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Resumo

A crescente deteccdo de bactérias resistentesil@dtnds conduziu ao uso
prudente destes farmacos em medicina humana énéeiegr e a criacdo de uma rede de
sistemas para a sua vigilancia. As bactérias caaseBaterococcusspp. sdo muitas
vezes eleitas como ‘“indicadoras de resisténcia’a wez que estdo presentes na
microflora intestinal animal, e por isso sujeitaacgdo dos antibibticos. Estas bactérias
constituem um reservatério de genes, capazes dm sesinsferidos a outras bactérias
comensais ou mesmo patogeénicas.

A interaccdo das bactérias com o hospedeiro é snwiézes mediada pela
secrecdo de factores de viruléncia. As bactérisem®lveram mecanismos para a
secrec¢do destes factores para o interior das séolaospedeiro, de forma a potenciar a
colonizacdo bacteriana. Estes conferem uma vantagdectiva as bactérias que os
possuem.

Compreender os mecanismos de patogenicidade dé&riascé fundamental
para investigar doencas infecciosas, uma vez gtes,emuitas vezes estdo pouco
evidenciados. A avaliacao dos perfis proteicos atddrias em situacdes de stress pode
representar uma abordagem integrada para o des@negoto de novas estratégias
terapéuticas e agentes antimicrobianos.

Este estudo teve como objectivos a caracterizagéaés de PCR com recurso
a primers especificos, de 12 genes codificadoréaatieres de viruléncia em 63 estirpes
de enterococos isolados de amostras fecais detgsil@arus cachinnanse a analise
dos perfis proteicos monodimensionais de 29 ddastdados. Foi ainda analisada a
producédo de gelatinase e actividade hemoliticasidados.

O genecylL, foi encontrado em 41 dos isolados, seguido do gpdepresente
em 39. Os genegelE e cylM foram encontrados em 25 isolados, o geyleem 22, os
genesespe ace foram detectados em 19, o geryB foi encontrado em 10 e o0 gene
cylA estava presente em apenas 5 estirpes. Nenhumasapaesentou os genagg, fsr
e cylLs. Apenas 4 isolados ndo apresentaram qualquer getigcante de factor de
viruléncia. Foi detectado um nimero maximo de 8gesm dois isolados (1 isolado
Enterococcuspp. apresentou os gerggsE, hyl, cpd, ace cylA, cylB, cylL, ecylM e 0
outro isolado pertencente a espéeidaeciumapresentou os gengslE, hyl, esp ace

cylA cylB, cylL, ecylM).



Nenhum dos isolados apresentou actividfdeemolitica, sendo que também
nenhum apresentou a totalidade do opegdioRelativamente a producdo de gelatinase,
foi observado que a grande maioria dos isoladossaptou actividade gelatinase
positiva. Nem todos os isolados onde foi detectadgenegelE foram capazes de
degradar a gelatina.

Foram obtidos padrbes proteicos através de eleotisd monodimensional onde
foi possivel distinguir bandas proteicas caradieds das espécies estudadas. Foi
observada um elevado polimorfismo, sendo que o$isperoteicos de isolados
pertencentes a uma dada espécie eram muito sisndatee si. Foi, no entanto, possivel
determinar algumas bandas apenas presentes nusolioos.

A andlise protedbmica de bactérias portadoras deesgate resisténcia a
antibioticos e de viruléncia é muito importantegparidentificacdo de proteinas, com
vista a construcdo de mapas proteicos para congmarage proteomas e ao
desenvolvimento de novos antibidticos para comBatanfec¢cbes multirresistentes,
actualmente de dificil terapéutica.

Complementarmente a monitorizacdo da presenca desgeodificantes de
factores de viruléncia, assim como da correlac&iedecom a multi-resisténcia a
antibioticos em estirpes de enterococos é impataara a analise dos padrdes de
disseminagcdo destes determinantes. Isto é particeitde importante em animais
migratorios, como as gaivotas, uma vez que ao perem longas distancias e entrarem
em contacto com humanos e outros animais, funciomamo um veiculo de

transmissao destes genes.

Palavras-Chave Enterococcusspp.; Factores de viruléncia; Antibidticos;

Gaivotas; SDS-PAGE; Electroforese monodimensional.



Abstract

The increasing detection of antibiotic resistardtbaa has led to the prudent use
of these drugs in medicine and veterinary, andht dreation of a network for its
surveillance. The commensal bacteria of the gémisrococcuspp. are often chosen
as resistance indicators, since they are presethieirmnimal intestinal microflora, and
therefore are subject to the action of antibiotithese bacteria constitute a gene
reservoir, capable of being transferred to othenroensal and also pathogenic bacteria.

The bacteria-host interaction is often mediatedthiy secretion of virulence
factors. The bacteria have developed mechanisnthdaecretion of these factors on to
the interior of the host cells, in a way to expdratterial colonization. These factors
give a selective advantage to the bacteria thatgsssthem.

Understanding the mechanisms of bacterial pathoggnis fundamental to
further investigate infeccious diseases, sinceethragchanism are, on many cases,
poorly understood. The analysis of protein profidsacteria in stress situations can
represent an integrated approach for the developoferew therapeutic strategies and
antimicrobial agents.

The goals of the present study were the charaateyiz of 12 virulence factor
genes, using PCR with specific primers, in 63 igsafEnterococcuspp., obtained
from fecal samples of seagulldafus cachinnans and the analysis of the
monodimensional protein profiles of 29 of theselates. It was also analyzed the
production of gelatinase and the haemolytic agtigftthe isolates.

The cylL. gene was found in 41 of the isolates, followedthg cpd gene,
present in 39. ThgelE andcylM genes were found in 25 of the isolates, liiegene
was found in 22, thespe acegenes were detected in 19, 4B gene was founf in 10
and thecylA gene was present in only 5 of the cases. Nonkeoisblated presented the
agg fsr andcylLs genes. Only 4 isolates didn’t present any virudefactor gene. It was
detected a maximum number of 8 genes in two is®lgi&nterococcuspp. presented
thegelE hyl, cpd ace cylA cylB, cylL, andcylM genes, and the other isolated of Ehe
faeciumspecies presented tlgelE, hyl, esp ace cylA, cylB, cylL, andcylM genes).

None of the isolates display@ehaemolytic activity or had the totality of tlogl
operon present. In relation to the production ddgease, it was observed that the great
majority of the isolates presented positive gesen activity. Some of the isolates

where thegelE gene was detected weren’t capable of degradiragigel
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Throught proteomic analysis, reproducible monodism@mal protein profiles
were obtained, where it was possible to distinggisitein bands characteristic of the
species studied. It was observed a great polymempbi bands, and the protein profiles
of isolates of a certain species were very similatween themselves. It was also
possible to pinpoint some bands present in onlyisolate.

The proteomic analysis of bacteria carrying resis¢é and virulence genes, is
very important for the identification of proteing) later build protein maps for
proteome comparison, and also for the developmienéw antibiotics for treatment of
multiresistant infections, currently which have lpiematic therapeutics.

Complementarily, the monitorization of the presen€eirulence factor genes,
as well as the correlation between these and atithinulti-resistance in enterococci
isolates it's important for the determination ofetllissemination patterns of these
determinants. This is particularly important in nai@ry animals, as in the case of
seagulls, since they travel long distances andacbiiumans and other animals during

migration, functioning as a vehicle of transmissofithese genes.

Keywords: Enterococcusspp.; Virulence Factors; Antibiotics; Seagulls; D

PAGE; Monodimensional electrophoresis.
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1 — Revisao Bibliografica
1.1- Enterococcus spp.

1.1.1 — Caracterizacéo e identificacdo do género

O géneroEnterococcuspertence a um grupo de microorganismos conhecidos
como bactérias acido lacticas e caracterizadas @@ndo Gram-positivas, catalase-
negativas, oxidase-negativas, anaerobias facwdtatvcom forma de cocos individuais
que se dispdem em pares (diplococos) ou em caeigg(iié Morencet al, 2006).

Apesar de serem bactérias comensais que habitatestino de varios animais
sdo encontradas, frequentemente, em alimentosapladigua e solos, provavelmente
como resultado da disseminacéo a partir de mdesad (Giraffa, 2002). As espéciEs
faecalise E. faeciumsdo as mais frequentes nos tractos intestinaiqalwsnos e de
varios animais (sendo que a primeira esta presemtemaior niumero) e sendo as
espéciesE. mundtii e E. casseliffavuscomummente encontradas em plantas (Klein,
2003; Devrieset al, 2006).

As espécies deEnterococcussdo capazes de crescer num espectro de
temperaturas que varia de 5 a 50°C, sendo a telapeptima para 0 seu crescimento
de 42,7°C em condi¢Bes aerobias (Fisher & Phila®)9). A maioria das bactérias
deste género consegue crescer na presenca de 6GkaN10% de bilis e a um pH de
9.6, conseguindo sobreviver a temperatura de 60fante 30 minutos. Sdo excepcdes
as espéciek. avium E. saccharominimys. cecorumandE. columbagas quais tém
um fraco indice de crescimento na presenca de 8ébMaCl. A maioria das espécies é
capaz de hidrolisar a esculina e possui 0 antigbnae Lancefield (sdo excepcén
cecorum E. columbagE. dispar E. pseudoaviuE. saccharolyticus E. sulfureus
As espécie€. mundtij E. casseliflavusk. flavescens E. sulfureusproduzem um
pigmento amarelo &. gallinarume E. casseliflavussdo moveis (Jagt al, 2005;
Foulquié Morencet al, 2006).

N&o existem caracteristicas fenotipicas que dsitings espécies de enterococos
de outros cocos Gram-positivos e catalase-negatbarslo a identificacdo usualmente
feita através de testes bioquimicos (Fisher & Phill 2009). No entanto, as
semelhancas entre algumas espécies tornam difiod distin¢ao.

Para uma identificacdo rapida e confiavel é esabrwiuso de métodos

moleculares (Klein, 2003). A deteccdo dos genes d&3S rRNA é precisa, mas é

1



incapaz de diferenciar algumas espécies, como @so deE. gallinarum e E.
casseliflavus os quais tém uma homologia de 99,8% no gene B&&A r(Ogier &
Serror, 2008).

Tém sido aplicados métodos alternativos, os qusasnprimers para detectar
espacadores intergénicos de rRNA e genes espacifiomo ddl, van ace sodA,
Também a amplificacdo do gene de regulacao trasonal Ef0027, a sequenciacao
dos geneddl, cpre0 e atpA, e o0 uso de rep-PCR com o primer (GTG)5 tém sido
utilizados para discriminacdo das espécies do gdaeterococcugOgier & Serror,
2008).

1.1.2 — Taxonomia

O termo enterococo foi empregue pela primeiraam®z1899 por Thiercelin e
quatro anos mais tarde, este autor e Jouhaud @ISO génerd&nterococcugara
descrever diplococos Gram-positivos potencialmeategénicos isolados do intestino
(Klein, 2003; Hardie & Whiley, 1997). Este grupo pmsteriormente transferido para o
géneroStreptococcugendo-lhe sido atribuido o epitdaecalispor Andrewes e Horder
em 1906 (Hardie & Whiley, 1997).

Em 1937, Sherman classificou as espécies Stieptococcusem quatro
subgrupos: enterococci, lactic, viridans e pyogeric subgrupo enterococci era
constituido por bactérias de origem fecal e incti@ptococcus faecalifquefaciens
zymogeneg durans Sherman notou que estas bactérias eram marcatadifanentes
das outras espécies devido a uma combinacdo depeute alargado de temperaturas
de crescimento, grande tolerancia a sal e alcaligidelevado ponto de morte térmica e
resisténcia ao azul de metileno (Hardie & While397).

Em 1984, através de estudos de hibridacdo DNA-DNAequenciacbes do
rRNA 16S foi demonstrado por Schleifer e KilppelzBgue as espéciedtreptococcus
faecium faecalis, avium e gallinaruraram suficientemente distintas das outras espécies
de estreptococos e assim foi proposto a sua trénsia para o génefenterococcus
(Foulquié Morencet al, 2006). Foi também criado o généractococcuso qual inclui
as bactérias do subgrupo lactic (Klein, 2003). forimacdo molecular obtida pela
sequenciacdo do rRNA 16S permitiu a construcdo dedendrograma (presente na
Figura 1), o qual mostra a relacdo erfiteeptococcusEnterococcuse Lactococcus
(Fisher & Phillips, 2009).
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Figura 1 - Posicao filogenética do génerknterococcus (adaptado de Klein, 2003).

1.1.3 — Importancia dos estudos de resisténcia a tdnoticos em
Enterococcus spp.

Os enterococos foram, durante seéculos, reconhec@wso organismos
comensais comuns e ndo particularmente virulentgmadhyayaet al, 2009). Nas
tltimas décadas porém, tém vindo a emergir comodasanaiores causas de infecgcbes
nasocomiais em todo o mundo (Ogier & Serror, 2008).

Inofensivos em individuos adultos, os enterocoéms gtdgenos oportunistas,
especialmente em unidades de cuidados intensivers @essoas idosas e pacientes
hospitalizados com doencas graves ou com um sistemaitario deficiente (Gold,
2001; Ogier & Serror, 2008).

Estas bactérias foram reconhecidas como a seguralderceira causa mais
comum de infec¢cbes do tracto urinario e bactereragpectivamente. Outras infeccdes
vulgarmente causadas por enterococos séo a s@psitohiliar, endocardite, infec¢cbes
pés-operatorias e sépsis neonatal (Fisher & P&ilRp09).
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As infeccbes sdo predominantemente causadas miasieskE. faecalise E.
faecium as quais estdo presentes em cerca de 80% e 28%salados clinicos,
respectivamente (Ogier & Serror, 2008). A razd@pampredominancia da espé&ie
faecalisdevera estar ligada aos factores de virulénciecastos a esta espécie (Fisher
& Phillips, 2009). Estudos efectuados por Coqueokboradores e também por
Treitman e colaboradores, ambos em 2005, indicaraquroporcao de infecgdes fior
faeciumtem vindo a aumentar, maioritariamente devido amemto do numero de
isolados resistentes a antibioticos nesta espécie.

As espécies de enterococos camalurans E. gallinarum E. casseliflavug E.
raffinosusnédo sao frequentes causas de infecgéao (Ogier &1S2008).

As infec¢cGes provocadas por enterococos sao, portama preocupagao
importante, e, como patdgenos nasocomais, esté&&ribadém um impacto econémico
directo e significativo, prolongando a estadia dosntes nos hospitais e requerendo
uma terapéutica adicional (Wenzel & Edmond, 2001).

A resisténcia intrinseca, mediada por cromossomatguns antibioticos € uma
caracteristica do géneranterococcusspp., apesar de algumas espécies, c&mno
faecium serem mais resistentes que outras (Gold, 200dtasEbactérias tém uma
tolerancia a baixas concentracbes de varias clageesantibidticos, incluindo
aminoglicosideosp-lactamicos (cefalosporinas de terceira geracaglieolonas (ver
Tabela 1). Em particular, a espédie faeciumé intrinsecamente resistente a altas
concentracdes de penicilina, a espdtiegallinarumé resistente a vancomicina (tipo
VanC) e a espécik. faecalisé resistente a estreptograminas (Foulquié Moetrad,
2006; Ogier & Serror, 2008).



Tabela 1 — Resisténcia intrinseca e adquirida a virs antibidticos em enterococos (Adaptado de
Gold, 2001).

Tipo de Resisténcia Antibiético

B-lactamicos (particularmente cefalosporinas e fleras
resistentes as penicilases)
) Baixas concentracdes de aminoglicosideos
Intrinseca ) o
Clindamicina
Fluoroquinolonas

Sulfametoxazol-Trimetroprim

Altas concentragfes ¢ielactamicos (atraves de proteina de
ligacdo a penicilina ou producao [fi¢actamases)
Altas concentracdes de aminoglicosideos
Glicopéptidos (vancomicina e teicoplanina)
Tetraciclina
Adquirida Eritromicina
Fluoroquinolonas
Rifampicina
Cloranfenicol
Acido fusidico

Nitrofurantoina

Para além da resisténcia intrinseca, os entered@ro adquirido resisténcias,
quer através de mutacdo ou da aquisicdo elemeatasicps (tais como transposoes e
plasmideos), os quais lhes conferem resisténciariasvantibioticos, especialmente
glicopéptidos (vancomicina e teicoplanina) e a acs#@érgica dog3-lactamicos e
aminoglicosideos (ver Tabela 1) (Maroghial, 2005; Ogier & Serror, 2008).

O primeiro registo de enterococos resistentes tas atoncentracbes de
antibioticos glicopéptidos foi publicado em 1989jagdo Uttley e colaboradores
reportaram um surto denterococcus faeciumesistentes a vancomicina que infectavam
pacientes na unidade renal de um hospital (Gold1R20Nessa altura o uso de
vancomicina e teicoplanina tinha vindo a aumergan, parte devido a presenca de
resisténcia a meticilina por parte de estafilocod@nbém, a administracdo oral de
vancomicina, era muito usada no tratamento deecdétiido &Clostridium difficile Na
area animal, grandes quantidades de glicopéptiegecificamente avoparcina, era
utilizada como promotor do crescimento animal (G2@D1; Klein, 2003).



O uso descontrolado deste tipo de antibiéticos ennda emergéncia de
enterococos resistentes a vancomicina (VRE).

