínima 
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute 
CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 
Da: Dalton 
D-Ala: D-Alanina 
D-Lac: D-Lactato 
D-Ser: D-Serina 
DFC: Drug-Free condition 
DFPA: Departamento de Fiscalização e Fomento da Produção Animal-  
DNA: Ácido Desoxirribonucleico 
EVR: Enterococos Vancomicina-Resistente 
FAPERGS: Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul. 
Fe-S: Ferro-Enxofre  
GenBank: Banco de Dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
HAI: Healthcare-Associated Infections 
ICBS: Instituto de Ciências Básicas da Saúde 
iCF10: Inibidor do feromônio cCF10 
IRAS: Infecção Relacionada à Assistência à Saúde  
ISC: Iron Sulfur Cluster 
ITU: Infecções no Trato Urinário 
KDa: Kilo Dalton 
MAPA: MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO 
mg: miligrama 
MIC: Minimal Inhibitory Concentration  
Min.: minutos 
mL: mililitro 
mM: milimolar 
MSCRAMM: Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules 
ng: Nanogramas 
NIF: Nitrogen Fixation 
nm: nanometro 
OD: Optical Density 



xiii 

 

bp: Base Pairs 
pCF10: plasmídeo CF10 
PCR: reação em cadeia da polimerase 
PF: Oligonucleotídeo ―Forward 
pH: Potencial de Hidrogênio Iônico 
PR: Oligonucleotídeo ―Reverse 
qPCR: PCR quantitativo 
RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA 
RNA: Ácido Ribonucleico 
ROS: Espécies Reativas de Oxigênio 
rRNA: Ácido Ribonucléico ribossomal 
RS: Rio Grande do Sul 
RT-PCR: PCR via Transcriptase Reversa 
SDS: Dodecil Sulfato de Sódio 
SIC: Subinhibitory Concentrations 
SS: Sequência Sinal 
SUF: Sulfur Assimilation  
TGI: Trato Gastrointestinal 
TGU: Trato Geniturinário 
UFCSPA: Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre  
UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
VAN: Vancomicina 
VC: Vancomycin Condition 

 

 



 

 

1 

CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 

 

Os enterococos constituem um grupo de microrganismos 

amplamente distribuído no ambiente e considerado comensais da microbiota 

dos tratos gastrointestinal e geniturinário, cavidade oral de humanos e animais, 

porém também são encontrados no solo, em alimentos e na água, sendo que 

algumas espécies podem causar infecções em humanos e animais.  

Enterococos são considerados patógenos oportunistas, estando 

entre as principais causas de Infecção Relacionada à Assistência à Saúde 

(IRAS) em todo o mundo. Eles fazem parte dos patógenos oportunistas mais 

frequentemente isolados de infecções da corrente sanguínea e do trato 

urinário, além de representarem a causa mais frequente de infecções em sítios 

cirúrgicos em pacientes internados em unidades de terapia intensiva.  

Dentro do gênero Enterococcus sp. as espécies Enterococcus 

faecalis e Enterococcus faecium são as espécies mais importantes na área 

clínica, no entanto E. faecalis é predominante. Este predomínio está 

relacionado à presença de vários fatores de virulência, em comparação com as 

demais espécies de enterococos, que possibilita a esta espécie vantagens no 

processo de adaptação. Fatores de virulência são estruturas, produtos ou 

estratégias que permitem a um microrganismo colonizar, invadir, evitar o 
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sistema imune e causar dano tecidual ao hospedeiro e também genes de 

resistência. Os genes de virulência podem facilmente ser transmitidos entre 

linhagens de enterococos, já que muitos residem em plasmídeos conjugativos, 

que são facilmente disseminados em um ambiente natural como o trato 

gastrointestinal.  

Tem sido observado um aumento na incidência de enterococos 

resistentes a antimicrobianos devido ao uso abusivo de antimicrobianos na 

agricultura e na clínica médica. Entre os relevantes fenótipos de resistência, 

estão os associados a níveis elevados de resistência aos glicopeptídeos, como 

a vancomicina. O número de casos de infecções envolvendo Enterococos 

Vancomicina-Resistente (EVR) vem aumentando em âmbito mundial e sabe-se 

que a maioria das infecções por este patógeno ocorre em hospitais. 

Vários estudos têm mostrado que antimicrobianos em concentrações 

subinibitórias podem alterar a resposta fenotípica e transcricional de bactérias 

patogênicas, como o E. faecalis. O mecanismo de ação da vancomicina já está 

elucidado, no entanto pouco se sabe sobre como este antibiótico pode afetar a 

expressão gênica nos microrganismos portadores de seus genes de resistência 

(genes van) em condição de estresse gerada por sua presença.  

1.2 Justificativa e Objetivos Gerais 

Diante do exposto, verificou-se a necessidade de um experimento 

que simulasse in vitro a condição fisiológica de uma infecção urinária para 

avaliar o comportamento de isolados EVR em condições normais de 

crescimento e na presença de concentrações subinibitórias de vancomicina. 

Para este estudo foram utilizados isolados de E. faecalis isoladas de infecções 



 

 

3 

urinárias, previamente identificadas como portadoras do gene de resistência 

vanA, e foram escolhidos genes de virulência envolvidos nas etapas de adesão 

e agregação celular, na formação de biofilme e na maquinaria de biossíntese 

de cofatores [Fe-S]. 

Paralelamente ao experimento principal, foi identificada a presença 

de genes vanC em isolados de E. faecalis vancomicina-susceptíveis. Neste 

estudo foram avaliadas a expressão dos genes vanC1 e vanC2/3 em E. faecalis 

isoladas de cloacas de frangos vancomicina-susceptíveis. 

1.2.1 Objetivos específicos 

 Verificar a presença de genes de resistência van em isolados E. 

faecalis oriundos de animais de criação e de sítios clínicos de humanos por 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 Verificar a concentração inibitória mínima (CIM) de vancomicina 

em isolados portadores de genes van  

  Verificar o perfil de susceptibilidade a teicoplanina em isolados de 

portadores de genes van 

 Avaliar a presença de transcritos dos genes vanC1 e vanC2/3 por 

reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) em E. 

faecalis vancomicina-susceptíveis 

 Avaliar a formação de biofilme em cepas clínicas EVR em 

diferentes concentrações de urina 

 Avaliar a formação de biofilme em cepas clínicas EVR na 

ausência e na presença de concentração subinibitória de vancomicina 
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 Analisar a expressão in vitro dos genes do operon bopABCD, ace, 

acs10, fur e oxyR em isolados EVR em meio contendo urina na ausência e na 

presença de concentração subinibitória de vancomicina por PCR Quantitativo 

(qPCR). 



 

 

 

CAPÍTULO 2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. O gênero Enterococcus 

Este gênero já foi classificado como estreptococos do grupo D 

segundo a classificação de Lancefield, contudo, em 1984 através de estudos 

de hibridização de DNA-DNA e DNA-rRNA realizados por Schleifer e Kilpper-

Bälz, foi demonstrado que este gênero possuía um perfil genotípico distante de 

Streptococcus, sendo então criado o gênero Enterococcus (Schleifer & Klipper-

Bälz, 1984; Murray, 1990; Ogier & Serror, 2008). 

Os enterococos constituem um complexo e vasto grupo composto 

até o momento por 51 espécies (Euzéby, 2013), amplamente distribuídas no 

ambiente e consideradas comensais da microbiota do trato gastrointestinal 

(TGI), trato geniturinário (TGU) e cavidade oral de humanos e animais, sendo 

também encontrados no solo, em alimentos e na água (Stobberingh et al., 

1999; Koneman et al., 2001; Teixeira & Facklam, 2003; Foulquié Moreno et al., 

2006).  

Os microrganismos representantes deste gênero apresentam-se na 

forma esférica ou ovoide com dimensões variando entre 0,6 - 2,5 µm, 

arranjados aos pares ou em cadeias curtas e não são formadores de esporos 

(Murray, 1990; Fisher & Phillips, 2009). São organismos Gram-positivos,
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anaeróbios facultativos, catalase-negativos e apresentam uma fisiologia rude 

que lhe permite resistir a estresse oxidativo e condições adversas. Os 

enterococos têm a capacidade de crescer em ampla faixa de temperatura (10 a 

45 °C) e sobreviver a 60 °C por 30 minutos, tolerar ampla variação de pH (4,0 – 

9,6), sobreviver e multiplicarem em meios contendo elevadas concentrações de 

cloreto de sódio (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 Importância Clínica 

Por ser um gênero comensal humano, as infecções enterocócicas já 

foram consideradas de origem endógena: partindo-se da translocação 

bacteriana através das células epiteliais do intestino através de nódulos 

linfáticos e espalhando-se para outros locais no corpo (Franz et al., 1999). 

Porém, estudos mostraram que a maioria das infecções parece ser adquirida 

pela forma exógena, como na transferência de microrganismos de paciente 

para paciente ou na aquisição de patógenos através do consumo de água ou 

alimentos contaminados (Kayser, 2003; Arias & Murray, 2012).  

Os enterococos podem atuar como patógenos oportunistas, 

causando infecções em pacientes hospitalizados por um longo período de 

tempo e/ou que receberam múltiplas terapias antimicrobianas (Cetinkaya et al., 

2000; Dahlén et al., 2000; Reis et al., 2001; Teixeira & Facklan, 2003). Entre os 

anos 70 e 80, o gênero foi considerado um importante patógeno hospitalar (Jett 

et al., 1994), atualmente, os enterococos ainda estão entre as principais causas 

de infecções entre pacientes hospitalizados, principalmente naqueles sob 
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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 importância 

clínica dos enterococos é a sua resistência intrínseca e adquirida a diferentes 

antimicrobianos, contribuindo para sua adaptação em ambientes adversos e 

favorecendo a colonização do trato gastrointestinal, além de posterior 

transmissão entre pacientes (Gilmore et al., 2013). 

