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RESUMO

SACRAMENTO, A. G. Caracterizacio molecular de Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina em amostras clinicas, ambientes aquaticos e alimentos. 2015. 122f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2015.

Enterococos sao ubiquos no ambiente e fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal de
humanos e animais. A importancia dessas bactérias tem sido associada com infec¢des
hospitalares e resisténcia a multiplas drogas, principalmente a vancomicina. O objetivo do
presente estudo foi realizar a caracterizagdo molecular de cepas de Enterococcus spp. resistentes
a vancomicina (VRE) isoladas a partir de amostras coletadas de pacientes hospitalizados, agua
superficial de rios urbanos e carne de frango comercializada no Brasil. A presenca do gene vanA
foi confirmada em 20 cepas multirresitentes isoladas durante 1997-2011. Dentre os isolados
VRE, 12 cepas foram identificadas como E. faecium e oito como E. faecalis. Cepas de E.
faecium isoladas de amostras clinicas e 4aguas foram classificadas como clonalmente
relacionadas pelo PFGE, com perfil viruléncia predominante (acm”, esp®). Adicionalmente,
enquanto cepas de E. faecium isoladas dos rios pertenceram aos ST203, ST412 e ST478
(previamente caracterizados como endémicos em hospitais brasileiros), novos STs foram
identificados entre as cepas de E. faecalis (ST614, ST615 e ST616) e E. faecium (ST953 e
ST954) isoladas de alimentos. Sequéncias completas do transposon Tn/546 das cepas clinicas
VREfm 320/07 (ST478) e ambiental VREfm 11 (ST412) mostraram Tn/546-like element de
~12800 pb, com um ponto de mutacdo no gene vanAd na posi¢do 7.698 (substitui¢ao do
nucleotideo T pelo C) e uma no gene vanX na posi¢do 8.234 (G pelo T). Além disso, uma
dele¢do na extremidade esquerda do Tni546, e as sequéncias IS/251 e ISI216F na regido
intergénica vanHS e vanYX, respectivamente, também foram detectados. A este respeito, a
IS/216F na regido intergénica vanXY constitui um conjunto de genes previamente relatado em
cepas clinicas de VREfm no Brasil, denotando uma caracteristica regional. IS/2/6E tem sido
associada com os genes tcrB e aadE que conferem resisténcia ao cobre e aminoglicosideos, em
E. faecium e Streptococcus agalactiae, respectivamente. Portanto, essa IS pode contribuir para
a rapida aquisicdo de resisténcia antimicrobiana entre as espécies de cocos Gram-positivos
clinicamente importantes. Os tipos de Tn/546 indistiguiveis que foram identificados no atual
estudo isolados de humano e ambientes aquaticos sugerem uma comum partilha de um pool de
genes de resisténcia a vancomicina.

Palavras-chaves: Enterococcus, multirresitentes, MLST, vanA, IS1216E.



ABSTRACT

SACRAMENTO, A. G. Molecular characterization of vancomycin-resistant Enterococcus
spp. in clinical samples, aquatic environments and foods 2015. 122f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Enterococci are ubiquitous in the environment and in the intestinal tract of humans and animals.
The importance of these bacteria has been associated with nosocomial infection and multiple
resistance to antimicrobial agents, mainly vancomycin. The aim of the present study was to
perform molecular characterization of vancomycin-resistant Enterococcus spp. strains (VRE)
isolated from hospitalized patients, surface water of urban rivers and retail chicken meat in
Brazil. The presence of the vanA gene was confirmed in 20 multidrug-resistant strains isolated
in 1997-2011. Among these VRE isolates, (n = 12) were identified as E. faecium and (n = 8) as
E. faecalis. E. faecium strains isolated from water and clinical samples were classified as
clonally related by PFGE, the predominant virulence profile being (acm”, esp®). Additionally,
while E. faecium strains isolated from rivers belonging to ST203, ST412 and ST478 (previously
characterized as endemic in Brazilian hospitals), new STs were identified among strains of E.
faecalis (ST614, ST615 and ST616) and E. faecium (ST953 and ST954) isolated from food.
Complete sequences of transposon Tn/546 from VREfm clinical strain 320/07 (ST478) and
environmental strain VREfm 11 (ST412) showed a Tn/546-like element of ~12800 bp, with
T7698C vanA and G8234T vanX mutations. Moreover, deletion of the Tn/546 left extremity,
and the IS/25] and IS/216E sequence inside the vanHS and vanYX intergenic region,
respectively, were also detected. In this regard, the IS/2/6E sequence inside the vanXY
intergenic region constitutes a gene array previously reported for Brazilian VREfm clinical
strains alone, denoting a regional characteristic. IS/2/6E has been associated with fcrB and
aadE genes, which confer resistance to copper and aminoglycosides, in E. faecium and
Streptococcus agalactiae, respectively. Therefore, IS/2/6E should contribute to rapid
acquisition of antimicrobial resistance among species of the clinically important Gram-positive
cocci. On the other hand, Tn/546-like elements were identical among clinical and
environmental VREfm isolates, suggesting sharing of a common vancomycin resistance gene
pool.

Keywords: Enterococcus, multidrug-resistant, MLST, vanA, ISI1216F
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1. INTRODUCAO

1.1 Género Enterococcus spp

Os enterococos sao bactérias Gram-positivas, cocos ovais anaerobios facultativos que
formam cadeias de varios comprimentos. Resistentes e versateis, com uma habilidade especial
para resistir a condigdes adversas, incluindo altas concentracdes de sal e a uma vasta gama de
temperaturas (10 °C a > 45 °C). Dessa forma, estdo amplamente distribuidos na natureza com
capacidade para sobreviver e se desenvolver em varios ambientes, principalmente no solo e na
agua (MURRAY, 1990).

Essas bactérias foram frequentemente relatadas por causar uma série de infecgdes
pélvicas, neonatais, do trato urinario, bem como endocardites infecciosas. No entanto, apesar
do seu potencial patogénico, os enterococos geralmente apresentam moderados niveis de
viruléncia, devido a sua presenga como colonizadores naturais do trato gastrointestinal (GI) da
maior parte dos seres humanos e animais, e ainda, pelo fato de terem sido utilizados com
seguranca por décadas como probidticos em seres humanos e animais de fazenda (AGUIRRE
& COLLINS, 1993; MURRAY et al., 2007).

Algumas caracteristicas dos enterococos tém contribuido para torna-los importantes
patogenos humanos, tais como: i) a capacidade inerente de resistir aos antimicrobianos
(clindamicina, cefalosporinas e aminoglicosideos), i) de adquirir e disseminar determinantes
de resisténcia a antibioticos (clusters de genes de resisténcia vancomicina), e por fim, iii) ao
seu genoma maledvel, que pode contribuir a sua adaptacdo ao ambiente hospitalar e para a
capacidade de certas linhagens de colonizar o trato GI e/ou disseminar fora do intestino
(MURRAY et al., 2000).

Atualmente, 54 espécies e duas subespécies estdo descritas no género Enterococcus
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(EUZEBY, 2015), sendo que, o Enterococcus faecium, seguido do Enterococcus faecalis sdo as
espécies mais frequentemente isoladas de casos de infeccdo humana (CATTOIR &
LECLERCQ, 2013). Outras espécies, tais como E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E.
avium, e E.raffinosis sao isoladas com muito menos frequéncia e representam menos do que

5% dos isolados clinicos (PATTERSON et al., 1995; CETINKAYA et al., 2000).

1.2 Origem da resisténcia a vancomicina

Com a descoberta dos antibidticos a mais de 70 anos atras iniciou-se um periodo de
inovagao e implementagdo de drogas na satide de humanos e animais e na agricultura. Contudo,
apos essa descoberta, o surgimento de microrganismos resistentes também passou a ser relatado
(WRIGHT, 2007; LIVERMORE, 2009). Essas evidéncias tém justificado a ocorréncia de
resisténcia aos antibioticos em bactérias patogénicas nas Ultimas décadas, reforgcadas pelo fato
de que as colegdes de microrganismos anteriores a era antibiotica foram altamente suscetiveis
aos antimicrobianos (HUGHES & DATTA, 1983).

A origem da resisténcia a vancomicina, antibidtico da classe dos glicopeptideos, ainda
nao esta elucidado. Estudos sugerem que possa ter surgido de microrganismos que produzem
vancomicina, tais como Streptomyces toyocaensis € Amycolatopsis orientalis, 0s quais possuem
os genes vanH, vanA e vanX (vanHAX), cassete de resisténcia a vancomicina relacionado com
o dos enterococos (MARSHALL et al., 1997, MARSHALL et al., 1998). Tanto os
microrganismos produtores de glicopeptideos quanto as bactérias acido latico intrinsecamente
resistentes a vancomicina, tais como dos géneros Leuconostoc, Pediococcus e Lactobacillus,
provavelmente sao potenciais reservatorios (DARTOIS et al., 1995; ELISHA et al., 1995;
PARK et al., 1997, MARSHALL ef al., 1998). Assim, os genes de resisténcia a vancomicina
podem ter surgido em decorréncia de mutagdes em genes homologos dos enterococos ou de

outros microrganismos (MARSHALL et al., 1998).
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O Paenibacillus popilliae (anteriormente denominado Bacillus popilliae) ¢ uma
bactéria utilizada como biopesticida em praticas agricolas. O P. popilliae é resistente a
vancomicina [concentragdao inibitoria minima (CIM) de 800 ug/ml] e sensivel teicoplanina
(CIM <1 ug/ml) e apresenta o gene ligase com 77% de identidade com o gene vand (RIPPERE
et al., 1998). Esses biopesticidas foram usados nos Estados Unidos hd mais de 50 anos para a
supressao de populagdes de besouros. Um outro estudo mostrou que o P. popilliae tem os genes
vanY, vanZ, vanH, vanA e vanX do operon van com alta homologia com a sequéncia do operon
van enterococico (PATEL et al., 2000).

A origem de resisténcia a vancomicina ¢, sem divida, antiga. Sequéncias relacionadas
ao vanHAX foram recuperados a partir de amostras de 30.000 anos atras obtidos de solo
formado por terra, rochas e gelo, recolhidos em Yukon, um dos trés territorios do Canada
(D’COSTA et al., 2011). Esse trabalho estabeleceu que os genes de resisténcia surgiram antes
do uso de antibioticos e ainda, oferecendo evidéncias de que essa resisténcia ¢ um fenomeno
antigo, que ocorre naturalmente no ambiente genético dos microrganismos. Isto ¢ consistente
com a rapida emergéncia de resisténcia na clinica que prevé que os novos antibidticos
selecionam determinantes de resisténcia pré-existentes que circulam dentro do pangenoma
microbiano por milénios. Essa realidade serve como base para a conduta clinica na

administracao de antibidticos novos e existentes (D’COSTA et al., 2011).

1.3 Inicio da resisténcia dos enterococos a vancomicina

Os primeiros isolados VRE relatados em 1988 no Reino Unido e na Franga pertenciam
a espécie E. faecium (VREfm) (UTTLEY et al., 1988; LECLERCQ et al., 1988). A principio,
verificou-se uma elevada prevaléncia de VREfm na comunidade em alguns paises da Europa,

como o observado na Bélgica (30%), em contraste com os raros casos ocorridos em hospitais
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(VAN DER AUWERA et al., 1996). A avoparcina, antibiotico da classe dos glicopeptideos
utilizado como promotor de crescimento em animais de producao, foi apontado como agente
seletivo de cepas resistentes, que pode ter favorecido a transmissdao de VRE para os humanos
através da cadeia alimentar (BATES et al., 1993). Embora ainda ndo comprovada, essa
transmissao parece muito provavel.

A proibi¢ao do uso da avoparcina pela Unido Europeia (UE) em 1997, seguida de todos
0s outros agentes antimicrobianos utilizados como promotores de crescimento, foi a precursora
de muitas controvérsias geradas pela auséncia de analises mais detalhadas sobre os riscos do
uso desses promotores (ACAR et al., 2000; HAMMERUM et al., 2010). Como resultado,
houve um declinio de isolados de VRE a partir de frangos na Dinamarca e Franca (BAGER et
al., 1999; KEMPF et al., 2008). No entanto, apesar dessa reducdo, os determinantes de
resisténcia ainda persistem anos apds a cessacao completa do consumo de glicopeptideos por
animais de criagdo (JOHNSEN et al., 2011). Portanto, um reservatdrio animal de genes de
resisténcia ainda pode estar presente, e potencialmente, persistir pelos proximos anos. Durante
a década de 2000 na Europa, enquanto a dissemina¢do de VRE por animais diminuia, alguns
paises da UE registravam aumento de VRE e grandes surtos hospitalares, semelhante ao
observado nos EUA (EARSS, 2012). Além disso, as cepas isoladas de hospitais diferiram
daquelas isoladas de animais, principalmente por serem altamente resistentes a ampicilina.

Nos EUA, onde a avoparcina nunca foi legalmente disponivel para uso em animais e
onde a vancomicina oral e intravenosa foi maci¢gamente utilizada contra doengas humanas, a
identificacdo de VREfm em hospitais foi relatada pela primeira vez em 1989 na cidade de Nova
York (FRIEDEN et al., 1993). Desde entdo, a propor¢ao de VRE em hospitais dos EUA
aumentou rapidamente, tanto dentro como fora de unidades de terapia intensiva (UTIs),
atingindo cerca de 28% dos isolados de enterococos em 1993 (CDC, 1993). De fato, o nimero
de infec¢des por VRE em hospitais norte-americanos aumentou de 9.820 em 2000 para 21.352

em 2006 (RAMSEY et al., 2009). Nos anos seguintes, o E. faecium tornou-se a causa mais
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comum de infecgdes hospitalares quando comparado ao E. faecalis (HIDRON et al., 2008).
Essa mudanca na espécie ¢ de grande importancia clinica, uma vez que infecgdes por E. faecium
tem sido mais dificil de tratar por apresentarem alto nivel de resisténcia a ampicilina e
aminoglicosideos (ARIAS & MURRAY, 2008; HIDRON et al., 2008; ARIAS & MURRAY,
2011). Diferentemente, nos EUA, cepas de VRE nao foram identificadas em individuos da
comunidade ¢ em animais destinados a producao de alimentos, embora apenas alguns
levantamentos epidemioldgicos t€ém sido conduzidos (COQUE et al., 2006).

No Brasil, a utiliza¢ao da avoparcina na alimentagao animal foi proibida desde 1998.
No entanto, outros antimicrobianos, tais como a avilamicina, bacitracina de zinco, enramicina,
flavomicina, lincomicina, colistina, tilosina e virginiamicina ainda sdo permitidos como
aditivos na alimentacdo animal (BRASIL, 2015). No pais, poucos estudos com o objetivo de
avaliar a presenga de enterococos em frangos foram conduzidos, sem relatos de Enterococcus
spp. tipos vanAd (LEME et al., 2000; BATISTA XAVIER et al., 2006; FRACALANZZA et al.,
2007). Seguindo a tendéncia dos EUA, no Brasil, a grande fonte de VRE tem sido proveniente
do ambiente hospitalar. Ap6s o primeiro relato de identificacdo de VRE em 1996, no Estado do
Parana (COSTA et al, 1998), varios estudos confirmando a dissemina¢do de clones de VRE
multirresistentes em hospitais brasileiros (ZANELLA et al., 1999; ZANELLA et al., 2003;
PALAZZO et al., 2011; BATISTAO et al., 2012; RESENDE et al., 2014; DA SILVA et al.,
2014; CAMPOS et al., 2014; CORREA et al., 2015). Segundo dados do Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY no Brasil, a resisténcia a vancomicina entre os enterococos aumentou
de 4,4% em 2003 para 12,2% em 2008 (GALES et al, 2009). Em 2011, um relatorio de um
programa de vigilancia da resisténcia em paises da América Latina mostrou que a taxa de VRE

no Brasil foi a maior entre esses paises (27%) (JONES et al., 2013).
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1.4 Mecanismo de resisténcia aos glicopeptideos

A sintese do peptidoglicano, principal componente da parede das células bacterianas,
¢ composta por diversas etapas conforme o descrito por REYNOLDS, 1989 ¢ MAINARDI et
al., 2008. Os antimicrobianos da classe dos glicopeptideos nao atravessam para o citoplasma
bacteriano, uma vez que atuam na superficie externa da membrana citoplasmatica, inibindo a
sintese do peptidoglicano. Esses antimicrobianos se ligam com elevada afinidade na regidao C
terminal D-alanina-D-alanina (D-ala-D-ala) do pentapeptideo (precursor do peptidoglicano)
por meio de cinco pontes de hidrogénio, e devido ao seu alto peso molecular (cerca de 1500-
2000 Da), bloqueiam a agdo das enzimas envolvidas nas reagdes de transglicosilacdo e

transpeptida¢do na sintese da parede celular (Figura 1) (COURVALIN, 2006).