As infeccbes devidas a bactérias com este tipoedisténcia sdo de dificil
terapéutica, uma vez que a vancomicina € um atitibi@onsiderado de “dltimo
recurso” para o tratamento de infeccbes provocamasbactérias Gram-positivas
multirresistentes (como € o caso 8tphylococcus aureuesistentes a meticilina
(MRSA)) e é, normalmente, utilizado quando as pkm&s se provam ineficazes
(Cetinkayaet al, 2000; Klein, 2003). Desde 2002 foram documentauzs Estados
Unidos da América, dez transferéncias de resisigéngancomicina de enterococos para
estirpes de MRSA (Sievest al, 2008).

A resisténcia a vancomicina pode ser intrinseea@ ou adquirida fanA
vanB vanD, vanE vanG vanL (Boyd et al, 2008) evanN (Leclercget al, 2009). O
fendtipo mais frequentemente transmitido #amA o qual estad associado a um alto
nivel de resisténcia induzivel a vancomicina estéscia cruzada a teicoplanina,
resultado da aquisicdo do transposdo Tnl546 ouutil®socom este intimamente
relacionados. O fendtipeanB € 0 segundo mais frequente, o qual mostra niveis
variados de resisténcia induzivel a vancomicinate€glois fendtipos sdo mais
frequentes nas espéciesfaecalise E. faecium(Foulquié Morenaet al, 2006; Ogier &
Serror, 2008).

1.2 — Elementos genéticos de transferéncia de geme resisténcia

Pouco tempo apos a introducdo de um novo antibidtcifica-se a emergéncia
de resisténcia a este. A magnitude deste problesigndicativamente maior devido a
capacidade das bactérias transferirem horizontaémgemes de resisténcia e devido ao
uso desregulado de antibiéticos, o qual criou umarree pressao selectiva que
favorece as bactérias resistentes (Mathur & SiBg@5).

Os enterococos funcionam como um reservatéricedegyde resisténcia. Como
residentes da flora intestinal humana e animagselsactérias sdo capazes de adquirir
genes de resisténcia de outros comensais, 0os @odsm ser subsequentemente
transmitidos a outras bactérias patogénicas (Hegstl, 2010).

A localizacdo dos genes de resisténcia em elememveis (plasmideos,
transposfes e integrdes) torna possivel a suddrénsia e acumulacado, tornando as

bactérias que as possuem, multirresistentes.
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1.2.1 — Plasmideos

Os plasmideos sdo elementos extra-cromossémicounotamanho que varia
entre os 1500pb e os 400000pb, e os quais seaephctonomamente. Podem existir
varias copias numa mesma célula, caso este sgjagieno tamanho, mas no caso de
plasmideos grandes € comum existir apenas uma poépie€lula. Os plasmideos néo
S&80 necessarios a sobrevivéncia bacteriana masamoeme conferem-lhe beneficios,
como genes de resisténcia a antibioticos, func@salnlicas e factores de viruléncia
(Davison, 1999).

Existem varios critérios para classificar plasmofje particularmente os
relacionados com bactérias Gram-positivas. Os pteesse que ndo conseguem co-
residir na mesma célula sdo agrupados em gruposdmpatibilidade (Inc) (Hegstad
et al, 2010). Os plasmideos Inc18 constituem um grgndeo de plasmideos com um
largo espectro de hospedeiros, 0s quais se engofittguentemente em bactérias do
géneroEnterococcusspp., especialmente na espégeiefaecium Dois dos plasmideos
tipo Inc18 mais bem caracterizados sédo o pAMblgifmaimente identificado erk.
faecalig, o qual codifica resisténcia a macrélidos, liresoglas e estreptogramina B, e
plP501, o qual codifica, adicionalmente, resist&rad cloramfenicol (Palmest al,
2010).

Andlises de sequéncia de plasmideos mostram dae B&80 sao estruturas
estaticas, mas que se recombinam de modo a fomenaativos com replicacéo hibrida
e funcdes de manutencgéo, servindo de um meio dsigiude mdultiplas resisténcias a
antibioticos (Palmemet al, 2010). Um exemplo disto € o plasmideo pRE25Ede
faecaliscom 50kb, o qual contém genes de resisténcia anfiBioticos, sendo que
30,5kb da sua sequéncia parecem derivar do plasmpiéks01 e as restantes regides
parecem ser originarias de um plasmideo de estafits (Schwaret al, 2001).

Os principais mediadores da resisténcia a vandoaniem E. faecalise E.
faeciumséao plasmideos como pHTb, os quais transportaanegdosdo Tn1546 (o qual
por sua vez contem o oper@anA), e pMG1. O transposédo Tn1546 esta presente num
vasto numero de plasmideos Inc18 (Paletex., 2010).

Existe um grupo particular de plasmideos conjugati com um pequeno
espectro de hospedeiros, os quais respondem adeasimEste tipo de plasmideos tem

sido descrito entt. faecalis sendo raro em outras espécies de enterococostédeg
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al., 2010). O mecanismo de conjugacéo destes plasm@@daseado na existéncia de
feromonas, as quais sdo produzidas por poten®@aiptores desse plasmideo. Este
sistema de conjugacdo tem sido mais extensameateiado nos plasmideos pAD1,
pAM373 e pCF10 (Wardadt al, 2010).

Os plasmideos que respondem a feromonas confenawteristicas adicionais a
E. faecalis como genes codificantes de bacteriocinas, resistéa ultravioletas,
resisténcia a antibiéticos e producgéo de citoliskhaesisténcia a vancomicina € pouco
comum neste tipo de plasmideos, no entanto fotiftewo por Zheng e colaboradores,
em 2009, um plasmideo que responde a feromeenral (pMG2200), isolado de uma
infeccdo poiE. faecalisno Japéo (Palmet al, 2010).

As bactériak. faecalisque contenham plasmideos que respondem a feromonas
podem detectar e responder a sinais (enviados $otma de feromonas) produzidos
por outros géneros de bactérias, promovendo assiisseminacdo de genes de
resisténcia (Palmest al, 2010).

1.2.2 — Transpos0Oes e sequéncias de insercao

Estes elementos genéticos sdo sequéncias de DNNA capacidade de se
moverem dentro do genoma. Como ndo possuem refdicagtonoma necessitam de
estar integrados num cromossoma ou plasmideo (Ben?2@02). Os elementos
transponiveis sdo ubiquos no genoma bacteriando sanransposicdo o fenomeno
responsavel por muitos dos rearranjos observados plicbes bacterianos (Bennett,
2004).

As sequéncias de insercdo (IS) sdo os elemerdonsponiveis mais simples,
sendo constituidas apenas por genes que promovesguéam a sua transposicao
(normalmente a enzima transposase). Estes elemi&mogntre 700 e 2000pb e sdo
flanqueados por extremos inversamente repetidosguass sao reconhecidos pela
transposase (Lee & Kim, 2003). As familias de ISsnfr@quentemente encontradas em
isolados clinicos de enterococos inclues 1S6, 1IS3Q 1S256 e ISL3 (Hegstadet al.,
2010).

Os transposfes sdo semelhantes as sequénciasedgin mas para além do
gene que codifica a sua transposi¢cao contém gee@srais, como por exemplo, genes

gue codificam resisténcia a antibioticos. Estesiefgos tém um tamanho que vai desde



3-4 kb, no caso de transposfes com apenas um sgeloés adicionais, a cerca de dez
vezes mais (Bennett, 2004).

Os transposdes podem ser classificados em trgsgrtransposées compostos,
transposdes da familien3 e transposfes conjugativos (Hegsttadl, 2010).

Os transposfes compostos devem a sua mobilidadeehtlar a presenca de
copias de IS da mesma familia que actuam conjumigznpara mover o DNA entre
elas. Este tipo de transposdes tem sido associado resisténcia de alto nivel a
gentamicina (HLGR) ou resisténcia a glicopéptiddaaionada comanB1(Hegstadet
al., 2010).

A familia dos transpos6e3n3 move-se intracelularmente devido a um
mecanismo replicativo promovido pela transpos@seA) e resolvaselinpR. Este tipo
de transposfes medeia a resisténcia de alto nivglicapéptidos (tipovanA),
macrolidos, lincosamida e estreptogramina B enrecbeos (Hegstaet al, 2010).

Os transposfes conjugativos codificam toda a irdgém necessaria a sua propria
excisdo, conjugacdo e integracdo num novo hospedeste tipo de transposdes esta
associado a resisténcia a tetraciclina, glicopéptidelacionados comvanB2
macrolidos, lincosamida e estreptogramina B (Helgstaal, 2010). Alguns destes
transposdes, para além de se poderem transfedenpanmobilizar plasmideos ou
segmentos de DNA de uma bactéria para outra (ROhE®O8). Sdo de salientar os
transposdes conjugativos da familia916Tn1545 devido ao seu enorme espectro de
hospedeiros (Mathur & Singh, 2005).

1.2.3 — Integroes

O integrdo, primeiramente identificado por Stokeslal em 1989, é uma
sequéncia genética, a qual se admite ser o meacamsmario pelo qual as bactérias
adquirem resisténcia aos antibiéticos. A sequégérdca do integrdo consegue actuar
como um sistema de recombinacao sitio-especifaqmaaxde capturar ou excisar outros
elementos génicos denominados de genes casset& [ibai, 2003).

Um gene cassete € um elemento genético que exibtea Jorma de DNA
circular sem a capacidade de se replicar (uma wezgo possui promotor), quando se
move de um integrdao para outro. Quando se encomsexrido em cromossomas,
plasmideos ou transposfes € uma estrutura linesage@es cassete tém usualmente

500pb a 1000pb, o que é suficiente para acomodagems, muitas vezes um que
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confere resisténcia a antibioticos. Adicionalmeptessuem um local de recombinacéo
de 59 basesattC (Bennett, 2004). Os genes cassete podem ser drgast entre
bactérias e sdo linearizados por uma integraseidhargconhece o localttC) antes de
serem inseridos no local de integracdo. Multiplesey cassete podem sem inseridos na
sequéncia génica de um integrdo de forma a confieriienétipo multiplo de resisténcia

a antibidticos (Bennett, 2004).

O integrao tem trés caracteristicas genéticas sinigee o fazem capaz de inserir
genes cassete, tais como o genath, o qual codifica a integrase, o P1, o qual actua
como o promotor de todas 0s genes cassete inseridoslementattl, o qual € uma
sequéncia invertida repetida, que actua como ldeatecombinacdo para os genes
cassete linearizados (Roe & Pillai, 2003). A ligaeétl-attC € mais especifica que a
ligacdoattC-attC e assim, quando ha a insercdo de um novo geneteasde vai ficar
mais perto do promotor do que o gene cassete guecedeu. O novo gene, como fica
mais perto do promotor vai ter uma maior expre¢€adins & Hall, 1995).

Os integroes podem ser divididos em dois gruposntegroes de resisténcia
(RI) e os super integroes (Sl). O grupo dos suptrgrdes compreende estruturas
localizadas em cromossomas (primeiramente desaito¥ibrio cholerag, os quais
tém um grande numero de genes cassete com umeaegrariddade de funcdes. Os
integrbes de resisténcia contém genes cassete as qadificam resisténcia a
antibioticos, estando divididos em 3 classes, assqgforam definidas com base na
homologia das integrases (Bennett, 2004; Fluit &n&itz, 2004).

Os integrdoes classe 1, conttm o gene da integrdke sendo que este
representa a estrutura mais comum encontrada ebggpats bacterianos. A maioria
destes integroes tem sido detectada dentro deptsdss, como por exemplo o
transposadn2l, membro da familidn3 dos elementos transponiveis. Esta associacao
esta largamente distribuida em bactérias Gram-weg&arattoli, 2003). A classe 1 de
integrdes contém uma sequéncia 3’ conservada caanpesos genes de resisténcia
gacEAl e sull com umaopen reading frameorf5, localizada a downstream dos genes
(Roe & Pillai, 2003).

Os integrbes classe 2intl2) estdo também distribuidos em bactérias
patogénicas, tendo sido descritos dentro da famifiados transposdes. Os integrdoes
classe 2 contém uma sequéncia 3’ conservada, ctangosnddulo génictns o qual
contém cinco genes que codificam proteinas envedvitb movimento do transposéo
(Roe & Pillai, 2003).
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A classe 3 de integréemi|3) foi descrita, ndo estando associada a transposfes
e contendo a gene cassettIMP a qual confere resisténcia a carbapenemos
(antibioticosp-lactamicos) (Carattoli, 2003).

Os genes da integrase da classe 2 e 3 de inteapéaas partilham 45% e 60%

de similaridade aminoacidica com a classe 1, réispemente (Carattoli, 2003).

1.3 — Factores de Viruléncia

Um factor de viruléncia € uma molécula efectora gumenta a capacidade de
um microorganismo causar doenca, para além daguteiaseca adackgroundda
espécie (Mundet al, 2000).

Os factores de viruléncia podem ser codificados genes presentes em
plasmideos conjugativos (como AS e Cyl) ou pordegjicromossomicas, comdozus
fsr, as ilhas de patogenicidade (PAl), bauscps(Ogier & Serror, 2008).

As ilhas de patogenicidade sdo regifes distintagetma que contém varios
genes de viruléncia (Tendolkaet al, 2003). No géneroEnterococcusforam
primeiramente identificadas no genoma de uma estiipE. faecaliscom multi-
resisténcia a antibidticos, a qual causou um slgtimfecgcdes nosocomiais na década de
1980. Os genes encontrados codificavam transposa&gpgadores transcripcionais e
factores de viruléncia como a proteina de superfiEisp), citolisina e o factor de
agregacédo (Upadhyaga al, 2009).

Os factores de viruléncia estao ligados sobreéufima a resposta imunitaria, a
absorcéo de nutrientes e a ligacéo a superficiediajs (Poeta, 2006).

Varios estudos identificaram diversos factores uleléncia emEnterococcus
spp. sendo 0s mais estudados a citolisina, getatimaoteina de superficies(), factor
de agregacdo, MSCRAMM Ace (Microbial surface conganrecognizing adhesive
matrix molecule adhesin of collagen from Enterogp®erina protease e super-oxido
extra-celular. Estes factores estdo, porém, méasiomados com a espédie feacalis
se bem que tém sido detectados em varias outrgésiespde enterococos (Ogier &
Serror, 2008; Poet al, 2008; Ribeircet al, 2008; Upadhyayat al, 2009).
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Tabela 2 — Funcbes dos factores de viruléncias pesges emEnterococcus faecalis (Adaptado de
Kayaoglu & Orstavik, 2004).
Funcéo Factor de Viruléncia

Factor de agregacéo

. o Outras adesinas (como a proteina de superficie
Adeséo e Colonizacao

extracelular e o factor acessorio de colonizagao)

Acido lipoteicoico

Resisténcia a defesa do

hospedeiro

Factor de agregacéo

Citolisina

Inibicdo de outras bactérias AS-48

Outras bacteriocinas

Acido lipoteicoico

Superoxido extracelular
Dano tecidular Gelatinase

Hialuronidase

Citolisina

. _ . Feromonas sexuais
Inducdo de inflamacao

Acido lipoteicoico

1.3.1 — Citolisina

A citolisina € uma proteina citolitica capaz darisritrocitos de varios animais,
sendo 0s mais susceptiveis a lise os de cao, ¢caeaiho e humanos (Alouf & Popoff,
2006). As estirpes de enterococos que produzempesteina sado virulentas e estdo
associadas a um aumento da severidade das infeg¢padhyayaet al, 2009). Para
além da propriedad&hemolitica, a citolisina é bactericida contra uaste espectro de
bactérias Gram-positivas (Poeta, 2006; Fisher dliphi 2009). A citolisina € um dos
factores de viruléncia melhor caracterizados emnerenabcos e pertence a classe dos
lantibidticos, os quais sdo definidos como bactanas que possuem os aminoacidos
lantionina, B-metil lantionina, desidroalanina e desidrobutiri{@asparet al, 2009;
Shankaret al, 2004).

A primeira caracterizagédo da citolisina &nterococcudoi levada a cabo em
1934 por Todd, o qual estudou a actividade hernalifie estirpes de estreptococos do

grupo D. Este investigador observou a ocorrénciaamedlise em agar sangue, embora
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ndo tenha sido capaz de detectar esta actividadmukanas liquidas (Alouf & Popoff,
2006).

A citolisina é produzida por um processo complexagual requer os produtos
de oito genescylR], cylR2 cylL,, cylLs, cylM, cylB, cylA e cyll (Shankaret al, 2004).
Os genegyll, e cylLS correspondem as unidades estruturais da citolisieagenes
cylM, cylIB e cylA sédo responsaveis por modificacdes pos-traducianaisn funcdes
secretoras e 0 gewgll € responsavel pela imunidade celular. Todos ssisgienes sao
transcritos como uma unidade, sendo que os germpdaderescylR1 e cylR2
correspondem a segunda unidade transcripcionalalaégtranscrita na direccédo oposta
a primeira (ver Figura 2) (Coburn & Gilmore, 2003stes genes podem estar
localizados em plasmideos que respondem a feromooa® 0 plasmideo pAD1 ou,

menos frequentemente, em regides cromossomicast et 1994; Dayet al, 2003).

cylR, cylR cyll cylls cylM cylB cylA cyll

Figura 2 — Organizacdo do operaayl (adaptado de Gaspatet al., 2009).