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium são as espécies mais 

importantes na área clínica em humanos, sendo E. faecalis predominante em 

85 a 90% dos casos (Tavares, 2000; Kayaoglu et al., 2004). A espécie E. 

faecalis é conhecida por ser mais virulenta, e como ocorrem em maior número 

de infecções do que E. faecium, sugere-se que ela seja amplamente mais 

adaptada ao hospedeiro devido a relação comensal que possuem (Gilmore et 

al., 2002) ou também poderia estar relacionado à presença dos inúmeros 

fatores de virulência associados a esta espécie (Klein, 2003; Fisher & Phillips, 

2009). Linhagens de enterococos estão envolvidas em infecções no trato 

urinário (ITU), abcessos intra-abdominais, bacteremia, endocardite, infecções 

osteo-articulares e meningites (Patterson et al., 1995; Tendolkar et al., 2003). 

2.2.1 Infecção do Trato Urinário 

A infecção urinária pode comprometer somente o trato urinário 

baixo, diagnosticado como cistite, ou afetar simultaneamente o trato urinário 

inferior e o superior; diagnosticado como infecção urinária alta, denominada 

pielonefrite (Hooton & Stamm, 1997). Tanto a infecção urinária baixa como a 
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alta, podem ser agudas ou crônicas e sua origem pode ser comunitária ou 

hospitalar (Stamm & Norrby, 2001). 

Para fins de vigilância epidemiológica, as ITUs podem ser 

classificadas em: (i) ITU relacionada a procedimento urológico, mais 

frequentemente cateterismo vesical; (ii) ITU não relacionada a procedimento 

urológico; (iii) ITU sintomática; e (iv) ITU assintomática, também chamada de 

bacteriúria assintomática (ANVISA, 2009). 

Infecções urinárias são as mais frequentes fontes de Enterococcus 

spp., a maioria das infecções está associada com cateterização ou 

instrumentação (Kayser, 2003). Estudos demonstram que cerca de 70% das 

infecções causadas por enterococos tratam-se de infecções do trato urinário. 

Dentre as espécies mais prevalentes está E. faecalis, responsável por mais de 

90% das infecções (d’Azevedo et al., 2004; Hörner 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 infecção adquirida em ambiente 

hospitalar (healthcare-associated infections HAI). Ao todo 27,4% dos casos 

foram relacionados à infecção no trato urinário associado ao uso de cateter 

(catheter-associated infection urinary tract infections - CAUTI). O E. faecalis foi 

o quinto patógeno associado com infecções hospitalares, ficando atrás de 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Candida 

albicans (Sievert et al., 2013). 

2.3 Resistência a antimicrobianos 

A resistência a agentes antimicrobianos é dividida em dois grupos: 

(i) intrínseca e (ii) adquirida. A resistência intrínseca é usada para indicar uma 
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característica natural presente em todos os isolados da espécie, determinada 

pelo DNA cromossomal (Murray, 1990; Tokars et al., 1999). A resistência 

adquirida se origina pela aquisição de genes, seja por mutação ou recebendo 

material genético através de plasmídeos e transposons (Koneman et al., 2001). 

Enterococos são intrinsicamente resistentes a penicilinas semi-

sintéticas, cefalosporinas, baixos níveis de aminoglicosídeos e clindamicina, e 

também podem desenvolver resistência adquirida à antimicrobianos como 

cloranfenicol, eritromicina, altos níveis de clindamicina, aminoglicosídeos, 

tetraciclinas, fluorquinolonas e vancomicina (Murray, 1990; Giraffa 2002; Franz 

et al., 2003; Kayser, 2003). Abaixo, uma ilustração com um resumo das 

resistências apresentadas pelo gênero (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1. Principais mecanismos de resistência aos antimicrobianos em 
enterococos (Adaptada de Arias & Murray, 2012). 
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Na região sul do Brasil, enterococos resistentes a antimicrobianos já 

foram isolados de amostras clínicas, alimentos, águas, solo e animais 

(d’Azevedo et al., 2004; Titze-de-Almeida et al., 2004; Hörner et al., 2005; 

Riboldi et al., 2009a; Bender et al., 2010; Frazzon et al., 2010; Cassenego et 

al., 2011). Estudos têm mostrado que os alimentos podem servir de 

reservatórios de enterococos resistentes a antimicrobianos. Assim podem 

contribuir para a propagação da resistência antimicrobiana à população 

humana via cadeia alimentar, devido à possibilidade da transferência de genes 

de resistência para a microbiota intestinal humana (Bertrand et al., 2000; 

Riboldi et al., 2009; Frazzon et al., 2010). 

2.3.1 Resistência a Glicopeptídeos - Vancomicina 

Os glicopeptídeos vancomicina e teicoplanina são utilizados no 

tratamento de infecções causadas por bactérias Gram-positivas, em caso de 

alergia ou resistência a outros antimicrobianos e seu mecanismo de ação visa 

inibir a síntese da parede celular bacteriana (Courvalin, 2006).  

Enterococos Vancomicina-Resistentes (EVR) surgiram como 

importantes agentes patogênicos hospitalares em todo o mundo nas duas 

últimas 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 

países e continentes (Hayden, 2000; Bonten et al., 2001; Cattoir & Leclercq, 

2013). 

No Brasil, os primeiros casos de infecção por EVR foram descritos 

em Curitiba (Dalla Costa et al., 1998) e em São Paulo (Zanella et al., 1999) 

envolvendo isolados clínicos de E. faecium. A partir de então foram descritos 
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vários 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 clínico 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 genótipos de EVR já foram descritos em enterococos (vanA, -

B, -C, -D, -E, -G, -L, -M e -N). Estes genes codificam resistência intrínseca ou 

adquirida, resultando em mudanças no sítio de ligação ao peptideoglicano e 

reduzindo significativamente a resistência da ligação à vancomicina (Courvalin, 

2006; Boyd et al., 2008, Xu et al., 2010, Lebreton et al., 2011). O fenótipo de 

VanA abriga o elemento genético móvel Tn1546 que transporta o cluster vanA 

responsável pelo alto nível de resistência à vancomicina (64-1000 µg/mL) e à 

teicoplanina (16-512 µg/mL) (Leclercq et al., 1988; Arthur et al., 1996a; 

Courvalin, 2006). O fenótipo VanB é caracterizado pela aquisição de uma 

ampla resistência à vancomicina (4-1000 µg/mL) e susceptibilidade à 

teicoplanina (Arthur et al., 1996b, Courvalin, 2006). O fenótipo VanC é 

codificado cromossomicamente pelos genes vanC1 e vanC2/3, que são 

intrínsecos das espécies Enterococcus. gallinarum e Enterococcus. 

casseliflavus, respectivamente, e têm sido amplamente usados para a 

identificação destas espécies (Park et al., 1997, French, 1998; Ramotar et al.; 

2000; Courvalin, 2006). Estes genes conferem resistência a baixos níveis de 

vancomicina (2 a 32 µg/mL) e susceptibilidade à teicoplanina (Dutka-Malen et 

al., 1992, 1995; Navarro & Courvalin 1994; Courvalin, 2006). 
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Os glicopeptídeos apresentam um mecanismo múltiplo de ação, 

inibindo a síntese do peptideoglicano, além de alterar a permeabilidade da 

membrana citoplasmática e interferir na síntese de RNA citoplasmático, 

inibindo, desta forma, síntese da parede celular bacteriana ligando-se na 

porção terminal D-Ala-D-Ala de um pentapeptídeo, inibindo a síntese da parede 

celular. (Arthur et al., 1996b, Courvalin, 2006).  

Como mencionado anteriormente, os enterococos desenvolveram 

resistência intrínseca a baixos níveis de vancomicina por (i) características 

cromossomais que diminuem o tropismo da droga pelo microrganismo e 

adquirida a níveis variados devido a (ii) alterações genéticas na bactéria (Park 

et al., 1997; French, 1998; Ramotar et al.; 2000; Courvalin, 2006).  

O fenótipo de resistência VanC foi descrito pela primeira vez em E. 

gallinarum e posteriormente em E. casseliflavus e estas espécies possuem 

resistência intrínseca a baixos níveis de vancomicina e são susceptíveis à 

teicoplanina. Três genes são necessários para este fenótipo: o gene vanT 

(codifica uma membrana de ligação à serina); o gene vanC (sintetiza o 

dipeptídeo D-D-Ala-Ser) e o gene vanXYc (codifica uma proteína que possui 

atividade de dipeptidase/carboxipeptidase que permite a hidrólise dos 

precursores D-Ala). A substituição do D-Ala final por um D-Ser resulta em 

impedimento no sítio de ligação reduzindo a sua afinidade para a vancomicina. 

O mecanismo de ação para este tipo de resistência está demonstrado na 

Figura 2. 
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FIGURA 2. Resistência a glicopeptídeos tipo VanC (Adaptado de Courvalin 
2006). 
 

Dentre os genótipos descritos, o mais preocupante na clínica é o 

vanA, uma vez que este genótipo é responsável por codificar o fenótipo de alto 

nível de resistência à vancomicina, é plasmidial e sua expressão é induzida 

pela vancomicina (Leclercq et al., 1988; Arthur et al., 1996a; Courvalin, 2006). 

A resistência envolve duas vias (i) substituição dos precursores do terminal D-

Ala do peptideoglicano por D-Lac e (ii) prevenção ou destruição de precursores 

que terminam em D-D-Ala-Ala por específicas dipeptidases e 

carboxipeptidases. O mecanismo de resistência e sua regulação estão 

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

 

O sistema regulatório de dois componentes VanR-VanS regula a 

resistência em ERV e estafilococos vancomicina-resistentes. Este tipo de 

sistema funciona como um sistema de transdução de sinal, que consiste em 

uma proteína sensor que detecta e responde a um sinal externo, e atua sobre 

uma proteína reguladora de resposta que transmite o sinal para os outros 

componentes da célula (Hughes, 2003). 