L-;?ICI Glicopeptideo
o-Glu : o-Ala
I D,D-transpeptidases 0 ﬂ“a I
-lys @ vam— p-Ala p-Ala
I I T
p-Ala L-Lys L-Lys
| . . Y & ‘ , V-
PC p-Ala p-Glu D-([Slu
I |
Pepitideoglicano t-Ala Transgjiic‘ésilases t-Ala
pré-existente Pepitideoglicano " e .‘*

primario r|>
p

R R B S R

C

Figura 1 - Mecanismo de agdo de glicopeptideos.
Legenda: PC: Parede celular; MC: Membrana citoplasmatica; C: Citoplasma
Fonte: Adaptado de CATTOIR & LECLERCQ (2013).
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A resisténcia aos glicopeptideos ocorre devido a produgdo de precursores
pentapeptidicos de baixa afinidade que terminam em D-lactato (D-Lac) ou D-serina (D-Ser) e
pela eliminagdo dos precursores de afinidade elevada (D-Ala-D-Ala). Essa modificagdo do alvo
resulta na cooperagdo de varias enzimas codificadas por genes organizados em um operon, as
quais sao necessarias para a reprogramacao da sintese do peptidoglicano. A mudanca do D-Ala
para o D-Lac na regido terminal do precursor, leva a quebra de uma ligagao essencial de
hidrogénio, que resulta, por sua vez, em uma diminuicdo de 1000 vezes na afinidade da
vancomicina com os precursores que terminam em D-Ala-D-Ala, resultando em alto nivel
resisténcia a vancomicina. Em contrapartida, a mudanca do D-Ala para o D-Ser leva apenas a
reducao de sete vezes na afinidade, e assim, a um nivel mais baixo de resisténcia a vancomicina
(COURVALIN, 2009).

Até o presente momento, oito tipos de resisténcia adquirida aos glicopeptideos foram
relatados com base em critérios fenotipicos e genotipicos (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG,
VanL, VanM e VanN) e um outro tipo de resisténcia (VanC), sendo uma caracteristica intrinseca
do Enterococcus gallinarum e Enterococcus casseliflavus (Quadro 1) (Lebreton et al., 2011).
Os tipos VanA e VanB sdo os mais frequentemente detectados nos enterococos, sendo
ocasionalmente, identificados em bactérias corineformes e estreptococicas (KRCMERY, 2000),
e raramente, o operon vanAd também tem sido detectado em S. aureus (SIEVERT et al., 2008).
Isolados VanA positivos apresentam altos niveis resistentes indutiveis a vancomicina e a
teicoplanina (CIM > 64 mg/L), enquanto que os isolados VanB exibem varios niveis de
resisténcia indutiveis a vancomicina (CIM geralmente igual a 16-32 mg/L), mas permanecem

sensiveis a teicoplanina.
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Quadro 1 - Tipos de resisténcia aos glicopeptideos em enterococos.

Resisténcia
Resisténcia adquirida intrinseca
Alto nivel Variavel Moderado Baixo nivel Baixo nivel
VanA VanM VanB VanD VanE VanG VanL VanN VanC1/C2/C3
Suscetibilidade
Vancomicina R R r-R R r r r r r
Teicoplanina R R S r-R S S S S S
Transferibilidade + + + - - + - + -
Espécies A/B* A A/B A/B B B B A G/D
Expressao 1 ? 1 C I/C 1 1 C C/1
Localizagdo Plasmideo Plasmideo Cromossomo Cromossomo Cromossomo Cromossomo ? Cromossomo | Cromossomo
(Cromossomo) | (Cromossomo) | (Plasmideo) (Plasmideo)
Precursores finais | D-Ala-D-Lac | D-Ala-D-Lac | D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser | D-Ala-D-Ser

Legenda: R, elevado nivel de resisténcia (MIC > 16 mg/L); r, baixo nivel de resisténcia (MIC=8-16 mg/L); S, suscetivel; A, E. faecium; B, E. faecalis; G, E. gallinarum;
D, E. casseliflavus; 1, indutivel; C, constitutiva. * também outras espécies de Enterococcus.

Fonte: Adaptado de CATTOIR & LECLERCQ (2013).
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O operon vanA ¢ normalmente carreado por um transposon denominado Tn/546, que
¢ composto por cinco genes envolvidos na resisténcia aos glicopeptideos (vanHAXYZ) e dois
genes reguladores (vanRS). O gene vanA codifica uma ligase que catalisa a formagao de um
depsipeptideo D-Ala-D-Lac. Por si sO, esse gene nao confere resisténcia, uma vez que o
substrato de D-Lac ¢ raro na natureza e tem que ser sintetizado. E esse o papel da desidrogenase
codificada por vanH que reduz piruvato, comumente encontrado na natureza, a D-Lac,
proporcionando assim, o substrato para a ligase. Nas etapas seguintes, esse depsipeptideo ¢
finalmente incorporado como uma forma de pentadepsipeptideo para a sintese do
peptidoglicano. No entanto, a resisténcia ainda ndo € expressa, visto que a sintese de precursores
do tipo selvagem persiste e permite que a ligacdo de vancomicina ocorra, € subsequentemente,
a ruptura da parede celular. A eliminacdo desses precursores “sensiveis” ¢ tarefa do gene vanX,
que codifica uma D, D-dipeptidase capaz de hidrolisar o dipeptideo D-Ala-D-Ala formado pela
ligase natural (Ddl). Além disso, os genes vanY codificam uma D, D-carboxipeptidase que
elimina o terminal D-Ala de precursores, caso haja eliminagdo incompleta do dipeptideo pelo

vanX (COURVALIN, 2006) (Figura 2).
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Figura 2 - Cluster do gene vanA conferindo resisténcia a vancomicina.

Fonte: Adaptado de HUGHES, 2003.
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1.5 Tranposon Tnl546

Os primeiros estudos conduzidos na Franga com isolados de VRE mostraram que o
cluster de genes van reside em um transposon da familia Tn3 de 10.851 pb denominado Tn/546
(ARTHUR et al., 1993). Esse transposon possui duas open reading frame (ORF) upstream dos
genes vanRSHAXYZ, denominadas ORF1 e ORF2, mostrando homologia para transposase e
resolvase, respectivamente (Figura 3). Essas ORFs sdo transcritas em diregdes opostas e ambas
estdo associadas a funcao de transposicao. O Tn/546 ¢ flanqueado por repeticdes invertidas
imperfeitas que variam de 36-38 pb. Apresenta-se estruturalmente relacionado a transposons da
familia Tn3, ndo conjugativo e in vitro, transpde em baixa frequéncia (10 por doador),
conforme o observado em experimentos realizados com plasmideos (HANDWERGER et al.,
1995). A maioria dos estudos tem identificado cluster de genes van em varios plasmideos
diferentes (CLARK et al., 1993; MATO et al., 1996; THAL et al., 1998; WERNER et al., 1999;

MERLO et al.,2015) e mais raramente, no cromossomo (HANDWERGER & SKOBLE, 1995).

Prototipo Tn7546
¢-< Orf1 vanR>{ vanS >—‘ vanH >~{ vanA @ @
IR IRR
| |
10,8 Kb

Figura 3 - Representagdo esquematica do prototipo Tn/546, mostrando o conjunto de genes

vanA que conferem resisténcia aos glicopeptideos.

A heterogeneidade genética de elementos relacionados ao Tn/546 tem sido bem
documentada (HANDWERGER et al., 1995; ARTHUR et al., 1997; MACKINNON et al.,
1997, WERNER et al., 1997; WOODFORD et al., 1998; JENSEN et al., 1998; VAN DEN

BRAAK et al., 1998; MERLO et al., 2015). Os polimorfismos descritos até o presente



23

momento, incluem a deteccdo de sequéncias de insercoes (IS) IS/2716V, IS1251, 1S1542,
IS1476, 1S1478, 1S1485, 1S1297, 1S3, ISEfl, ISEfa4, 1SEfa5 e de delegdes, tanto na
extremidade esquerda (sentido da ORF1) e direita (sentido do vanZ), onde termina o transposon.
Mutagdes pontuais na ORF1, vanR, vanS, vanA, vanX e vanY tém sido descritas (WILLEMS et
al., 1999; LAUDERDALE et al., 2002; CAMARGO et al., 2004; HARADA et al., 2012).
Dentre esses elementos, a IS/2/6V ¢ a mais descrita e disseminada, seguida pelas IS/257 e
IS7542, podendo estar presente em diversas regioes do transposon (PALEPOU et al., 1998;
LEE et al., 2004; TALEBI et al., 2008; ZHU et al., 2009; PARK et al., 2011; CHA et al., 2013;
MERLO et al., 2015).

A presenca da ISEfa5 na regido intergénica vanX-vanY pode resultar na expressao de
suscetibilidade a teicoplanina, alterando o fenotipo VanA (HENRIQUE et al., 2008). Da mesma
maneira, a supressao dos genes vanX-vanY pela inser¢do da IS/276V nessa regido intergénica
esta diretamente associada com a incongruéncia do fendtipo-VanB e genotipo-vanA (OH et al.,
2007). Discrepancias do tipo vanA/VanD também foram observadas em amostras com
transposons que apresentavam alteragdes nos genes vansS, vanY e/ou vanZ (HASHIMOTO et
al.,2000; CHA et al.,2013). Outros elementos de inser¢cdo também podem interromper a por¢ao
inicial de Tn/546, tais como, a IS7297 (inserida na IS/542) e a IS1485 (SONG et al., 2006;
KHAN et al., 2008). Os varios locais de inser¢ao indicam que esses elementos sao ativamente
moveis, alterando o rearranjo do Tn/546, modificando sua transmissibilidade e o fendtipo VanA

em isolados de humanos, animais e ambientais (PARK et al., 2007; NOVAIS et al., 2008).

1.6 Fatores de viruléncia de Enterococcus spp

A ascensao dos enterococos como patdogenos nosocomiais foi inicialmente o resultado

da seletiva vantagem proporcionada pela sua resisténcia aos antibidticos. No entanto, € provavel

que outros determinantes de viruléncia também estejam envolvidos no sucesso desses
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microrganismos em ambiente hospitalar. Grandes plasmideos transmissiveis com de tamanho
150-250 kb sdo comuns entre os E. faecium isolados da clinica e t€m um importante papel na
sua viruléncia (ARIAS et al., 2009). O gene da hialuronidase (4y/gsm) (que codifica uma familia
84 da Glicosiltransferase) tem sido frequentemente referido como um dos mediadores do
aumento da viruléncia que lhe ¢ conferida por esses megaplasmideos (FREITAS et al., 2010).

Em relacao aos determinantes da superficie celular, as proteinas de superficie de
enterococos (Esp) sdo codificadas por genes que parecem ter sido adquiridos dentro de uma
ilha de patogenicidade, sdo comumente encontradas em isolados clinicos, apresentando-se
ancoradas a parede celular, favorecem a formagao de biofilme e possuem um papel nas
infec¢des do trato urinario (ITU) e/ou endocardite em modelos experimentais (SHANKAR et
al.,2001; HEIKENS et al., 2007; HEIKENS et al., 2011). Outro fator de viruléncia importante
¢ a adesina (Acm) de E. faecium, que tem a fun¢do de se ligar ao colageno. Essa proteina tem
um papel no aumento da capacidade dos membros do clado de E. faecium associado ao hospital
para causar doenca, principalmente em endocardite experimental (NALLAPAREDDY et al.,
2008).

Ao contrario dos estreptococos e estafilococos, a maioria dos enterococos nao
produzem um conjunto de toxinas pro-inflamatdrias, mas, no entanto, sao constituidos por
diversos genes que codificam proteinas de adesdao que podem mediar a sua ligagdo aos tecidos
do hospedeiro, o que € coerente com a seu papel patogénico na endocardite infecciosa (ARIAS
& MURRAY, 2012). Vérias proteinas que sdo secretadas para o meio extracelular t€ém sido
implicadas na viruléncia enterococicas. A citolisina-hemolisina (Cyl) ¢ uma toxina que ¢
codificada em plasmideos ou ilhas de patogenicidade de E. faecalis. E secretada no meio
extracelular e possui atividade proteolitica em células sanguineas (SEGARRA et al., 1991;
BOOTH et al., 1996). Outro importante fator secretado ¢ a gelatinase protease (GelE), que
participa da ativacdo de autolisina, uma enzima que degrada o peptidoglicano, levando a

liberacao de DNA extracelular e a formagao de biofilme (THOMAS et al., 2009). Em modelos
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animais, cepas que nao possuem GelE t€ém mostrado diminuigdo na translocacao através células
intestinais T84, viruléncia atenuada em peritonite, endocardite, endoftalmite e reduzida
aderéncia as raizes dentarias (SINGH et al., 1998; HUBBLE et al., 2003; ENGELBERT et al.,

2004; ZENG et al., 2005).

1.7 Genética da populacgao dos enterococos

Os primeiros estudos sobre a epidemiologia molecular de VRE no Brasil utilizando
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) mostraram uma disseminag¢ao clonal intra e inter-
hospitalar (REIS et al., 2001; CEREDA et al., 2002). Em S3o Paulo, desde 1997 quando
pesquisadores da Instituto Adolfo Lutz (IAL) relataram o primeiro isolado de E. faecium tipo
vanA (ZANELLA et al, 1999) e documentaram o primeiro surto nosocomial no pais
(ZANELLA et al, 2003), outros estudos sobre a tipagem por PFGE de E. faecalis e E. faecium
resistentes a vancomicina vém mostrando a propagacao de novos clones em diferentes hospitais
das regides sul e sudeste (D'AZEVEDO et al., 2008; PALAZZO et al., 2011).

A tipagem por sequenciamento de multiplos locus (MLST) ¢ baseada em diferengas
alélicas de sete genes conservados e tem sido bastante utilizada para analises de relagdes de
ancestralidades. Essa técnica tem permitido identificar que isolados de enterococos recuperados
de pacientes hospitalizados, muitas vezes, se agrupam em cluters especificos (complexos
clonais - CC), os quais sao diferentes dos grupos dos isolados comensais ou dos recuperados
de animais (GETACHEW et al., 2013). Estudos no Brasil € no mundo tem demonstrado que a
maioria dos isolados de E. faecalis derivados de hospitais pertence a dois complexos clonais:
CC2eCCY (RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006; PENAS et al., 2013; CONCEICAO et al., 2014).
O aumento da frequéncia de isolamento de E. faecium deve-se a presenca de uma subpopulagdo

policlonal, como os Sequence types 17 (ST17), ST18, ST78, ST192, ST412 e ST478, todos



26

pertencentes ao (CC17) (WILLEMS & VAN SCHAIK et al., 2009; PALAZZO et al.,2011; DA
SILVA et al., 2012).

Analises de sequenciamento de nova geragdo dos enterococos, t€ém comparado varias
sequéncias dos seus genomas [eX. single nucleotide polymorphism (SNP), 16S rRNA, IS/6] e
demonstrado que o clado associado ao hospital ¢ geneticamente diferente da maioria dos
isolados comensais de humanos e animais (VAN SCHAIK et al., 2010; WERNER et al., 2011;

GALLOWAY-PENA et al., 2012).

1.8 Enterococos em ambientes aquaticos

Os enterococos estdao amplamente distribuidos em diversos habitats ambientais,
mesmo quando ha pouca ou nenhuma entrada de humano e/ou fontes de fezes de animais. Esses
habitats extra entéricos incluem solo e sedimentos, areia da praia, vegetagdo aquatica (ex. algas)
e terrestre, e ambiente aquaticos (rios, corregos e agua do mar), podendo também serem
considerados habitats heterotérmicos, uma vez que apresentam temperaturas variaveis,
diferentemente da do trato GI de animais de sangue quente, onde a temperatura € relativamente
constante (BYAPPANAHALLI et al., 2012).

A sua abundancia nas fezes de humano e animais, a facilidade com que sao cultivados,
e a sua correlacdo com os resultados da saide humana em adgua doce e marinha, levaram os
enterococos a serem utilizados como ferramentas para avaliar qualidade da agua recreacional
em todo o mundo. Dada a sua distribui¢do ubiqua nas fezes de animais e humanos, sdo usados
como bactérias indicadoras de contaminacao fecal ou associados a outros para patdgenos, em
analises de qualidade da 4gua (WOLF, 1972; SADOWSKY & WHITMAN, 2010).

A capacidade dos enterococos em crescer na presenca de sal (6,5% de NaCl) ¢ uma

das caracteristicas que distinguem o género. A maior tolerancia ao sal dos enterococos quando
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comparados a outros coliformes fecais (ex. Escherichia coli), provavelmente contribui para o
seu melhor desempenho como indicadores de risco para a saude humana em aguas recreacionais
marinhas (OSTROLENK et al., 1947; CABELLI et al., 1979). Atualmente, os enterococos sao
as unicas bactérias indicadoras de contaminag¢dao fecal recomendada pela Environmental
Protection Agency (EPA) dos EUA para aguas salobras e marinhas, uma vez que se
correlacionam melhor com os resultados da saude humana do que os de outras bactérias
indicadoras de contaminagao fecal (WADE et al., 2010). Outros estudos também tém observado
a sobrevivéncia prolongada de enterococos em agua doce (ANDERSON et al., 2005; HALLER
et al., 2009) e estuarios (JENG ef al., 2005).

A vegetagdo aquatica e terrestre, areia da praia, sedimentos de 4gua doce e marinha, e
do solo foram identificadas como algumas das principais fontes ambientais de enterococos e de
outras bactérias indicadoras de contaminagao fecal. Essas bactérias derivadas dessas fontes
podem, potencialmente, impactar a qualidade da 4dgua das praias e bacias hidrograficas
associados, e assim, existe a necessidade de uma melhor compreensao do seu destino nesses
ecossistemas (BYAPPANAHALLI et al., 2012). Varios estudos t€ém mostrado uma correlagao
entre a elevada concentragdes de enterococos e os riscos de doenca GI, respiratoria e de pele
em humanos durante o uso recreacional da 4gua (KAY, et al., 1994; PRUSS, 1998; SINCLAIR
etal., 2012).

As caracteristicas associadas a bactéria "ideal" indicadora de contaminag¢do incluem:
baixa viruléncia; a existéncia de uma metodologia simples e rdpida para contagem;
caracteristicas de sobrevivéncia que sdo semelhantes as de patogenos de ambientes extra
entérico; e uma grande associagdo com a presenca de agentes patogénicos (CABELLI et al.,
1979). A concentragdo de enterococos por método de filtragdo por membrana e cultivo em
meios seletivos (mEI ou M-Enterococcus) sdo atualmente considerados "padrdo ouro" para a
avaliacdo da qualidade da 4agua (EPA, 2002).