As subunidades proteicas Cyll(subunidade grande) e Cyll(subunidade
pequena) sao sintetizadas como percursores dé8&minoacidos, respectivamente, e
sdo 5 a 6 vezes mais abundantes que os restanissriios do operdo (Shanleiral.,
2004; Alouf & Popoff, 2006). Estes percursores esofimodificacdes pds-traducionais,
caracteristicas dos lantibioticos, pelo polipéptiéd®93 aminoacidos CylM, produto do
genecylM. Apos estas modificacdes ambas as subunidadeagate com o produto do
genecylB, CylB, o qual cataliza a externalizacdo das suladés bem como o corte
proteolitico de 24 e 36 aminoacidos de QyH CylLs, respectivamente, o qual gera
CylL.’ e CylLs. Posteriormente a secrecdo, uma sequéncia idéiéi& aminoacidos €
removida da extremidade N-terminal de cada subdeigeela serina protease CylA,
produto do geneylA. A remocao dos seis aminoacidos gera as subursidaidieas da
toxina, CylL” e CylLs". O produto do geneyll providencia protecgcdo as estirpes
produtoras de citolisina (Figura 3) (Shankaal, 2004).
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Figura 3 — Modelo da maturacéo e regulacéo da citisina (adaptado de Haagt al., 2002).

Estudos sobre a regulacdo da expressdo do opar&dotisina tém revelado
algumas caracteristicas inesperadas do sistemaevienciado que o promotor da
citolisina é largamente reprimido pela accdo dtieéisdas proteinas CylR1 e CylR2.
Por outro lado, a forma activa da subunidade peq@yiLs’ induz a expressao do
operdo assim que excede a concentrdigéeshold (figura 3). Ainda, na auséncia de
células alvo, a forma activa da subunidade maidt Cyinibe a actividade auto-
indutiva de Cylls” (Alouf & Popoff, 2006).

1.3.2 — Gelatinase

A gelatinase é uma zinco metaloprotease com acickgu®e de hidrolisar
gelatina, colagénio, caseina, hemoglobina e oyiémtidos bioactivos, de maneira a
fornecer nutrientes a bactéria (Logdsal, 2006; Upadhyayat al, 2009). Esta enzima
tem também um papel importante na formacao delmie$, sendo codificada através
da expressdo do gegelE, o qual se encontra no cromossoma bacteriano @Rak
2007; Fisher & Phillips, 2009).
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Outro genesprE, o qual codifica uma serina protease, esta |caddiz
directamente @ownstreame € co-transcrito com o gegelE (figura 4). A transcricao
de ambos os genes é regulada pelo Iéau@-isher & Phillips, 2009). Este locus, com
uma sequéncia similar ao locagr de Staphylococcus aureué composto por 4 genes:
fsrA, fsrB, fsrD (Nakayameet al, 2006) efsrC (figura 4). Os produtos dos gerfesgA,
fsrB e fsrC respondem a acumulacdo extracelular de um péptaico denominado
GBAP (gelatinase biosynthesis-activating pheromooejual é codificado pelo gene
fsrD. O péptido FsrB actua como uma cisteina proteasegndo envolvido no
processamento do transcrito FsrD. A acumulacae gesitido no espaco extracelular é
sentida pela histidina cinase membranar FsrC, olepgea activacdo do regulador da
resposta e factor de transcricdo FsrA (Papa & Begj1).

A presenca do gergelE ndo implica que as estirpes demonstrem um fenoétipo
positivo (Lopeset al, 2006).A auséncia dos genes do lofsusou a presenca de uma
mutacdo num ou mais destes pode comprometer assfprela gelatinase (Qat al,
2000).

j fsrA :>E fsrB fsrC gelE sprE
L >L D

fsrD

Figura 4 — Organizacéo do locu$sr e dos genegelE e sprE (adaptado de Nakayamaet al., 2006).

1.3.3 — Factor de agregacéo

O factor de agregacdo € uma proteina de superfge (codificada pelo gene
agg), induzivel por feromonas, com uma estrutura seamé a um cabelo, estando
ancorada a membrana bacteriana pela sua extrem@taeleninal (Jettet al, 1994;
Upadhyayeet al,, 2009).

A sua principal funcdo € promover a transferén@apthsmideos durante a
conjugacdo, através da formacdo de agregados @mttkila dadora e a receptora. A
troca de plasmideos é favorecida uma vez que @ctonéntre as células se torna mais
eficiente (Poeta, 2006; Aberna & Prabakaran, 2011).

Para além da promocdo da transferéncia de plasmifeoque auxilia a
disseminacgéo de genes de resisténcia e de fad®nrgriléncia), esta proteina contribui
para a patogenicidade dos enterococos através ries vaecanismos. Contém dois
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motivos Arg-Gly-Asp, 0s quais sdo reconhecidos puegrinas, uma familia de
receptores membranares eucariotas. A presencantiEginas no epitélio intestinal
promove a aderéncia e invasao das bactérias qasempam este factor de viruléncia,
de modo a haver translocacdo da barreira epiteliestinal (Aberna & Prabakaran,
2011). A expressao de Agg conduz, também, a um @onsggnificativo da adeséo a
proteinas da matriz extracelular como a fibronectinombospondina, vitronectina e
colagénio tipo | (Tendolkaet al, 2003). Foi também evidenciado que os enterococos
que expressam esta proteina sdo mais resisterfidég@d@tose, através da inibicdo do
burstoxidativo nos macrofagos (Upadhyastaal, 2009).

O factor de agregacao e a citolisina tém acco&sgoas, aumentando assim a
viruléncia através da activacdo da regulag@orum-sensingla citolisina (Porteniegt
al., 2003).

1.3.4 — Proteina de superficie extracelular

A proteina de superficie extracelular Esp (Entecoal surface protein), esta
associada a parede celular bacteriana e foi imeiale identificada em 1999 por
Shankar e colaboradores numa bacterémia provocadanpa estirpe d&. faecalis
resistente a gentamicina (Tendolkaal, 2003).

Esta proteina de alto peso molecular tem 1873 @anidos e é codificada pelo
geneesp o qual é composto por 5622 pb e se encontraaldatiiha de patogenicidade
(Toledo-Aranaet al, 2001; Heikenset al, 2007; Fisher & Phillips, 2009). A regido
central da proteina consiste em unidades de répets quais compdem cerca de 50%
da proteina. A primeira unidade de repeticdo eetd@lizada a downstream da
extremidade N-terminal e consiste em 3 repetic@84l residuos codificados por
repeticbes em tandem quase idénticas de 252 niddsdtepeticoes A). Sete unidades
de repeticbes em tandem com 246 nucleétidos (gdesti C) codificantes séo
flanqueadas pelas repeticbes B, as quais partilid& da sequéncia a nivel
aminoacidico (figura 5). A estrutura de multiplapeticbes altamente conservadas
permite a expressdo de formas alternadas que mifeke niumero de unidades de
repeticdo (Tendolkaet al, 2003). Esta proteina demonstra similaridadesestl com
as proteinas C alfa e Rib de estreptococos do gBim com a proteina Bap de

Staphylococcus aure{$oledo-Aranaet al, 2001).
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Figura 5 — Estrutura da proteina Esp, da estirpe MMH594 deEnterococcus faecalis, evidenciando o
péptido signal (SP), as regides N- e C-terminal e as repeticbesB\e C. (Adaptado de Toledo-Arana
etal., 2001).

A proteina Esp tem como fung&o a promocéo da adeséalonizacdo de células
eucariotas como as do epitélio do tracto urindseamn como a formacdo de biofilmes
(Heikenset al, 2007). Vérios estudos mostram que se o @spado for expresso é

prevenida a capacidade Befaecalisformar biofilmes (Fisher & Phillips, 2009).

1.3.5 — Hialuronidase

A hialuronidase € uma enzima associada a danmhik®®s, a qual actua sobre
0 acido hialurénico (que é um glucosaminoglicanooatrado em tecido conectivo,
neural e epitelial) (Frasheet al, 1997; Fisher & Phillips, 2009). Esta proteina
despolimeriza a molécula de glucosaminoglicanadlitaedo assim a disseminacao dos
enterococos e suas toxinas nos tecidos hospedkmgaoglu & Orstavik, 2004). Outro
papel putativo atribuido a hialuronidase é o fomeato de nutrientes a bactéria, uma
vez que os produtos de degradacdo do seu subatvatcsdo dissacaridos os quais
podem ser transportados e metabolizados intracelafde pela bactéria (Hynes &
Walton, 2000).

A hialuronidase em enterococos foi relacionada @oenehyl, presente no
cromossoma bacteriano. Recentemente, este gertedorito em enterococos, como
codificante putativo de uma glicosil hidrolase, sadmparacam silico com o gene
spy1600de Streptococcus pyogengBreitaset al; 2010; Panesset al, 2011). Esta
proteina mostra homologia com hialuronidases eosggiminidases descritas em
Streptococcus pyogenesListeria monocytogenes Staphylococcus aureuse
Streptococcus pneumonja@s quais contribuem para a invasdo da nasofarnge

pneumonia pneumocoécicdgnkerckhoveret al, 2004)

1.3.6 — Factor acessoério de colonizacao

O factor acessorio de colonizacdo (Ace), codificgeblo geneace € uma

proteina collagen-binding a qual pertence a familia de proteinas MSCRAMM
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(microbial surface component recognizing adhesiarim molecules) e é similar a
proteina Cna dé&taphylococcus aureu&ayaoglu & Orstavik, 2004). O geraze é
ubiquo enk. faecalise esta bastante conservado (Siegél, 2010).

Este factor de viruléncia medeia a aderénci&.decalisa colagénio tipo | de
rato e vaca, colageénio tipo IV e dentina humanangiiina de rato. A Ace liga-se ao

colagénio através de um mecanismo denomi@adiagen Hug(Singhet al, 2010).

1.3.7 — Feromonas sexuais

A producdo de feromonas sexuais por estirpeE.daecalise o seu efeito de
inducdo de agregacgédo bacteriana foi primariameagerdo em 1978 por Dunny e
colaboradores. Feromonas sexuais sao pequenodgepidrofébicos, constituidos por
7 ou 8 aminoacidos, codificados por genes presemteasomossoma bacteriano. Estéo
maioritariamente presentes énfaecalismas foram, também, identificados em outras
espécies (Kayaoglu & Orstavik, 2004).

Estes péptidos de sinalizacdo sdo designadosatadeas uma vez que incitam
a conjugacdo com células que contém plasmideosciBieps (Jettet al, 1994).
Inicialmente, uma célula receptora secreta a femameexual correspondente ao
plasmideo que nao transporta. Em resposta, a cdhd@ra produz o factor de
agregacado (Agg), o qual providencia o contactoeens duas células, facilitando a
transferéncia do plasmideo replicado. Apés ter iadiguo plasmideo, a bactéria
cancela a producdo da feromona. A transferéncieedes plasmideos conjugativos é
muito aumentada através do sistema de feromonasisefKayaoglu & Orstavik,
2004). Os plasmideos que respondem a feromonadicaodi pequenos péptidos
similares as feromonas mas que actuam como sdugares. Isto serve para prevenir a
inducédo de plasmideos por quantidades residuafsrdmona (Flannagan & Clewell,
2002).

As feromonas sexuais estdo também envolvidas dacdo de resposta
inflamatoria. Estes péptidos sdo quimotaxicos patecocitos polimorfonucleares
humanos e de ratio vitro e induzem producdo de superoxido e secrecao deasnz
lisossomais (Sannomiy al, 1990).

Os genes codificantes de feromonas sexuais nadae®s séo opd cob, ccfe
cad (Eaton & Gasson, 2001).
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1.3.8 — Superoxido extracellular

Os enterococos sao Unicos na sua capacidade dezprgdindes quantidades de
superoxido (Tendolkaet al, 2003). O anido superdoxido é um radical de oxaeén
altamente reactivo envolvido em danos celularesidulares de uma grande variedade
de doencas. Este anido exerce um efeito destretivacompostos bioldégicos como
lipidos, proteinas e acidos nucleicos (Kayaoglu &t&vik, 2004). Esta substancia é
produzida em maior quantidade por estirpes invasdoague por estirpes comensais e
em menor quantidade por estirpes Elefaeciumdo que por estirpes de. faecalis
(Poeta, 2006).

O superdxido extracelular produzido pér faecalisadvém da reducdo nédo
enzimatica do oxigénio pela dimetiimenaquinona @as@ a membrana. Isto é
resultado de uma cadeia respiratoria rudimentarageaas contém o citocrorbd e a
fumarato redutase como terminais quinol oxidasesn@\& Huycke, 2007).

Num modelo subcutaneo, a producdo de superoxittaceular aumentou a
sobrevivéncia d&. faecalisnuma infeccdo mista coBacteroides fragilisgMundy et
al., 2000).

1.3.9 — Acido lipoteicdico

Os acidos lipoteicéicos sdo um grupo de molécalafgaticas intimamente
relacionadas, as quais consistem num esqueleto algligerolfosfato unido
covalentemente a uma molécula de glicolipido (algibractérias Gram-positivas como
Streptococcus pneumonia@m uma estrutura completamente diferente) (Kdya&g
Orstavik, 2004; Bailet al, 2008). Esta molécula tem a capacidade de sedigema
grande variedade de células eucariotas incluindmugtas, eritrocitos, linfocitos,
leucacitos polimorfonucleares e células epitelii@yaoglu & Orstavik, 2004).

Este factor de viruléncia esta envolvido no desfaolde respostas inflamatorias
e dano tecidular. O glicolipido que faz parte dautsra do acido lipoteicéico é o maior
responsavel por este potencial imunoestimulatéFioi demonstrado que acidos
lipoteicobicos isolados de estirpeskefaecalise outras bactérias Gram-positivas levam
a estimulacdo da producdo de mediadores (como dafNifterleucina 1 beta,
interleucina 6 e interleucina 8). por leucdcitos,qoiais tém um papel activo em varias

etapas da resposta inflamatoria (Kayaoglu & Orki&004; Baiket al, 2011).
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O acido lipoteocdico d&. faecalistem um papel importante na formacao de
biofilmes, providenciando resisténcia microbianaardibioticos e desinfectantes. E
também um receptor, na célula receptora, do fadtoragregacdo produzido pelas
células dadoras (Kayaoglu & Orstavik, 2004; Betilal, 2008).

1.4 — Importancia das gaivotas como veiculos de tramissdo de
resisténcias a antibioticos e factores de virulérei

As gaivotas sdo aves marinhas migratorias que vigenmdificam em zonas
costeiras e ilhas e se alimentam de peixe, bivaimetuscos, ovos, etc, na costa ou ao
largo da costa. Frequentemente, utilizam tambétogekixados pelos humanos como
fonte de alimento (Radhouaeti al, 2011).

Apesar de ndo entrarem em contacto com antibioicoseu meio natural, as
gaivotas podem ser infectadas com enterococodemgs através da interaccdo com
humanos e outros animais. Estes animais sédo tamiigratérios e percorrem longas
distancias, podendo assim actuar como transpodsderreservatorios de bactérias
resistentes, tendo consequentemente um importaaigel pepidemiolégico na
disseminacdo de resisténcias e de factores deéénaial S&o também utilizados para
monitorizar o impacto do uso de antibiéticos em iamies naturais e servem de alerta
para a pressao dos antibidticos em ambientes #agiearbanos presentes ao longo das
suas rotas migratorias. A presenca significativgelges de resisténcia a antibioticos e
factores de viruléncia nas gaivotas permitira antifleacdo das origens desses

determinantes no ambiente (Radhowaral, 2011).

1.5 - Importancia da abordagem proteémica

As proteinas sdo os produtos finais de uma célwi, vendo produzidos de
acordo com a informacao contida no genoma. O pmdaepresenta o conjunto total de
proteinas que sao expressas num compartimentaglwol¢célula, tecido, 6rgao) num
certo tempo e sob condi¢bes particulares (Bera@eoggianniet al, 2003). O conceito
de proteoma foi inicialmente introduzido em 199%md® sido definido como a
caracterizacdo em larga escala do conjunto deipastexpressas numa célula ou tecido
(Wilkins et al, 1995).
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Ao contrario do genoma, o qual permanece, em grgadte, inalterado, o
contetdo proteico numa dada célula muda em respoaiteracées no ambiente (Cho,
2007). De facto, através da analise da sequéncigedoma nao é possivel obter
informacé&o sobre o nivel de expressao de genest@&mas, ou sobre caracteristicas das
proteinas expressas, tais como o seu tempo devidaiaa sua localizacdo sub-celular,
eventuais modificagbes pos-traducéo, interaccoeteipa-proteina e proteina-DNA, a
estrutura e a funcao bioldgica das proteinas (Sanbtl, 2004).

A analise comparativa da expressdo de mRNAs eipestéem mostrado que os
niveis de expressdo destes ndo estdo necessapanwmrglacionados (Anderson &
Seilhamer, 1997; Gygi, 1999), uma vez que um gexe plar origem a varias proteinas
diferentes. A medicdo dos niveis de transcritosnd®NA ndo providencia uma
informacé&o completa acerca da regulacdo celulato vijue a expressdo geénica €
regulada pdés-transcripcionalmente e, na altura eenasg inUmeras modificacdes pos-
transcripcionais sao consideradas, 0 niumero deipest expressas na célula € muitas
vezes maior que o potencial codificante do organig@oboret al.,2002).