O VanS é um sensor de vancomicina associado à membrana que 

controla o nível de fosforilação de VanR. O VanR é um ativador da transcrição 

do operon vanHAX. A VanH é uma desidrogenase que reduz o piruvato a D-

Lac, enquanto que VanA é uma ligase que catalisa a formação de uma ligação 

éster entre D-Ala e D-Lac. A VanX é uma dipeptidase que hidrolisa o 

dipeptídeo (D-Ala-D-Ala), impedindo assim a sensibilidade à vancomicina. A 

VanY é uma D,D-carboxipeptidase que hidrolisa o resíduo terminal D-Ala dos 

precursores tardios do peptideoglicano, que são produzidos se a eliminação de 
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D-Ala-D-Ala por VanX não estiver completa. Desta forma o dipeptídeo, D-Ala-

D-Lac substitui o dipeptídeo D-Ala-D-Ala na síntese do peptideoglicano, 

resultando na resistência à vancomicina (Arthur et al., 1996b, Courvalin, 2006).  

Organismos resistentes modificam estes precursores, substituindo o 

D-Ala terminal por D-Lac (alto nível de resistência) ou D-Ser (baixo nível de 

resistência).  

2.3.2 Rotas de Disseminação de EVR 

Uma das possíveis rotas de disseminação de EVR ocorre através do 

uso de antimicrobianos na clínica veterinária. Algumas substâncias 

antimicrobianas são utilizadas na pecuária como promotores de crescimento 

nas dietas dos animais com o intuito de diminuir a incidência de doenças e 

promover a melhora no desempenho animal (Partanen, 2002). Estudos sobre a 

cadeia epidemiológica têm mostrado que animais produtores de alimentos, 

quando tratados com antimicrobianos podem ser reservatórios de EVR, 

provavelmente contribuindo para a disseminação de resistência antimicrobiana 

entre a população (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 

que regulamentam a questão dos antimicrobianos destinados à alimentação 

animal. A utilização da avoparcina na agricultura brasileira foi proibida em 1998 

(MAPA, 2008), mas o uso de glicopeptídeos, como vancomicina é contínuo em 

hospitais (Leme et al., 2000). 
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TABELA 1. Lista dos aditivos proibidos na alimentação animal e legislação 
correspondente. 
 

Aditivo Legislação 

Avoparcina Ofício Circular DFPA Nº 047/98 

Cloranfenicol e Nitrofuranos Instrução Normativa 09, 27/06/2003 

Arsenicais e antimoniais Portaria 31, 29/01/2002 

Penicilina, tetraciclinas, sulfonamidas sistêmicas Portaria 193, 12/05/1998 

Olaquindox Instrução Normativa 11, 24/11/2004 

Violeta Genciana Instrução Normativa 34, 13/09/2007 

Carbadox Instrução Normativa 35, 14/11/2005 

Anabolizantes para bovinos Instrução Normativa 10, 27/04/2001 

Hormônios como aditivos alimentar em aves Instrução Normativa 17, 18/06/2004 

Fonte: MAPA, 2008. 

 
A maioria das infecções por EVR ocorre em hospitais (Arias & 

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

períodos de tempo em superfícies, incluindo equipamentos médicos, trilhos de 

cama e maçanetas e estão amplamente disseminados no ambiente hospitalar 

(Figura 4).  

 

 
FIGURA 4. Principais vias de transmissão hospitalar de enterococos 
vancomicina-resistentes (Adaptado de Arias & Murray, 2012). 



 

 

17 

Isto pode ser explicado pelo fato de que são tolerantes ao calor, ao 

cloro e a algumas preparações de álcool (Bradley & Fraise, 1996). Existem 

vários fatores de risco para o desenvolvimento de IRAS por EVR, dentre eles a 

proximidade física a pacientes infectados ou colonizados com EVR, longos 

períodos de internação, administração de vários antimicrobianos, internação de 

longa permanência em unidades cirúrgicas ou unidades de tratamento 

intensivo e o uso de cateteres (Sydnor & Perl, 2011). 

2.4 Fatores de Virulência 

Fatores de virulência são 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 clínicas 

apresentam um número maior de fatores de virulência que os isolados de 

alimentos e culturas starter (Ben Omar et al., 2004; Busani et al., 2004). O E. 

faecalis apresenta um número maior de fatores de virulência comparado às 

demais espécies conferindo maior prevalência frente às demais espécies 

(Eaton & Gasson, 2001; Abriouel et al., 2008). A capacidade de E. faecalis para 

causar infecção tem sido associada às características inerentes do gênero. 

Esta capacidade envolve uma interação entre a regulação de fatores de 

virulência e vários determinantes genéticos que levam à adaptação fisiológica 

da célula bacteriana durante o processo de infecção, permitindo que as 

bactérias tolerem ambientes agressivos e diversificados (Vebø et al., 2010).  
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Genes de virulência podem facilmente ser transmitidos entre 

linhagens de enterococos, já que muitos residem em plasmídeos conjugativos, 

que são facilmente disseminados em um ambiente natural como o TGI (Jett et 

al., 1994). 

2.4.1 Adesina de colágeno de Enterococcus faecalis (Ace) 

Para promover a colonização, o E. faecalis possui proteínas de 

superfície com características semelhante à imunoglobulina, as quais são 

chamadas do inglês Microbial Surface Components Recognizing Adhesive 

Matrix Molecules (MSCRAMM) (Sillanpää et al., 2004). Estas adesinas 

desempenham um papel importante na adesão e colonização em modelos 

animais e, presumivelmente, em humanos (Foster & Höök, 1998). 

A proteína de superfície de E. faecalis ou adesina de colágeno (Ace) 

é uma adesina de ligação ao colágeno, semelhante estruturalmente à adesina 

de colágeno de Staphylococcus aureus (Cna). É uma proteína de superfície 

celular específica que tem demonstrado mediar a ligação da bactéria aos 

colágenos tipos I e IV e também à laminina de matriz extracelular, podendo 

desempenhar um papel na patogênese em infecções humanas (Nallapareddy 

et al., 2000a,b; Ponnuraj et al., 2002; Koch et al., 2004). Porém a contribuição 

para a patogênese da infecção e as condições fisiológicas que regulam a sua 

expressão são desconhecidas (Shepard & Gilmore, 2002).  

A sequência de aminoácidos de Ace revelou uma região sinalizadora 

N-terminal seguida pelo domínio A que apresenta uma sequência altamente 

conservada de 335 aminoácidos e parece ser responsável pela ligação ao 

colágeno; o domínio B é composto de unidades repetidas de 47 aminoácidos 
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que variam em número e a região C-terminal, que é composta por um domínio 

associado à parede celular, que contêm uma sequência consenso LPKTG, 

responsável pela ancoragem na parede celular e por uma região 

transmembrana hidrofóbica de 18 aminoácidos (Figura 5).  

 

Domínio de 

membrana

S

C

(A) Domínio de Ligação

não repetitivo

(B) Domínio de Ligação

repetitivo

Domínio de 

membrana

S

C

(A) Domínio de Ligação

não repetitivo

(B) Domínio de Ligação

repetitivo

 

FIGURA 5. Representação esquemática de Ace. S: peptídeo sinal (31 
aminoácidos); Domínio A: (335 aminoácidos); Domínio B: repetição parcial 
de 20 aminoácidos seguido de cinco repetições de 47 aminoácidos, 
separados por seqüências recer; (W): domínio da parede celular, (M): 
domínio que atravessa a membrana e (C): C-terminal (Adaptado de 
Nallaparedy et al., 2000a). 

 

Lebreton et al. (2009) caracterizaram a região promotora de ace e 

identificaram que o gene é diretamente regulado pelo Regulador Transcricional 

de Sobrevivência em Enterococcus (Ers). A transcrição de ace parece ser 

induzida pela presença de sais biliares, provavelmente através da repressão de 

Ers, e testes in vivo revelaram que o ace estava envolvido na ITU por E. 

faecalis, confirmando que é considerado um fator de virulência.  

Nallapareddy & Murray (2006) demonstraram que a ligação 

específica ao colágeno e à laminina foi detectável apenas após crescimento a 

46 °C e constataram que a adesão só foi observada em 46 °C e não a 37 °C. 

Para elucidar a influência de diferentes parâmetros de crescimento na 

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

de rotina laboratoriais, como o BHI, e descobriram que os níveis de mRNA 
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foram baixos em todas as fases de crescimento. No entanto, uma análise por 

RT-PCR mostrou valores de mRNA 18 vezes maior na presença de colágeno 

tipos I e IV ou de soro, comparados ao controle BHI.  

A observação de aderência induzida em E. faecalis pode ter 

implicações importantes sobre a nossa compreensão deste patógeno 

oportunista. Singh et al. (2010) utilizaram um modelo de endocardite animal e 

encontraram significante atenuação da capacidade de E. faecalisΔace em 

colonizar válvulas aórticas e causar endocardite, desempenhando importante 

função nos estágios iniciais da colonização 

2.4.2 Substância de Agregação Asc10 

Substâncias de agregação (aggregation substance – AS) é a 

designação utilizada para um grupo de proteínas de superfície codificadas em 

plasmídeos conjugativos induzíveis por feromônios (plasmídeos sexuais) que 

promovem conjugação por agregação bacteriana, resultando em estreito 

contato entre doador e receptor (Olmsted et al., 1991). A expressão de 

proteínas AS é induzida por um peptídeo secretado por células receptoras de 

plasmídeo (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 proteínas Asa1, Asp1, e Acs10 

são as mais bem estudadas e apresentam acima de 90% de identidade na 

sequência de aminoácidos (Galli et al., 1992).  

A substância de agregação Asc10 é uma proteína de 137 kDa, 

codificada pelo gene prgB do plasmídeo pCF10 e sua expressão é 

desencadeada pela presença do peptídeo cCF10, que é produzido por células 
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plasmid-free e induz a transferência do pCF10 por conjugação (Chuang et al., 

2009). Esta proteína está envolvida nos processos de mediação da agregação 

celular, adesão às células hospedeiras, adesão à fibrina, o aumento da 

hidrofobicidade na superfície das células, resistência à morte pelos macrófagos 

e leucócitos polimorfonucleares, bem como no aumento do tamanho da 

população em modelo de endocardite experimental (Hedberg et al., 1996; 

Waters & Dunny, 2001). 