Estudos epidemiologicos adicionais de dguas impactadas pela poluicao incluem a
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identificacdo de enterococos ao nivel de espécie e a quantificagdo de outros patdgenos
necessarios para compreender melhor os riscos a saide humana. Quando analisados em
conjunto com resultados do emprego de tecnologias de sequenciamento de ultima geragao,
podem elucidar a compreensao da ecologia de enterococos multirresistentes e a sua continuada
utilidade como bactérias indicadoras de contaminagdo fecal em aguas para consumo e

recreacionais em todo o mundo (BYAPPANAHALLI et al., 2012).

1.9 VRE em isolados de carne de frango

Virios estudos tém identificado a presenca de Enterococcus tipo vanA em animais de
corte, carne ¢ produtos de carne no mundo (ROBREDO et al., 2000; JUNG et al., 2007;
HARADA et al.,2012; TALEBI et al., 2015). A disseminagao dessas bactérias multirresistentes
fora do ambiente hospitalar tem acarretado sérios problemas ao longo dos tltimos anos, e com
0 uso extensivo de antibidticos em animais de producao, essa se tornou uma provavel fonte para
a selecao de bactérias. Como consequéncia, foi estabelecida uma possivel rota de transmissao
dessas bactérias multirresistentes do animal para o homem através do alimento, especialmente
carnes e derivados (GHIDAN et al., 2008; CARATTOLI et al., 2008).

Baixas doses de agentes antimicrobianos em animais utilizados na alimenta¢ao podem
em certas condi¢des aumentar a sua produtividade, melhorando a sua alimentagdo e diminuindo
a morbidade e mortalidade causadas por infec¢des clinicas e subclinicas (BUTAYE &
DEVRIESE, 2003). O efeito dos antimicrobianos na promoc¢ao do crescimento foi descoberto
pela primeira vez quando frangos foram alimentados com produtos de fermentagdo do
Streptomyces aureofaciens apos a producao de antimicrobianos (STOKSTAD & JUKES, 1950).
A avoparcina, um glicopeptideos, foi introduzido pela primeira vez como promotor de

crescimento em 1975 (HAMMERUM et al., 2010), sendo usado em frangos e suinos, como
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também em perus, bezerros e outros animais (MCDONALD et al., 1997, WEGENER, 1998).

A Organizacao Mundial de Satde (OMS) define que zoonose ¢ qualquer doenga ou
infec¢ao naturalmente transmissivel de animais vertebrados para o homem e vice-versa (WHO,
2012). A transmissao dessas infecgoes dos animais para os seres humanos pode ser de forma
direta ou indireta. A via de transmissdo indireta ocorre por meio de produtos de alimentos
animais ou vegetais contaminados (GIRAFFA, 2002; SCHJORRING et al., 2011). Os produtos
a base de carne podem ser contaminados por matéria fecal nos frigorificos, enquanto que
vegetais podem ser contaminados no campo por estrume ou dgua de esgoto utilizada para
fertilizagdo e irrigagao.

Em relagao as bactérias resistentes aos antimicrobianos, sabe-se que nao sao apenas os
agentes patogénicos que possuem um potencial zoonotico, uma vez que os genes que codificam
a resisténcia antimicrobiana em comensais, tais como Escherichia coli e Enterococcus spp.,
podem ser transferidos para outros microrganismos patogénicos (EFSA, 2008; SCHIORRING
& KROGFELT, 2011). No intestino humano, essas bactérias podem colonizar de forma
persistente ou transitoria, podendo ser suficiente para os genes de resisténcia serem transferidos
para outras cepas mais adaptadas a colonizar os humanos (BERCHIERI, 1999; LESTER et al.,
2006; TROBOS et al., 2009). O potencial zoondtico de alguns genes de resisténcia
antimicrobiana significa a presenc¢a de algumas bactérias resistentes em animais de produgao,
podendo ser um reservatorio € uma fonte de propagacao de resisténcia, afetando a medicina

humana e veterinaria (WITTE, 2000).
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2. JUSTIFICATIVA

Até o momento, ndo existem dados sobre a relagdo epidemioldgica de Enterococcus
spp. tipo vanA isolados de humanos, ambientes aquaticos e alimentos no Brasil. Como ¢ de
conhecimento que os VRE sdo predominantes em hospitais brasileiros, torna-se oportuno um
estudo que vise identificar as principais espécies, perfil de suscetibilidade aos antibacterianos,
genes de resisténcia e viruléncia dessas bactérias isoladas de outras fontes. Além disso, a
tipagem molecular de cepas de VRE permite a identificagdo de clones e suas possiveis formas
de disseminagdo, podendo auxiliar no monitoramento de novos clones e possibilitar a
comparac¢do destes com os identificados no Brasil e em outros paises. Por fim, a analise do
ambiente genético do cluster do gene vanA, faz-se importante para a identificacdo e
caracterizacgao das fungdes dos elementos que medeiam a resisténcia a vancomicina em isolados

de diferentes ambientes ecologicos.



31

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar isolados de Enterococcus spp., com perfil de resisténcia aos
glicopeptideos isoladas de amostras clinicas, ambientes aquaticos e alimentos no Brasil, quanto
ao perfil de suscetibilidade aos antibacterianos, elemento genético mével, viruléncia e a sua

relacdo clonal.

3.2. Objetivos especificos

1.  Identificar espécies de Enterococcus resistentes aos glicopeptideos em amostras
clinicas, alimentos e amostras de agua superficial coletada de rios urbanos.

2. Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana aos demais antimicrobianos
das cepas resistentes aos glicopeptideos.

3. Identificar o gene de resisténcia aos glicopeptideos relacionado a presenga do
gene vanA, vanB e/ou vanC.

4.  Identificar os principais genes de viruléncia das cepas de Enterococcus
resistentes aos glicopeptideos.

5. Avaliar a similaridade genética e presenca de clones endémicos das cepas
estudadas.

6. Investigar o ambiente genético do transposon contendo o gene vand em cepas

de Enterococcus faecium isoladas de diferentes origens.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento e identificacio de VRE em amostras clinicas

Para o presente estudo, foram identificadas oito cepas clinicas de VRE, as quais foram
isoladas durante o periodo de 1997 a 2011. As cepas de VRE foram selecionadas a partir de um
total de 239 isolados de Enterococcus spp resistentes a vancomicina recuperados de casos
clinicos durante surtos de infec¢do hospitalar diagnosticados em 26 centros médicos
distribuidos na cidade de Sao Paulo (SACRAMENTO, 2010). As amostras clinicas (sangue,
liquor, urina e swab retal) foram processadas e semeadas em agar sangue a 5% para o
isolamento e posterior identificagdo de Enterococcus spp, seguindo o Manual de Microbiologia

Clinica para o controle de infecc¢do relacionada a assisténcia a saide (BRASIL, 2013).

4.2 Isolamento e identificacdo de VRE em amostras ambientais

Foram analisadas 42 amostras de aguas superficiais coletadas de oito pontos dos Rios
Tieté e Pinheiros proximos de Hospitais de Sdo Paulo nos anos de 2010 a 2011, com
colaboragdo da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) (Figura 4 ¢
Quadro 2). Destas, 31 (75%) foram positivas para enterococos, sendo que foram isoladas seis
cepas de VRE em cinco dos oito pontos dos rios que foram coletados (SACRAMENTO et al.,
2015a). As aliquotas de adgua utilizadas no presente estudo foram oriundas de projeto tematico
que investigou a biodiversidade microbiana nas aguas dos Rios Tieté e Pinheiros (LINCOPAN,

2010).
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pontos de coleta de amostras de dgua.

Fonte: Modificado de LINCOPAN (2010) e SUARES ROCHA et al. (2010).

Quadro 2 - Descrigao dos pontos de coleta de d4guas que constituem a amostragem.

Corpo Caodigo Latitude | Longitude -
UGRHI Hidrico CETESB Local de Amostragem S W Municipio
P ia Ponte na Rodovia que liga Mogi e ..
Rio Tieté TIET2050
das Cruzes a Salesopolis (SP-88) 233354 | 460057 Biritiba Mirim
Rio Tieté TIET3120 | A jusante da ETE de Suzano 233011 | 462013 Suzano
Rio Tiete | TIET41g0 | bonte das Bandeiras, na Avenida | 53 31 15 | 45375 S@o Paulo
Santos Dumont
Ponte dos Remédios, na Avenida
Rio Tieté TIET4200 | Marginal (Rodovia Presidente 233111 46 44 47 Sao Paulo
Castelo Branco)
Reservatério Proximo as comportas da
6 Edgard de TIES4900 | barragem do reservatorio, apésa | 2327 16 | 46 5436 | Santana do Parnaiba
Souza Rede de Retengdo de Aguapés
Rio Pinheiros | PINH4250 | Na Ponte do Socorro 233953 46 42 35 Sao Paulo
Rio Pinheiros | PINH4900 | [roximo d sua Fozno Rio Tete, | 3 3155 | 4644 54 S@o Paulo
na estrutura de Retiro
Reservatorio .
10 deBarra | TIBB2700 | Nomeio do Corpo Central,na 1 5, 55 39 | 45943 Sdo Manuel
. dire¢do do Cérrego Araquazinho
Bonita
UGRHI: Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos. Fonte: LICOPAN (2010)
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Seguindo métodos padronizados para o exame de agua e de aguas residuais, aliquotas
de 500 ml de agua de superficie foram coletadas em frascos de vidro esterilizados (http:
//lwww.standard methods.org). As aliquotas foram armazenadas em frascos de vidro
esterilizados, etiquetadas e transportadas em gelo para o laboratério. A partir de cada amostra
de agua, 100 mL, foi concentrada por filtracdo através de filtros de membrana esterilizados
(tamanho de poro de 0,45 pum). Os filtros foram colocados em placas de agar base M-
Enterococcus e incubada a 37 °C por 24 h. Os filtros de membrana foram removidos
assepticamente e colocados separadamente em caldos Brain Heart Infusion (BHI). Apos o
tratamento de vortice, uma aliquota de 100 uL de cada cultura foi semeada em agar M-

Enterococcus com e sem vancomicina (6 ug/ml).

4.3 Isolamento e identificacio de VRE em amostras de alimentos

Seis isolados de VRE foram recuperados de amostras de frango congeladas, destinados
a venda em mercados em quatro estados brasileiros. Essas amostras foram isoladas nos anos de
2004 a 2006, durante o Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frangos (PREBAF) (ANVISA, 2008, SACRAMENTO et al., 2015b).

As amostras de frango de varejo foram descongeladas a 5°C, por até 24 horas, em
seguida, as visceras de frango foram removidas e cada carcaca foi lavado em dgua peptonada a
1%, tamponada. Para cada 1 g de amostra, 1 mL de 4gua peptonada foi adicionado (1:1). Depois
de enxaguar a superficie inteira das carcacas de frangos, duas aliquotas de 25 mL foram
removidas assepticamente e colocadas separadamente em frascos estéreis que tinham
anteriormente sido cheio com 225 mL de caldo de Enterococcosel estéril com e sem
vancomicina (6ug/ml), respectivamente. Os frascos foram incubados a 35 °C durante 48 horas,
e as culturas de caldos Enterococcosel que transformaram para preto foram semeadas em agar

Enterococcosel com e sem vancomicina, respectivamente (ANDREWS & HAMMACK, 2003).
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4.4 Identificacdo bioquimica

A identificagdo das amostras em género e espécie segue as provas bioquimicas
padronizadas internacionalmente por FACKLAM & TEIXEIRA (2003). Primeiramente, foi
observada a morfologia celular por meio da coloragdo de Gram. Posteriormente, provas
presuntivas para identificagdo do género foram realizadas, como a capacidade de crescimento
em meio de cultura liquido acrescido de 6,5% de NaCl, capacidade de crescimento na presenca
da bile e de hidrolisar a esculina e a hidrolise enzimatica da L-pyrrolidonyl-beta-naphtylamide
(Teste PYR).

A fermentacdo dos carboidratos manitol, sorbitol, sorbose, arabinose e rafinose foi
avaliada em meio de cultura liquido, tendo como base o caldo de infusdo de coragao (Heart
Infusion Broth - BHI), esterilizado por autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. Ao caldo
acrescentou-se o carboidrato e o indicador azul de bromocresol para uma concentragdo final de
1%.

Para o teste da hidrdlise da arginina, o meio utilizado foi o caldo descarboxilase de
Moeller acrescido de 1% de (L)-arginina. O meio esterilizado por autoclavacao foi distribuido

em tubos € uma camada de um centimetro de 6leo mineral estéril foi adicionada ao meio.

4.5 Teste para determinacdo do alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos

(HLAR)

A determinacdo do HLAR foi realizada pelo método de difusdo em agar, conforme
técnica descrita pelo manual CLSI (2014). Com o auxilio de uma micropipeta automatica o
volume de 10 pL de uma suspensdo bacteriana com 108 UFC/ml, preparada com o auxilio da
escala 0,5 de McFaland foi semeado em duas placas de agar BHI contendo 500 pg/mL de

gentamicina ou 2.000 pg/mL de estreptomicina. Apds incubagdo da placa por 24h a 37°C em
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aerobiose procedeu-se a leitura. O crescimento de mais do que uma colonia foi considerada
teste positivo para resisténcia ao antimicrobiano, com exce¢ao da placa com gentamicina, que
quando o resultado foi negativo, esta foi incubada por mais 24h.

Para afericdo das concentragdes dos antibioticos nas placas de dgar BHI, utilizaram-
se as cepas padrao de E. faecalis ATCC 29212 ¢ ATCC 51299, como controle de suscetibilidade

e resisténcia, respectivamente.

4.6 Determinacio da concentrac¢ao inibitoria minima (CIM)

Para os ensaios de determinagao da CIM, utilizou-se a técnica de microdiluigao em
caldo, conforme recomendagdes do CLSI (2014) e EUCAST (2014). As cepas foram avaliadas
frente aos antimicrobianos: vancomicina (VAN), teicoplanina (TEI), ampicilina (AMP),
ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TET), clorofenicol (CLO), eritromicina (ERI), linezolida
(LNZ), quinupristina/dalfopristina (Q/D), tigeciclina (TIG) e daptomicina (DAP).

Os sais dos antimicrobianos foram estocados a - 20°C. As solugdes concentradas dos
antimicrobianos foram feitas em dgua destilada esterilizada ou em outro solvente adequado ao
antimicrobiano, levando-se em consideragdo a poténcia de cada antimicrobiano fornecida pelo
fabricante.

Como meio de cultura, utilizou-se o caldo Mueller-Hinton II (MHII) cétions ajustados.
Neste caldo, prepararam-se as diluigdes de uso dos antimicrobianos seguidas de diluigdes
seriadas de 1:2. Apods a dispensa de 50 pL das diferentes dilui¢des dos antimicrobianos nas
placas de microdilui¢ao estéreis com 96 pocos, estas foram mantidas a - 20°C devidamente
lacradas e acondicionadas até a realizagdo dos testes de determinagao da CIM.

Para a determinacao da CIM, o indculo bacteriano foi preparado em solugao fisioldgica
esterilizada, a partir de um crescimento de 18h em placas de 4gar sangue. Com auxilio de um

“swab” e de um espectrofotometro (A625nm = 0,8—1,3), preparou-se uma suspensao bacteriana
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ajustada para uma concentracio de 103 UFC/mL. Desta suspensdo, preparou-se o inéculo em
caldo MHII para uma concentracio final de 10 UFC/mL. Um volume de 50 uL foi adicionado
por pogo das placas de microdiluicdo e foram incubadas a 37°C por 24h em condigdes de
aerobiose.

A cepa padrao de E. faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle de qualidade do
teste para todos os antimicrobianos. O controle de pureza do indculo bacteriano foi observado
pela coluna, na qual se tinha somente meio de cultura sem antimicrobiano e com indculo
bacteriano. O controle de esterilidade do meio de cultura foi realizado observando-se a coluna,
na qual continha somente o meio de cultura sem ino6culo bacteriano.

A leitura da CIM foi a menor concentracdo de antibidtico na qual ndo se observou
visualmente o crescimento bacteriano. Os critérios de suscetibilidade e resisténcia adotados

para cada antimicrobiano foram os recomendados pelo CLSI (2014).

4.7 Identificacdo genotipicas das espécies E. faecalis e E. faecium

Para confirmagdo das espécies, foi utilizada a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para amplificacdo dos genes ddl que codificam as ligases D-alanina, espécie-
especificos para E. faecalis e E. faecium (DUTKA-MALEN et al., 1995). O conjunto de

iniciadores que foram utilizados encontra-se descrito no Quadro 3.
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Quadro 3 - Conjuntos de iniciadores utilizados nos ensaios de PCR convencional para a

deteccao de genes dd/ de Enterococcus spp.