O proteoma é influenciado por eventos pos—tansaif@plicing, poliadenilacao
e edicdo de mRNA) e por eventos poés-traducédo (msadiies como fosforilacéo,
ubiquitinacdo e glicosilacdo) (Wouters, 2008). Apdéformacédo das proteinas podem
ocorrer cerca de 200 tipos de modificagbes posw@al (Krishna & Wold, 1993). As
proteinas podem ser modificadas ap0s a traducacesggosta a uma variedade de sinais
intra e extracelulares (Figura 6). Para além destmaturacdo e degradacédo proteica sado
processos dindmicos que controlam os niveis deeipad funcionais na célula
(McGregor & Dunn, 2008 Esta estimado que o ser humano tem entre 30,0000604
genes, 0s quais codificam cerca de 40,000 protéiiferentes. Depois dos eventos do
splicing do RNA e das modificacbes pés-traduciomsi® nimero pode aumentar até
2,000,000 de proteinas ou fragmentos proteicos.aCoamsequéncia 0 proteoma é
muito mais complexo que o genoma (Cho, 2007).

Existem ainda, amostras biolégicas de fluidos aaippcomo a urina, que nao
contém mRNA, mas com Obvia importancia na invegéigebiomédica (Martzeet al,
1999). Neste caso, apenas com o recurso a ferrasn@atanalise do proteoma se obtém

uma ideia dos niveis de expressdo nestas amosgilégitas.
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Figura 6 — Mecanismos pelos quais um Unico gene mdar origem a varios produtos (adaptado de
Graves & Haystad, 2002).

A definicdo primaria de protedmica dada por Wilkierm 1995 ndo tem em
conta, a natureza dinamica do proteoma. A defindgiprotedmica devera assim, ser, 0
complemento proteico de uma dada célula num detadoi tempo (ou estado de
desenvolvimento), incluindo todo o conjunto de asofas e modificagdes (de Hoog &
Mann, 2004).

O alvo da protedmica é vasto, englobando a ideatifio e quantificacdo de
proteinas em células, tecidos e fluidos biolégierglise de mudancas na expressao
proteica em células normaisrsuscélulas que traduzem doenca, estudos de interac¢des

proteina-proteinas e outras aplicacdes (FigurBéMafiova-Giorgianret al, 2003).
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Figura 7 — Areas da proteémica e sua aplicacdo agéncias bioldgicas (adaptado de Graves &
Haystad, 2002).

Uma das principais aplicacfes da protedmica é\d@sdi@ de genes. Avancos na

tecnologia de sequenciacdo de DNA tém facilitaddeterminacdo de sequéncias
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genomicas de uma variedade de organismos. O ponpaisso para a anotacdo do
genoma advém de algoritmos de previsdo de geneguais fazem a leitura das
sequéncias de DNA procurando caracteristicas desg@omo open reading frames
(ORFs) e conteudo em GC) e examinando outras espgaia inferir regides funcionais
importantes. Estes métodos computacionais tém vanddentificar genes novos, no
entanto permanecem imperfeitos e ndo conseguendpnmiar validagao experimental
para os modelos produzidos (Findkatyal, 2009). O isolamento e a sequenciacao de
cDNA através de RT-PCR € uma técnica aceite pdidavaa expressao de regides
codificantes previstas, no entanto nao consegue&idamciar informacdo que a
informacéo presente no RNA ¢é, de facto, traduzata proteinas (de Souza & Wiker,
2009).

Os métodos de anadlise protedmica baseados narespeitta de massa podem
ser utilizados para refinar as anotacdes computaisiode genes e identificar novos
genes. A informacdo proveniente da espectromegiandssa é inserida em bases de
dados de proteinas previstas; os péptidos quealsatficados confirmam e refinam os
modelos génicos derivados do trabalho computacio@alando esta procura é
expandida para um genoma traduzido completo, osidpépidentificados podem
revelar novas variantes de splicing, alteracbespm@das numa gelha de leitura de um
transcrito, ou genes completamente desconhecidoslldlf et al, 2009). Estas
tecnologias foram ja utilizadas para a descobedanovos genes e para refinar
anotacOes ja existentes, em varias espécies laaceri Recentemente Okamoto e
Yamada, 2011, levaram a cabo uma analise proteGmiegendente da anotagdo do
genoma engtreptococcus pyogen&$370. Foram encontradas 9 proteinas codificadas
por novas ORFs, tendo os seus mMRNAs sido verifegado RT-PCR. Adicionalmente
estes investigadores providenciaram anotacdesdigsi (126 proteinas) para genes
hipotéticos ja descritos.

Por sua vez, Kim e colaboradores, em 2009, anahzao proteoma de
Pseudomonas fluoresceRf0-1 com o objectivo de identificar proteinasitioddas por
genes ndo previstos durante a anotacdo do genamnamFencontradas 16 regifes
codificantes ndo anotadas previamente, das quaaantinsense genes previstos, 6
eram intergénicas e 1 era lida numa grelha derdediferente de um gene anotado. A
expressao dos genes foi verificada por RT-PCR.

Um dos objectivos da protedmica € conhecer a lomgdio celular e as

interaccdes existentes entre proteinas, visto queelacalizacédo errada destas pode ter
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um profundo efeito na funcéo celular, como no aesadoenca fibrose quistica. Assim,
a informacgéo obtida pelo estudo do proteoma podeitdezada para criar um mapa
proteico 3-D da célula, onde se evidencia a loagfin proteica e as interacgdes
proteina-proteina, providenciando assim nova in&g@o sobre a regulacdo das
proteinas (Graves & Haystead, 2002).

Onder e colaboradores, em 2011, utilizaram nLC-MS/dano-scale liquid
chromatographic tandem mass spectromepgra estudar a localizagdo celular das
proteinas dd&Rhodobacter capsulatu®\ analise revelou 450 proteinas, 210 das quais
sao citoplasmaticas, 185 extra-citoplasmaticas eodd localizacdo desconhecida. Foi
também evidenciado que 40 das proteinas estudaalidam genes hipotéticos
previamente anotados para esta espécie.

A estrutura tridimensional das proteinas € tambdijecto de estudo da
protedbmica, uma vez que na maioria dos casos, as Guncdes sO podem ser
determinadas através da andlise da sua estrutDraA3-completa identificacdo de
proteinas permite estabelecer estruturas 3-D pdes tas proteinas num dado proteoma,
e estas providenciam um ponto de partida para n@seriéncias, tais como
mutagénesesite-directed estudosligand-binding ensaios enzimaticos e estudos de
interaccdes proteina-proteina (Burtgyal, 1999).

Os objectivos ambiciosos da proteémica requerenmlegmento de varias
outras areas, como a biologia molecular, bioquireidaoinforméatica (Dhingrat al,
2005, sendo que a ultima tem tido uma crescente impadanisto que, de uma unica
experiéncia pode ser gerada uma enorme quantidadiefatmacéo que, apenas com
recurso a bases de dados e outras ferramentasobio@ticas pode ser analisada. De
facto, a andlise bioinformatica leva, em muitososasnais tempo que a experiéncia
laboratorial (Vihinen, 2001). Existem actualmentgumas bases de dados com
informacgdes relativas aos perfis proteicos 2-D.irAsS possivel ter acesso a todas as
informacBes sobre os perfis proteicos associadosia dada espécie. Nesses perfis,
encontram-se identificadas as proteinas, de mareirpoder providenciar essa
informacéo, para eventuais comparacdes de proteomdsase de dados Expasy,
congrega todas as bases de dados proteicas, pamnaaisfacil procura.

Esta base de dados providencia uma interface palbaeavacédo dos mapas 2-D
proteicos e condi¢cdes experimentais. Aqui estdaides mapas 2-D dArabidopsis
thaliana Dictyostelium discodeunvarias estirpes d&scherichia coli varias linhas

celulares deHomo sapien® Mus musculusSacharomyces cerevisiagtaphylococcus
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aureus Caenorhabditis elegan®ntre outros. Nesta base de dados nao estaotaescr

guaisquer perfis 2-D denterococcuspp.

1.6 — Protebmica aplicada ao estudo de factores deruléncia e

resisténcia a antibiéticos em bactérias

Compreender os mecanismos de patogenicidade dé&riascé fundamental
para investigar doencas infecciosas, e a avalidgagerfis proteicos de bactérias em
situacOes de stress pode representar uma abordaggrada para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e agentes awtimicos. TEém ocorrido progressos
significativos na caracterizacdo de patdgenos bantes através da protedmica
comparativa correlacionada com espectrometria desana a bioinformatica (Pintt
al., 2010).

Scherl e colaboradores, em 2006, exploraram at&asia a glicopéptidos em
Staphylococcus aureu®m recurso a protedmica e transcriptomica. Faramparadas
estirpes resistentes e susceptiveis a este tipmtilgoticos tendo sido detectados 94
genes e 178 proteinas com diferentes niveis dessdw. Nas estirpes resistentes foram
detectados genes ja reportados anteriormente, arabétn novos genes sobre-
expressos. Também dos Santos e colaboradores, &f) @flizaram ferramentas
protedbmicas para estudar a problematica da resigtéa antibidticos. Estes
investigadores utilizaram as técnicas 2D-DIGE e AT OF para comparar estirpes
de Escherichia colisusceptiveis e resistentes a piperacilina/tazabaciNa estirpe
resistente foram detectadas 12 proteinas com esgmregimentada em relacdo a estirpe
resistente, as quis estavam relacionadas com é&ndra bacteriana, resisténcia a
antibioticos e proteccdo do DNA em situacao desstre

A resisténcia a antibiéticos representa um obkiaca terapéutica de muitas
doencas infecciosas, nas quais, muitas vezes, anisew esta pouco evidenciado. A
deteccao e caracterizacdo de proteinas membrangaasicularmente desejavel para a
descoberta de biomarcadores para o fenétipo d&éesia multipla, uma vez que estas
incluem proteinas ligadas a bombas de efluxo, eng@®ras quais estdo intimamente
relacionadas a permeabilidade molecular e a resisténdltipla a antibiéticos (Pintt
al., 2010).

As bombas de efluxo séo estruturas proteicas &uecomo objectivo expulsar

substancias toéxicas, podendo expulsar os antibg&tmonferindo a bactéria resisténcia.
25



Algumas bombas sdo especifcas para determinadisotiobs, como a tetraciclina,
enquanto outras bombas conseguem expulsar diferdites de antibioticos. No
entanto, as primeiras conferem um nivel de resigtémais elevado que as segundas,
aos respectivos antibioticos (Sefton, 2002). Enméreas Gram-negativas as bombas de
efluxo sao tripartidas e encontram-se distribugtagodo o envelope celular. Estas tém
um papel preponderante na resisténcia intrinsexyeirida a varios antibiéticos, mas
também exportam biocidas, detergentes e solvergé@sicos. As bombas de efluxo em
bactérias Gram-positivas tém apenas um componarnia, vez que 0 seu envelope
celular é mais simples. Apesar da auséncia de usrabmana exterior, bombas de
efluxo que expulsam antibiéticos foram ja descrnitestas bactérias, algumas das quais
tém contribuicbes importantes, especialmente nauls&p de fluoroquinolonas e
macrolidos (Kumar & Schweizer, 2005).

A reducéo da permeabilidade aos antibidticos, qoere por perda ou alteracao
de canais porina constituem um mecanismo de rasiatémportante nas bactérias
Gram-negativas. Este mecanismo pode levar a nagligténcia e resulta, normalmente,
de mutacBes espontaneas seleccionadas pela pexesémla pelo uso de antibibticos.
(Sefton, 2002). Existem 3 tipos de porinas prinsig@mpA, OmpC e OmpF) e tendo-
se relacionado a diminuigdo da expressao das gadmaipo OmpF com o aumento da
resisténcia as quinolona;lactamicos, tetraciclina e cloranfenicol (Sden204). As
porinas podem ser especificas para uma familiantl@i@icos. No entanto, no caso do
imipenemo e do meropenemo, pertencentes a mesmse ctiep-lactamicos, nao
utilizam os mesmos canais porina, o que indicauua estirpe resistente a um agente
podera nao ser resistente a outro (Moreillon, 2000)

Yun e colaboradores, em 2008, levaram a cabo urdhdsanprotedémica da
membrana exterior de uma estirpeAtEnetobacter baumanndom elevada resisténcia
a tetraciclina. Foram identificadas 4 porinas, OmpOmpAs,, CarO e OmpW, as
quais apresentavam uma expressao diminuida. Conbudével de transcricdo destas
porinas nao foi alterado significativamente. Eséssiltados sugerem gée Baumannii
regula activamente a expressdo membranar e a decdas porinas, de maneira a
ultrapassar a situacdo de stress criada pelosdittis.

Técnicas de analise proteOmica tém sido utilizadeshém para a analise de
factores de viruléncia. Neste caso sao geralmep@adas as fraccbes membranares ou
da parede celular antes da electroforese bidimeaisioma vez que os factores de

viruléncia sdo maioritariamente proteinas membemate superficie, da parede celular
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ou secretadas (Wat al, 2008). Chitlaru e colaboradores, em 2006, aa@in as
proteinas secretadas no patégeno Gram-po$ailus anthracisidentificando varios
factores de viruléncia putativos (como toxinas,t¢mees, nucleotidases, sulfatases,

transportadores e factores de detoxificacéo).

1.6.1 — Andlise proteGmica eninterococcus spp.

Do géneroEnterococcusspp. a espéci&. faecalisé mais estudada a nivel
genomico e protedmico. O genoma de trés estirpst despécie foi jA sequenciado
(V583, OG1RF e Symbioflorl) e varios outros prajscestdo ja em curso. No caso da
estirpe V583, um isolado clinico resistente a varicma, mais de um quarto do seu
genoma consiste em DNA movel ou exdgeno, incluitidas de patogenicidade. A
abundancia destes elementos contribui para a aagéwlde determinantes de
viruléncia e de resisténcia (Botdeal, 2011).

Recentemente, Wang e colaboradores (2009) araatisas perfis proteicos das
estirpes V583 e V309 da espédte faecalis com o objectivo de compreender os
mecanismos moleculares da resisténcia a glicomptidigumas das proteinas tém
funcdes de resisténcia a vancomicina ou estaoioakatas com factores de viruléncia,
stress, metabolismo, tradu¢éo e conjuncado, o quaa bactéria a sobreviver a accéo
dos antibioticos.

Também Maddalo e colaboradores, em 2011, estudarespécid. faecalisa
nivel protedmico. Estes investigadores fracciona@rproteoma membranar de.
faecalise identificaram 0s seus constituintes por espeEtoa de massa. Muitas das
102 proteinas identificadas sé@o importantes pah@maeostasia celular, viruléncia e
resisténcia a antibioticos. Algumas proteinas, mtargo, nao tinham funcéo conhecida,
0 que indica que existem grandes falhas no conleetorda biologia deste organismo.

Bohle e colaboradores em 2010 analisaram o praatef. faecalisvV583 em
resposta ao stress causado pela presenca de Bitiges. Através de electroforese 2-D
foram analisadas cerca de 500 proteinas. Destasrad3 reguladas em resposta aos
acidos biliares e foram subsequentemente iderddiggor espectrometria de massa.
Estas proteinas pertenciam a 9 classes funcionfeserttes, incluindo proteinas
responsaveis pela sintese de acidos gordos e ifidfE, metabolismo energético e
transporte e ligacdo. Observou-se que as protaneslvidas na sintese de acidos

gordos e fosfolipidos eram reguladas negativamenfgesenca de acidos biliares.
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1.7 - Técnicas utilizadas em analise protedmica

Uma das técnicas mais usadas, para a analise ®mas € a electroforese bi-
dimensional. Os fundamentos desta abordagem fopaesentados, pela primeira vez,
por O'Farrell em 1975. As proteinas sdo separadasaabrdo com 0 seu ponto
isoeléctrico (na primeira dimenséo) num processmihnado focalizacdo isoeléctrica.
A segunda dimensao separa as proteinas pelo seunp@ecular através de SDS-
PAGE.

SDS-PAGE $odium Dodecyl Sulfate Poliacrilamyde Gel Electianglsiy é
uma técnica muito reprodutivel a nivel laboratotavés da qual os polipéptidos sao
separados, em gel de poliacrilamida, de acordo easeu peso molecular. A carga
eléctrica intrinseca das proteinas ndo é um fat#oseparacdo, devido a presenca de
SDS na amostra e no gel (2-D handbook). O sistam@ado mais comummente usado
em SDS-PAGE é o sistema Tris-glicina, descrito paemmli (1970). Este sistema
inclui a utilizacdo de um gel de concentracitagking gel (com tampéao Tris a pH 6,8)
polimerizado em cima de um gel de resolugé&sdlving ge), o qual contém tampéao a
pH 8,8 (Westermeier & Naven, 2002). Durante a edéotese os ides cloreto, SDS e
glicina migram em direccdo ao anodo, e os idesidetximetil aminometano (Tris)
positivamente carregados migram em direccédo adef{iwestermeier & Naven, 2002).

A focalizacédo isoeléctrica (IEF) € um método etdorético que separa as
proteinas de acordo com o0 seu ponto isoeléctritp s proteinas sdo moléculas
anfotéricas; elas podem ter uma carga positivaatiegou zero, dependendo do pH do
ambiente onde se encontrem. O ponto isoeléctrcpld especifico no qual a carga de
uma proteina é zero. A presenca de um gradienggHdé critica para a técnica de
focalizacdo isoeléctrica. Num gradiente de pH eisfibéncia de um campo eléctrico,
as proteinas irdo mover-se para a posicdo no gtadende a sua carga € zero. A
resolucdo desta técnica é determinada pelo alagmggadiente de pH e pela forca do
campo eléctrico. A focalizagcao isoeléctrica é ekamtas em condi¢cdes desnaturantes e a
voltagens altas, normalmente acima de 1000V (2+ilibaok).