Vários domínios funcionais de Asc10 já foram identificados (Waters 

& Dunny 2001; Chuang et al., 2009) e em todos eles a sequência sinal (SS) 

está localizada na região N-terminal, que liga-se ao ácido lipoteicóico 

(lipoteichoic acid - LTA). A região C-terminal contém o motivo LPXTG, que está 

presente em muitas sequências de proteínas de superfície de bactérias Gram-

positivas e designa o local onde a proteína é ligada ao peptideoglicano na 

parede celular (Waters et al., 2004). Além destas regiões, dois domínios RGD 

desempenham um papel importante na patogênese da endocardite, 

possivelmente envolvendo evasão imune (Chuang-Smith et al., 2010). Um 

esquema do plasmídeo pCF10 está demonstrado na figura abaixo (Figura 6).  

 

 

FIGURA 6. Mapa esquemático da proteína Asc10 expressa por isolado 
tipo-selvagem, com destaque para os domínios funcionais (pCF10) 
(Adaptado de Chuang et al., 2009) 
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O sistema de feromônios do pCF10 envolve duas populações 

distintas: doadores e receptores plasmid-free. Os doadores detectam os 

peptídeos cCF10 produzidos por células receptoras vizinhas e induzem a 

transferência de plasmídeo para esses receptores. Além disso, o mecanismo 

de detecção é codificado por um elemento genético autónomo (plasmídeo), 

enquanto que a capacidade para produzir o cCF10 é codificada pelo 

cromossomo da bactéria hospedeira (Antiporta & Dunny, 2002). Quando uma 

célula doadora é exposta ao cCF10 produzido pela célula receptora, a 

expressão da proteína Asc10 e outros produtos de genes de conjugação é 

ativada. O plasmídeo pCF10 carrega dois genes que funcionam para evitar a 

autoindução por cCF10 endógeno em células doadoras. Para entender melhor 

esta regulação, abaixo temos uma ilustração do operon prgQ, que codifica a 

produção de muitos fatores de conjugação pCF10, incluindo a proteína Asc10. 

(Figura 7). 

 

 

FIGURA 7. Esquema do sistema regulatório de expressão da proteína 
Asc10, com seus genes e respectiva função e produtos (Adaptado de Hirt 
et al., 2002 e Chandler et al, 2005). 

 

O cCF10 maduro é processado a partir da proteína Ccfa pela 

protease de membrana Eep, que são expressas a partir do cromossomo. A 

proteína de membrana PrgY reduz a atividade do feromônio cCF10 endógeno 
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na célula do doador e o peptídeo inibidor (iCF10) neutraliza o cCF10 endógeno 

residual. A resposta a feromônios em células doadoras implica na ligação do 

cCF10 com a proteína PrgZ, seguido de importação para o citoplasma por um 

transportador tipo ABC (Leonard et al., 1996). O feromônio internalizado liga-se 

à proteína PrgX (reguladora do operon prgQ) aumentando a expressão da 

capacidade de conjugação (Bae et al., 2004; Kozlowicz et al., 2004).  

Utilizando modelo animal, Chuang et al. (2009) verificaram que a 

produção de Asc10 estava induzida durante o crescimento no sangue de 

mamíferos, dando ao E. faecalis pCF10+ uma vantagem seletiva significante 

neste ambiente. Em outro estudo do mesmo grupo, os autores verificaram que 

a expressão de Asc10 acelerou a formação de biofilme via agregação entre 

células de E. faecalis, os resultados também sugerem que a aderência in vivo 

pode prosseguir por vias Asc10-dependentes ou não e, mutações em qualquer 

um dos domínios implicados na virulência, reduziram os níveis de aderência 

(Chuang-Smith et al., 2010).  

2.4.3 Operon bopABCD 

Identificado por Hufnagel et al. (2004), o operon nomeado como 

biofilme em superfície plásticas ou BOP (biofilm on plastic surfaces) exerce 

papel significativo na formação de biofilme e metabolismo da maltose. Segundo 

os autores, este operon é constituído dos genes bopA (glicosiltransferase), 

bopB (β-fosfoglicomutase), bopC (aldose-1-epimerase) e bopD (regulador 

transcricional) que são previstos para serem transcritos na mesma direção e 

em um único mRNA (Figura 8).  
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FIGURA 8. Representação esquemática do operon bopABCD em 
Enterococcus faecalis. Os quatro genes são expressos em um único 
transcrito de mRNA (Adaptado de Hufnagel et al., 2004). 

 

O operon bopABCD também conhecido como malPBMR, é essencial 

para a produção de biofilme e regulado pelo sistema de comunicação celular 

ou do inglês quorum sensing system (FSR) em E. faecalis (Qin et al., 2001; 

Bourgogne et al., 2006). O operon fsrABDC é o único sistema conhecido que 

afeta a formação de biofilme (Qin et al., 2001). A presença de todos os genes 

bopABDC em uma isolado de E. faecalis, lhe conferiu a característica de um 

potente produtor de biofilme (Hufnagel et al., 2004). 

O operon fsr tem sido descrito como essencial para o 

desenvolvimento do biofilme em E. faecalis (Hancock & Perego, 2004; 

Mohamed & Murray, 2006). É um operon composto por quatro genes fsrA, fsrB, 

fsrD e fsrC (Figura 9). 

 

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

 

A região C-terminal fsrD compreende a molécula de sinalização de 

quorum GBAP (gelatinase biosynthesis activating pheromone), um peptídeo 

que é processado e excretado para fora da célula com o auxílio de fsrB. Ao 

chegar a uma concentração 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 expressão de mais de 300 genes envolvidos na cascata 

regulatória de virulência e metabolismo bacteriano.  

 

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 produção de biofilme por pelo menos dois mecanismos 

independentes: por meio da ativação da produção de gelatinase e por meio da 

ativação de expressão bopABCD. Creti et al. (2006) compararam dois 

experimentos (i) com um isolado mutante de E. faecalis com inserção de 

transposon no bopB e (ii) com um isolado mutante de E. faecalis tri-deletada 

(deleção de bopB, flanqueando os genes bopA e bopC). O mutante de inserção 

reduziu a produção de biofilme, enquanto o mutante de deleção 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 

inserção foi capaz de produzir mais biofilme que o de tipo selvagem, enquanto 

que o mutante de deleção não produziu biofilme, sugerindo que o 
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oligossacarídeo também pode modular a expressão. Uma inativação por 

inserção no gene bopD reduziu a formação de biofilme, sugerindo que o gene 

bopD é essencial para a produção de biofilme em determinada condição de 

crescimento (Hufnagel et al., 2004). 

2.5 Biofilme 

O conceito de biofilme tem sido descrito por alguns autores. 

Costerton (2001) definiu como uma população estruturada de células ligadas 

irreversivelmente a superfícies bióticas e abióticas, embebidas em uma matriz 

de substâncias exopoliméricas, proteínas, polissacáridos e ácidos nucleicos. Já 

O'Toole et al. (2000) conceituaram como um processo de desenvolvimento 

complexo que envolve fixação e imobilização sobre uma superfície; interação 

célula-célula; formação de microcolônias; formação de um biofilme confluente, 

finalizando com o desenvolvimento de uma estrutura tridimensional.  

As bactérias em uma condição de biofilme comportam-se de forma 

diferente da condição de vida livre (planctônica). A regulação da expressão 

gênica, em resposta à densidade da população de células, envolve a produção 

e detecção de moléculas sinalizadoras extracelulares chamadas autoindutoras, 

esta comunicação célula-célula é chamada quorum sensing (Miller & Bassler, 

2001; Sifri, 2008).  

A vida bacteriana, neste tipo de associação é vantajosa devido à alta 

concentração de nutrientes, facilidade de trocas genéticas, aumento da 

proteção contra células do sistema imune e contra variações ambientais (Singh 

et al., 2006; Palmer et al., 2007). Um biofilme maduro pode tolerar 

antimicrobianos em concentrações de 10-1000 vezes maiores que as 
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necessárias para matar bactérias planctônicas. Bactérias em biofilmes são 

resistentes à fagocitose, tornando extremamente difíceis de erradicar os 

biofilmes (Lewis, 2001). Enterococos em biofilmes são muito mais resistentes 

aos antimicrobianos que em sua forma planctônica, assim, o impacto potencial 

de formação de biofilme pode ser significativo (Mohamed & Huang, 2007). 

A produção de biofilme é reconhecida como um fator de virulência 

em muitos organismos patogênicos e, vários autores têm 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 aderência e produção de biofilme por E. faecalis 

em diferentes biomateriais, demonstra a capacidade de ligação em vários 

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, não estabeleceram relação significativa entre a formação de biofilme e 

quadro clínico. 

2.5.1 Etapas de Formação de Biofilme 

Resumidamente, a formação de biofilme acontece com (i) processo 

de adesão e estabelecimento das células planctônicas à superfície; (ii) 

processo de maturação com divisão binária das células fixas à superfície e 

expansão, formando aglomerados de células e (iii) processo de dispersão de 

células (Singh et al., 2006).  
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O processo de formação tem início quando as células recebem 

estímulos que podem causar a transição da vida livre para uma condição de 

vida aderida a uma superfície (Carlsson, 1997; Pratt & Kolter, 1998). 

Geralmente, este momento inicial é mediado por interações não específicas, 

como interações hidrofóbicas e eletrostáticas (Carpentier & Cerf, 1993). 

Na etapa de adesão, dois passos importantes são necessários. O 

primeiro é a formação do filme condicionante, no qual células bacterianas junto 

a moléculas orgânicas e inorgânicas depositam-se na superfície, aumentando a 

concentração de nutrientes favorecendo a formação do biofilme. O segundo 

passo é a anexação dos microrganismos à superfície: adesão reversível com 

uma fraca interação entre célula-substrato, e adesão irreversível com fibrilas 

poliméricas formando uma ponte entre célula-substrato levando a uma 

associação mais consistente (Kumar & Anand, 1998). Neste momento a 

adesão é realizada através de mecanismos moleculares específicos, como as 

adesinas e polissacarídeos extracelulares (PEC) (Stoodlye et al., 2002). 