Genes e nomes dos primers Sequéncia de primers Tamanhos do amplificados
ddl E. faecalis
El 5’ ATC AAG TAC AGT TAG TCT 3’
941 pb
E2 3’ ACG ATT CAAAGC TAACTG 5’
ddl E. Sfaecium
F1 5’ TAG AGA CAT TGAATATGC C 3’
550 pb
F2 3’TCG AAT GTG CTACAATC 5’

pb: pares de bases

Para cada 25 pL de reacdo foram utilizados: tampao da PCR 10X [TRIS-HCI 20 mM,

pHS,4; KCI 50 mM (Gibco, BRL) na concentragdo final de 1X; 3mM de solu¢do de MgCl,

(Gibco, BRL); desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) 100 mM (Gibco, BRL) na concentragao

final de 200 uM; iniciadores ddl E. faecalis em sentido sense e antisense e dd! E. faecium em

sentido sense e antisense na concentracao final de 50 ng (cada), conforme sequéncias publicadas

por DUTKA-MALEN et al. (1995). A enzima Taq DNA Polimerase (Gibco, BRL) foi

adicionada na concentracao final de 1U para cada reagdo e dgua destilada, esterilizada, para um

volume final de 25 pL. Duas a quatro coldnias isoladas, a partir de uma cultura pura em agar

sangue, foram adicionadas em cada tubo de rea¢do (FREE & SHAM, 1996).

Os controles positivos E. faecalis ATCC 29212 e E. faecium 228, e o controle negativo

(tubo contendo somente a mistura de reagentes sem DNA bacteriano), foram incubados no

termociclador (Mastercycler Personal Eppendorf) e submetidos aos seguintes ciclos (DUTKA-

MALEN et al., 1995):

. 1 ciclo a 94°C / 2 min.

. 30 ciclos a 94°C / 1 min., 54°C / 1 min., 72°C / 1 min.

. 1 ciclo a 72°C / 10 min.
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Apo6s o término da reacdo, o produto de amplificacao foi mantido a 4°C, para posterior
analise pela eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 1,5% em TBE 1X. A corrida eletroforética
foi feita durante 90 minutos a 100 volts. Utilizou-se um marcador de peso molecular para os
fragmentos de DNA, 100 pb DNA Ladder (Gibco BRL). A coloragao do gel foi realizada com
GelRed por 30 minutos e fotografado pelo sistema de fotodocumentagdo do equipamento Gel

Doc EQ (Bio-Rad).

4.8 Detecciio dos genes de resisténcia a vancomicina (vanA, vanB, vanC-1 e vanC-2/3)

Para confirmagdo dos genes de resisténcia vand, vanB, vanC-1 e vanC-2/3 foram
utilizadas as mesmas sequéncias de nucleotideos publicados por ZANELLA et al., 2003

(Quadro 4).

Quadro 4 - Conjuntos de iniciadores utilizados nos ensaios de PCR convencional para a

detecgdo de genes de resisténcia de Enterococcus spp.

Genes e nomes dos primers Sequéncias de primers Tamanhos do amplificados
vanA
Al 5’ AAATGT GCG AAAAACCT 3’

600 pb
A2 3’TCC TGATGA ATACGAAAGAT 5’
vanB
B1 5’ACC TAC CCT GTCTTT GTGAA 3’

300 pb
B2 3’ AAT GTC TGC TGG AAC GAT A5’
vanC-1
C-14 5" GGT ATC AAG GAAACCTC 3’

822 pb
C-1, 3’CTT CCG CCATCATAGCT 5’
vanC-2/3
C-24 5’CTC CTACGATTCTCT TG 3’

439 pb
C-2, 3’CGAGCAAGACCTTTAAGS’

pb: pares de bases
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O preparo das amostras para a reacao da PCR foi o mesmo utilizado no item 4.3.1.
Cepas de E. faecium - vanA 228, E. faecalis - vanB ATCC 51299, E. gallinarum NCTC 12359
e E. casseliflavus NCTC 1261 foram usadas como controles positivos, € a cepa E. faecalis
ATCC 29212 como controle negativo. As amostras ¢ os controles foram incubados no
termociclador e submetidos aos seguintes ciclos, conforme protocolo de WOODFORD et al.

(1995):

. 1 ciclo a 94°C / 5 min.,
. 30 ciclos a 94°C / 25 seg., 54°C / 40 seg., 72°C / 40 seg.,
. 1 ciclo a 72°C / 5 min.

4.9 Extracdo de DNA genémico

O DNA gendomico das bactérias foi extraido pelo método previamente descrito por
BOLANO et al (2001). Para a extracdo do DNA, as amostras de VRE foram cultivadas em agar
sangue a 37°C por 18-24h. Uma coldnia do crescimento bacteriano foi semeada em SmL de
caldo BHI e incubada a 37°C por 18h.

Apo6s incubacgao, o caldo BHI com bactérias foi centrifugado por 5 minutos a 2.655g a
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento bacteriano foi lavado com SmL
de solucao fisiologica (0,85g NaCl em 100mL de agua destilada) e centrifugados sob as mesmas
condig¢des citadas acima e o sobrenadante foi desprezado.

Em seguida, foi adicionada, ao sedimento bacteriano, a mesma quantidade de pérolas
de vidro (proporg¢ao 1:1), previamente tratadas com acido nitrico. Este dcido tem a funcao de
remover metais pesados que atuam como co-fatores para nucleases (DNAses e RNAses). Entdo,
foi adicionada solugdo tamponante de extracdo (Tris HCI pH 8,5-0,5M; NaCl; EDTA pH 8-
0,5M; SDS e agua deionizada) na propor¢ao 2:1, sendo assim, para 300uL. do sedimento

bacteriano foram adicionados 600ul da solugdo tamponante e logo apds, foram agitados
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vigorosamente por 10 minutos.

Foram transferidos 500uL da mistura (mistura do sedimento bacteriano e da solucao
tamponante) para tubo de 1,5mL. A seguir, foram adicionados ao tubo, 500uL de
fenolcloroformio (1:1), homogeneizando cuidadosamente por 15 segundos. Posteriormente, o
tubo foi centrifugado por 20 minutos a 15.300g a 4°C. O sobrenadante (400uL) foi transferido
para um novo tubo, ao qual foi adicionado isopropanol absoluto (armazenado a -20°C) na
proporg¢ao 1:1 e o tubo foi mantido a -20°C por 18-20 horas.

Apos incubagdo, o tubo foi centrifugado a 15.300g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 1 mL de etanol 70% (armazenado a -20°C),
procedimento seguido por homogeneizagdo por inversdao. Em seguida, o tubo foi submetido a
uma nova centrifugacdo sob as mesmas condic¢des descritas anteriormente. Finalmente, apds o
sobrenadante ter sido desprezado, todo o liquido remanescente foi desprezado em papel
absorvente ¢ o tubo contendo o DNA permaneceu aberto no fluxo até a evaporacao total do

etanol. Em seguida, foi suspenso em 100uL agua ultra-pura e armazenado a -20°C.

4.10 Deteccao de genes de viruléncia

A PCR para deteccdo dos genes de viruléncia foi realizado com base no mesmo
utilizados por (CAMARGO et al., 2006; CAMARGO et al., 2008). Para cada 25 pL de reacao
foram utilizados: solu¢do tamponante de reagdo 10X diluida para a concentracao final 1X (Tris
20mM e KCI 50mM), 2mM de cloreto de magnésio (MgCls), 0,625 U de Taq DNA polimerase,
0,2mM de cada um dos quatro nucleotideos (ANTP), 21 pmol dos primers para amplificagao
dos genes de viruléncia, 2uLL de DNA na concentracao de 30 ng/uL e agua ultra pura q.s.p.
Foram utilizadas as mesmas sequéncias de nucleotideos publicados por (CAMARGO et al.,

2006; CAMARGO et al., 2008) (Quadro 5).
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Quadro S - Conjuntos de iniciadores e condi¢gdes de ciclagem utilizados nos ensaios de PCR

convencional para a detec¢ao de genes de viruléncia de Enterococcus spp.

Genes Primers Sequéncias de primers Tamanhos do Temperatura de
1 - amplificados hibridiza¢ao
acm acmF | GGCCAGAAACGTAACCGATA
353 pb 58°C
acm R | CGCTGGGGAAATCTTGTAAA
cylLiF | AACTAAGTGTTGAGGAAATG 159 b 48.5°C
cylLiR | AAAGACACAACTACAGTTAC P ’
eyl CylLs F | AGAACTTGTTGGTCCTTC
134 pb 50°C
CylLs R | GCTGAAAATAATGCACCTAC
CylAF | ACAGGTTATGCATCAGATCT
507 pb 52°C
Cyl[AR | AATTCACTCTTGGAGCAATC
esp F AGATTTCATCTTTGATTCTTGG
esp 500 pb 56°C
esp R | AATTGATTCTTTAGCATCTGG
IE gelEF | AATTGCTTTACACGGAACGG
ge 548 pb 60°C
gelER | GAGCCATGGTTTCTGGTTGT
i hyl F CGATGCGCAAGAATTAGACA
Ly 308 pb 54,4°C
hylR | CATGATTGGACAACCGAGTG

pb: pares de bases

As condigdes para a PCR foram: 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C

por 45 segundos, temperatura de hibrida¢do para cada par de primer por 1 minuto, 72°C por 1

minutos e extensdo final a 72°C por minutos. Os produtos de PCR foram analisados em gel de

agarose a 1%. Apds o término da eletroforese, o gel foi corado no GelRed e observado sob luz

ultravioleta com o auxilio do fotodocumentador. As cepas controle para as reagdes foram: E.

faecalis MMH594 (asc10", cyILILsABM™, esp”, IPA") , E. faecalis OGIRF (gelE"), E. faecium

TX0016 (hylefm”, acm") e E. faecalis JH2-2 (controle negativo de todos os genes de viruléncia)

(CAMARGO et al., 2006; CAMARGO et al., 2008).
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4.11 Tipagem molecular por PFGE

A caracterizagao genética das cepas de VRE foi realizada pela metodologia de
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), segundo o protocolo utilizado por Zanella e
colaboradores (2003).

Uma coldnia do crescimento bacteriano em agar BHI foi semeada em SmL de caldo
Toddy Hewitt e incubada a 37°C por 18h. Um volume de 1,5mL do crescimento foi centrifugado
por 2 minutos a 12.000 rpm a 11°C. O sedimento foi lavado com 500 pL de tampao PIV (TRIS
10mM , NaCl 1M, pH 8,0) e centrifugado, descartando o sobrenadante para obter o sedimento.
A partir desse sedimento foi preparada uma suspensao bacteriana em 200uL de PIV. Um volume
de 150uL desta suspensdo foi diluido em 150uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 1,5%.
Gotas de 20uL foram dispensadas sobre uma placa de vidro recoberta com parafilme, formando
discos de agarose contendo as células bacterianas foram formados.

Apbs este periodo os discos foram, removidos cuidadosamente para um tubo estéril e
conico, utilizando uma al¢a descartavel, contendo 1mL de tampao EC (Tris 6mM, NaCl 1M,
EDTA 100mM, Desoxicolato de S6dio 0,2%, N-laurilsarcosina, pH 8). Adicionou-se ao tampao
EC, RNAse para uma concentracao final de 50 pg/mL e Lisozima para uma concentracao final
de 100 pg/mL e os discos foram incubados a 37°C por 4-6h. Apos este periodo de incubagao
retirou-se o tampao EC e adicionou-se 1mL da solugao ES (EDTA, N-laurilsarcosina, pH 9,0)
acrescida de Proteinase K para uma concentragao final de 1 mg/mL e os discos foram incubados
a 50°C por 18-24h. Apos este periodo, os discos foram lavados trés vezes por 30 minutos (cada),
com tampao TE (TRIS 10mM, pH 7,5, EDTA 1Mm, pH 8,0) e mantidos em solugdo tampao TE
sob refrigeragao.

Os discos de agarose contendo DNA bacteriano foram equilibrados com 50 pL de
tampdo de enzima de restricdo (TRIS 6mM, pH 8, KCI 20mM, MgCl2 6mM) por no minimo

30 minutos a temperatura ambiente. Apds a retirada deste tampao, adicionou-se 45 puL do
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mesmo tampao acrescido de 2-mercaptoetanol a 6mM, 10 pul/mL de BSA e enzima de restrigao
Smal na concentracdo final de 0,6 U/uL. Esta reacdo foi mantida a 25°C por 4-18h para a
digestao do DNA.

A separagao dos fragmentos de DNA foi realizada pela eletroforese em gel de agarose
para PFGE a 1% em tampao TBE 0,5X. O padrdo de peso molecular Lambda S340 (New
England, Biolabs) foi utilizado para comparagao das bandas. A corrida eletroforética foi
realizada no sistema CHEF-DR II (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA) e nas seguintes
condi¢des: tensdo de 200 volts, temperatura de 11°C, tempo inicial de 5 segundos, tempo final
de 35 segundos e tempo de corrida de 24h. Apos a corrida, o gel foi corado com GelRel por 30
minutos e fotografado pelo sistema de fotodocumentacdo do equipamento Gel Doc EQ (Bio-
Rad).

A andlise dos perfis genéticos foi realizada por meio do programa BioNumerics
(Version 5.0; Applied Maths NV, Keistraat 120, 9830 Sint-Martens-Latem, Belgium). Para esta
analise, foi aplicado o coeficiente de Dice e o método de parecamento das bandas (UPGMA)
para gerar os dendrogamas de relacdes genéticas entre os perfis, comparando-os entre si. Foi
utilizada tolerancia de 1% e otimizacdo de 0,5% e os tipos de PFGE foram atribuidos com base

nos padrdes similaridade > 90% conforme WERNER et al. (2007).

4.12 Caracterizacdo molecular pelo MLST

A tipagem por sequenciamento de multiplos locus (MLST - Multilocus Sequence
Typing) em amostras de E. faecium e E. faecalis foi realizada segundo o esquema proposto por

HOMAN et al. (2002) e GARBAJOSA et al. (2006).
Para a amplificag¢do de cada um desses genes foi preparada uma mistura contendo: 4uL
de DNA a uma concentragdo de 10 ng/uL; 0,5 uL de Taq polimerase (Fermentas 0,5U); 5 pL

do tampao concentrado; 5 uLL. de MgCly a 2,5mM; 5 uL de ANTP (cada um a 200uM); 2 puL de



45

cada iniciador a 250nM e agua deionizada para completar o volume final de 50 pL. As reagdes
foram amplificadas no termociclador Veriti Thermal Cycler 6.5 (Applied Biosystems) com as
seguintes condi¢des: um ciclo de 5 minutos a 94°C seguido de trinta ciclos de amplificagdo,
cada uma consistindo de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C. A reacao foi
concluida com um ciclo de 5 minutos a 72°C. O conjunto de iniciadores que foram utilizados

encontra-se descrito no Quadros 6 ¢ 7.

Quadro 6 - Conjuntos de iniciadores utilizados no ensaio de tipagem por sequenciamento de

multilocus de Enterococcus faecalis.

~ P . Tamanhos
Genes Funcoes Sequéncias de primers dos produtos
gyd-1 Desidrogenase gliceraldeido- CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 395 pb
gyd-2 3-fosfato CATTTCGTTGTCATACCAAGC
pstS-1 Transportador cassete ligado a | C6GAACAGGACTTTCGC 583 pb
05t5.2 ATP fosfato ATTTACATCACGTTCTACTTGC
gki-1 GATTTTGTGGGAATTGGTATGG 438 nb
Glicocinase P
gki-2 ACCATTAAAGCAAAATGATCGC
aroE-1 o _ TGGAAAACTTTACGGAGACAGC 459 pb
arop.g | Cauimato S-desidrogenase | GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC
Xpt-1 Xantina AAAATGATGGCCGTGTATTAGG 456 pb
Xpt-2 fosforibosiltransferase AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
yigL-1 CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG
JigL-2 Acetil-CoA acetiltransferase |- A AT ATCCCTTCTGCTTGTGCT 436 pb
dh-1 GGCGCACTAAAAGATATGGT
gan- Glucose-6-phosphate 530 nb
gdh-2 | dehydrogenase CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA P
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Quadro 7 - Conjuntos de iniciadores utilizados no ensaio de tipagem por sequenciamento de

multilocus de Enterococcus faecium.

- A e . Tamanhos
Genes Funcoes Sequéncias de primers dosiprodutos

adkl TATGAACCTCATTTTAATGGG

Adenilato quinase 437 pb
adk2 GTTGACTGCCAAACGATTTT
atpAl CGGTTCATACGGAATGGCACA 556 b

[ Ifa ATP sintet

atpA2 Subunidade alfa ATP sintetase |\~ A CGATAAGCCACGG
ddl1 GAGACATTGAATATGCCTTATG

D-alanina-D-alanina 465 pb
ddi2 AAAAAGAAATCGCACCG
gdhl Desidrogenase glicose-6- GGCGCACTAAAAGATATGGT 530 pb
gdh2 fosfato CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
gydl Desidrogenase gliceraldeido- CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 395 pb
gyd2 3-fosfato CATTTCGTTGTCATACCAAGC
purkl Fosforibosil aminoimidazol GCAGATTGGCACATTG GT 492 pb
purk?2 carboxilase TACATAAATCCCGCCTGTTTC/T
pstS1 Transportador cassete ligado a TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGAG 583 pb
DstS2 ATP fosfato CGTGATCACGTTCTACTTCC

Os produtos da PCR foram purificados com a utilizacdo do kit de purificacio GE

Healthcare, segundo as recomendagdes do fabricante, e enviados ao Centro de Estudos do

Genoma Humano para sequenciamento. Foi utilizado um sistema de analise de DNA de 48

capilares, no ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems). As reacdes de sequenciamento

foram feitas usando o Kit BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing (c6digo 4337456). As

sequéncias genéticas foram analisadas e comparadas com as sequéncias publicadas na base de

dados www.mlst.net por meio do programa Bioedit. Para cada cepa foi obtido um conjunto de

sete numeros, um para cada gene estudado, e este conjunto de numeros, foi representado por

um outro nimero denominado Tipo de Sequéncia (Sequence Type, ST).