ApoOs a focalizagdo isoeléctrica e antes de hawerrsdda da segunda dimenséo
as tiras necessitam de ser equilibradas numa solyugé contenha SDS, de maneira a
tornar todas as proteinas com carga negativa, sposkeriormente sujeitas a SDS-
PAGE (2-D handbook).

28



Uma vez terminada a segunda dimensdo, as protedeparadas por
electroforese 2-D podem ser visualizadas, no pyagel, através da sua coloracdo com
azul de “Coomassie”, nitrato de prata ou compodtosrescentes (ex. SYPRO,;
Molecular Probes). Alternativamente, as proteinadem ser previamente marcadas
vitro com moléculas fluorescentes (ex. CyDye DIGE fludirsersham Biosciences) ou
radioactivas (ex. 3H-iodoacetamida) oun vivo com compostos marcados
radioactivamente (por exemplo, metionina marcadam c@5S). A escolha
(visualizacdo/deteccao) depende, entre outros reatoda quantidade de proteina
existente na amostra (Saneisal, 2004).

Para a identificacdo das proteinas correspondeatisspots separados por
electroforese 2-D, recorre-se a técnigaaliticas. Hoje em dia, existem vérias solugdes,
em termos de equipamento para a identificacédo ipapteendo a mais vulgarizada o
espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF, o quaoimposto por um ionizador
(MALDI, matrix assisted laser desorption/ionizafjpmm analisador (TOF, time-of-
flight) e um detector que regista o tempo de vow \dirios péptidos ionizado&Santos
et al, 2004).

O resultado da ionizacdo no MALDI, € um gas de ifpesitivamente
carregados, acelerados por um campo eléctrico. praésinas com carga idéntica mas
com diferentes massas, irdo percorrer o tubo ddisadar TOF com diferentes
velocidades, e uma proteina positiva e bivalentéenearregada percorre o analisador
mais depressa que a mesma proteinas mas apenasneooarga. Todos os ides entram
num tubo em vacuo — o analisadione of flighte todos percorrem a mesma distancia, o

tamanho do TOF, atingindo no final um detector (Reh006).
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2 - Objectivos

O objectivo geral deste trabalho foi a andlise dpeb de gaivotasLérus
cachinnan} do arquipélago das Berlengas como reservatéeobadtérias portadoras
de genes e proteinas relacionadas com factoresruléneia e com a resisténcia a
antibioticos.

Foram também objectivos especificos:

1 - Detectar genotipicamente os factores de vioidénem estirpes de
Enterococcuspp. isoladas de amostras fecais de gaivotas:

1.1 — Identifica os genes codificadores de factolewiruléncia gelE,

esp agg hyl, fsr, cpd ace cylA, cylB, cylL, cylM, cylS.

1.2 — Detectar a producéo de gelatinase e a aatigidlemolitica.

1.3 — Relacionar o fendtipo de resisténcia a aittdms com os genes
codificadores dos factores de viruléncia e contiaidade da gelatinase.

2 — Analisar os perfis SDS-PAGE de amostras prageide estirpes de
Enterococcuspp. isoladas de amostras fecais de gaivotas:

2.1 — Identificar as diferentes espécies de etbes presentes.
2.2 — Analisar a relacado entre os perfis proteicb8dos e a analise

gendmica que foi previamente efectuada.
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3 — Material e Metodologia
3.1 — Isolados de enterococos obtidos de gaivotas

Foram utilizadas neste estudo 63 estirpeEmterococcugpreviamente isolados
de amostras fecais de gaivotasr(is cachinnansdo Arquipélago das Berlengas (a
origem das amostras encontra-se descrita em Bbata2008a; Radhouaet al, 2009
e Radhouanet al, 2010). Das 63 estirpes, 25 pertencem a espiecfaecium 5 a
espécieE. durans 4 a espéci&. faecalis 3 a espéci€&. hiraee 26 ndo puderam ser
identificadas sendo designadas cdamberococcuspp.

Foi também realizado previamente o estudo da éesist a antibioticos nestas
estirpes, sendo que os isolados apresentavam ositesgfendtipos de resisténcia: 18
isolados resistentes a tetraciclina (TET) e eritcoma (ERY); 4 resistentes a TET, ERY
e quinupristina-dalfopristina (QD); 3 resistentesTAT, ERY, QD e cloranfenicol
(CHL); 3 resistentes a TET, ERY, QD, CHL e ampiali(AMP); 2 resistentes a TET,
ERY e kanamicina (KAN); 2 resistentes a TET, ERYvancomicina (VAN); 2
resistentes a TET, ERY, AMP e VAN, 2 resistent@Ed, ERY, KAN e estreptomicina
(STR); 2 resistentes a TET, ERY, STR, QD, KAN eadafloxacina (CIP); 1 resistente a
TET, ERY, AMP e KAN, 1 resistente a TET, ERY, AMPS@R; 1 resistente a CIP, 1
resistente a TET, ERY, AMP e CIP; 1 resistente agQDIP; 1 resistente a TET, ERY,
STR, KAN e QD; 1 resistente a TET, ERY, CIP e QDedistente a TET, ERY, AMP,
KAN e STR; 1 resistente a TET, ERY, CIP, AMP e VA&1 resistente a ERY, CIP,
AMP e VAN. Em 15 das estirpes ndo foi detectadast@scia a nenhum dos
antibidticos estudados.

Apenas 29 dos isolados foram utilizados para anglisteOmica, sendo todos os
isolados das espéci&s hirae e E. duransforam analisados. Também 18 isolados da
espécieE. faecium 2 da espéci&. faecalise 1Enterococcuspp. fizeram parte deste
estudo. Estes isolados foram escolhidos devido raelbanca dos seus perfis
genotipicos de genes de resisténcia a antibiotioesquais estavam previamente
caracterizados. 6 isolados possuiam o gendgptiotermB 6 possuiam 0 genotipo
tetL+tetM+ermB 7 possuiam o gendtiptetL+tetM+ermB+Tn5397+intTn916 2
possuiam o gendtipaetL+tetM+ermB+Tn5397+vatE 2 possuiam 0 genoétipo
tetL+tetM +Tn5397+intTn9162 possuiam o gendtipetL+tetM+ermB+intTn916 1
possuia o gendtipetL+tetM+ermB+aph3”-llla, 1 possuia o gendtigetL+Aph3”-lla
e 1 possuia o genotigosmB
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3.2 — Determinacao da actividade da gelatinase

A producdo de gelatinase, foi detectada inocdameh forma de botdo cada
estirpe em TSA, com 1,5% de meio de leite desidoatAs placas, foram incubadas a
37°C durante 24h, tendo a deteccdo de um halota das colonias, sido considerado

como positivo para a producao de gelatinase (P2e@s).

3.3 - Determinacéo da actividade hemolitica

ApoOs crescimento a 37°C durante 24h em BHI agacadia estirpe a estudar,
semearam-se placas de Agar Columbia suplementad®%ode sangue de cavalo. As
placas, foram incubadas a 37°C, durante 72h, eobiase e anaerobiose para examinar
a producédo de cada tipo de hemdlise ) (Poeta, 2006).

3.4 — Determinacao dos factores de viruléncia coracurso a primers
especificos

3.4.1 — Extraccdo de DNA

A extraccao foi realizada segundo o protocolo @stee TM Purification Matrix
(Bio-Rad). Suspenderam-se num eppendorf com 1 magide destilada esterilizada,
colonias de enterococos retiradas de uma cultura. @de seguida procedeu-se a
centrifugacdo durante um minuto a 12.000 rotac@rsnmnuto (rpm). Retirou-se o
sobrenadante e adicionou-se 200 pL de resina dace#b ao pellet. Posteriormente,
ressuspendeu-se o pellet e colocou-se o eppenadorbanho-maria a 56 °C, durante 20
minutos. Apds passar no vortex, colocou-se numdanh00°C durante 8 minutos. Por
fim, agitou-se novamente no vortex e colocou-seceatrifugadora a 13.000 rpm
durante 3 minutos.

ApoOs a extraccdo, mediu-se a absorgéo dos acidibsicas a 260 nm usando o
espectrofotometro, obtendo a concentracédo e pui@NA por comparacdo com esta
medida a 280 nm. Como valores 6ptimos, definimabsarvancia entre 1,90 e 2,00 e a
concentracdo entre 300 e 600 nanogramas (ng).nfenéé, o DNA extraido foi

guardado a 4°C num frigorifico.
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3.4.2 — Preparacéo dos tubos de PCR

Cada tubo de reacc¢éo da técnica de PCR tem um &dloat de 50 L, estando

0S seus componentes descritos na tabela 3:

Tabela 3 — Composicéo da reac¢do de PCR.

Componentes Concentracéo stock Volume por tubo
Tampao de reaccao 10X 5uL

MgCl, 50mM 1,5uL

Primer directo 25uM lpL

Primer reverso 25uM lpuL

dNTPs 10mM lpL

BIOTAQ™ DNA polimerase 5U/uL 0,3uL

DNA - 10pL

Agua MiliQ esterilizada - Até perfazer 50uL

Os primers utilizados foram sintetizados por Sighidrich e os termocicladores
eram do modelo Biometra 3000. Em todas as reaa®d3CR foram incluidos um

controlo positivo e um negativo.

3.4.3 — Primers e condi¢cdes de PCR

As sequéncias dos primers dos genes que codificafaabores de viruléncia
estudados encontram-se descritas na tabela 4, assim as condicdes da PCR e o

tamanho de banda obtido.

Tabela 4 — Sequéncias nucleotidicas de primers d&CR para genes codificantes de factores de
viruléncia.

Primers (sequéncia 5’ a 3) Condicdes Banda Referéia
94°C 3’ 1 ciclo
ace 94°C 1’
AAAGTAGAATTAGATCCACAC 56°C 1’ 30 ciclos 248 pb Manntet al, 2003
TCTATCACATTCGGTTGCG 72°C 1
72°C 5' 1 ciclo
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Tabela 4 (continuacao) - Sequéncias nucleotidicas grimers de PCR para genes codificantes de

factores de viruléncia.

Primers (sequéncia 5’ a 3") Condicdes Banda Referéia
94°C 3’ 1 ciclo
gelE 94°C 1
AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 56°C 1’ 30 ciclos 403 pb Faton & Gasson,
CTTCATTATTTACACGTTTG 72°C 1 2001
72°C 5’ 1 ciclo
95°C 2’ 1 ciclo
agg 94°C 45"

AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC
AAACGGCAAGACAAGTAAATA

49°C 45" 30 ciclos 1553 pb
72°C 1’
72°C 4’ 1 ciclo

Eaton & Gasson,
2001

esp
TTGCTAATGCTAGTCCACGACC

GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

95°C 2’ 1 ciclo

94°C 45"

63°C 45" 30 ciclos 955 pb
72°C 1’

Eaton &Gasson,
2001

72°C 4’ 1 ciclo
95°C 2’ 1 ciclo
cpd 94°C 45"
TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 47°C 45" 30 ciclos 782 pb Faton & Gasson,
TACGGCTCTGGCTTACTA 72°C U 2001
72°C 4’ 1 ciclo
94°C 3' 1 ciclo
cylL, 94°C 1’

GATGGAGGGTAAGAATTATGG

GCTTCACCTCACTAAGTTTTATAG

55°C 1’ 35 ciclos 253 pb
72°C 2

Semedet al, 2003

72°C 7' 1 ciclo

94°C 1’
cylLs .

55°C 1’ 30 ciclos
GAAGCACAGTGCTAAATAAGG 720G 2 240 pb Semedet al, 2003
GTATAAGAGGGCTAGTTTCAC )

72°C 1 ciclos

95°C 2’ 1 ciclo
cylA 94°C 45"

) Eaton & Gasson,

TGGATGATAGTGATAGGAAGT 49°C 45" 35 ciclos 517 pb 2001
TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 72°C 1’

72°C 4’ 1 ciclo
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Tabela 4 (continuacao) - Sequéncias nucleotidicas grimers de PCR para genes codificantes de

factores de viruléncia.

Primers (sequéncia 5’ a 3") Condicdes Banda Referéia
95°C 2’ 1 ciclo
cylB 94°C 45"
ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 49°C 45" 35 ciclos 843 pb Faton & Gasson,
AATAAACTCTTCTTTTCCAAC 72°C 1 2001
72°C 4’ 1 ciclo
95°C 2’ 1 ciclo
cylM 94°C 45"
CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 49°C 45" 35 ciclos 742 pb Eaton & Gasson,
TGAGTTGGTCTGATTACATTT 72°C 1’ 2001
72°C 4’ 1 ciclo
95°C 4’ 1 ciclo
fsr 94°C 30"
AACCAGAATCGACCAATGAAT 60°C 30" 30 ciclos 3268 pb Pillaiet al, 2002
GCCCCTCATAACTCAATACC 72°C 2'5”
72°C 10’ 1 ciclo
94°C 4’ 1 ciclo
hyl 94°C 30"
GAGTAGAGGAATATCTTAGC 50°C 30" 30 ciclos 661 pb Klareet al, 2005
AGGCTCCAATTCTGT 72°C 30~
72°C 4’ 1 ciclo

3.4.4 — Preparacao dos géis para electroforese haontal

Para preparar 0s géis usou-se uma concentrac@adesea D-1, entre 1% e 2%,
em relacdo ao tamanho dos fragmentos esperadosludds tampéo utilizada era

constituida por TBE 1X (formado por TBE 5X: 54 §fls (hidroximetil) aminometano;

27,5 g/l &cido bodrico; 20 mL de EDTA 0,5M).

A mistura foi aquecida num microondas até a digsmuwompleta da agarose,
sendo de seguida adicionado brometo de etidio cooonaentracdo de 0,5ug/ml.

Colocou-se a mistura num suporte com um ou vaeoses para formar os pocos. Apos

polimerizacao do gel foram retirados os pentes.
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3.4.5 — Corrida electroforética

Apds a retirada dos pentes o gel foi colocado na tle electroforese e
depositaram-se nos pocos 10 puL do produto da REEmente com 2 puL de tampéao
de carga (10% de sacarose, 0,0025% de azul de feoohcem TE [10 mM Tris
(hidroximetil) aminometano, 1 mM EDTA]).

No primeiro poco de cada gel, foi depositado um lexd@p positivo j& estudado
para 0 gene em questao.

A electroforese foi realizada a 96 Volts (V) dueadb minutos. Posteriormente
a visualizagcdo do gel foi realizada com um transihador de luz ultravioleta e de
seguida a imagem foi capturada com um modelo I'Sage 5000, UVP.

3.5 — Preparacédo das amostras para SDS-PAGE

3.5.1 — Preparacéo dos meios de crescimento

Pesou-se a quantidade indicada de BHI (378mén Heart InfusionBroth ou
60g de Brain Heart Infusion Agar para 1L de agua), e colocou-se num balédo
volumétrico. Com o auxilio de uma proveta mediaspiantidade de agua necessaria e
adicionou-se ao baldo, agitando-se até total digdol O baldo foi tapado e colocou-se
na autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Apés a autoclavagem, e na camara de fluxo lam{@arqual deve ser
previamente exposta a luz UV durante 20 minutagpoou-se a solugcdo em placas (no
caso do BHIAgar) ou em tubos Falcon (no caso do BHI Brobgixou-se arrefecer, e

no caso de BHI Agar, deixar solidificar antes deaeda camara.

3.5.2 — Crescimento e repicagem das bactérias

Retirou-se, a chama, meio de leite onde estaadesnas bactérias com o auxilio
de uma ansa. Espalhou-se, com o auxilio de uma ans&io de leite em placas de
Petri com BHI Agar solidificado. Colocaram-se agcpls na estufa a 37°C durante 24 -
48 h, para que se possibilite o crescimento bacteriDecorrido o tempo na estufa,
repicaram-se as bactérias para um tubo Falcon ddhBBoth. Colocou-se o tubo na
estufa a 37°C durante 18 a 24h.
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3.5.3 — Solubilizacdo das proteinas

Retiraram-se os tubos Falcon onde as bactériasecaes da estufa. Colocou-se
o PBS na estufa a aproximadamente 75°C.

Centrifugaram-se as células a 10,@00urante 3 minutos, a temperatura usada
durante o crescimento das célulaspélet deve ser bem visivel apos centrifugacgao.
Retirou-se o0 PBS a 75°C da estufa, e fez-se asmmssdo dpelletem 4mL de PBS
guente. Diversas repeticOes desta fase poderawsessarias nesta etapa para eliminar
as substancias que podem causar interferéncia esmenzimas extracelulares e os
componentes do meio de cultura.

Suspendeu-se pellet em 0,2 mL de tampao de solubilizagdo de SDS frio e
transferir opellet para um eppendorf de 1,5 mL. O tampéo de SDS estee contido
em gelo, mas devera ser pré-aquecido a 95°C seehalevadas quantidades de
proteases activas.