O processo de maturação é caracterizado pela formação de 

microcolônias organizando um biofilme maduro com a produção de 

exopolissacarídeos. Uma importante etapa aqui é a formação 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: Adesão inicial reversível e irreversível; 3 e 4 
Desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme, formação de 
microcolonias com maturação do biofilme; 5: Dispersão de células 
individuais do biofilme (Stoodley et al., 2002). 

 

O processo de dispersão e volta à vida planctônica pode se dar por 

um possível sinal de depleção de nutrientes (O'Toole et al., 2000). O 

descolamento ativo de células de biofilmes pode ser mediado através da 

expressão de enzimas extracelulares (Boyd & Chakrabarty, 1994). Gilbert et al. 

(1993) observaram que alterações na fisiologia bacteriana ocorriam após o 

contato com uma superfície, podendo-se argumentar que esta alteração nas 

propriedades da bactéria aderida poderia resultar em desprendimento. As 

células planctônicas de E. coli em biofilme foram significativamente mais 

hidrofílicas que as células aderidas, sugerindo que poderia refletir o 

envolvimento da célula na dispersão de biofilmes (Allison et al., 1990). A 

verdade é que pouco se sabe sobre esta etapa. Enquanto pensa-se que a 

ausência de forças de coesão internas ou condições ambientais desfavoráveis 

pode resultar na separação das partes do biofilme, o possível envolvimento dos 

determinantes genéticos no processo de separação de células individuais ainda 

está sendo desvendado. Um resumo dos genes envolvidos na formação de 

biofilme em enterococos está elucidado da figura 12. 
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FIGURA 12. Resumo das proteínas e estruturas associadas ao biofilme em 
enterococos. Representação esquemática de (a) E. faecalis e (b) E. 
faecium adesinas de superfície, pili, lipoproteínas, proteínas secretadas, 
LTA e genes reguladores e sua localização relativa à parede celular do 
peptideoglicano; (c) Fratricídio e estrutura do biofilme em relação a E. 
faecalis (Adaptado de Paganelli et al., 2012). 

 

 

2.6. Cofatores Ferro-Enxofre [Fe-S] – Estrutura e Função 

O ferro é um nutriente essencial para o crescimento bacteriano e 

várias enzimas que participam na respiração, metabolismo central, resistências 

ao estresse redox e síntese de aminoácidos requerem um ou mais átomos de 

ferro para a estabilidade de estrutura e função (Beinert et al., 1997; Py & Barras 
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2010). No entanto, o ferro não está prontamente disponível para as bactérias, 

pois se apresenta na forma insolúvel Fe3+. Desta maneira, as bactérias 

desenvolveram alguns mecanismos para aquisição de ferro a partir de diversas 

fontes. A absorção de ferro em bactérias é um processo fortemente regulado 

devido à necessidade de prevenir o acúmulo em níveis celulares tóxicos. O 

ferro é responsável pela geração de hidroxilas reativas através da reação de 

Fenton, que tendem a promover danos no DNA, em proteínas e lipídios (Imlay, 

2003).  

O enxofre é um importante elemento funcional da matéria viva e 

adiciona funcionalidade considerável para uma grande variedade de 

biomoléculas por causa de suas propriedades únicas: as ligações químicas são 

facilmente feitas e quebradas e o enxofre atua igualmente como um eletrófilo 

(dissulfetos) e como um nucleófilo (tióis) Os persulfetos de baixo peso 

molecular (RS-SH) são geralmente bastante instáveis decompondo-se em tióis 

(R-SH) e enxofre elementar (S), sob a maioria das condições [R-S-SH → R-SH 

+ S] (Beinert, 2000). Para sua incorporação em biomoléculas, o enxofre deve 

ser reduzido e/ou ativado: (i) com sulfato ou polissulfuretos como produtos 

finais da redução, a incorporação da cisteína é possível e servirá como bloco 

de construção central para diversos compostos de enxofre (como coenzima A e 

metionina), além da construção de tióis biologicamente importantes e (ii) na 

forma ativada, persulfetos ou “enxofre persulfidico” (R-S-SH) são utilizados em 

vários processos metabólicos basais, especialmente em biossíntese de 

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

 

Os cofatores ferro-enxofre [Fe-S] (combinações polinucleares de 

átomos de ferro e enxofre) são grupamentos prostéticos (clusters) muito 

comuns presentes em todos os organismos vivos e desempenham papel 

essencial em processos biológicos na evolução (Beinert, 2000). Os clusters 

mais comumente encontrados na natureza são [2Fe-2S], [3Fe-4S] e [4Fe-4S] 

nos quais os íons ferro são coordenados em suas proteína por cisteinatos 

(resíduos de cisteínas – Cys) e ligados entre si por pontes de sulfeto (Figura 

14). 

 

FIGURA 14. Cofatores [Fe-S]. Na maioria dos casos, o ferro (vermelho) de 
proteínas Fe-S está ligado ao átomo de enxofre dos resíduos de cisteína 
no esqueleto peptídico (SR) e ao enxofre inorgânico no grupo prostético 
(amarelo) (Adaptado de Py & Barras, 2010). 

 

Enquanto os clusters [2Fe-2S] e [3Fe-4S] são usados, 

principalmente, em reações de transferência de um elétron, os clusters [4Fe-

4S] são dotados de múltiplas funções, incluindo transferência de elétrons e 
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acoplamento de prótons, substrato de ligação e ativação, regulação da 

atividade enzimática e expressão gênica, detecção de espécies reativas, 

geração de radical, clivagem de ligações dissulfetos e doação de enxofre 

(Johnson et al., 2005) reparo e replicação do DNA, respiração, 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 expressão de genes e sendo responsáveis por uma 

variedade de estímulos ambientais por meio de diferentes mecanismos 

(Demple et al., 2002;. Kiley & Beinert, 2003), pois a sensibilidade às espécies 

reativas de oxigênio (ROS), íons superóxidos, peróxidos de hidrogênio e 

espécies reativas de nitrogênio permitem que estes cofatores funcionem como 

sensores em muitas situações de estresse oxidativo (Py & Barras, 2010). 

A abundância de ferro e enxofre em superfícies terrestres e a 

versatilidade/reatividade química destes cofatores [Fe-S] facilitaram sua 

seleção como atuantes em processos biológicos vitais, pois a evolução 

desenvolveu, com estes clusters, um sistema versátil, modular e útil para 

realizar uma grande variedade de processos bioquímicos (Wächtershäuser 

2007).  

Foi proposto que os antimicrobianos bactericidas estimulariam a 

respiração celular conduzindo à formação de superóxido endógeno que 

degradam cofatores [Fe-S], resultando em ferro ferroso disponível que pode ser 

oxidado e produzir radicais hidroxilas, que danificam o DNA e as proteínas, 

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

Em procariotos a maquinaria de biogênese 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 proteínas essenciais para a biossíntese 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 regulatórios que atuam na fixação 

de nitrogênio e subsequente maturação da nitrogenase (Jacobson et al., 

1989a; 1989b).  

O sistema ISC provavelmente representa o sistema housekeeping 

para maturação das proteínas ferro-enxofre na maioria das células vivas. Seu 

operon é constituído 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 assimilação de enxofre e seu operon é composto pelos genes 

sufABCDES (Fontecave et al., 2006; Takahashi & Tokomoto, 2002).  

Estes três mecanismos diferentes têm em comum o envolvimento de 

uma enzima cisteína desulfurase que permite a utilização de L-cisteína como 

uma fonte de átomos de enxofre. Além disso, todos eles contêm proteínas do 

tipo scaffold que fornecem um local de montagem intermediária 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 maturação de todas as 

proteínas Fe-S (Roche et al., 2013) 

2.6.2 Sistema SUF (sulfur assimilation) e sua regulação  

Primeiramente o sistema SUF apareceu como um contribuinte 

menor para a biogênese dos cofatores [Fe-S]. O papel do sistema SUF se 

tornou aparente quando isolados de E. coli foram submetidas a estresse 

oxidativo ou deficiência de ferro (Takahashi & Tokumoto, 2002; Nachin et al., 

2003) e, nesta ocasião, o sistema SUF se mostrou especificamente adaptado 

para sintetizar cofatores [Fe-S] nas condições ambientais adversas. Em 

bactérias Gram-positivas este sistema parece ser particularmente importante, 

principalmente durante o crescimento aeróbico ou sob condições de stress 

oxidativo, tendo em conta a elevada virulência associada com bactérias do filo 

Firmicutes, como Enterococcus spp, na qual somente o sistema SUF está 

presente (Riboldi et al., 2009b). Este sistema se apresenta como a maquinaria 

biossintética mais simples de produção do cofator, compreendendo o operon 

sufABCDES em E. coli e o operon sufCDSUB em E. faecalis (Fontecave et al., 

2006; Riboldi, 2009). 

A comparação de regiões regulatórias entre os genomas de E. coli e 

E. faecalis foi realizada por Riboldi e colaboradores (2009) através do 

mapeamento de regiões de ligação de fatores cis-atuantes. O genoma de E. 

faecalis apresenta regiões cis-atuantes similares à ORE I de E. coli (região de 

atuação do Fur), ORE III (região de atuação de OxyR) e IHF (região 

relacionada ao controle de transcrição do operon), porém não foi identificado 

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

regulação do operon (Figura 15). 

 
FIGURA 15. Maquinaria sufCDSUB de Enterococcus faecalis e análise da 
região promotora. Maquinarias SUF para a formação de cofatores [Fe-S] 
verificados em Escherichia coli e E. faecalis. Genes e elementos cis-
atuantes representando sequências homólogas ou funções similares entre 
os sistemas são apresentados em cores similares (Adaptado de Riboldi et 
al., 2009b). 