Utilizando os programas eBURSTv3, um diagrama foi construido com base no ST de

cada cepa e do banco de dados, para demonstrar a relagdo entre as cepas e também para separa-

las em grupos representando complexos clonais, quando existentes.


http://www.mlst.net/

47

4.13 Sequenciamento do DNA gendmico utilizando sequenciamento de nova

geracao

O DNA genbmico de duas cepas de E. faecium isolados de diferentes fontes
pertencentes aos clones (ST412 e ST478) endémicos no Brasil (PALAZZO et al., 2006; SILVA
et al., 2012; MERLO et al., 2015), foram extraidos conforme o item 3.9 e sequenciados na
plataforma lon Torrent Personal Genome Machine™ (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Para a preparacdo da biblioteca foi o utilizado um kit para fragmentacdo enzimaética e em
seguida para preparacdo do template foi utilizado o kit OT2 400 bp e este fora submetido no
one touch 2. Por fim foi utilizado 0 flon PGM™ 400 Sequencing Kit para 0 sequenciamento

juntamente com um lon 318 Chip v2.

4.14 Montagem, anotacdo e deposito do Tn1546 utilizando sequéncias de DNA

gendmico

ApOs o sequenciamento, as sequéncias com qualidade PHRED > 20 foram submetidas
a uma montagem de novo ou ab initio, utilizando dois montadores SPAdes 3.5 (BANKEVICH
et al., 2012) e Mira v4 (CHEVREUX et al., 1999), respectivamente. Os contigs obtidos das
duas montagens foram alinhados utilizando o programa Blast (Basic Local Alignment Search
Tool) (ALTSCHUL et al., 1990) contra o banco de dados de nucleotideos do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para identificar em quais sequéncias o transposon Tn1546

estava contido, os resultados do Blast foram filtrados, ou seja, contigs que apresentaram melhor
hit contra plasmideos foram separados e alinhados par a par (pairwise), uns contra 0s outros,

gerando supercontigs.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Para a montagem das sequéncias completas dos transposons Tn1546 das duas cepas,
foi realizada uma montagem por referéncia, alinhando os transposons pesquisados com
sequéncia referéncia do Tn1546 de nimero de acesso M97297.

As sequéncias finais dos transposons foram anotadas pela ferramenta RAST (Rapid
Annotations Subsystem Technology) (AZIZ et al., 2008) e feita uma curadoria manual
utilizando o programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000). As regides contendo repeticoes
invertidas, repeticbes diretas e duplicacdes de sitio alvo e sequéncia de insercdo foram
identificadas usando o programa ISFinder (SIGUIER et al., 2006). Por fim, as sequéncias dos

transposons foram depositadas no NCBI com os nimeros de acesso KR349520 e KR047792.
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacido das espécies de Enterococcus spp. e do gene van

Das 20 cepas de Enterococcus spp. isoladas de amostras clinicas, de carne de frango e
agua superficial coletada de rios urbanos em Sao Paulo, foram identificadas 12 cepas de E.
faecium e oito cepas de E. faecalis, todas contendo o gene de resisténcia aos glicopeptideos

vanA (Tabela 1).

Tabela 1 — Identificagdo e fonte de isolamento das 20 cepas de enterococos estudadas.

N°dacepa Ano Origem Estado Amostra Identificagdo
98A 1997 Hospital 1 SP Liquor E. faecium
378 1998 Hospital 1 SP Sangue E. faecium
470 1998 Hospital 1 SP Swab retal E. faecalis
82 2000 Hospital 1 SP Sangue E. faecalis
55 2004 Frango SC Carne E. faecium
92 2004 Frango RS Carne E. faecalis
96 2004 Frango RS Carne E. faecalis
154 2005 Frango ES Carne E. faecalis
402 2005 Frango SP Carne E. faecium
438 2005 Frango Sp Carne E. faecalis
320 2007 Hospital 2 Sp Sangue E. faecium
57 2008 Hospital 3 SP Urina E. faecium
106 2010 Hospital 3 SP Swab retal E. faecalis
09 2011 Hospital 3 SP Swab retal E. faecium
38 2011 Rio Tieté (TIET 4180) SP Agua E. faecium
29 2011 Rio Tieté (TIET 4200) SP Agua E. faecalis
9 2011 Rio Tieté (TIES 4900) SP Agua E. faecium
11 2011 Rio Tieté (TIES 4900) SP Agua E. faecium
28 2011 Rio Pinheiro (PINH 4250) SP Agua E. faecium
21 2011 Rio Pinheiro (PINH 4900) SP Agua E. faecium

Legenda: Numero (N°); Rio Tieté localizado na Ponte dos Remédios, na Avenida Marginal, Sdo Paulo (TIET
4200); Rio Tieté no Reservatorio Edgard de Souza, Santana do Parnaiba (TIES 4900); Rio Pinheiro na Ponte do

Socorro, Sao Paulo (PINH 4250); Rio Pinheiro proximo a sua Foz no Rio Tieté, na estrutura de Retiro, Sao
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Paulo (PINH 4900); Rio Tieté na Ponte das Bandeiras, na Avenida Santos Dumont, Sao Paulo (TIET 4180); Rio
Grande do Sul (RS); Espirito Santo (ES); Sao Paulo (SP) e Santa Catarina (SC).

As figuras dos géis de agarose demonstrando a amplificagdo dos genes que codificam
a ligase D-alanina D-alanina (dd/) utilizada na confirmacao das espécies E. faecalis e E. faecium
e do gene vanA de algumas amostras representativas encontra-se nos Anexos 1 e 2,

respectivamente.

5.2 Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

A Tabela 2 mostra a concentragdo inibitoria minima das cepas de VRE testadas com
13 antimicrobianos utilizados no seu monitoramento. As cepas de E. faecalis ¢ E. faecium
resistentes aos glicopeptideos mostraram um perfil de multirresisténcia. As cepas clinicas
apresentaram resisténcia aos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), quinolonas
(ciprofloxacina), macrolideos (eritromicina); as isoladas dos rios foram resistentes aos
glicopeptideos, penicilinas  (ampicilina), quinolonas (ciprofloxacina), macrolideos
(eritromicina) e as de alimentos, além dos glicopeptideos foram resistentes a tetraciclina e as
estreptograminas (quinupristina/dalfopristina). Os isolados foram resistentes a no minimo cinco
€ no maximo nove antimicrobianos diferentes. As drogas mais eficazes contra o E. faecalis e E.
faecium foram linezolida, daptomicina e tigeciclina. Foi detectada resisténcia intermediaria a

linezolida na cepa E. faecium 28 isolada do rio Tieté.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de E. faecalis e E. faecium vanA isolados da clinica, ambiente e alimento.

HLAR® Perfil de resisténcia CIM (ug/ml)°
Cepa Ne* Origem GEN EST VAC TEI AMP TET CIP ERI CLO LIN Q/D DAP TIG
E. faecium  98A Clinica R S >64 >32 >32 >64 >64 >256 8 2 1 0,5 0,01
378 R S >64 >32 >32 1 >64 >256 16 2 1 0,5 0,12
57 S R >64 >32 >32 1 >64 >256 16 2 1 1 0,06
320 S R >64 >32 >32 1 >64 >256 16 2 1 1 0,01
09 S S >64 >32 >32 >64 32 >256 8 2 8 2 0,06
E. faecalis 470 R S >64 >32 128 >64 >64 >256 16 2 32 0,5 0,06
82 R S >64 >32 2 >64 >64 >256 >64 2 32 1 0,06
106 R R >64 >32 8 64 32 >256 64 2 16 0,5 0,25
E. faecium 38 Rios urbanos S R >64 >32 >32 1 >32 >256 >64 2 16 1 0,03
9 S R >64 >32 >32 0,5 >32  >256 16 2 2 1 0,03
11 S R >64 >32 >32 0,5 >32 >256 4 1 1 1 0,06
28 S R >64 32 >32 1 >32 >256 16 4 2 1 0,03
21 S S >64 32 >32 >64 4 >256 8 2 1 1 0,03
E. faecalis 29 S R >64 >32 >32 1 >32 >256 64 2 16 2 0,06
E. faecium 55 Alimento S R >64 64 0,25 >64 4 0,25 8 1 >32 2 0,12
402 S S 64 >64 1 >64 0,25 8 8 2 16 1 0,06
E. faecalis 96 R R 64 >32 4 64 >64 >64 64 2 32 1 0,12
154 R R 64 32 4 8 64 64 64 2 16 2 0,12
438 S R 64 32 2 64 0,5 0,5 16 1 16 0,5 0,12
92 R R 64 >32 2 >64 >64 >64 64 2 >32 2 0,03

Legenda: *Numero da cepa. ® Alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR) foi determinada pelo método de dilui¢io em agar. Gentamicina

(GEN) e estreptomicina (EST). ¢ A concentragdo inibitdria minima (CIM) foram determinadas pela técnica de microdilui¢do em caldo. O negrito
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indica a resisténcia e o sombreamento cinza, o intermediario. Vancomicina (VAN), teicoplanina
(TEI), ampicilina (AMP), tetraciclina (TET), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (ERI),
cloranfenicol (CLO), linezolida (LIN), quinopristina/dalfopristina (Q/D), daptomicina (DAP) e
tigeciclina (TIG). O CLSI (2013) foi usado para interpretar os resultados de CIM, exceto para
a tigeciclina, que foi utilizado o EUCAST (2014)

5.3 Deteccio dos genes de viruléncia

A Tabela 3 mostra a presenca dos principais genes de viruléncia de E. faecalis ¢ E.
faecium entre as diferentes fontes de isolamento. Todas as espécies de E. faecium apresentaram
o gene acm (adesina de colageno) (Anexo 3). Os genes de viruléncia entre E. faecium isolados
da clinica e do ambiente foram mais frequentemente detectados do que nos do alimento com
destaque para acm, esp (proteina de superficie enterococica). Todas as cepas de E. faecalis
apresentaram o gene que codifica a gelatinase (ge/E). Os genes codificadores da citolisina-
hemolisina (cy/LL, cylLs e cylA) foram detectados apenas na cepa E. faecalis 29 isolada do Rio

Tieté.



53

Tabela 3 — Distribui¢do dos principais genes de viruléncia entre as cepas estudadas.

Cepa No? Origem Genes de viruléncia®
E. faecium 98A Clinica acm, esp
378 acm, esp
57 acm, esp
320 acm, esp, hylesn
09 acm, esp, hylefn
E. faecium 38 Rios urbanos acm, esp, hylesn
9 acm, esp, hylepn
11 acm, esp, hylepn
28 acm, esp,
21 acm, esp,
E. faecium 55 Alimento acm
402 acm, esp
E. faecalis 470 Clinica gelE, esp
&2 gelE, esp
106 gelE
E. faecalis 29 Rios urbanos gelE, esp, cylLy, cylLs, cyLA
E. faecalis 96 Alimento gelE
154 gelE
438 gelE
92 gelE

Legenda: * Numero da cepa. ® Genes de viruléncia: acm (adesina de colageno), esp (proteina
de superficie enterococica), hylesn (hialuronidase), gelE (gelatinase) e citolisina-hemolisina
(cyILL, cylLs, cylA).

5.4 Determinacio da similaridade genémica por PFGE

Os dados obtidos pelo PFGE foram analisados utilizando dendrogramas, que incluiram
pulsotipos obtidos a partir de cepas de E. faecalis e E. faecium (Figuras SA e B). As cepas de
E. faecalis 470 e 82 foram pertencentes ao mesmo cluster A com similaridade maior do que
90%, enquanto que as demais isoladas de diferentes fontes apresentaram nao relacionadas
clonalmente.

As cepas de E. faecium 11, 28 e 320 isoladas dos Rios Tieté e Pinheiros e do Hospital
2, respectivamente, foram indistinguiveis pelo PFGE e classificados como pertencentes ao
cluster H. Além disso, trés E. faecium isolados de dois pontos distintos do Rio Tieté e do

Hospital 1 (38, 9 e 378, respectivamente) apresentaram o mesmo pulsotipo K.



A) E. faecalis

% de similaridade/clusters Perfil de PFGE Cepas Origem Pulsotipo

A 470 Hospital 1 A

| 82 Hospital 1 A

92 Frango B

29 Rio Tieté C

106 Hospital 3 D

96 Frango (RS) E

y 154 Frango (ES) F

438 Frango (SP) G

B) E. faecium

% de similaridade/clusters Perfil de PFGE Cepas Origem Pulsotipo

R II ni ' 11 Rio Tieté H

HiP " . 28 Rio Pinheiros H

I’ 3 LER S BN 320 Hospital 2 H

' (T L L 57 Hospital 3 I

— W 0 v il Rio Pinheiros J

' T AR LR 1R 38 Rio Tieté K

_K’ ! M e 9 Rio Tieté K

| 1 B B UL D 378 Hospital 1 K

— 1 B L L e 09 Hospital 3 L

i ‘ i 402 Frango (SP) M

| f BB i BE Frango (SC) N

! 3 L L R RN 98A Hospital 1 0

Figura 5 - Dendrogramas mostrando a similaridade genética dos pulsotipos dos 20 VRE.
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5.5 Linhagens clonais identificadas por MLST

Os Anexos 4 ¢ 5 mostram a amplificagdo dos fragmentos internos de sete genes
housekeeping do E. faecalis 470 e E. faecium 11, respectivamente, que foram purificados e
sequenciados.

As linhagens clonais dos 12 E. faecium apresentaram oito STs diferentes (ST114,
ST203, ST412, ST478, ST858, ST896, STI53 e ST954) e oito E. faecalis foram distribuidos
em sete STs diferentes (ST4, ST6, ST9, ST59, ST614, ST615 ¢ ST616) (Tabelas 4 ¢ 5).

Dentre as cepas caracterizadas, cinco novos STs foram identificados nos isolados de
frango (E. faecium ST953 e ST954, e E. faecalis ST614, ST615 e ST616) e um novo ST858
isolado da clinica, sendo registrados no banco de dados do MLST

(http://pubmlst.org/efaecium/; http://pubmlst.org/efaecalis/). Os ST953 e ST954 foram

detectados devido a presenga de alelos novos para os genes atpA, gdh e gyd, identificados como
77, 67 e 44, respectivamente. Os demais STs apresentaram os seguintes alelos: ST614 pstS =
75; ST615 xpt = 67; ST616 gki = 78 e aroE = 81, reportados pela primeira vez neste estudo. O
ST858 apresentou uma nova combinacao de alelos (atp4 =45, ddl = 43, gdh =22, purK = 44,
gvd =16, pstS = 20, adk = 18) (Tabelas 4 ¢ 5).

Entre as cepas de E. faecium, o ST478 foi o mais frequente (quatro isolados - um da
clinica e trés do ambiente) e apresentou-se estreitamente relacionado com os ST412 e ST896,
compartilhando todos os alelos, com exce¢do do gene ddl. Além disso, ST478 partilhou com
todos os genes alelos do ST203, exceto para os genes ddl e purK (Tabela 4). O ST478 ¢ SLV
(do inglés, single-locus variant) do ST412 e DLV (do inglés, double-locus variant) dos ST896
e ST203, todos pertencentes ao CC17. As cepas de E. faecium também apresentaram os ST953
e ST954, que ndo possuem complexo clonal atribuido, e os ST114 e ST858, que foram
denominados singletons (Figura 6).

O clustering dos oitos STs de E. faecalis pelo eBURST revelou a presenca do CC9
(ST9), CC2 (ST6), CC4 (ST4), CC21 (ST615), CC59 (STS9), ST614 (sem complexo clonal
atribuido) e o ST616 (singleton) (Figura 7).


http://pubmlst.org/efaecium/
http://pubmlst.org/efaecalis/

Tabela 4 — Perfis de MLST de E. faecium vanA isolados de humanos, ambientes e alimentos.
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Perfil alélico MLST
Cepa Ano Origem atpA ddl gdh purK gyd pstS adk ST CC
E. faecium 98A 1997 Clinica 5 3 21 18 6 32 3 114 S
378 1998 5 3 21 18 6 32 3 114 S
57 2008 45 43 22 44 16 20 18 858 S
320 2007 15 43 1 44 1 20 1 478 17
09 2011 15 2 1 44 1 20 1 896 17
38 2011 Rios urbanos 15 43 1 44 1 20 1 478 17
9 2011 15 43 1 44 1 20 1 478 17
28 2011 15 43 1 44 1 20 1 478 17
11 2011 15 1 1 44 1 20 1 412 17
21 2011 15 1 1 1 1 20 1 203 17
55 2004 Alimento 77 2 67 6 44 1 31 953 N
402 2005 77 2 67 6 4 16 31 954 N
Legenda: CC: complexo clonal; ST: Sequence type; S: singleton
Tabela 5 — Perfis de MLST de E. faecalis vanA isolados de humanos, ambientes e alimentos.
Perfil alélico MLST
Cepa Ano  Origem gdh gyd pstS gki aroE xpt yqil ST CC
E. faecalis 470 1998 Hospitalar 4 6 16 4 1 1 4 9 9
82 2000 4 6 16 4 1 1 4 9 9
106 2010 12 7 3 7 6 1 5 6 2
29 2011 Rios urbanos 8 7 7 5 4 4 1 4 4
96 2004 Alimento 1 7 10 1 1 67 1 615 21
154 2005 14 2 18 10 16 2 12 59 59
438 2005 35 2 41 78 8l 1 9 616 S
92 2004 9 6 75 49 11 15 6l 614 N

Legenda: CC: Complexo clonal; ST: Sequence type; S: singleton
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Figura 6 - Diagrama e-BURST mostrando todos os STs de E. faecium do banco de dados do MLST.
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As Tabelas 6 ¢ 7 mostram a distribui¢ao dos tipos de PFGE e MLST e os principais genes
de viruléncia em cepas de E. faecalis e E. faecium de diferentes fontes de isolamento no Brasil
durante os anos de 1997 a 2011. Os padroes de PFGE foram concordantes com os resultados de
MLST para os oitos isolados de E. faecalis. A maioria dos E. faecalis isolados das trés diferentes
fontes apresentou diferentes pulsotipos e STs, com excecao dos E. faecalis 470 e 82 isolados da
clinica que foram identificados com o mesmo pulsotipo (A), tipo de sequéncia (ST9), complexo
clonal (CC9) e perfil de viruléncia (gelE", esp®). Dentre as cepas de E. faecium isolados da clinica
e dos rios, a maioria apresentou clones geneticamente relacionados, pertencentes ao CC17 e perfil

de viruléncia (acm”, esp™).
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Tabela 6 — Distribui¢ao dos tipos de PFGE e MLST, e genes de viruléncia em isolados de E. faecalis de diferentes fontes no Brasil (1998-2011).