As amostras foram sonicadas, recorrendo a um hemeagador ultrasénico
(duas vezes 3Qulses intervalo: 1 Hz; duracdo dpulse 0,3 segundos; 20 kHz
homogeneous soundower output 60 W). Sonicaram-se as amostras 8 vezes durante
10 segundos (tendo cuidado de néo criar espumaradeira a que entre cada passo se
deixe arrefecer as amostras). Centrifugaram-seélagas rompidas a uma velocidade
méxima de centrifuga (14,0@), durante 30 minutos a 4°C. Colheu-se o0 sobretadan
cuidadosamente em pequenas quantidades de 5080PCGx -

Aos eppendorfs com amostras para uso em SDS-PAGt©UFse solucdo C em
quantidade 1:1. Diluiram-se 35 pL do aliquot dasostnas para utilizagdo em 2-DE
com 70 pL de tampéo de lise thioureia/ureia pgrarse o SDS das proteinas.

3.6 — SDS-PAGE

A metodologia usada para SDS-PAGE foi a propostad_pemmli (1970), mas
com algumas alteragGes propostas por Igrejas (f0)vista a aumentar o seu poder
de resolucdo e reprodutibilidade (Tabela 5). Aotrégio do proposto por Laemmli,
utiliza-se um gel sem gradiente de concentracaaraaaconcentracdo de acrilamida de
12,52%, a qual permite uma maior resolucédo, taata proteinas de baixo, como de

alto peso molecular.
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Tabela 5 - Modificagcbes ao protocolo descrito pdraemmli,1970.

Parametros Laemmli (1970) ModificagGes por
Igrejas (2000)

Concentracao dos géis de acrilamida Gel de gradiebt-13% Gel a 12,52%

Dimenséao dos géis 140x140%1,5mm 160x180x1mm
Porosidade 1,5% 0,97%
Intensidade da corrente 40mA/gel 30mA/gel
Tempo de migracao 150 minutos 270 minutos
Temperatura de migracao 25°C 14°C

3.6.1 — Montagem das placas de electroforese

Colocaram-se o0s espacadores entre os vidros, lparadatre si e junto a
extremidade dos vidros. Colocaram-se as pincas ertampm-se fracamente o0s
parafusos. O conjunto foi colocado na base, premga os vidros para baixo e
apertaram-se bem os parafusos. Colocaram-se esitfarafusos na base, rodando-os

de maneira a ficaram apertados e numa posicacalgffeigura 7).

®

® rﬂl

Figura 7 — Montagem das placas de electroforese emistema vertical SDS-PAGE
(Westermeier & Naven, 2002).

3.6.2 — Preparacao dos géis
Para a elaboragdo de 2 géis, juntou-se num kita3&t81 mL de acrilamida

40%, 3mL de bisacrilamida 2%, 10,5 mL de agua lildela e 18,8 mL de tamp&o Tris-
HCI pH= 8,8 (Tabela 6).
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Tabela 6 — Composicéo do gel de separacdo, com gtidades referentes a 2 géis.

Componentes do gel

deT=12,52% C=0,97%

separacao (quantidades referentes a 2 géis)
Acrilamida 40% 15,31 mL

Bisacrilamida (Bis) 2% 3mL

Agua bidestilada 10,5 mL

Tampéo Tris HCI pH = 8,8 18,8 mL

Desgaseificacéo

SDS 10% 0,5mL

APS 1% 1,25 mL

TEMED 25uL

Fez-se a desgaseificacdo da solucdo num kitasatopauxilio de uma bomba
de vacuo. De seguida juntou-se a solucéo, 0,5m&Rfe 10%, 1,25mL de APS 1% e
25 uL de TEMED. Com uma seringa, colocou-se o gel epgreidros até 4cm do cimo
do vidro. Distribuiu-se pela superficie do gel iB@le butanol, para eliminar bolhas de
ar e tornar a superficie lisa. Deixou-se ocorrdimmrizacdo e de seguida, lavou-se a
superficie do gel com agua bidestilada e limpoaoese papel de filtro.

Prepararou-se entdo o gel de concentragao, colocanth kitasato, 1,68mL de
acrilamida 40%, 0,49mL de bisacrilamida 2%, 17,34deLagua bidestilada e 2,81mL

de tampéo Tris HCI pH = 6,8. Quantidades referemt2géis referidas na tabela 7.

Tabela 7 — Composicéo do gel de concentracdo, comagtidades referentes a 2 géi.

de T=2,88% C=1,42%
(quantidades referentes a 2 géis)

Componentes do gel
concentracao

Acrilamida 40% 1,68 mL
Bisacrilamida (Bis) 2% 0,49 mL
Agua bidestilada 17,34 mL
Tampéo Tris HCI pH = 6,8 2,81 mL
Desgaseificacéo

SDS 10% 0,2 mL
APS 1% 1mL
TEMED 22,5uL
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Fez-se a desgaseificacdo da solucdo num kitasatopauxilio de uma bomba
de vacuo. Apés desgaseificacdo adicionou-se ad&ml;2mL de SDS 10%, 1mL de
APS 1% e 2%L de TEMED.

Com uma seringa, colocou-se o gel entre os vidpos, cima do gel de
separacao, até 0,5 cm do topo dos vidros. Coloeaugente de 15 pocos e deixou-se o
gel polimerizar.

Apébs polimerizacao retirou-se o pente e encherawssgocos com tampéo de
electroforese. Com uma seringa inseriu-sglL18e amostra em cada poco. Depois de
todas as amostras serem depositadas retiraram-garafsisos da base e de seguida
colocou-se o recipiente da parte superior e codooase 0s parafusos. Retirou-se a base
e 0 conjunto placa e recipiente superior foi callecaa tina de electroforese.

Colocou-se tampéo de electroforese no recipientpad@& superior, tapou-se a
tina e ligou-se a fonte de alimentacédo. Configunasa as condi¢cdes de migracao para
30mA/gel a 14°C. Deixou-se correr o gel até a &efe migracdo sair das placas.

Registaram-se os valores de amperagem e voltagem.fi

3.7 — Coloracéao dos géis de acrilamida

3.7.1 — Coloracao com Azul de “Coomassie” R250

Colocaram-se os géis numa tina, e adicionaramssa de 400mL de solucéo de
coloracdo “Coomassie” R250 por gel. Deixou-se entag@o durante 24 horas.
Posteriormente colocaram-se 0s géis em agua dutenée noite em agitacdo para
ocorrer descoloracéo.

Na manhd@ seguinte passaram-se 0s géis para umgdsolde &cido
tricloroacético (TCA) a 6% durante 4 a 5 horasdBin tempo, foi retirada a solugéo de
TCA 6% e colocaram-se 0s géis numa solucao dergliaes% onde permaneceram 1 a
2 horas. De seguida colocaram-se entre duas folbgsapel de celofane que foram
previamente embebidas na solucdo de glicerol a “fib@ram-se secar em cima de

uma placa de vidro do seu tamanho durante algass di
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4 — Resultados

4.1 — Genes de factores de viruléncia

A maioria dos isolados apresenta o gene estrutylal do factor de viruléncia

citolisina (65,08%) e o gene codificante de feromsexualcpd (61,9%) (Tabela 8).

Nenhum dos isolados apresentou os gagesfsr e cylLs Nenhum dos seis isolados

resistentes a vancomicina apresentou os ggrgs ace cylA, cylB ecylM.

Tabela 8 - Genes codificantes de factores de virnléia presentes em isolados de gaivota.

] Genes
Espécies
gelE  hyl esp cpd ace cylA c¢ylB cyll, cyiM
E. faecium(N=23) 4 7 11 4 1 2 16 10
N&ao E. faecalis(N=4) 1 3 0 1 2
resistentes a E. hirae(N=3) 0 1 0 1
vancomicina E. durans(N=1) 0 1 0 1 1
Enterococcuspp. (N=26) 20 14 5 16 13 4 5 17 11
Resistentes a E. durang(N=4) 0 0 1 3 0 0 0 2 0
vancomicina )
E. faecium(N=2) 0 2 1 1 0 0 0 0 0
VRE
Total (N=63) 25 22 19 39 19 5 10 41 25

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
R I a— ] .
e YT W WS Yy

Figura 8 — Imagem do gel de electroforese resultamida amplificacdo por PCR do gengelE. Poco 1

— controlo negativo; Poco2 — controlo positivo; Pas 3 a 24 — isolados 1 a 22.

Apenas quatro dos isolados (1 pertencente a espétecium 1 E. duranse 2

Enterococcuspp.) ndo apresentaram nenhum dos 12 genes eod&icde factores de

viruléncia estudados (Tabela 9).
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Tabela 9 — NUumero de genes de viruléncia presentass isolados estudados.

Numero Quantidade Espécies

de genes de isolados

8 2 1Enterococcuspp.; 1E. faecium
7 2 2Enterococcuspp.
5 13 8Enterococcuspp.; 2E. faecium1E. faecalis1 E.

hirae 1 E. durans

4 13 7Enterococcuspp.; 3E. faecium 3 E. faecalis

3 10 4Enterococcuspp.; S5E. faecium 1 E. durans

2 8 1Enterococcuspp.; 5E. faecium 1 E. hirag 1 E. durans
1 11 1Enterococcuspp.; 8E. faecium1E. hirag 1 E. durans
0 4 2Enterococcuspp.; 1E. faecium 1 E. durans

Dois dos isolados apresentaram um maximo de 8 gmesentes: um isolado
Enterococcuspp. apresentou os gerggsE, hyl, cpd ace cylA, cylB, cylL, ecylM e 0
outro isolado pertencente a espéeidaeciumapresentou os gengslE, hyl, esp ace
cylA, cylB, cylL, e cylM. A maioria dos isolados (63,49%) apresentou 3 ais genes
(Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Espécies de enterococos distribuidas pelas combidas de factores de viruléncia
detectadas em isolados néo resistentes & vancomicin
Factores de viruléncia Espécie

- 1 E. faecium 2 Enterococcuspp.

cylM 2 E. faecium

cyll, 4 E. faecium 1 Enterococcuspp.
cpd 1E. faecium1E. hirae

cylL +cylM 2 E. faecium

cpd+cylM 1E. faecium

gelE+cyll, 1 E. faecium1 Enterococcuspp.
cpd+cyll, 1E. hirag 1E. faecium
gelE+cpd+cyll, 1 E. faecium1 Enterococcuspp.
gelE+cylL +cylM 1 Enterococcuspp.
hyl+cpd+ace 1E. faecium

gelE+hyl+ace 1 Enterococcuspp.
gelE+esp+cylM 1 Enterococcuspp.
gelE+esp+cpd 1E. faecium

esp+cpd+cyll 1E. faecium
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Tabela 10 (continuacéo) - Espécies de enterococdstdbuidas pelas combinaces de factores de

viruléncia detectadas em isolados néo resistentesvancomicina.

Factores de viruléncia

Espécie

gelE+hyl+cpd+ace

gelE+hyl+cpd+cyll,

esp+cpd+ace+cylL

gelE+hyl+ace+cyll,

hyl+ace+cyll +cylM

esp+cpd+cyll.+cylM

hyl+esp+cpd+cyll.
gelE+hyl+cpd+ace+cyll,
gelE+hyl+cpd+ace+cylM
hyl+esp+cpd+ace+cylkL
gelE+cylA+cylB+cyll +cylM
gelE+cpd+cylB+cyll, +cylM
gelE+hyl+esp+cpd+ace
esp+cpd+cylB+cyll.+cylM
gelE+hyl+ace+cylA+cylB+cyllL +cylM
gelE+hyl+cpd+cylA+cyIB+cyll, +cylM
gelE+hyl+cpd+ace+cylA+cylB+cyll.+cylM
gelE+hyl+esp+ace+cylA+cylB+cylL+cylM

2 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1E. faecium

1 Enterococcuspp.; 3E. faecium
1E. faecalis

4 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1E. faecium

1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1E. faecium1E. hirae 1E. faecalis 1 E. durans
1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1 Enterococcuspp.

1 E. faecium

Tabela 11 — Espécies de enterococos distribuidasla®e combinacdes de factores de viruléncia
detectadas em isolados resistentes a vancomicinaRR).

Factores de viruléncia Espécie

- 1E. durans
cpd 1E. durans
hyl 1 E. faecium
cpd+cyll, 1E. durans
hyl+esp+cpd 1E. faecium
esp+cpd+cyll 1E. durans

4.2 — Actividade gelatinase

A grande maioria dos isolados, 82,54%, foi capazddgradar a gelatinase
(Figura 9). Apenas um dos isolados com resistéacigancomicina (VRE) néo
apresentou esta actividade.
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Figura 9 — Imagem exemplificativa da actividade gakinase positiva em coldnias de enterococos.

4.3 — Actividade hemolitica

Nenhum dos isolados apresentou activid@eeemolitica. Porém a maioria,
55,56% (35 isolados), apresentou actividadbemolitica (Tabela 12). Todos os
isolados resistentes a vancomicina apresentarawdacieo-hemolitica.

Tabela 12 — Numero de isolados com actividadehemolitica distribuidos por espécies.
Espécie Numero de isolados com

actividade a - hemolitica

Isolados néo resistente€. faeciumN=23) 15
a vancomicina E. faecalis(N=4) 2
E. hirae(N=3)
E. durans(N=1) 0
Enterococcuspp. (N=26) 11
Isolados resistentes & E. durans(N=4) 4
vancomicina (VRE) E. faeciumN=2) 2

4.4 — Relacdo entre o fenodtipo de resisténcia a #dnbticos e a
presenca de genes codificantes de factores de vé@utia

Como evidenciado nas tabelas 13 e 14, a espééaeciuntoi a que apresentou
uma maior diversidade de fenétipos de resisténaiatidioticos (12), sendo o fendtipo
mais comum TET+ERY com 10 isolados. Os isolados esta fenotipo apresentaram 7
genotipos de factores de viruléno@ilL,, cpd, cpd+cyll, cyll +cylM, hyl+cpd+ace,
esp+cpd+cyll. e hyl+esp+cpd+ace+cylL. Relativamente &nterococcuspp., foram
detectados 7 fendtipos de resisténcia, sendo quigéta TET+ERY foi 0 mais comum
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encontrado (em 4 isolados), com os seguintes gaotile factores de viruléncia:
gelE+hyl+ace gelE+hyl+ace+cpd+cyll, gelE+hyl+ace+cpd+cylM e
gelE+hyl+ace+cylA+cylB+cylLL+cylM A espécieE. faecalisapresentou 4 fendtipos,
todos com apenas 1 isolado. As espédiesdurans e E. hirae foram as que
apresentaram menor numero de fendtipos de reswsténom 3 e 2 isolados,
respectivamente. O fenétipo TET+ERY foi o mais comencontrado enk. hirae e
estes isolados apresentaram o0s seguintes genotigudtace e cpd+cyll.
Relativamente a espédie duransexistem 2 isolados com os fenoétipos de resisténcia
antibioticos TET+ERY+VAN e TET+ERY+AMP+VAN e 1 isalo com o fendtipo
TET+ERY.

Tabela 13 - Relacdo entre o fendtipo de resisténcé antibiéticos e os gendtipos de factores de
viruléncia nos isolados ndo resistentes a vancomiai.

Fendtipo de resisténcia a N° de Genotipo de factores de N° de

Espécie

antibiéticos isolados viruléncia isolados

- 2
cyll,

gelE+cyll,

gelE+cylLL+cylM

gelE+ cpd +cyll,

gelE+hyl+cpd+cyll,

1

1

1

1

1

- 15 esp+cpd+ace+cylM 1
esp+cpd+cyll.+cylM 2

gelE+hyl+cpd+ace+cyll, 2

gelE+cylA+cylB+cyll +cylM 1

1

gelE+cpd+cylB+cyll +cylM

Enterococcus

Spp.

gelE+hyl+cpd+ace+cylA+cylB
+cylL +cylM

gelE+hyl+ace 1

[N

gelE+hyl+ace+cpd+cyll.
TET+ERY 4 gelE+hyl+ace+cpd+cylM 1
gelE+hyl+ace+cylA+cylB+cylL

LteylM

gelE+hyl+cpd+cylA+cylB+cyl
QD+CIP 1 L. 1

+cylM
TET+ERY+QD 1 gelE+hyl+ace+cpd 1
TET+ERY+AMP+STR 1 gelE+hyl+ace+cpd 1
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Tabela 13 (continuacao) — Relagéo entre o fenétipte resisténcia a antibidticos e os gendtipos de
factores de viruléncia nos isolados nao resistentasszancomicina.

- Fenotipo de resisténcia a N° de Gendtipo de factores de N° de
Espécie oo . R .
antibiéticos isolados  viruléncia isolados
TET+ERY+AMP+CIP 1 gelE+hyl+ace+cyll, 1
Enterococcus TET+ERY+QD+CHL 1 gelE+hyl+ace+cpd+cylly 1
spp. elE+esp+cylM 1
TET+ERY+QD+STR+CIP+KAN 2 g prey
gelE+hyl+esp+ace+cpd 1
- 1
Cy”_|_ 3
cpd 1
cpd+cyll, 1
TET+ERY 10
cylL +cylM 1
hyl+cpd+ace 1
esp+cpd-+cyll. 1
hyl+esp+cpd+ace+cylkL 1
cylL +cylM 1
TET+ERY+KAN 2
gelE +cpd+ceyll, 1
E. faecium TET+ERY+QD 1 gelE+cyll 1
TET+ERY+STR+KAN 2 esp+cpd+cyll.+cylM 2
TET+ERY+AMP+KAN 1 cylM 1
TET+ERY+QD+CIP 1 gelE+esp+cpd 1
elE+hyl+esp+ace+cylA+cylB+c
TET+ERY+QD+CHL 1 I yrresp yareyErey
IL .cylM
cylM 1
TET+ERY+AMP+CHL+QD 3 cpd+cylM 1
esp+cpd-+cylB+cyll.+cylM 1
TET+ERY+STR+KAN+QD 1 hyl+ace+cylL +cylM 1
TET+ERY+AMP+STR+KAN 1 cylL, 1
CIP 1 esp+cpd+ace+cylL+cylM 1
) TET+ERY 1 hyl+esp+cpd+cyll. 1
E. faecalis
TET+ERY+QD 1 esp+cpd-+cyll.+cylM 1
TET+ERY+QD+CHL 1 gelE+hyl+cpd+ace 1
cpd 1
) TET+ERY 2
E. hirae cpd+cyll, 1
TET+ERY+QD 1 esp+cpd-+cylB+cyll.+cylM 1
E. durans TET+ERY 1 esp+cpd-+cylB+cyll.+cylM 1

46



Tabela 14 - Relacdo entre o fendtipo de resisténcé antibiéticos e os gendtipos de factores de
viruléncia nos isolados resistentes a vancomicina.