 

A E. coli apresenta duas maquinarias de formação de cofatores [Fe-

S], a maquinaria housekeeping (ISC) e a especializada em eventos de 

estresses oxidativo e por depleção de ferro (SUF). Brevemente, o operon 

sufABCDSE é controlado por 4 reguladores de estresse oxidativo: IscR, OxyR, 

IHF (do inglês Interaction Host Factor) e regulador da captura de ferro Fur (do 

inglês ferric uptake regulator) (Outten et al., 2004). Condições intracelulares de 

limitação de ferro ou estresse oxidativo e consequente esgotamento de 

cofatores [Fe-S] levam à ativação de sufABCDSE. Neste caso, o repressor Fur 

diminui sua afinidade de ligação e facilita a ligação da apo-IscR (Schwartz et 

al., 2001).  

A indução do operon SUF em resposta à limitação de ferro é 

dependente da proteína reguladora global Fur, cuja ligação do elemento Fe+2 

reprime genes relacionados à aquisição de ferro em condições celulares 

normais. Na condição de depleção celular de ferro, ocorre a perda da 

repressão e aumento da transcrição de genes adaptativos à ausência de ferro. 

Cofatores [Fe-S] sofrem ataque de elementos oxidativos levando à destruição 
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do cofator e perda de Fe+2, o qual age como combustível para a reação de 

Fenton e formação 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 presença de elementos geradores de radical 

superóxidos e/ou peróxido de hidrogênio, e estão 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 expressão nos genes fur e oxyR sob 

condições de estresse oxidativo e depleção de ferro, acompanhado do 

aumento na transcrição do operon. Visto que SUF corresponde à única 

maquinaria presente neste organismo, sua transcrição deve ter papel constante 

e possuir um mecanismo diferenciado ao proposto para E. coli. A proteína Fur 

poderia estar atuando de maneira diferenciada devido à 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 H2O2 e 

está envolvido em diminuição do uptake de ferro para atenuar problemas 

relacionados à reação de Fenton, o que poderia explicar a associação de 

indução de ambos os elementos. A necessidade de uma proteína acessória 

para OxyR corrobora a ideia de que deve haver um terceiro fator que 

competiria com Fur, visto que sufCDSUB é a maquinaria housekeeping para o 

E. faecalis, e sua repressão não seria vantajoso para a célula. 

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

estes reguladores também são importantes para os processos de virulência em 
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vários organismos, indicando uma possível ligação entre os controles de 

transcrição dessas duas vias bioquímicas, pois já foi descrito em E. coli que em 

condições de estresse, a maquinaria SUF é escolhida em relação à ICS (Ezraty 

et al., 2013).  
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CAPÍTULO 3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os materiais e os métodos específicos para cada um dos 

experimentos desenvolvidos nesta pesquisa estão descritos nos respectivos 

artigos, apresentados no capítulo 4 desta Tese (RESULTADOS). 

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do 

Sul nos Laboratórios de Micologia Ambiental (Lab. 209) e de Virologia 

(Lab.208) do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no Laboratório de Cocos Gram-

Positivos da Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

(UFCSPA). 
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS 

 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de artigos 

científicos. Os subtítulos deste capítulo correspondem aos títulos do artigo 

publicado e do artigo formatado de acordo com as normas do periódico 

escolhido para submissão. 
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4.1 Detection of vanC1 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 vanC1 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 vanC1 and vanC(2/3) 

genes in vancomycin-susceptible strains of Enterococcus faecalis. The vanC1 

and vanC(2/3) genes were located in the plasmid DNA and on the chromosome, 

respectively. Specific mRNA of the vanC1 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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in vitro expression of biofilm formation and virulence-related genes in 
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SUMMARY 1 

The exposure to subinhibitory concentrations (SIC) of antimicrobials may alter the 2 

bacterial transcriptome, however the effect of vancomycin on the expression in 3 

vancomycin resistant enterococci (VRE) isolates has not been reported. The aim of this 4 

study was to analyze the expression of 9 virulence-related genes and the biofilm 5 

formation of VRE isolates from urinary tract infection in the presence of SIC 6 

vancomycin. We observed, for the first time, that the presence of SIC vancomycin has 7 

not influenced on the biofilm formation but it was able to modulate the virulence genes 8 

in vitro tested. 9 

 10 

Keywords: VRE; vancomycin; SIC; biofilm; expression 11 

 12 

Sponsorships: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 13 

(CNPq 470291/2010-9), Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do 14 

Sul (FAPERGS 11/2058-5) and Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 15 

Superior (CAPES). 16 

 17 

INTRODUCTION 18 

Enterococcus faecalis is part of the normal human microbiota and has been considered 19 

as the fifth pathogen associated with Healthcare-Associated Infections (Sievert et al. 20 

2013). This species present a complex virulence arsenal, which include biofilm 21 

formation and expression of surface adhesion components. The ability of E. faecalis to 22 

adhere and develop biofilm in different medical devices, such as ureteral stents and 23 

catheters, is probably associated to its potential to cause urinary tract infections (UTI) 24 
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and other infections, moreover evidence suggests that in human urine biological signals 25 

may play an important role in modulating virulence (Mohamed & Huang 2007). 26 

The biofilm on plastic surfaces operon (bopABCD) has been showed to be essential for 27 

biofilm production system (Qin et al. 2001, Hufnagel et al. 2004). The adhesin collagen 28 

protein (ACE) and aggregation substance protein (ASC10) are well-Known proteins 29 

that also play an important role in biofilm production (Waters and Dunny et al., 2001; 30 

Chuang-Smith et al., 2010).  31 

In enterococci, the sulfur assimilation system (SUF) is responsible for the iron-sulfur 32 

([Fe-S]) cluster biogenesis and it is essential for survival, especially during aerobic 33 

growth or under conditions of oxidative stress, SUF is associated with virulence, 34 

moreover is the only system for the synthesis of iron-sulfur proteins in enterococci 35 

(Riboldi et al. 2009). The SUF operon is controlled by the regulatory protein sensor for 36 

oxidative stress (OxyR) essential for the oxidative stress response, and by the ferric 37 

uptake regulator (Fur) involved in a variety of cellular processes such as acid tolerance, 38 

virulence, production of toxins, flagella chemotaxis and metabolic pathways (Giel et al. 39 

2006).  40 

Vancomycin resistant enterococci (VRE) have emerged as important nosocomial 41 

pathogens worldwide (Cetinkaya et al. 2000) and the vanA genotype has been shown to 42 

be the most widely distributed and confers high levels of resistance (Arthur et al. 1996, 43 

Arthur & Quintiliani 2001, Courvalin 2006). Vancomycin acts as a signal molecule that 44 

is detected by a membrane-associated domain which is a sensor the presence of 45 

glycopeptides in the culture medium resulting in transcriptional activation of regulatory 46 

and resistance genes, and it has been shown that the presence of vancomycin in the 47 
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medium is essential for the expression of van genes (Arthur & Quintiliani 2001, 48 

Courvalin 2006, Hughes 2003). 49 

Clinical use of vancomycin is a subject of major concern, as it requires continuous 50 

monitoring of seric concentration of the drug - approximately 15 mg/d. Sometimes, due 51 

to the complex pharmacokinetics of vancomycin, this value is not achieved and the 52 

patients became submitted to subinhibitory concentrations. An increased report of 53 

vancomycin failure and poor outcomes has been observed. It is well-established that 54 

under this condition there is higher probability of selecting resistant or heteroresistant 55 

isolates (van Hal & Fowler, 2013). Studies have shown that exposure to subinhibitory 56 

concentrations (SIC) of antimicrobials could alter the transcriptomic and phenotypic 57 

response of pathogenic bacteria (Cargill & Upton 2009, Kaplan et al. 2011, Romero et 58 

al. 2011). However, weather this condition affect virulence remains unclear. There are 59 

no reports about the effects of vancomycin on the gene expression of enterococci. The 60 

aim of this study was to investigate the biofilm formation and the expression of 61 

virulence-related genes of one E. faecalis VRE strain from urinary tract infection (UTI) 62 

in the presence of subinhibitory concentration vancomycin. 63 

 64 

MATERIALS AND METHODS 65 

Bacterial strains and determination of the minimal inhibitory concentration (MIC) 66 

to vancomycin 67 

Bacterial strains used in this study are listed in Table 1. Genomic DNA was extracted 68 

(Moura et al. 2012) and the species were confirmed (Depardieu et al. 2004) as well as 69 

the presence of the vanA gene (Dutka-Malen et al. 1995). The minimal inhibitory 70 

concentration (MIC) to vancomycin was verified by Epsilometer-test method (256 µg – 71 
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bioMérieux
®
) and by the broth microdilution method (48 - 1024 μg/ml – Sigma-72 

Aldrich
®
) according to CLSI (CLSI 2013). 73 

 74 

Growth conditions  75 

The growth capacity of four Enterococcus faecalis strains was examined but one of 76 

these strains was selected for transcriptional profiling based on their growth curve. For 77 

others experiments all E. faecalis strains were streaked on a TSB agar and incubated at 78 

37°C over night (ON). Four individual colonies were then inoculated into the same tube 79 

of 5 ml 2xYT broth [1% (w/v) yeast extract, 1.6% (w/v) tryptone and 1% (w/v) NaCl] 80 

and grown ON without shaking at 37°C. For growth in urine, human urine was collected 81 

from six healthy men and women volunteers who had no history of UTI or antibiotic 82 

use in the last 6 months. The urine was pooled, centrifuged at 6000×g and sterilized 83 

twice by filtration (0.45 – 0.22 µm-pore size TPP
®
) and added randomly in different 84 

concentration into the 2xYT broth: 50% of urine (2xYT-U50), 25% (2xYT-U25), 12% 85 

(2xYT-U12), 10% (2xYT-U10), 8% (2xYT-U8), 6% (2xYT-U6), 4% (2xYT-U4), 2% 86 

(2xYT-U2). The control broth did not contain urine (2xYT) and was also tested urine 87 

pure. The concentration of vancomycin chosen for these assays (64 µg/ml) was based 88 

on the range of 64-1000 µg/ml, which reference high level resistance (Leclercq et al., 89 