Epidemiologia  N°cepa  Fonte Amostra Ano Estado  Pulsotipos ST CC  Viruléncia
Clinica 470 Hospital Swab retal 1998 SP A 9 9 gelE", esp”

82 Sangue 2000 SP A 9 9  gelE!, esp”

106 Swab retal 2010 SP D 6 2 gelE'
Rio 29 Tieté Agua 2011 SP C 4 4 gelE", esp®, cyIL*
Alimento 92 Frango Carne 2004 RS B 614 N gelE"

96 Carne 2004 RS E 615 21 gelE"

154 Carne 2005 ES F 59 59  gelE'

438 Carne 2005 SP G 616 S gelE"

Tabela 7 - Distribuicao dos tipos de PFGE e MLST e genes de viruléncia em isolados de E. faecium de diferentes fontes no Brasil (1997-2011).

Epidemiologia  N°cepa  Fonte Amostra Ano Estado Pulsotipos ST CC  Viruléncia
Clinica 98A Hospital Liquor 1997 SP O 114 S acm”, esp”
378 Sangue 1998 SP K 114 S acm”, esp”
320 Sangue 2007 SP H 478 17 acm®, esp™, hylepm™
57 Urina 2008 SP I 858 S acm”, esp”
09 Swab retal 2011 SP L 896 17 acm®, esp®, hylepin”
Rios 38 Tieté Agua 2011 SP K 478 17 acm®, esp®, hylo*
9 Agua 2011 SP K 478 17 acm®, esp®, hylepn”
11 Agua 2011 SP H 412 17 acm®, esp®, hylepin”
28 Pinheiros Agua 2011 SP H 478 17 acm”, esp”
21 Agua 2011 SP J 203 17 acm”, esp”
Alimento 55 Frango Carne 2004 SC N 953 N acm”
402 Carne 2005 SP M 954 N acm®, esp”
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5.6 Analise do ambiente genético dos Transposons Tn/546

As sequéncias completas dos dois transposons Tn/546 de: (E. faecium 320, ST478

isolados da clinica) e (E. faecium 11, ST412 isolado do rio) foram depositados no

DDBJ/ENA/GenBank com os numeros de acesso KR349520 e KR047792, respectivamente. A

analise das sequencias dos dois Tn/546 mostrou que eles tém cerca de 12.800pb, com dois

pontos de mutagdo: a) gene vanA na posigao 7.698 (substituicdo do nucleotideo T pelo C); e b)

gene vanX na posicao 8.234 (G pelo T). Foi detectada uma dele¢dao de 868 pares de bases na

extremidade esquerda do transposon, uma IS/25/ inserida entre os genes vanS e vanH e uma

ISI216F entre os genes vanX e vanY. Os transposons foram comparados com o prototipo

Tnl546, um transposon de 10.841pb (GenBank ntimero de acesso M97297) do Enterococcus

faecium BM4147 (Figura 8).

BM4147

IRL
31251 IS1216E
T>C G>T T2
E. faecium 320 (clinica) 7658 8234
868 b
P IS1251 IS1216E
— T3C G>T —
E. faecium 11 (rio) 76|58 82|34
868 bp

Figura 8 - Representacdo esquematica do prototipo Tn/546 (acima), as dele¢des, mutacdes

pontuais e as sequencias de inserc¢des identificadas no Tn/546 de E. faecium isoladas da clinica

e do rio em comparagdo com o protdtipo (abaixo).
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6. DISCUSSAO

Devido a resisténcia dos enterococos aos antibidticos da classe dos aminoglicosideos e
B-lactamicos, a vancomicina foi considerada como um dos tltimos recursos terapéuticos para
tratar infecgOes enterococicas. No entanto, no final da década de 1980 na Europa e de 90 no
Brasil foram identificadas as primeiras cepas de VRE (LECLERCQ et al., 1988; ZANELLA et
al., 1999). Desde entdo, os VRE tornaram-se endémicos em varios hospitais brasileiros € no
mundo, principalmente pelos E. faecium (PALAZZO et al., 2011; CATTOIR & LECLERCQ,
2013), embora essas bactérias também possam causar infec¢des humanas na comunidade
(TEIXEIRA et al., 2007).

Dada a sua caracteristica ubiqua, os enterococos podem sobreviver em varios
ambientes, principalmente na dgua. Nos humanos e aves, essas bactérias sdo encontradas
principalmente no trato gastrointestinal como comensais, mas podem se tornar sérios patogenos
oportunistas. A sua transmissao em humanos pode ocorrer de forma endoégena ou exogena,
sendo que esta ultima, pode se da, principalmente, por meio do consumo de alimentos e dgua
contaminada, podendo se tornar uma via comum de transmissao, especialmente nos paises em
desenvolvimento (DEVRIESE et al., 1987; IVERSEN et al., 2004; CASTILLO-ROJAS et al.,
2013)

A regido metropolitana da cidade de Sao Paulo € uma area critica do ponto de vista
ambiental, bem como devido a disponibilidade de 4gua limpa nessa regido. Os Rios Tieté e
Pinheiros cruzam o Estado de Sao Paulo e apresentam diversos reservatorios ao longo de seus
cursos (Figura 4). Esses reservatorios sao intensamente utilizados para o fornecimento de agua
potavel, como fonte para irrigagao agricola e como locais de recreagao da populagao (ROCHA
et al., 2009; SUARES ROCHA et al., 2010). Com isso, o isolamento e identificacdo de cepas

de VRE em cinco dos oito pontos de coleta desses rios urbanos no atual estudo, coloca-os como
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potenciais fontes de colonizagcdo e/ou infec¢do humana, assim como para outros animais
pertencentes a esse ecossistema. Outros estudos também té€m identificados Enterococcus spp.
multirresistentes em aguas superficiais de rios e baias na Europa, América do Norte e Central,
sugerindo grande risco a populagio (GRAMMENOU et al., 2006; ZDRAGAS et al., 2008;
VARELA et al., 2013; CASTILLO-ROJAS et al., 2013; BESSA et al., 2014).

Os animais, especialmente o frango de corte, t€ém sido consistentemente relatados
como um dos reservatorios de VRE, uma vez que o isolamento de bactérias que tém
caracteristicas genéticas de resisténcia semelhantes as cepas encontradas em humanos tem sido
reportado (STOBBERINGH et al., 1999; TEUBER, 2001; VAN DEN BOGAARD et al., 2002;
LEAVIS et al., 2006; VIGNAROLI et al., 2011). Esses estudos tém aumentado a hipdtese de
que os animais, de fato, desempenham um papel fundamental na transmissao e dispersao de
VRE para a comunidade. Diante disso, este estudo identificou e caracterizou, fenotipicamente
e genotipicamente, seis cepas de VRE isolados de carnes de frangos comercializados em
mercados brasileiros (SACRAMENTO et al., 2015a), objetivando estabelecer sua relagdo com
1solados clinicos e ambientais no Brasil.

Haja vista, a capacidade dos enterococos de se adaptar a varios ambientes e de adquirir
varios determinantes de resisténcia a antibidticos, e aliada ao aumento da sua prevaléncia e de
sua disseminacao de multirresisténcia em todo o mundo, resultou na redugdo de drogas efetivas
contra essas bactérias (ARIAS et al., 2010). No presente estudo, a avaliagdo do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos mostrou resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos
e a deteccdo do gene de resisténcia a vancomicina das cepas de E. faecium e E. faecalis
confirmou a presen¢a do gene vand. Além dos altos niveis resisténcia aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina), as cepas isoladas de carne de frango foram resistentes a
tetraciclina e as estreptograminas (quinupristina/dalfopristina). A origem de Enterococcus spp.
contendo vanAd pode ser justificada pelo uso maci¢o de macrolideos (tilosina e espiramicina)

em frangos de corte, que sdo utilizados para o controle de doencas respiratorias cronicas
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causadas por micoplasmas e como agentes nao terapéuticos para melhorar as taxas de
crescimento e eficiéncia alimentar. Sugere-se que, o uso desses antimicrobianos poderia co-
selecionar a resisténcia a vancomicina entre oS enterococos, uma vez que 0s genes que
codificam resisténcia a essas drogas tém sido localizados no mesmo plasmideo (AARESTRUP,
2000; NILSSON, 2012).

No Brasil, o uso indiscriminado de antibidticos tem atingido areas além da clinica
humana e veterinaria, tais como agronegocio e aquicultura (TEOPHILO et al., 2002; PAVEZ et
al., 2009; CASELLA et al., 2015), culminando na emergéncia de bactérias resistentes
amplamente disseminadas na comunidade ¢ nos hospitais brasileiros, assim como, no
estabelecimento de novos mecanismos de resisténcia, tendo o ambiente como uma possivel
fonte de disseminacao (LINCOPAN et al., 2009; PAVEZ et al., 2009; DE ALMEIDA et al.,
2014).

Os Rios Tieté e Pinheiros representam um dos principais recursos hidricos para as
atividades humanas no Estado de Sdo Paulo e constituem o habitat de diversos ecossistemas.
Dessa forma, fica evidente que a principal via pela qual os antimicrobianos de uso humano e
veterinario atingem as aguas superficiais € mediante o esgoto proveniente das descargas de
efluentes (ALEXY et al., 2006; KUMMERER, 2009) ou diretamente pelos residuos de
producdo (HIRSCH et al., 1999). De fato, um estudo conduzido por LOCATELLI e
colaboradores 2010 sobre a presenca de antibidticos no rio Atibaia localizado no estado de Sao
Paulo detectou uma frequéncia maior do que 50% de ciprofloxacina, cefalexina, norfloxacina,
trimetoprim, amoxicilina, ampicilina e sulfametoxazol em suas dguas superficiais.

Sendo entdo, os Rios Tieté e Pinheiros suscetiveis a receber grandes cargas de
antimicrobianos e compostos analogos, o atual estudo isolou e identificou cepas de E. faecalis
e E. faecium com altos niveis de resisténcia aos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina),
quinolonas (ciprofloxacina), macrolideos (eritromicina) e penicilinas (ampicilina) em ambos os

rios (SACRAMENTO et al., 2015a). Algumas cepas também apresentaram altos niveis de
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resisténcia aos aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclina, fenicois (cloranfenicol),
oxazolidinonas (linezolida) e estreptograminas (quinupristina/dalfopristina), semelhantes aos
encontrados em alguns isolados da clinica. Neste estudo, sugere-se que ambos os rios sao um
hotspot de disseminagdo de genes e bactérias resistentes a antibioticos no ambiente.

Antibioticos mais recentes, como a linezolida, daptomicina e tigeciclina tiveram uma
boa atividade in vitro contra isolados de enterococos da clinica, ambiente e alimentos, embora
outros estudos reportem que a sua utilizacdo pode ser limitada em determinados cenarios
clinicos e também, pelo aparecimento de resisténcia (ARIAS et al., 2007; ARIAS et al., 2010;
DE ALMEIDA et al., 2014). O agente experimental oritavancina vem emergindo como uma
nova alternativa para o tratamento de VRE, mas ainda carecem de ensaios clinicos. Assim, as
terapias mais adequadas para o tratamento de infecgdes por enterococos multirresistentes
continuam a se basear em observacdes empiricas ¢ em resultados de estudos in vitro e em
animais. Estudos clinicos avaliando novas estratégias, incluindo a combinacdo de terapias para
tratar grave infec¢des por E. faecium resistente a vancomicina se fazem necessarios (ARIAS et
al., 2010).

Além da notoriedade de que os membros desse género tém em relagdo a resisténcia
aos antibidticos, os enterococos possuem fatores de viruléncia que estdo associados com a
gravidade e duracdo de infec¢des causadas em humanos. Muitos fatores de viruléncia sdo
responsaveis, por exemplo: 1) pela capacidade de colonizar o trato gastrointestinal, que ¢ o
habitat normal; ii) capacidade de aderir a diversas proteinas da matriz extracelular; e iii)
capacidade de aderir aos epitélios do trato urinario e da cavidade oral, e as células de rim de
embrido humano (FISHER & PHILLIPS, 2009). No entanto, ¢ provavel que essas
caracteristicas estejam envolvidas na disseminacdo desses microrganismos em ambiente
hospitalar, causando principalmente infec¢des urindrias e bacteremias. A ocorréncia de
marcadores moleculares de viruléncia foi extensivamente estudada entre enterococos da clinica

(ARIAS & MURRAY, 2012), quando comparados com enterococos recuperados de alimentos
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e ambientes aquaticos (SANTIAGO-RODRIGUEZ, 2013; CAMARGO et al., 2014). No
presente estudo, os genes acm ¢ esp estiveram presentes em todas as cepas de E. faecium
isolados da clinica e dos rios. Estes genes sdo conhecidos por contribuir para a colonizagao do
tecido do hospedeiro e para a formagao de biofilme, respectivamente (ARIAS & MURRAY,
2012). Estudos sobre VRE no Brasil tém detectado o predominio dos genes acm ¢ esp em
espécies de E. faecium (CAMARGO et al.,2006; MERLO et al., 2015). Em estudos conduzidos
no Brasil e nos EUA, o gene hyl., foi raro entre isolados de E. faecium vanA, sendo encontrado
em apenas 17% (CAMARGO et al., 2006) e em 33% (RICE et al., 2003), respectivamente.
Estudos reportam a relacdo desse gene como um dos mediadores do aumento da viruléncia de
megaplasmideos de cepas de E. faecium com maior capacidade de colonizar o trato
gastrointestinal de camundongos (RICE et al., 2009; FREITAS et al., 2010).

No atual estudo, o gene gelE (protease gelatinase) foi detectado apenas nas cepas de
E. faecalis, corroborando com achados de outros estudos (DUPRE et al., 2003; CAMARGO et
al., 2006). Sugere-se que o gelE media viruléncia por meio de mecanismos, tais como, a
degradacao de tecidos do hospedeiro, modulacao da resposta imune do hospedeiro e formagao
de biofilme (PARK et al., 2008; THOMAS et al., 2009). A citolisina-hemolisina (cy/) ¢ uma
toxina produzida por aproximadamente 30% das cepas de E. faecalis, que pode lisar as c€lulas
vermelhas e brancas do sangue de humanos (ARIAS & MURRAY, 2012). Isolados de E.
faecalis que expressam cy/ sdo mais virulentas em varios modelos animais do que cepas sem
este gene (IKE ef al., 1984). Esse gene foi detectado em apenas uma cepa E. faecalis isolada
do Rio Tieté. Um estudo realizado na Malésia detectou predominantemente o gene cy/ em
enterococos isolados de rios (AHMAD et al., 2014). O atual estudo identificou importantes
genes de viruléncia de cepas de enterococos isolados de diferentes fontes. No entanto, novos
estudos pesquisando outros genes de viruléncia e suas expressoes se fazem necessarios para

melhor compreensdo da viruléncia destes patdgenos em ambientes ecoldgicos distintos.
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A tipagem eficaz de microrganismos € um pré-requisito para se estabelecer vinculos
epidemiologicos ou filogenéticos entre isolados correspondentes. Diversos métodos tém sido
aplicados com sucesso para tipar e diferenciar cepas bacterianas e grupos clonais (WITTE et
al., 2006). No presente estudo, as cepas de E. faecalis foram clonalmente nao relacionadas pelo
PFGE quando comparadas com as diferentes fontes de isolamento, enquanto que cepas de E.
faecium 1soladas da clinica e do ambiente apresentaram clones idénticos. Um estudo realizado
na Grécia identificou cepas de E. faecium isoladas de dgua potavel e para fins recreativos que
apresentaram-se clonalmente relacionadas pelo PFGE com FEnterococcus spp de origem
hospitalar, sugerindo uma possivel origem comum (GRAMMENOU et al., 2006).

A andlise de MLST do presente estudo confirmou a disseminag¢do ambiental do clone
multirresistente de alto risco de E. faecium vanA CC17 (ST478, ST412 e ST203), que em
estudos prévios foram predominantes em amostras clinicas do Sudeste do Brasil (PALAZZO et
al., 2011; SILVA et al., 2012; MERLO et al, 2015). De acordo com a analise do eBURST, os
ST478, ST412 e ST203 mostraram-se TLV (triple-locus variants), DLV (double-locus variants)
e SLV (single-locus variant) do ST78, respectivamente. Estes STs podem ser descendentes
diretos ou ter evoluido de um ancestral comum que estd intimamente ligado ao ST78. De acordo
com a literatura e informagdes depositadas no banco de dados do MLST de E. faecium, varios
paises da Europa, Asia e América ja identificaram enterococos com ST78 em pacientes
hospitalizados (KO et al., 2005; QU et al., 2007, WERNER et al., 2008, 2011; HSIEH et al.,
2010; KHAN et al., 2010; FALLICO et al., 2011; SILVA et al, 2012).