Espéci Fendtipo de resisténcia a N° de Genotipo de factores N° de
spécie
P antibiéticos isolados de viruléncia isolados
. TET+ERY+AMP+CIP+VAN 1 hyl+esp+cpd 1
E. faecium
ERY+CIP+AMP+VAN 1 hyl 1
- 1
TET+ERY+VAN 2
cpd+cyll, 1
E. durans
cpd 1
TET+ERY+AMP+VAN 2
esp+cpd+cyll 1

4.5 - Perfis proteicos monodimensionais

Através de andlise protedmica foi possivel obterfip monodimensionais
reprodutiveis nos quais foi possivel diferenciaeg®écies incluidas neste estudo, como
se observa nas figuras 10 e 11. Na generalidadsolasios da mesma espécie sao mais
parecidos entre si do que com quaisquer outroadesl No gel da figura 10, os perfis
proteicos observados sao mais semelhantes ewloegsie no gel da figura 11.

Nenhum dos isolados estudados tem em comum a espgenotipo de
resisténcia a antibioticos e genotipo de viruléncia

As setas vermelhas observadas nas figuras 10 edichin bandas que apenas
foram detectadas nesse isolado.

No gel da figura 10, 6 isolados apresentam o geodatM+tetL+ermB 6
apresentam o genotiptetL+ermB 1 apresentam o genotigetL+aph3-llla e 1
apresentam o genoétipermB Apenas 3 isolados presentes neste gel, Gv24, @v3l
Gv3VRE partilham o mesmo fenétipo de virulénciasespntando o gene de factor de
virulénciacpd

Os isolados resistentes a vancomicina pertencentspécieE. duranstém o
mesmo genotipo de resisténcia a antibidticos. @fsparoteicos destes isolados sdo
muito similares, no entanto algumas diferencas poder observadas (setas verdes
presentes na figura 10).

O isolado Gv39 também apresenta uma banda (astnatagel com uma seta

azul), a qual ndo esta presente em mais nenhuisalados.
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Figura 10 - Gel monodimensional de estirpes dEnterococcus spp. Poco 1 —Enterococcus spp.
Gv39; Poco 2 — Marcador; Poco 3 a 7 E. faecium Gv24, Gv28, Gv20, Gv41VRE e Gv41; Poco 8 e 9
— E. hirae Gv31 e Gv43; Poco 10 e 11 E. faecium Gv12 e GVv50VRE; Poco 12 a 15 E. durans
Gv56VRE, GVO1VRE, GVv02VRE e GvO3VRE. Legenda: Ef E. faecium; Eh — E. hirae; Ed — E.
durans.

No gel presente na figura 11, 7 isolados apresentamgenotipo
tetL+tetM+ermB+Tn5397+intTn916 2 apresentam o} genotipo
tetL+tetM+ermB+Tn5397+vatE2 apresentam o genotipetl +tetM+ermB+intTn916
2 apresentam o0 genotipetL+tetM+Tn5397+intTn916e 1 apresenta o genotipo
tetL+tetM+ermB+aph3”-llla. Apenas 2 isolados presentes neste gel, Gv38 & Gv5
partilham o mesmo fendétipo de viruléncia, apresatdans genes de factor de viruléncia
cpd+cyll,.

As setas azuis presentes na figura 11 indicam dsaagienas presentes nos
isolados Gv26 e Gv23.
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Figura 11 - Gel monodimensional de estirpes d&nterococcus spp. Poco 1 e 2 E. faecium Gv02e
Gv53; Poco 3 — Marcador; Poco 4 E. faecalis Gv49; Poco 5 a 11 E. faecium Gv26, Gv05, Gv03,
Gv04, Gv23, Gv27 e Gv07; Poco 12E- hirae Gv38; Poco 13 -E. faecalis Gv44; Pocol4 E. durans

Gv56; Poco 15 -E. faecium Gv50. Legenda: Ef —E. faecium; Eh — E. hirae; Ed — E. durans,; Efa — E.
faecalis.
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5 — Discussao

As gaivotas l(arus cachinnanssdo aves marinhas migratorias que nidificam,
entre outros locais da costa portuguesa, no anqgipdélas Berlengas. Este é um grupo
de pequenas ilhas localizado a cerca de 10 quitémda costa portuguesa, constituido
pela Grande llha Berlenga e recifes adjacentesjab fgi classificado como Reserva
Natural em 1981 (Mendext al.; 2009). N&o existe populagéo residente no arqupéla
nao sendo realizadas actividades de agriculturaxploracdo de gado. As ilhas séo,
esporadicamente visitadas por pequenos gruposid&as, os quais sdo instruidas a nao
interferirem com a fauna e flora locais. Este grglaigo €, portanto, conservado num
estado selvagei®adhouanet al, 2011).

As Berlengas constituem um habitat rico para gjpiantas e animais, sendo a
fauna local composta maioritariamente por avesnhas. As gaivotas representam o
maior grupo de aves marinhas do arquipélago, tesd®us nameros vindo a aumentar
drasticamente nos ultimos 40 anos. O sucesso dadiamizagdo é provavelmente
devido aos seus habitos alimentares oportunistdsvielo a necessitarem de poucos
requisitos para se reproduzir com sucesso (YésBaabrun, 1995).

Estes animais entram muitas vezes em contacto aonmarps e animais ao
longo das suas rotas migratorias, tirando partidogdalquer fonte de alimentacéo
disponivel, muitas vezes lixo humano. Devido a estetacto proximo ha a
possibilidade de troca de genes de resisténcidilzicditos e de factores de viruléncia,
tornando estes animais transportadores destgsesstRadhouarat al, 2011).

Os enterococos sao bactérias comensais que habiti@oto gastrointestinal de
humanos e animais. Apesar de serem normalmentengivhs, estas bactérias tém
vindo a ser reconhecidas como capazes de causac@els, devido ao aumento da
resisténcia a antibidticos e da disseminacdo derésc de viruléncia (Lopest al,
2006). A resisténcia a antibioticos contribui, denfa indirecta, para a patogenicidade
das estirpes de enterococos. Esta ndo pode, ni@ngaplicar a sua viruléncia, a qual
é evidenciada através da producdo de factoresrdiéncia. Estes factores permitem a
aderéncia das bactérias a células hospedeirasa#ria extracelular, facilitam a invasao
dos tecidos, afectam a imunomodulacdo e causans dahdares mediados por toxinas
(Portenieret al, 2003, Poetat al., 2006).
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Com este trabalho pretendeu-se analisar a predenfgatores de viruléncia e os
perfis proteicos em varias estirpes Haterococcusspp., previamente isoladas de
amostras fecais de gaivotas do arquipélago dasiidgrs.

5.1 — Factores de viruléncia de isolados dEnterococcus spp. de
gaivota

No presente estudo, foram relacionados os factdeesviruléncia com a
resisténcia a antibidticos. Das 17 estirpes seissigeantibidticos apenas 2 néo
apresentaram qualquer factor de viruléncia. Um idokdos sensiveis a antibidticos
apresentou a maior quantidade de factores de naialéregistada, com o genotipo
gelE+hyl+cpd+ace+cylA+cylB+cyll.+cylM, a par do isolado d&. faeciumcom o
fendtipo de resisténcia TET+ERY+QD+CHL, o qual aprdou o gendtipo de
viruléncia gelE+hyl+esp+ace+cylA+cylB+cylLL+cylM Alguns estudos evidenciam
que a presenca de resisténcias a antibioticosnrm@lica que haja presenca de factores
de viruléncia, como no estudo de 2003 por Mannoiaboradores. Estes investigadores
analisaram a incidéncia de factores de viruléncesisténcia a antibidticos em isolados
provenientes de lacticinios e pequenos ruminarbes. 26 isolados de pequenos
ruminantes, nenhum apresentou os factores de naialéstudadosate efaA gelE
agg e esp; no entanto estes isolados apresentavam resastént dos 12 antibibticos
testados (eritromicina, tetraciclina, nitrofuranee norfloxacina).

A producédo de citolisina esta dependente da exeds operaayl, presente
em plasmideos. Este factor de viruléncia, apesarestar mais, frequentemente,
associado a isolados clinicos da espécidaecalis foi ja identificado também em
isolados provenientes de produtos alimentares eardestras fecais de animais
domésticos e selvagens (Semetlal, 2003a; Brtkovat al, 2011; Silvaet al, 2011).
Foram, também, detectadas outras espécies de aatesp comoE. faeciume E.
durans contendo este operdo e portanto manifest@ddemolise (Poetat al, 2006;
Gasparet al, 2009; Silvaet al, 2011). No presente trabalho nenhum dos isolados
manifestoup-hemdlise, o que € consistente com a andlise gécmtiuma vez que em
nenhum dos casos foi detectada a presenca do gémeuel cylLs, ndo estando,
portanto, o operdoyl completo. Apesar disto, a grande maioria dos &g 74,6%)
apresentou pelo menos um dos genes deste opando,pee 5 isolados apresentaram 4
dos 5 genescylA cylB, cylL, e cylM. O gene, pertencente ao operd@d, mais
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frequentemente identificado foi 0 gene estrutasdl,. Varios estudos corroboram a
premissa da necessidade de existéncia de todognes glo operéoyl para haver
manifestacdo de3-hemolise, como é o caso de Hallgren e colaboraddestes
investigadores, em 2009, estudaram a presencaatéanyl em 115 isolados clinicos
deE. faecalise E. faecium Foi detectad@-hemodlise em 13% dos isolados, sendo que
estes continham todos os genes do opeydEm nenhum dos isolados com o operéo
cyl incompleto ou ausente foi detectada a lise ddsoeitos. Num outro estudo de
Poeta e colaboradores (2007), foi estudada presngitolisina em 140 isolados de
animais selvagens. Nenhum dos isolados apresentmidade 3-hemolitica, mas, em
alguns casos foi detectado o opecgbcompleto. Isto mostra que apesar deste operéo
ser necessario para a ocorrénci-demolise, a sua presenca nao indica, forcosamente,
que tal aconteca.

O factor de viruléncia gelatinase actua atravésedgmadacao de varias proteinas,
incluindo a gelatina e o colagénio e é codificaddopgenegelE presente no
cromossoma bacteriano. A actividade gelatinase irSthamente relacionada com a
espécieE. faecalis tendo sido, no entanto, descrita em varias oaspécies, COma.
faecium E. duranse E. hirae (Lopeset al, 2006; Poetat al, 2006). Neste estudo foi
detectada a actividade gelatinase em 52 isoladoesj#éciek. faecalis E. faeciumE.
durans E. hiraee Enterococcuspp.. No entanto, o gegelE foi apenas detectado em
25 isolados das espécies faecalis E. faeciume Enterococcuspp.. Dos isolados que
apresentaram actividade gelatinase positiva 38 d@8uiam o gengelE No entanto,

5 dos isolados com o gegelE, demonstraram actividade gelatinase negativat@es
de Mohamed e Murray em 2005 corrobora estes reggltaEstes investigadores
estudaram a relacdo entre a producdo de gelatmasdormacao de biofilmes em
isolados deE. faecalise observaram que 11 (6,75%) dos isolados apresenta gene
gelE mas eram gelatinase negativos. Creti e colabogadaem 2004, obtiveram
resultados semelhantes em isoladok daecalisde véarias origens, sendo que a maioria
(63,6%) dos isolados comgelE evidenciava um fenotipo gelatinase negativo. A néao
producao de gelatinase em estirpes que contémenggHs € devida a uma delecéo de
um fragmento de 23,9kb no lociss (regulador da expresséo do ggetE) (Nakayama

et al, 2002). Foi também reportada a presenca de edldrdio produtoras de gelatinase
em subculturas de isolados produtores de gelatinagpge indica a ocorréncia frequente

de delecdes espontaneas (Galloway-rtmad, 2011).
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No presente estudo 32 isolados apresentaram daxt&vigelatinase, apesar de
ndo possuirem o gemelE Isto acontece, provavelmente, devido a preseagauttas
proteases como a pepsina e tripsina, as quais marnbaseguem degradar a gelatina.
(Harrington, 1996). No estudo de Pangallo e cokdbores, em 2008, 5 dos 166
isolados de enterococcos estudados apresentaradai® gelatinase positiva sem, no
entanto, possuirem o gegelE

A presenca do gengelE e dos genessrA fsrB e fsrC em simultdneo num
mesmo isolado sugere um fendtipo gelatinase positdmo evidenciado no estudo de
Poeta e colaboradores em 2008. Estes investigaaloatisaram a prevaléncia dos genes
fsrABC e gelE, em 67 isolados fecais de enterococos proveniatgegmvalis, tendo
observado a presenca dos genes em 4 isoladésfdeciume 2 isolados dE. faecalis
Todos os seis isolados foram identificados comoitigos para a actividade da
gelatinase. No presente estudo foi estudada tanabgresenca do operd&r, mas nao
foi detectado nenhum isolado que o contivesse eosggere a presenca de dele¢gbes no
mesmo.

Foi também analisada a presenca do factor deéwuicid hialuronidase, atraves
da deteccdo do gertg/l. Foi observado que o getyl se encontrava presente em
34,92% (22) dos isolados, 6 pertencentes a espédmecium 2 aE. faecalise 14 a
Enterococcusspp.. Dois dos isoladog. faeciumcom este gene eram resistentes a
vancomicina. Vankerckhoven e colaboradores, em ,2@@4envolveram um PCR
multiplex capaz de detectar simultaneamente a pgasde 5 genes de factores de
viruléncia,asal, gelE, cylA espehyl emE. faecium De entre 271 amostras clinicas e
fecais, 17% continham o gene codificante da hialdase. Dgru e colaboradores, em
2010, estudaram os perfis genéticosEddéaeciume E. faecalisisolados de fezes e de
carcacas de aves. De entre os 199 isolados estjdguknas 2, pertencentes a espécie
E. faecium possuiam o genleyl. J& Khan e colaboradores, em 2008, obtiveram uma
percentagem muito mais elevada de presenca do lggneo seu estudo. Estes
investigadores analisaram 34 isolados He faecium resistentes a vancomicina
provenientes de hospitais da Arabia Saudita, tebdervado que em 53% dos isolados
estava presente o gelmg.

Isolados deE. faeciumresistentes a vancomicina pertencentes ao complexo
clonal 17 (CC17) estdo, frequentemente, associadassisténcia a ampicilina e

ciprofloxacina, e a presenca do gene de viruléhglgRadhouaniet al; 2010). Isto
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verifica-se no presente trabalho, uma vez que, stoo® isolados ddé=. faecium
resistentes a vancomicina tinham presente este gene

O gene codificante da proteina de superficie eshndarespfoi também um dos
factores de viruléncia objecto deste estudo. Fademtificados 19 isolados (30,16%)
gue continham este gene, sendo que 8 destes pameaespéeci&. faecium(1l deles
resistente a vancomicina), 3 B faecalis 2 a E. durans (1 deles resistente a
vancomicina), 1 &. hiraee 5 aEnterococcuspp. Whitman e colaboradores, em 2007,
efectuaram um estudo sobre a incidéncia desterfaetoviruléncia em enterococos
isolados de fezes de animais e de fontes humanagen®esp foi encontrado em
20,93% dos isolados de caes (to#odaeciuny, em 13,64% dos isolados de rato; em
9,09% dos isolados de aves da subordemsserj e em 29,41% dos isolados de
gaivotas. Este gene néo foi detectado em isoladogatb, rena, ganso ou guaxinim.
Relativamente aos isolados de faecalise E. faecium provenientes das fontes
humanas, o genespfoi detectado em 100% dos isolados de efluentiesdpios; em
30% de isolados provenientes do conteldo de fasgaticas e em 80% dos isolados
provenientes de latrinas. O resultado de Whitmarolaboradores em isolados de
gaivotas foram muito similares aos encontradosrasgmte estudo.

O genecpd codifica uma feromona sexual, que ajuda a trocpldemideos,
promovendo a conjugacao bacteriana. No presentdesste foi o0 gene detectado com
maior frequéncia, estando presente em 61,9% dd¢sdes Todos os isolados e
faecalise E. hirae apresentaram o gewed sendo que dos restantes, 12 pertenciam a
espéciee. faecium 16 aEnterococcuspp. e 4 &. durans Dos isolados que continham
este gene, 3 pertenciam a espétieluranse 1 pertencia a espédie faecium(todos
eram resistentes a vancomicina). Também no esei@i@tbn e Gasson, em 2001, todos
os isolados deE. faecaliscontinham o genepd Estes investigadores analisaram
factores de viruléncia presentes em enterococogsalados clinicos e alimentares,
sendo que apenas 2 espécies foram evidencikddagciume E. faecalis Nenhum
isolado deE. faeciumcontinha o genepd Também Poeta e a sua equipa, em 2008,
analisaram a presenca do gepdem 67 isolados fecais de enterococosE3faecium
2 E. faecalis 24 E. hirae e 2 Enterococcusspp.) isolados de javalis. O gene foi
encontrado em todos os isoladhdaecalis mas ndo nas restantes espécies.