1988; Arthur et al, 1996a; Courvalin, 2006). 90 

 91 

Growth measurement 92 

The E. faecalis strains were pre-cultured as described above. Growth curve assays were 93 

measured in spectrophotometer and performed in triplicates with a total volume of 500 94 

µl bacterial inoculum inoculated in 50 ml in both 2xYT and 2xYT-U10 broth.. Cultures 95 
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were incubated with shaking at 37°C and optical density 600 nm (OD600) was 96 

measured at 30-min intervals for 9 hours. 97 

 98 

Biofilm formation assay  99 

The isolates were previously inoculated on plates containing 2xYT agar and incubated 100 

35 °C overnight. The cultures were diluted in 0.9 % saline up to 0.5 McFarland 101 

Standard. Eight wells of a 96-well flat-bottomed plate assay (Nest Biotechnology 102 

Co.,LTD) were filled with 20 µl of bacterial suspension each. (i) Drug-Free Condition 103 

(DFC) and (ii) Vancomycin Condition 64 µg/ml (VC) were tested in ten different 104 

conditions: broth control, pure urine and 50% - 2% of urine (2xYT-U2). The isolates 105 

were grown at 35 °C for 16 h and were analyzed for their ability to form biofilm 106 

followings the protocol previously described (Stepanovic et al. 2000). Staphylococcus 107 

epidermidis ATCC 35984 was used as a positive control (strong adhesive). The OD450 108 

of each well was measured using an Anthos 2010 Microplate Reader (Biochrom
®
) and 109 

all tests were carried out in triplicates. Paired t-test was used to compare the absorbance 110 

values of biofilm formers (p-value ≤ 0.05). 111 

 112 

Transcriptional analysis of gene expression 113 

The strain UTI-2389 was randomically selected to perform qPCR assays. Eleven genes were 114 

analyzed by qPCR, including two housekeeping genes (tuf and 23S), and the sequences 115 

of the oligonucleotides used in this study are described in Table 1. Three independent 116 

500 µl overnight growth cultures grown at 35°C in 2xYT-U10 were inoculated in 50 ml 117 

of 2xYT-U10 (DFC) and 50 ml of 2xYT-U10 contains 64 µg/ml of vancomycin (VC). 118 

Total RNA was collected at early-exponential phase (OD650nm 0.3) and extracted with 119 



 

 

 

52 

TRIzol
®
 (Invitrogen) following the manufacturer's protocol with minor modifications 120 

previously described (Moura et al. 2013). Next, RNA was treated with DNase I (RNase-121 

free) (Fermentas
®
) and quantified in BioSpec-nano (Shimadzu

®
), the complementary 122 

DNA (cDNA) was synthesized using random primers (High Capacity cDNA Reverse 123 

Transcription Kit, Applied Biosystems
®
). Quantitative PCR was performed in a final 124 

volume of 20 µl containing 0.2 µMol of each primer (Invitrogen
®
), 1× Fast EvaGreen

®
 125 

qPCR Master Mix (Biotium
®
), deionized water (Milli Q plus, Millipore

®
) and 100 pg 126 

cDNA. Reactions were performed in Eco
TM

 Real Time PCR System (Illumina
®
) under 127 

universal cycling protocol. The NormFinder analysis (Andersen et al. 2004) was used to 128 

estimate the stability of the23S and tuf genes, which were used to normalize the 129 

difference in gene expression. Differential expression was calculated by the Pfaffl 130 

method (Pffal 2001) and the Paired t-test was performed in Excel (p-value ≤ 0.05). 131 

 132 

RESULTS AND DISCUSSION  133 

As far as we know, this is the first study evaluating the influence of vancomycin 134 

subinhibitory concentration in the biofilm formation and expression of virulence-related 135 

genes.  136 

The results of the phenotypic and genotypic testing of the strains used herein are shown 137 

in Table 1 and Figure 1. Analyzing the effect of urine on biofilm formation we detected 138 

that all VRE strains were able to grow in concentrations from 50-2% urine but not in 139 

pure urine. However, the isolate UTI-2389 showed the highest OD value. No significant 140 

association between biofilm formation and different urine concentrations was observed 141 

(p-value ≤ 0.05). In our case, this results would be explained due to the restriction in the 142 

in vitro environment, which we don't have other components from urinary system in 143 
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vivo, like urothelial cells, glucose, mineral salts and albumin. This behavior goes in 144 

contradiction with what is proposed by Shepard & Gilmore (2002) which suggesting 145 

that in human urine there are biological signals that may play an important role in 146 

modulating virulence in enterococci infection sites. Furthermore, it is known that 147 

growth in urine is able to modulate the expression of genes which are important in the 148 

uropathogenesis of E. faecalis strains.  149 

The results on the biofilm assay showed that all strains were classified as “non-150 

adherent” in both DFC and VC conditions. Kaplan et al. (2011) shown maximal biofilm 151 

induction at a concentration of 3/4 MIC, nevertheless, Cargill and Upton (2009) utilized 152 

vancomycin at concentrations that were ≤1/2 MIC and they found little or no effect on 153 

Staphylococcus epidermidis biofilm formation. Although we have no knowledge about 154 

the action of vancomycin on biofilm formation in VRE strains, we can infer that the 155 

low-concentration of vancomycin used in our study (1/6 MIC) produced no effect on 156 

biofilm formation.  157 

Based on the results presented in the biofilm assays we chose the strain UTI-2389 and 158 

the concentration of 10% urine (2xYT-U10) in the growth medium to perform qPCR 159 

assays. The data was obtained on the relative quantification of mRNA amount is shown 160 

in Table 3. A significant increment of vanA expression in VC condition (p ≤ 0.05) was 161 

detected. Since this gene was previously described as vancomycin-inducible (Courvalin 162 

2006), we confirmed the up and downregulation of all the selected genes.  163 

In our study, the genes of the bop operon were partially regulated in the presence of 164 

subinhibitory concentrations of vancomycin. The presence of antibiotics in the growth 165 

medium was able to significantly increase the expression of bopA and bopC genes, 166 

however about the expression of bopB and bopD genes the vancomycin caused a slight 167 
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downregulation. The partial regulation of the bop operon in VRE strain has also been 168 

reported (Vebø et al. 2010) under normal growth conditions without antimicrobial 169 

agents. This suggests that this operon can actually behave irregularly even in normal 170 

growth conditions. A previous study evaluated the effect of plant-derived antimicrobials 171 

on Listeria monocytogenes and detected a partial regulation of operon agrABC (quorum 172 

sensing-related) (Upadhyay et al. 2013).  173 

Two other proteins involved in biofilm production and pathogenesis in enterococci are 174 

ACE and ASC10. In our experiment, the regulation of ace and asc10 genes was not 175 

significantly altered, the ace expression was downregulated and the asc10 was 176 

upregulated. These results suggest that subinhibitory concentrations of vancomycin do 177 

not have an appreciable effect on gene expression of ace gene. Nallapareddy and 178 

Murray (2006) found a higher expression of ace gene in E. faecalis during mid-179 

exponential and entry into stationary growth phase at 46 °C in normal growth 180 

conditions. However, at 37 °C, the expression was barely detected at the mid-181 

exponential and late exponential phases and was not detectable in cells at stationary 182 

phase, suggesting that the ace transcription is very low during standard in vitro growth 183 

conditions. Lebreton et al. (2009) characterized the promoter region of ace and 184 

identified that this gene is directly regulated by the enterococcal Enterococcus 185 

Regulator of Survival (Ers), and the transcription of ACE appears to be induced by the 186 

presence of bile salts, probably through the suppression of Ers. On the other hand, the 187 

acs10 gene was induced by vancomycin. The prgB gene from E faecalis is located in 188 

pCF10 conjugative plasmid; wich encodes the surface protein ASC10. The peptide 189 

pheromone cCF10 is an intercellular signal for induction of conjugative transfer of 190 

plasmid pCF10 (Hedberg et al. 1996). It is known that antibiotics act as signaling 191 
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molecules; it is possible that the glycopeptide may have acted as a signal, inducing the 192 

expression of asc gene.  193 

We detected a minor downregulation of the oxyR gene expression. In E. faecalis, during 194 

intracellular oxidative stress, the SUF system is induced by OxyR, but it also requires 195 

the expression of the integration host factor (Riboldi et al. 2013). In this in vitro study 196 

no formation of H2O2 was observed and there were no integration host factors; this may 197 

be one of the reasons for the lack of the stimulation of the oxyR gene. Regarding the 198 

expression of fur gene, it was upregulated significantly. Considering that the 199 

concentration of iron did not suffer alterations during the experiments was not tested in 200 

this study, we can infer that there is other form of regulation of this gene further the 201 

condition of cellular iron, because the stress caused by vancomycin promoted an 202 

overexpression of this gene. Another suggestion is that the fur may be operated in a 203 

different way due to homeostasis of cofactors (Fe-S) in the cell, and may be involved in 204 

other cellular processes, since the SUF system is the housekeeping machinery for E. 205 

faecalis and its suppression would not be advantageous to the cell. 206 

The mechanisms of transcriptional modulation is not yet known, but may involve 207 

bacterial stress responses and/or the disturbance and subsequent compensation of 208 

metabolic networks as a result of subtle interference with ribosome function (Tsui et al. 209 

2004). In addition, vancomycin, due to its toxicity, is able to interfere in the modulation 210 

of genes in eukaryotic organisms (Dieterich et al. 2005).  211 

We present here for the first time, data related to the behavior of VRE strain in the 212 

presence of subinhibitory concentration of vancomycin. The nine genes evaluated in 213 

this work are related to virulence factors often present in E. faecalis. Although there 214 

was an increase in the expression of some genes of VRE in the presence of the 215 
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vancomycin, no difference in the phenotype of the strain was observed in in vitro tests. 216 