A deteccgdo de cepas de E. faecium vanA pertencentes ao CC17 em rios urbanos € uma
evidéncia epidemiologica que demonstra que a disseminacdo ambiental de bactérias
multirresistentes de alto risco estd em curso no Brasil. Digno de nota, o isolamento de
Pseudomonas aeruginosa co-producao de metalo-p-lactamase SPM-1 e 16S rRNA metilase
RmtD1 e KPC-2 produtoras de Klebsiella pneumoniae em ambos os rios Tieté e Pinheiros

também foi reportado (FONTES et al., 2011, OLIVEIRA ef al., 2013). Com isso, hd que se
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considerar, que os rios urbanos do Brasil podem representar uma potencial fonte de colonizagao
e/ou infeccdo humana. Por fim, considerando que o E. faecium CC17 vanA ¢ comum em
hospitalares do estado de Sao Paulo (CAMARGQO et al., 2006; PALAZZO et al., 2011; SILVA
etal.,2012), especulagdes sobre uma possivel ligacao entre infecgdes nosocomiais € ambientais
poderiam ser levantadas, o que demonstra o potencial de VRE vanA de se espalhar para outros
sitios, além do hospitalar. A vigilancia da resisténcia em amostras ambientais de regides urbanas
precisa ser estabelecida como uma prioridade, e as estratégias para o tratamento de aguas
residuais precisam ser adotadas, a fim de inibir a liberagao de bactérias multirresistentes de alto
risco para o meio ambiente.

As cepas isoladas de carne frango revelou a presenca de E. faecalis vanA ST59 (CC59)
e de cinco novos STs (E. faecalis vanA ST614, ST615 e ST616 e E. faecium vanA ST953 e
ST954). A este respeito, de particular interesse ¢ a descricdo de E. faecalis pertencentes ao
ST59, que tem sido previamente isoladas de carne de frango e amostras humanas (QUINONES
et al., FREITAS et al., 2009; OLSEN et al., 2012). Ainda, a analise e BURST revelou o ST615
como pertencente ao CC21, um complexo clonal bastante documentado em isolados clinicos,
de animais e alimentos (JAMET et al.,2012; NOVAIS et al., 2013 CHOWDHURY et al.,2014),
0 que denota o potencial dos VRE ou dos genes vanAd de enterococos para alcancar os seres
humanos através da cadeia alimentar (CETINKAYA et al., 2000; GOUSIA ef al., 2015). Por
outro lado, a identificacao de novos STs, neste estudo, sugere que o frango comercial pode ser
uma fonte para a transferéncia de resisténcia mediada por vanA entre enterococos comensais, 0
que ¢ uma perspectiva preocupante, uma vez que VRE de origem comensais podem
desempenhar um importante papel como patdogenos oportunistas em humanos e em outros
animais, que podem atuar como hospedeiros (SACRAMENTO et al., 2015b).

Em um estudo realizado por LEBRETON e colaboradores (2013) foram sequenciados
os genomas de 51 enterococos isolados de diferentes ambientes ecoldgicos localizados em cinco

continentes ao longo dos tltimos 60 anos, a fim de compreender como os E. faecium emergiram
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como um importante patégeno hospitalar. Por meio de reconstrugdo filogendmica, os
pesquisadores desse estudo sugerem que a linhagem epidémica adaptada ao hospital esta
evoluindo rapidamente, e que surgiu ha aproximadamente 75 anos, concomitantemente com a
introducao de antibidticos, a partir de uma populagao que incluiu a maioria das cepas de origem
animal, e ndo de comensais humanos. Além disso, foi observado que a linhagem que incluiu a
maioria das cepas de origem animal divergiu da principal linhagem comensal humana de cerca
de 3.000 anos atrds, possivelmente devido a crescente urbanizacdo dos seres humanos,
desenvolvimento praticas de higiene e domesticacdo de animais. Cada bifurcacdo foi
acompanhada da aquisi¢ao de novas capacidades metabolicas, tracos de colonizagao em
elementos moéveis, e perda de fun¢do e remodelagdo do genoma associada a insercdo de
elemento movel (LEBRETON et al., 2013).

No atual estudo, entre os isolados de E. faecium da clinica foi identificado um novo
ST denominado ST858, além do ST114, previamente reportado por Camargo e colaboradores
(2006) em surto ocorrido em hospital de Sdo Paulo. Além do ST114, os ST478 e ST896 ja
reportados no Brasil e nos EUA, respectivamente, também foram identificados (PALAZZO et
al.,2011; SILVA et al., 2012; WANG et al., 2014).

A capacidade de distinguir com precisdo diferentes cepas dentro de uma espécie
bacteriana € um requisito fundamental para estudos de vigilancia epidemiologica e
microevolutivo. A grande diversidade genética presente em muitas espécies bacterianas tem
originado varios métodos de tipagem que variam em sua reprodutibilidade e poder
discriminatorio (COOPER & FEIL, 2004). No presente estudo, a comparagao das duas técnicas
de tipagem molecular mostrou que os padroes de PFGE foram concordantes com os resultados
de MLST nos isolados de E. faecalis, enquanto que algumas cepas de E. faecium apresentaram
perfis de PFGE diferentes com MLST iguais ou virce e versa (Tabela 6). Comparagdes sao
frequentemente feitas entre os resultados de MLST e PFGE. Muitos estudos revelam niveis

semelhantes de discriminagdo entre essas técnicas (PEACOCK er al, 2002;
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NALLAPAREDDY et al., 2002; JOHNSON et al., 2003; GODOY et al., 2003). No entanto,
em outros estudos, verificou-se que o MLST foi mais discriminatério (KOTETISHVILI et al.,
2002, 2003; REVAZISHVILI et al., 2004), enquanto NOLLER e colaboradores (2003)
demonstrou que o MLST nao fez distingdo entre cepas de Escherichia coli O157: H7, as quais
foram diferenciadas pelo PFGE. Embora tais comparagdes possam proporcionar um indicador
util para epidemiologistas que monitoram a propagagao de clones especificos, o poder desses
métodos, em geral, dependera dos detalhes dos protocolos (por exemplo, enzimas de restrigao
utilizadas no PFGE ou local do gene pesquisado no MLST). Além disso, ao passo que o MLST
examina diretamente a diversidade de sequéncias de nucleotideos, ndo detecta rearranjos
gendmicos em larga escala, enquanto que o PFGE ¢ mais sensivel a este ultimo tipo de variacao
e assim, serd, por conseguinte, mais discriminatdrio em espécies com muitas ilhas gendmicas,
sequéncias de inser¢ao ou outros elementos moveis. Uma segunda vantagem do PFGE, refere-
se a possibilidade de ser prontamente realizado na auséncia de informac¢ao detalhada sobre o
genoma bacteriano (COOPER et al., 2004).

O valor do MLST, como originalmente concebido, estd na criagdo de uma estrutura
abrangente de populacdes bacterianas com base em multiplos genes estaveis. Para as espécies
contendo uma consideravel diversidade, esse método tem grande valia, tanto para a tipagem de
rotina quanto para andlises evolutivas. Uma vez que os custos das reagdes de sequenciamento
vém diminuindo nos ultimos anos, estudos incluindo mais /ocus altamente variavel tendem a
serem conduzidos, facilitando assim, a subtipagem de alta resolucao de clones especificos e a
reconstru¢do de vias da evolutivas mais robusta (COOPER et al., 2004).

Um ponto critico para ambos os métodos citados ¢ a sua aplicabilidade para responder
questdes distintas que variam desde a investigacao de surtos estabelecendo amplo parentesco
genético, até a organizagao de cepas dentro dos principais complexos clonais. Cada método tem

seus respectivos pontos fortes e fracos de acordo com a pergunta abordada e a metodologia por
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tras (MAIDEN et al., 1998; ENRIGHT & SPRATT, 1999; URWIN & MAIDEN, 2003;
BENNETT & CAFFERKEY, 2003).

O Tnl546, um transposon do cluster vanA presente no plasmideo pIP816 do E.
faecium BM4147, foi primeiramente reportado em 1993 (ARTHUR et al., 1993). Desde entao,
esse transposon tornou-se cada vez mais diversificado devido a mutagdes pontuais, a introdugao
de sequéncias de insercao (IS) e a delecdes de genes nas extremidades esquerda e/ou direita do
Tnl546 (HANDWERGER et al., 1995; WILLEMS et al., 1999; KO et al., 2005; NAAS et al.,
2005; GU et al., 2009; CHA et al., 2012; MERLO et al., 2015). No presente estudo, tipos
idénticos de Tn/546 foram encontrados em isolados de humano (ST478) e de ambiente aquatico
(ST412), caracterizados como clones endémicos no Brasil (SACRAMENTO et al., 2015a). Foi
identificado um ponto de mutagdo no gene vanA na posi¢ao 7.698 (substitui¢do do nucleotideo
T pelo C) e um outro no gene vanX na posi¢ao 8.234 (G pelo T). A presenga dessas mutagdes
jé& foram reportadas no Brasil, EUA e Espanha (WILLEMS et al., 1999; CAMARGO et al.,
2004; LOPEZ et al., 2010). Ainda, nos dois transposons sequenciados no presente estudo, foram
detectadas uma IS7257 inserida entre os genes vanS e vanH, uma IS/216F entre os vanX e vanY
e uma dele¢do na sua extremidade esquerda, sem apresentar alteragdo no fendtipo de resisténcia
aos glicopeptideos.

A IS1251 foi detectada na mesma regido intergénica, especialmente nos elementos
VanA de cepas isoladas nos Estados Unidos (HANDWERGER et al., 1995; DE LENCASTRE
et al., 1999), como também em raros isolados da Irlanda, Noruega, Grécia e Costa Rica
(SIMONSEN et al., 2000; DEMERTZI et al., 2001; BUSTAMANTE et al., 2003). No Brasil,
essa IS foi reportada pela primeira vez em 2004 em um elemento VanA de VRE, isolado de um
paciente previamente tratado nos EUA, sugerindo que este VRE foi introduzido a partir do
estrangeiro, provavelmente através da disseminacao inter-hospitalar (CAMARGO et al., 2004).
Essa IS também foi detectada durante um surto ocorrido em 2007 em um hospital universitario

de Campinas, seguido por deteccdes em hospitais de Ribeirdo Preto e Belo Horizonte
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(PALAZZO et al.,2011; SILVA et al., 2012; MERLO et al., 2015). Diferentemente, a IS/216E,
recentemente identificada por Merlo e colaboradores (2015) na maioria dos seus isolados de E.
faecium vanA na mesma regiao intergénica (vanS e vanH), assim como no presente estudo. Essa
IS até entdo nao havia sido reportada nesta posicdo em cluster van de E. faecium em todo o
mundo.

O Tnl546 pode conter varios tipos de ISs, incluindo IS7542, IS1251, ISEfa5, 1S1476
e IS79, que sdo diversificadas regionalmente e t€m sido caracterizadas a partir de isolados da
Europa, Coréia, EUA e Brasil (HANDWERGER et al., 1995; WILLEMS et al., 1999;
CAMARGO et al., 2005; CHA et al., 2012). Por outro lado, a IS/276V tem sido identificada
em isolados de VRE em todo o mundo (HANDWERGER et al., 1995; WILLEMS et al., 1999;
CAMARGO et al., 2005; CHA et al., 2012). Multiplos locais de insercdo apontam que esses
elementos sdo ativamente moveis, cruciais para a evolugdo do ambiente genético do gene vanA.
Infelizmente, o papel das ISs na diversificacdo do ambiente genético do vand diminui o seu
valor como marcador epidemioldgico, uma vez que o movimento dessas ISs resulta em
alteracdo estrutural do transposon, acarrentando uma baixa reprodutibilidade na tipagem.
Embora isso possa ndo afetar estudos evolutivos ou epidemiologicos “instantdneos”, os estudos
de longo prazo devem ser interpretados com consideravel cautela.

A este respeito, no atual estudo foi identificado o mesmo tipo de transposon encontrado
por Merlo e colaboradores (2015) em 46 dos 47 E. faecium vanA em Belo Horizonte, Minas
Gerais. Uma vez que € provavel que a inser¢do da IS/2/6E no Tn/546 foi um evento tnico,
com padrao distinto do cluster van de outros isolados de VRE ja estudados, pode-se constituir
uma oportunidade para o estudo epidemiologico da propagagdo deste tipo de transposon de
resisténcia em nosso pais. Com relacdo ao ambiente genético do cluster van, este estudo
confirma a presenca dessa sequéncia de inser¢ao, que até o presente momento, foi identificada
em cepas brasileiras de E. faecium. De fato, a sequéncia IS/216F foi previamente reportada por

Merlo e colaboradores em 2015 e curiosamente, neste contexto genético, nao tem sido reportado
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em outros paises. Assim, muito provavelmente isolados brasileiros incorporaram recentemente
esta IS.

A IS1216F tem sido associada com os genes fcrB e aadE que conferem resisténcia ao
cobre e aminoglicosideos, em E. faecium e Streptococcus agalactiae, respectivamente
(HASMAN, 2005; MONTILLA et al., 2014). Portanto, essa IS deve contribuir para a rapida
aquisicdo de resisténcia antimicrobiana entre as espécies de cocos Gram-positivos clinicamente
importante (PAULSEN et al., 2003).

Os tipos de Tn/546 indistiguiveis que foram identificados no atual estudo isolados de
humano e ambientes aquaticos sugerem uma comum partilha de um pool de genes de resisténcia
a vancomicina entre enterococos isolados de diferentes ecossistemas (SACRAMENTO et al.,
2015a). Além disso, esses transposons apresentaram uma dele¢do na regido de repeticdo,
importante para a sua mobilidade, e portanto, ¢ provavel, que para a sua transposicao seja
necessario um plasmideo para se deslocar de uma linhagem para outra. Um recente estudo
realizado no Brasil com 47 E. faecium, todas as cepas possuiam plasmideos de 35, 60 ou 75 Kb
contendo o gene vanAd, com exce¢cdo de uma cepa que nao hibridizou com a sonda vanA,
sugerindo que o transposon contendo vanA possa estar no cromossomo (MERLO et al., 2015).

Em resumo, no atual estudo foi documentada pela primeira vez, a identificagdo de
VRE tipo vanA com novos STs em carne de frango comercializada no Brasil. A deteccao
precoce de VRE em amostras de frango pode ajudar na implementa¢do de medidas preventivas
que visem reduzir a contaminacao, sendo muito 1Util para o pais, que ¢ o terceiro maior produtor
de carne de frango e o maior exportador deste produto no mundo (ALVES et al., 2012). Além
disso, a deteccao de cepas de E. faecium contendo vanA pertencentes ao CC17 em amostras de
aguas superficiais em rios urbanos indica a disseminagdo ambiental de bactérias
multirresistentes e virulentas, assim como seus elementos que compde o ambiente genético do

gene vanA. Infecgdes por VRE na comunidade ainda sdo raras no Brasil, e com o conhecimento
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de que existem VRE em hospitais e nesses rios, medidas devem ser tomada para evitar a sua

propagacao para a esfera da comunidade.
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7. CONCLUSOES

e Nas amostras clinicas, de alimentos e de dgua superficial coletada de rios urbanos em
Sao Paulo foram identificadas cepas de E. faecium (n= 12) e de E. faecalis (n= 8)

resistentes a vancomicina.

e As cepas de E. faecium ¢ E. faecalis resistentes a vancomicina apresentaram um perfil
de multirresisténcia. As cepas clinicas mostraram resisténcia aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina), quinolonas (ciprofloxacina) e macrolideos (eritromicina).
Os isolados ambientais, além das resisténcias acima citadas, foram resistentes as
penicilinas (ampicilina), enquanto que as cepas de alimentos foram resistentes aos

glicopeptideos, tetraciclina e as estreptograminas (quinupristina/dalfopristina).

e A presencga do gene vand foi identificada em todas as cepas de E. faecium e E. faecalis,

resistentes aos glicopeptideos, estudadas.

e Cepas de E. faecium isoladas da clinica e do ambiente apresentaram os fatores de
viruléncia em comum acm” e esp”. O gene gelE foi identificado em todas as cepas de

E. faecalis, mostrando que esse gene pode estar intimamente ligado a esta espécie.

e A maioria das cepas de E. faecium isoladas de hospitais e rios urbanos de Sdo Paulo

apresentaram clones indistinguiveis pelo PFGE.

e Foram isolados E. faecium vanA pertencentes ao complexo clonal 17 (ST203, ST412 e

ST478) em rios de Sao Paulo idénticos a clones endémicos de hospitais.
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Foram detectados novos STs de E. faecalis (ST614, ST615, ST616) e de E. faecium

(ST953, ST954) em carne de frango comercializada no Brasil.

A andlise do ambiente genético do cluster do gene vanA (transposon Tn/546) dos dois
isolados de E. faecium da clinica e do rio mostrou que ambas as cepas foram
indistinguiveis, que apresentaram dois pontos de mutacao nos genes vand e vanX, uma
dele¢do na extremidade esquerda do transposon, uma IS/25/ inserida entre os genes

vanS e vanH e uma IS/216F entre os genes vanX e vanY.

A IS1216E na regido intergénica vanXY constitui um conjunto de genes previamente

relatado em cepas clinicas de VREfm no Brasil, denotando uma caracteristica regional.

A presenga da IS/216E, sugere uma propensao do E. faecium em incorporar elementos
que podem contribuir para a rdpida aquisicdo de resisténcia a compostos
antimicrobianos, determinantes os quais podem chegar a ser disseminados para outras

linhagens e/ou géneros.
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Anexo 1 — Gel de agarose a 1% demonstrando a amplificagdo dos genes que codificam a ligase

D-alanina D-alanina (dd/) utilizada na confirmacao das espécies E. faecalis e E. faecium.