O factor de virulénciace que codifica uma proteina de ligacdo ao colagénio
esta intrinsecamente ligado a espéciéaecalis estando nesta ubiquamente distribuido.

Vérios sdo os estudos que reportam a presencaglsteent. faecalis(Cretiet al,
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2004; Poetaet al, 2005; Silvaet al, 2011; Zouet al, 2011), mas existem outros que
evidenciam a presenca deste gene em diferentesiespéomo é o caso de Abriouel e
colaboradores, em 2008, os quais analisaram angesieste gene em isolados de
enterococos provenientes de frutas, legumes, smoa e amostras clinicas. Estes
investigadores detectaram o geaee em isolados deE. faecalise E. faecium
provenientes de agua/solo e provenientes de hhgpiia sendo detectado em isolados
de frutas/vegetais. Também Trivedi e colaborad@es2011, estudaram os factores de
viruléncia em enterococos provenientes de lactisintarnes e fruta/vegetais. O gene
ace foi observado nas espéciks faecalis E. faecium E. casseliflavuse E. mundtij
apresentando maior prevaléncia na espEciaecalis No presente estudo, 0 gene ace
foi detectado em 19 dos isolados de fezes de @a(86t16%), 4 pertencentes a espécie
E. faecium 2 a espéci&. faecalise 13 aEnterococcuspp.

O geneagg que codifica o factor de agregacao, ndo foi detecem nenhum
dos 63 isolados. Este gene, a semelhanca dos gepes gelE e do operaayl,
encontra-se intrinsecamente relacionado com a iesfec faecalis como foi ja
evidenciado em varios estudos (Maréhal, 2005; Poetat al, 2006; Silvaet al,
2011). No entanto, este gene foi ja evidenciadovaops autores noutras espécies de
enterococos, como no estudo de Cariolato e coldbora, em 2008. Estes
investigadores analisaram a ocorréncia de factdeesiruléncia enk. faecalise E.
faeciumprovenientes de isolados humanos e de lactici@ioggeneagg foi encontrado
em 65,8% dos isolados de faecalis mas foi, também, detectado em 2,47%kEde
faecium Também Gelsomino e colaboradores, em 2004, ntudesobre factores de
viruléncia e resisténcia a antibidticos em enterosoisolados de queijos artesanais

irlandeses, encontraram o gexgg em espécies de. faecalise E. casseliflavus

5.2 — Analise SDS-PAGE dos perfis proteicos dosolados de
Enterococcus spp. de gaivotas

O estudo das proteinas responsaveis pela ressté@osi antibiéticos, € um
assunto muito importante, uma vez que, por todando se observa uma disseminagao
das resisténcias e factores de viruléncia, e ceajpaento em grande escala de bactérias
multiresistentes. Torna-se entdo, necessaria agdetalas proteinas responsaveis por
este fendmeno, de maneira a poder desenvolver namtibioticos, para assim

conseguir mais eficazmente tratar infeccdes bactasi As metodologias protedmicas
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auxiliam a descoberta de novos antibioticos atraaglentificacdo ou validacdo dos
mecanismos de ac¢do dos compostos, e do aumeotmiiiznca no valor de genes com
funcdo desconhecida como novos alvos potenciarsd@a, 2005).

Os desafios da descoberta de novos antibidtionecam com a identificacédo de
alvos. Becker e colaboradores, em 2006, catalogaracaracterizaram ORFs com
fungBes metabdlicas no genomaS#monella entericabaseado na premissa que genes
envolvidos nas fun¢des metabdlicas tendem a sexy #lwns para antibidticos (Schmid,
2006). Posteriormente foram utilizadas ferramemegedmicas para identificar as
proteinas deés. entericaexpressas em modelos de infeccdo em ratos, de tiélide e
gastroenterite. Foi possivel separar proteinasas wésponsaveis por metabolizar
compostos fornecidos pelo hospedeiro daqueles @meao fornecidos pelo hospedeiro.
Foram também identificadas proteinas que fazene petvias catabdlicas e outras
responsaveis pelo transporte de metabolitos. Hstestigadores descobriram que o
efeito mais marcante na viruléncia é conseguidbgdeslo genes e vias envolvidas na
sintese de metabolitos que ndo sdo fornecidoshpsipedeiro. Estas vias incluem 155
proteinas, as quais foram distinguidas como nolwas @romissores para antibiéticos.

Neste estudo foram obtidos perfis proteicos monedsionais reprodutiveis,
com um padrao de bandas bem definido para todamastras analisadas.

Foi possivel obter bandas, as quais distinguemspéci&es analisadas. Para a
espécieE. faeciume espécid. faecalisfoi apenas observada uma banda caracteristica.
Relativamente as espéciés hirae e E. durans foram identificadas 3 e 4 bandas
caracteristicas, respectivamente. Em espéciessjée presentes em ambos os géis foi
possivel identificar 0 mesmo padrdo de bandasearglica reprodutibilidade, e valida
as tecnologias protedmicas como Uteis na distieg@écies bacterianas. Varios estudos
foram ja efectuados com o mesmo objectivo, como @&aso do estudo de Kim e
colaboradores, em 2010. Estes investigadores aratisperfis proteicos obtidos por
SDS-PAGE deBacillus spp. isolados de uma pasta de soja fermentadaitrzal da
Coreia,doenjang Através da comparacdo dos proteomas obtidos cnhecespécies
referéncia, foi possivel identificar as espéci®s subtilis B. licheniformis B.
amyloliquefaciensB. pumiluse B. sonorensisapesar de existirem grandes diferencas.
Estes resultados foram também validados pela seigigéio do gene codificante de 16S
rRNA. Também Hébert e colaboradores, em 2000zatdim a técnica de SDS-PAGE
para distinguir as espécieésactobacillus helveticug Lactobacillus delbrueckilactis

isoladas de queijos argentinos. Os padrées obtatas reprodutiveis e permitiram a
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discriminacdo das espécies, principalmente naoedpdld a 160kDa. Estes resultados
foram também validados pela sequenciacdo do geticante de 16S rRNA.

No presente estudo, as bandas proteicas encontrgdasdiscriminam as
espécies foram encontradas na regido entre 30 kDa3Relativamente a bandas
Gnicas, a maioria foi encontrada na regiao entre 30kDa.

Nenhuma das amostras analisadas apresenta 0 mesgitipg de resisténcia a
antibiéticos e viruléncia, e pertence a mesma éspé&imultaneamente. Este facto
traduz-se em perfis proteicos algo diversos, sqrusivel identificar bandas apenas
presentes num dos isolados (assinaladas com setasllias em ambos os géis).

No gel da figura 11 foram identificadas duas bar{dasinaladas com uma seta
azul), as quais estédo presentes em ambos o0s isdadB8 e Gv26. Estes isolados sao
0s Unicos que apresentam o gene codificante dorfdetvirulénciaace o que podera
indicar que as bandas observadas estejam relaa®icadh este gene. No gel da figura
10 foi também identificada uma banda (assinalada ema seta azul), a qual apenas
esta presente no isolado, Gv39. Esse mesmo isaladte gel, € o Unico que apresenta
o factor de virulénciacee o gene codificante de resisténcia a canamiejpta3’-llla.
Sendo que a banda observada esta na mesma poseg@mg das bandas assinaldas n
gel da figura 11, presumir-se-a que esta estegaioglada com o gersEzee ndo com o
aph3'-llla.

Os isolados pertencentes a espécidurans presentes no gel da figura 10, tém
0 mesmo genotipo de resisténcia a antibidticos resaptam perfis proteicos muito
semelhantes, no entanto foi possivel distinguinralgs bandas diferentes (assinaladas
com setas verdes). Isto podera ser devido as sieasngas de gendtipo de viruléncia,
sendo que o isolado GV56VRE apresenta o genaegmtcpd+cyll,, o isolado
GVO1VRE ndo apresenta quaisquer genes de viruléacisolado Gv02 apresenta o
gendtipocpd+cyll, e o isolado GVO3VRE apresenta apenas o gete

O gel da figura 11 apresenta perfis proteicos mhigtintos entre si do que o gel
da figura 10, o que podera ser explicado pela pgasde maior diversidade de espécies
de enterococos, e de maior quantidade de genaguossisténcia no gel da figura 11.

Para aprofundar o estudo das proteinas presemigsvarias espécies de
Enterococcusspp. e relaciona-las com mecanismos de resistén@atibidticos e
factores de viruléncia, é necessario proceder @referese bidimensional, selecionar
spots proteicos e posteriormente identifica-los g@mpectrometria de massa e

ferramentas bioinformaticas. Um dos objectivosab@acdo de mapas proteicos. Apos
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a sequenciacao, a informacéo relativa a sequémotaiga € procurada em bases de
dados. A identificacdo da proteina e da sua fuesfpassim facilitada, uma vez que ja
muitas proteinas estdo anotadas neste tipo de éasksios. Quando ha o aparecimento
de uma proteina ainda ndo presente nas bases ds, dadlada a percentagem de
similaridade proteica com outras proteinas, podeedea informacdo ajudar a
determinar a que familia proteica pertence a prated assim ser mais facil a
determinacao da sua funcéo e localizag&o celular.

Nas bases de dados que contém perfis proteicamdndionais, osspots
proteicos encontram-se anotados, estando dispomifetimacdo acerca de cada
proteina, como a sua sequéncia e a sua funca@gaado sobre spotproteico no gel,
obtém-se varias informacdes sobre a proteina By@bsassim, comparar os proteomas
obtidos com os ja disponiveis, de maneira a ideatifas proteinas. No entanto, nao
estdo disponiveis perfis proteicos bidimensionasa pnenhum isolado do género
Enterococcuspp..

Foi ja efectuada a identificacdo de vérias prateiobtidas através de
electroforese bidimensional, para as amostras GRE¥ Gv41VRE (Radhouast al.,
2010). No isolado GVO3VRE, a maioria das proteidaestificadas estava envolvida na
glicolise (25,7%), sintese proteica (24,3%) e mscaos de conjugacdo (18,9%). No
isolado Gv41VRE, a maioria das proteinas identifisaestava envolvida na glicélise
(22,22%), transporte de ibes e sintese de ATP §¥p,6e com o “assembly” da
subunidade maior dos ribossomas (11,11%).

Num estudo levado a cabo por Bohle e colaboradene011, foram utilizados
métodos baseados no “shaving” proteolitico e sules#q identificacdo de proteinas
por espectrometria de massa, para a identificagd@rdteinas de superficie de
faecalisV583. Foram identificadas 69 proteinas, a maidaa quais nunca tinha sido
previamente caracterizada. Foi previsto que 3Jdatginas fossem citoplasmaticas, 31
estariam localizadas na superficie e 5 seriam tsela® As proteinas localizadas na
superficie e secretadas incluiam proteinas enwadvith sintese da parede celular,
processos regulados por feromonas e transport®ld®os Estas proteinas emergem
como interessantes alvos de estudo para a invedtigia interaccao entke faecalise
0 ambiente.

Giard e colaboradores, em 2001, estudaram o pnatede E. faecalisem
situacOes de stress quimico ou fisico, com recuectroforese bidimensional. Foram

identificados 27 spots proteicos, através de sajagdn N-terminal ou Western
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blotting. As proteinas foram classificadas em 4pgsude acordo com a sua funcéo e
regulacdo. O primeiro grupo compreende proteinam doingbes protectoras

caracterizadas a variados stresses. O segundo gpaffm enzimas de vias catabdlicas.
O terceiro grupo contém proteinas induzidas em lalprivadas de glucose

pertencentes ao regulon CcpA (a inducao destamaazm situacdes de privacdo pode
servir para aumentar a capacidade das célulasrpreou nutrientes ou para mobilizar
reservas energéticas endogenas). O ultimo grup@remmde proteinas onde nao foi

possivel obter homologia nas bases de dados.
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6 — Conclusao

Os resultados obtidos no decorrer deste estudtarawe que estirpes comensais
de Enterococcusspp. de varias espécies, isolados de gaivotau$ cachinnans
possuem um vasto espectro de factores de virul&@emaonstrando, a maioria dos
isolados, multiplos genes.

Podemos entdo, de modo geral, tirar as seguintetusdes:

1. O genecyllL, foi 0 mais detectado (em 41 dos isolados), segdalgenecpd
(em 39 dos isolados) e dos gergslE e cylM (ambos detectados em 25
isolados). N&o foi detectado nenhum isolado corfac®res de virulénciésr,
aggecyllLs

2. Apenas 4 dos isolados ndo apresentou qualquer fdetairuléncia. A maioria
apresentou um genotipo de multiplos genes de wicidé sendo que o numero
maximo de genes detectados foi 8, em dois dosigslél deE. faeciume 1 de
Enterococcuspp.).

3. Nenhum dos isolados apresentou activid@demolitica, o que foi consistente
com a analise genotipica, sendo que nenhum apoesaribtalidade do operao
cyl (uma vez que o geneylS ndo foi detectado em qualquer isolado). Foi
detectada actividadehemolitica na maioria dos isolados.

4. A grande maioria dos isolados (52) apresentou idefie gelatinase positiva,
apesar de ter ocorrido com diferentes graus densitade. Nem todos os
isolados com o gergelE presente apresentaram actividade gelatinasev@ositi

5. O fendtipo de resisténcia a antibioticos mais conmino TET+ERY. Apenas 2
dos 17 isolados sem resisténcia a antibidticostimiiam qualquer factor de
viruléncia presente.

6. Foi evidenciado também que a presenca de resiatarantibioticos ndo implica
a presenca de factores de viruléncia, uma vez qieslisolados sensiveis aos
antibiéticos apresentou o numero maximo de factdeedruléncia detectados.

7. Nao foi detectada diferenca significativa em ternrdesnimero de genes de

viruléncia, entre os isolados resistentes a vandome os restantes.

Em relacdo a andlise protedmica efectuada, foratidazb perfis proteicos
reprodutiveis e onde foi possivel detectar alg@ausges.

Foi possivel estabelecer as seguintes conclugiesy
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1. Foi possivel identificar padrbes proteicos capadesdistinguir as espécies
analisadasH. faeciumE. faecalisE. hiraee E. durans.

2. Foi identificada uma banda apenas presente nalz®IGv39, Gv26 e Gv23, a
qual podera estar relacionada com o factor de énaih ace, uma vez que,
apenas estes isolados o possuiam.

3. Os isolados da espédie duranspossuem o mesmo genétipo de viruléncia, e
um perfil proteico bastante similar. Foi, no entargossivel detectar algumas
diferencas, as quais poderdo ser devidas as difegegxistentes entre 0s seus

genotipos de viruléncia.

A observacdo da existéncia de estirpes de enteea@m animais migratorios
como as gaivotas, com genes de resisténcia a @mds e de viruléncia € muito
importante. Estes animais podem entrar em contami® humanos ou com animais
domésticos e para consumo, durante as suas migragbeiando assim como um
veiculo de transmisséo destes genes.

E importante monitorizar a ocorréncia de difererpesfis de resisténcia a
antibioticos e factores de viruléncia em enterosasolados de gaivotas e de outros
animais selvagens, de forma a determinar se cemnsistim reservatorio destes genes e
expandir o conhecimento sobre as possiveis tr@mfi@s destes determinantes.

Devido ao elevado polimorfismo proteico a analisetgomica € muito mais
informativa (e também mais complexa) que a angé&®mica. E assim importante a
andlise de perfis proteicos em bactérias portadteagenes de resisténcia a antibiéticos
e de factores de viruléncia com vista a identificagle proteinas envolvidas nestes
processos. Esta informacdo auxilia do desenvolionetie novos antibioticos
necessarios para tratar infeccbes por bactériagiresidtentes. Assim poder-se-a
também, estabelecer perfis proteicos mono e bidioerais e aumentar as bases de
dados existentes, de maneira a ser mais facilrdifidacdo proteica e comparacado de

proteomas.
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Anexos

Anexo 1 - Meios de cultura utilizados

» Brain-Heart-Infusion (BHI) (Difco) — Meio ndo setem para o crescimento de

bactérias:

Cérebrodevitelo.............c.ooviiiiiinnnn. 7,79
Coragdo de vaca..........covvvvvviieineienananns 9,89
Bacto protease peptona..............ccviiinnnns 10g
Bacto dextrose..........cccoveiiii i 20
Cloreto de sOdi0..........vvvvviiviieiie i, 5¢
Fosfato disodico............ccovcviiiiiiiiennnn, 2,50

Agar (juntar caso pretenda um meio so6lido)... 159

» Meio de leite desidratado (Difco) — Para estudactavidade da gelatinase.

1,5% para juntar a Triptic Soy Agar (TSA)

» Agar Columbia agar com 5% de sangue de cavalo (Bitudx)— Utilizado para

verificar o tipo de hemdlise.

Substrato nutritivo especial...................... 239
AMIO... i 19
Cloreto de sOdio..........covvvvviiiiiiie i, 59
AGAr... i 13g

5% de sangue de cavalo.
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