However, this study showed that vancomycin is capable of interfering with modulation 217 

of virulence-related genes of VRE.  218 

In conclusion, we observed for the first time that the presence of vancomycin is capable 219 

of interfering with gene modulation but not in phenotype of VRE from UTI in in vitro 220 

test. Vancomycin was able to induce significantly the expression of vanA, bopA, bopC 221 

and acs10 genes involved in adhesion cellular but not on the biofilm formation. In the 222 

SUF regulation system vancomycin induced the expression of the fur gene, suggesting 223 

that fur gene may be involved in other cellular processes, since the SUF system is the 224 

housekeeping machinery of E. faecalis. Although the data presented here relate to in 225 

vitro, assays, it is possible the vancomycin may be contributing to the increase in the 226 

expression of virulence factors in vivo leading to worse of clinical outcomes, and can 227 

contribute to the selection of vancomycin-resistant strains. Despite these changes, 228 

vancomycin did not alter the phenotype of the strains that were considered "non-229 

adherent". 230 

Limitations of this study: The strains had previous isolation and identification in the 231 

local hospital, so we have no records about the patients nor the use treatment as well as 232 

clinical outcome. Our main interest was to observe the behavioral response of a clinical 233 

VRE strain against vancomycin, for this reason we did not test with other antimicrobials 234 

or a comparison with a reference strain. In vitro experiments may not effectively 235 

represent the complex in vivo conditions during an enterococcal urinary tract infection. 236 

Many other signaling molecules may modulate in vivo enterococcal virulence. 237 

However, other studies in vitro and in vivo with higher bacterial population should be 238 

undertaken to strengthen our findings. 239 
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Table 1. Bacterial strains used in this study.  

 

Strain Country Source 
Isolation 

Site 
Year 

Molecular 

Identification 
Resistance characteristics 

Species vanA 

gene 

E-test
a
 (μg/ml) MIC

b
 (μg/ml) 

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; Van = Vancomycin; a = according to manufacturer bioMérieux®; b = according to CLSI 

013. 
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Table 2. List of genes and primers used for real-time quantitative PCR.  

 

Gene (LocusTag) Primer Primer sequences (5’ – 3’) Reference 

23S ribosomal RNA (Ef23SA) 23S 23S _F
a
 TGGAAGGTTAAGAGGATGGG This work 

23S _R
b
 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 

(pCF10_16) 

asc10 asc_F CGGTACAGTTGGCAGTGTCT This work 

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 

LacI family sugar-binding 

transcriptional regulator (EF0954) 

bopD bopD_F CAACTTGCGCAAATCTATGG This work 

bopD_R ATCGCCATTCGACCTAATTC 

FUR family transcriptional regulator 

(EF1525) 

fur fur_F CCAAACACTTTCACCACCAT This work 

fur_R TTTGCTCTACTTCACCAAGCA 

OxyR family transcriptional regulator 

(EF2958) 

oxyR oxyR_F TCTCGACAAGCACAAGTTCC This work 

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) 

https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer
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Table 3. ΔCt 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 ΔCt 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 (±0.31) 

ace -6.03 1.90 -37.48 (±5.47) 

asc10 1.91 1.94 2.76 (±0.40) 

Regulatory systems    

fur 7.55 1.90 98.65 (±14.39)* 

oxyR -0.56 1.89 -1.10 (±0.16) 

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 (OD600nm) 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. 
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CAPÍTULO 5. DISCUSSÃO GERAL 

 

Neste capítulo optamos por apresentar considerações que julgamos 

relevantes em complementação ao conteúdo já publicado no Artigo 1. Em 

relação ao Artigo 2, em construção, levantaremos pontos mais amplos não 

discutidos na versão aqui apresentada. 

 

 Referente ao artigo 1: Detection of vanC1 gene 

transcription in vancomycin susceptible Enterococcus 

faecalis. 

A presença do gene vanC1 em E. faecalis vancomicina-sensíveis, 

isoladas a partir de amostras de estrume de porco foi descrita pela primeira vez 

na Alemanha (Schwaiger et al., 2012). A detecção desses genes em vanC em 

E. faecalis é importante, porque estes genes, em princípio, seriam intrínsecos 

às espécies E. gallinarum (vanC1) e E. casseliflavus (vanC2/3). Todavia, como o 

operon vanC está localizado em uma região transferível, como um transposon 

e/ou integron, o E. faecalis pode ter adquirido os genes vanC por transferência 

horizontal daquelas espécies habitantes naturais do intestino de aves. Este 

fluxo de transferência enfatiza que a localização cromossômica de um gene em 

isolados intrinsecamente resistentes não necessariamente protege contra 
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transferência para outras espécies, contribuindo assim para a diversificação de 

espécies. 

As sequencias parciais dos genes ddlE.faecalis (JX220983), vanC1 

(JX220984) e vanC2/3 (JX220985) foram analisadas e depositadas no GenBank 

com os respectivos números de acesso. Cada sequência de gene mostrou uma 

proximidade filogenética a uma espécie diferente dentro do gênero 

Enterococcus. Assim, a presença destes genes em E. faecalis provavelmente 

representa a aquisição de vanC1 de E. gallinarum e de vanC2/3  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 

expressão de genes de virulência em Staphylococcus aureus vancomicina-

resistente (VISA) (Chen et al., 2011) e foi demonstrado que a presença do 

antibiótico foi também capaz de modular a indução e repressão de genes 

associados à virulência. 

No que diz respeito aos cofatores [Fe-S], a formação de radicais 

hidroxilas danificam o DNA e as proteínas levando à morte da célula (Kohanski 

et al., 2008, 2010). O efeito do tratamento com eritromicina em E. faecalis 

causou um pequeno aumento no nível de transcrição 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 

resistência aos aminoglicosídeos, afetando a sua força motriz de prótons, que é 

necessária para o uptake de aminoglicosídeos, além disso há uma mudança do 

sistema ISC para o sistema SUF para permitir quantidades suficientes de 

cofatores [Fe-S] para a sobrevivência. Da mesma forma, durante a limitação de 

ferro, as células tornaram-se intrinsecamente resistentes a aminoglicosídeos 

por esta troca de sistemas (ISC-SUF) e pela repressão de complexos 

respiratórios, concluindo que as proteínas Fe-S promovem a morte celular por 

permitir a da absorção de aminoglicosídeos.  

Uma característica importante da vancomicina e que não 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 estão gravemente doentes ou que 

têm uma hipersensibilidade demonstrada para os β-lactâmicos e é uma das 

últimas linhas disponíveis de defesa contra bactérias Gram-positivas 

resistentes à meticilina (Dieterich et al., 2009). 

Chen et al. (2011) detectaram o aumento da citotoxicidade e 

demonstraram que a vancomicina estimula o fator σB (modulador de resposta 

geral de stress) que está envolvido na expressão de genes associados a 

virulência e ao aumento da citotoxicidade. Em outro estudo, o objetivo foi o de 

obter insights sobre os mecanismos moleculares da nefrotoxicidade em nível 

genômico: avaliar genes marcadores de lesão renal induzida por vancomicina e 

comparar as respostas de expressão gênica após a administração em grupos 

de camundongos BALB/c tratados com diferentes doses diárias de vancomicina 
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(Dieterich et al., 2009). Este estudo indicou o envolvimento do estresse 

oxidativo e dano mitocondrial em lesão renal induzida por vancomicina e 

detectou uma potencial contribuição da via do complemento e inflamação na 

toxicidade renal. A expressão de vários marcadores baseados em genes 

previamente identificados de toxicidade foi dramaticamente afetada pela 

administração de dose elevada de vancomicina. 
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CAPÍTULO 6. CONCLUSÕES 

 

Respondendo aos objetivos específicos desta tese, verificamos 

apenas a presença de genes de resistência vanA em isolados clínicos E. 

faecalis e nos isolados de animais verificamos a presença dos genes vanC1 e 

vanC2/3.  

Verificamos que a concentração inibitória mínima (CIM) de 

vancomicina nos isolados que portavam genes vanC foi de 1 e 4 µg/ml, sendo 

considerados sensíveis à vancomicina; a CIM de vancomicina em todos 

isolados que portavam o gene vanA foi de 384 µg/ml, sendo considerados 

resistentes à vancomicina. 

Verificamos que os isolados portadores de genes vanC 

demonstraram sensibilidade à teicoplanina e os portadores de genes vanA 

demonstraram resistência à teicoplanina.  

Verificamos a presença de transcritos dos genes vanC1 e vanC2/3 por 

RT-PCR em E. faecalis vancomicina-susceptíveis. 

Verificamos que presença de concentração subinibitória de 

vancomicina foi capaz de induzir a expressão dos genes vanA, bopA, bopC, 

asc10 e fur e reprimir a expressão dos genes bopB, bopD, ace e oxyR por PCR 

Quantitativo (qPCR). 
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Verificamos que a formação de biofilme em cepas clínicas EVR não 

é alterada em diferentes concentrações de urina, porém as cepas testadas não 

conseguiram se desenvolver em urina pura. 

Verificamos que a formação de biofilme em cepas clínicas EVR se 

mantém significativamente similar na ausência e na presença de concentração 

subinibitória de 64μg/mL de vancomicina. 

De maneira geral, nós relatamos aqui pela primeira vez a expressão 

e identificação de mRNA do gene vanC em Enterococcus faecalis suscetível à 

vancomicina. Nossos resultados sugerem que E. faecalis pode ter adquirido os 

genes vanC por transferência horizontal de E. gallinarum e E. casseliflavus 

indicando que a detecção deste gene não deve ser utilizado como instrumento 

para a detecção de espécies 

Também relatamos pela primeira vez que a presença de 

concentração subinibitórias de vancomicina in vitro é capaz de interferir com a 

modulação de genes em isolados EVR, embora não influencie sobre o fenótipo 

dessas cepas. Apesar dos dados aqui apresentados serem referentes a testes 

in vitro, é possível que a vancomicina possa estar contribuindo para o aumento 

na expressão de fatores de virulência in vivo levando a piores resultados 

clínicos. 
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