— 941 pb

w—— — 550 pb

Legenda - Linhas 1: marcador de peso molecular de 100pb, 2: cepa padrao E. faecium 228, 3:
E. faecalis ATCC 29212, 4: E. faecium 38, 5: E. faecium 11, 6: E. faecium 57, 7: E. faecium
320, 8: E. faecalis 438 e 9: E. faecium 402.
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Anexo 2 — Gel de agarose a 1% demonstrando a amplificagdo do gene vand.

Legenda - Linhas 1: marcador de peso molecular de 100pb, 2: cepa padrao E. faecium 228
(vanA), 3: E. faecium 38, 4: E. faecium 11, 5: E. faecium 57, 6: E. faecium 320, 7: E. faecalis
438 e 8: E. faecium 402.
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Anexo 3 - Produtos de amplificagdao do gene de viruléncia (acm) das cepas de E. faecium apos

eletroforese em gel de agarose 1%.

IO E25~13-. 14

353 pb ——

1:5; el GRSl

Legenda - Linhas: 1, 14 e 15 marcador de peso molecular de 100pb, 2: E. faecium 98A, 3: E.
faecium 378, 4: E. faecium 57, 5: E. faecium 320, 6: E. faecium 09, 7: E. faecium 38, 8: E.
faecium 9, 9: E. faecium 11, 10: E. faecium 28, 11: E. faecium 21, 12: E. faecium 55, 13: E.
faecium 402, 16: E. faecium TX0016 (controle positivo), 17: E. faecalis JH2-2 (controle

negativo) e 18: controle negativo da reacao.
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Anexo 4 - Amplificacao dos sete genes housekeeping de E. faecalis.

Legenda - Linhas 1 e 10: marcador de peso molecular de 100pb, 2: dgh (glicose-6-fosfato
desidrogenase), 3: gyd (desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato), 4: pstS (fostato de transportador
cassete de ligacdo ATP), 5: gki (glucoquinase putativo), 6: aroE (5 chiquimato desidrogenase),
7: xpt (5 chiquimato desidrogenase), 8: yigL (acetil-coenzima A acetiltransferase) 9: controle

negativo.
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Anexo 5 - Amplificacdo dos sete genes housekeeping de E. faecium.

Legenda - Linhas 1: marcador de peso molecular de 100pb, 2: atpA (ATP sintetase, subunidade
alfa), 3: ddl (Dalanina- D-alanina), 4: gdh (Desidrogenase glicose-6-fosfato), 5: purK
(fosforibosilaminoimidazol carboxilase subunidade ATPase), 6: gyd (deidrogenase
gliceraldeido-3-fosfato), 7: pstS (transportador cassete ligado a ATP fosfato), 8: adK (adenilato

quinase) e 9: controle negativo.
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Sir,

Enterococci are ubiquitous in the emvironment and in the intes-
tinal tract of humans and other animals with which they have a
commensal or parasitic relationship. The importance of these
bacteria has been associoted with nosecomial infection and
multiple resistance to antimicrobial agents, mainly vancomycin.!
In this regard, vancomycin-resistant Enterococcus foecium
(VREfm) has become endemic in many hospitals, and nowadays
Bayesian analysis of genetic population structure and eBURST
analysis of MLST hawe revealed the existence of groups and
limeages associated with the majority of hospitol cutbreaks and
clinical infections worldwide.? In this study, we report for the
first time the envircnmental dissemination of vanA-containing
E. faecium strains belonging to hospital-ossociated high-risk
MLST lineages.

During a local survelllonce study, established to monitor the
occourrence of high-level VRE from urban rivers in south-eastem
Brazil (i.e. the Tieté River and the Pinheiros River), six vand VRE iso-
lates were recovered from surfoce water somples (Table 1), The
Tieté River is one of themain rivers of the region, which runs ocross
S0 Paulo state from east to west forabout 1100 km, whereas the
Pinheiros River is a tributary of the Tieté River that runs 25 km
through the city of SGo Paule, the largest and most populous
metropolitan area in Brazil ?

Following standard methods for the examination of water and
wastewater, 500 mL aliquots of surface water were collected in
sterile glass wvials (httpafwww.stondardmethods.ong). From each
water saomple, 100 mL was concentrated by filtration through

starile membrane filters (0.45 pm pore size). The filters were
ploced on M-Enterococcus agor bose plates and incubated for
24 h at 37°C. The membrane filters were aseptically removed
and placed separately into sterile tubes that had previously
been filled with 10 mL of sterile brain heart infusion broth, After
vortex treatment, a 100 wL aliquot of each cutture was streaked
on to M-Enterococcus agar supplemented with & mgilL vancomy-
cin. Isolotes were identified by PCR™ and MICs were determined
using a microdilution technique.” Mext, the presence of van-type
genes was exomined by PCR amplification and sequencing,®
and vanA-containing VRE were further charocterized by PFGE®
and MLST (http:/pubmist.org/efoecalis/; hittp:fpubmist.org
efoeciumy). Finally, representative 5Ts of VREfm were selected
for complete sequencing to elucidate the structure of the
Tnl546 transposable element associated with vand. Thus, gen-
omic DNA was sequenced using the Ion Toment PGM platform
400 kit v2 and chip 318 (Life Technologies) and contigs were
aligned ogainst Tn1546 prototype (occession number MS7 257).
The VREfm clinical strain 320/07 belonging to ST478 was used
for a comparative analysis (Table 1)

The vanA genotype was confirmed in MDR VREfm (n=5)
and vancomycin-resistant Enterococcus faecalis (n=1) strains
(Table 1). PFGE analysis revealed the presence of the Brazilian
endemic clone of VREfm.™ Moreover, MLST analysis confirmed
the environmental dissemination of high-risk MLST lineages of
VREfm (5T478, 5T412 and 5T203), which have been predominant
in clinical settings in south-east Brazil.® Complete sequences of
transposon Tnl546 from VREfm clinical strain 320/07 (ST478)
and environmental strains VREfm 11 (5T412) and VREfm 38
(ST478) showed a Tnl546-like element of ~12800 bp, with
T7698C vand and GB234T vanX mutations.” Moreover, deletion
of the Tn1546 left extremity,” and the 151251 and 151216E
sequence inside the vanH5 and vanYX intergenic region, respect-
ively, were also detected (GenBank occession numbers
KR349520 and KRO4T792). In this regard, the 151216 sequence
inside the wanXY intergenic region constitutes a gene array previ-
ously reported for Brazilion VREfm clinical stroins alone, denoting
a regional charocteristic. 151 216E has been associated with torB
and aadE genes, which confer resistanc e to copper and aminogly-
cosides, in E. foecium and Streptococcus agalactioe, respect-
ively %2 Therefore, 151216E should contribute to rapid acquisition
of antimicrobial resistance among species of the clinically import-
ant Gram-positive cocc. ' On the other hand, Tnl546-like ele-
ments were identical ameng clinical and environmental VREfm
isolotes, suggesting sharing of a commen vancomycin resistance
gene pool.

The detection of vanA-containing E. foecium strains belonging
to hospital-ossociated clonal lineages in urban nivers is epi-
demioclogical evidence demonstrating that the emvironmental
dissemination of high-risk MDR bocteria is ongeing in Brazil,
Indeed, isolation of carbopenemase-producing Gram-negative
bacterio in both the Tiet@ River and the Pinheiros River have
also been reported. ! Therefore, considering that related STs of
vanA-carrying VREfm strains (i.e. ST17, ST18, ST78, ST117,
5T152, ST280, 5T412 and 5T478) are widespread in hospital set-
tingl:-'.,l"J speculations on a possible link could be raised, which

i The Author 201 5. Published by Oxford University Press on behalf of the British Saclety for Antimicrabial Chematherapy. All rights resered.
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Table 1. Characteristics of envronmental wanA-containing £ fascium and E. fascalis strains

HLAR® MIC [malLl

Ernvironmental location FFGE MLAET
Strain® (attudetangituda) GEM STR VAW TEC AMP TET CIP ERY CHL LZD Q/D DAP TGC typed ST
WREfrm 9, TIETA04900 S 2302 1EYW 46° 54 367 8§ R =64 =32 »32 05 =32 =256 16 2 2 1 003 M1 47B
WREFm 11, TIETA04900 523737 16°/W &6° 56 367 5 R =64 =32 >32 05 =31 =156 & 1 1 1 006 PE 412
WREfm 38, TIET/A04 180 SI3° 31 1BY'W 46" 3752 8§ R =64 =32 =31 1 =32 =256 =64 1 16 1 003 M1 4TE
WREfrm 28, PIMH/ 04 250 523° 39 S53VW 457 42 35 5§ R =64 =32 =32 1 =32 =256 16 4 2 1 003 P 478
WREfm 21, PIMH/O4900 S23° 30 SW 467 44 BT 5 S =B& =32 >3 =64 & =256 5 2 1 1 003 P21 203
VREfm 320007, clinicalblood 523° 34°59.5%/'W 46" 4 BT & R =64 =32 =32 1 =64 =256 16 2 1 1 001 P& 478
VRETs 29, TIET/04200 SETIT 1YW AT 4 4T 8 R =64 =32 =31 1 =32 =256 64 2 16 F 006 — &

“VREFs, vancormydn-resistant £, foecalls; TIET, Tieta River; PIMH, Pinheiros River.
Bagar diution seresning tests for highdewel aminoglyeoside resistance [HLAR): GEN, gentamicin (500 ma/Ll; and STR, streptarmeein (2000 mgfL).®

R, resistant; 5, susceptible. Resistance is indicated in bald.

“MIC detarmined by broth micodiution methods; resistance s indicated in bald. VAN, vancomycin TEC, teicaplaning AMP, ampicliing TET, tetracycline;
CIP, ciproflowacing ERY, enythramyicn; CHL chloramphanical; LZ0D, lnezalid; O/0, quinupristinddalfopristing DAR daptormyan; TGC, tigecydine. Tha 2014
CLEI breakpaints wers used to interpret the MIC resulls® except for tigecyeling, for which the EUCAST eritena were applisd (httpadwww.sucast.ong/

clinical_breakpointss).

9PFGE pattems wens analsad using the Dice simianty cosficient and the umveightad-pair group method using the average linkoge duster mathad
{Biakumerics software; Appliad Maths, Kortrijk, Balgum). PRGE clusters Mand Prwere assigned based ona <80% simiarity of banding pattarns. Foreach
PFGE prafile, banding pattems with =>B80% simiarity were assigned a numeric subprofile designation. A VREfm strain representative of the Braziian
endamic donewas induded in the gel to compare tha fingamprint patterns *

demonstrates the potential of vand VRE to spread beyond the
hospital.

Im summeary, to our knowledge, this is the first study showing the
environmental dissemination of VREfm strains belonging to
hospital-osseciated high-risk MLST lineages, which is a major public
health issue, The suneillance of resistance in environmental sam-
ples from wrban regions needs to be estoblished as o prionty, and
strategies for the treatment of wastewater urgently need to be
adopted to inhibit the release of MDR bocteria into the environment.
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Sir,

In the last vears, vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) have been increasingly identified in
humans and animals, and their potential transmission by contaminated food has been
highlighted [1]. In this regard, some studies have documented the worldwide dissemination of
particular vancomycin-resistant . faecalis clones isolated from healthy and infected humans
and other animals [2]. In this study, we report the isolation of new sequence tvpes (STs) of
vand-containing Enterococcus spp. inretail chicken meat, in Brazil, highlighting a potential

community reservoir of VRE.

During the Brazilian National Program for Monitoring the Prevalence of Bacterial Resistance in
Chicken (PREBAF), six VRE (1%) isolates were recovered from a total of 542 frozen retail
chicken samples, intended for sale on local markets, in all five Brazilian regions (i.e., North,
Northeast, Central West, Southeast and South). Firstly, Enterococcus spp. were isolated by
using methods described in the ULS. Food and Drug Administration Bacteriological Analvtical
Manual
(http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratorvMethods/ucm063335 htm). Next,
positive cultures were plated on Enterococcosel agar without and with vancomycin (6 pg/mL),
and isolated colonies were identified by using conventional biochemical tests and PCR [3].
Minimum inhibitory concentrations ( MICs) were determined by microdilution technique [4]:
the presence of van-type genes was examined for PCR amplification and sequencing by using
specific primers as previously described [3]; and finally, vand-containing VRE were further
characterized by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) | 3] and multilocus sequence tvping

(MLST) (http://pubmlst.org/efaecalis/; http://pubmlst.org/efaecinm/).
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The presence of Enterococcus spp., was confirmed in 535 (98.7%) retail chicken samples,
which were distributed among twelve species, with a predominance of E. faecalis (61.4%), E.
gallinagrum (28.7%), E. casseliflavus (5.06%) and F. faecium (2.2%). The vand genotype was
confirmed in six multidrug- and vancomycin-resistant strains, identified as E. faecalis (VREfS,
w=4y and E. faecium (VREfm, n=2), which were isolated from retail chicken samples collected
from markets in four states located in Southeast and Southern Brazil. The vand-containing VRE
isolates exhibited resistance to several antimicrobial drugs used for the treatment of
enterococcal infections in humans ( Table 1). In this regard, while resistance to
quinupristin/dalfopristin in VRETS strains is intrinsic [5], in VREfm this resistance can be
related to the use of virginiamyecin, which may produce cross-resistance to
quinupristin/dalfopristin [ 5]. Furthermore, use of antimicrobial growth promotants such as
oxytetracycline, enrofloxacin, florfenicol and tylosin; which are structurally related to
tetracycline, ciprofloxacin, chloramphenicol and erythromycin, respectively, can be associated
with the antibiotic resistance profile displaved by vand-containing VRE isolates from retail

chicken meat [6].

VRE strains were clonally unrelated by PFGE and, indeed, MLST analysis revealed the
presence of VREfs ST59 and five new STs (i.e., VREfs ST614, ST615, ST616, and VREfm
ST953 and §T954) (Table 1). In this regard, of particular interest is the description of VREfs
belonging to the ST59, which has been previously isolated from chicken meat and human
samples [2], denoting the potential for VRE or van-tvpe genes of VRE to reach humans through
the food chain. On the other hand, identification of novel 8Ts of vand-tvpe vancomyein-
resistant Enterococcus spp. suggests that comercial chicken could provide a hotspot for the

transfer of vand-mediated resistance among commensal enterococei, which is a worrisome

{F¥]
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prospect, since VRE of commensal origin can play key roles as opportunistic pathogens of

human and other animals that can serve as hosts.

Regarding the possible origin of vand-containing Enterococcus spp., most likely, the use of
some antibiotics (e.g. tylosin and spiramycin) in broiler chickens; which are used for the control
of chronic respiratory diseases caused by mycoplasmas and as subtherapeutic agents for
improving growth rates and feed efficiency, could be to co-select for vancomyein resistance
among enterococed, since the genes encoding resistance for these antimicrobial agents have

been located on the same plasmid [7].

In summary, to our knowledge, this is the first Brazilian study showing retail chicken meat as
an important vehicle for the dissemination of vand-containing Enterococcus spp., which is a
major commercial and public health issue, since Brazil is the third largest producer of chicken

meat and the largest exporter of this product [8].
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Table 1

Epidemiological and microbiological characteristics of of vand-contaming Enterococcus spp. 1solated from retail chicken meat

PFGE MLST  HLAR"® Resistance profile MIC (ng/mL)®
Strain State”/year type” ST/CC® GEN STR VAN TEC AMP TET CIP ERY CHL 1ZD QD DAP TGC
E. faecalis 92 RS/2004 A 614/N R R 64 =32 2 =64 =64 =064 o4 2 =32 2 0.03
E. faecalis 96 RS/2004 B 615/21 R R 64 =32 4 64 =64 =64 064 2 32 1 0.12
E. faecalis 154 ES/2005 C 59/N R R 64 32 4 8 64 64 64 2 16 2 0.12
E. faecalis 438  SP/2005 D 616/S S R 64 32 2 64 0.5 0.5 16 1 16 0.5 0.12
E. faecium 402  SP/2005 1 954/N ) S 64 =64 1 =64 0.25 8 8 2 16 1 0.06
E. faecium 55 SC/2004 I 953/N S R =64 64 0.25 =64 4 0.25 8 1 =32 2 0.12

*RS. Rio Grande do Sul State: ES. Espirito Santo State: SP, Sdo Paulo State: SC. Santa Catarina State.

b . . Cy . - . . : .
PFGE patterns were analyzed using the Dice similarity coefficient and the unweighted-pair group method using the average linkage cluster
method (BioNumerics software: Applied Maths. Kortryjk. Belgium). PFGE clusters were assigned based on a <90% similarity of banding patterns.

€ Multilocus sequence typing: ST. sequence type: CC. clonal complex: N. sequence types that are not assigned to any known CC: S, singleton.

d High-level aminoglycoside resistance (HLAR) was determuned by agar dilution method. GEN, gentamicin (500 ng/mL) and STR. streptomyein

(2000 pg/mL).

® MICs were determined by microdilution technique: resistance is indicated in bold. VAN, vancomycin: TEC. teicoplanin: AMP. ampicillin: TET.
tetracyclin: CIP, ciprofloxacin: ERY, erythromycin: CHL. chloramphenicol; LZD, linezolid; Q/D. quinopristin/dalfopristin: DAP. daptomyein:
TGC, tigecycline. The 2014 CLSI breakpomnts were used to interpret the MIC results [4], except for tigecyeline, for which the EUCAST criteria
(resistant =0.5 pg/mL) was applied (http://www.eucast.org/climical breakpoints/).
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