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RESUMO

ANALISE DO RESISTOMA, VIRULOMA E MOBILOMA EM Enterococcus DE

RELEVANCIA CLINICA: CORRELACOES ENTRE TOLERANCIA A METAIS

PESADOS E OUTROS MICROBICIDAS, DETERMINANTES PLASMIDIAIS E
DIVERSIDADE POPULACIONAL

Clara Ferreira Guerra

Orientacdo: Profé. Dr3. Licia Martins Teixeira & Dr2. Adriana Rocha Faria

Resumo de Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de P6s-Graduacdo em Doencas
Infecciosas e Parasitérias, Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro
— UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Aplicadas a Infectologia.

O género Enterococcus representa uma importante questdo de satde publica global,
devido a sua atuacdo como agente causador de Infec¢bes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) e a sua destacada capacidade de adquirir e transmitir genes de resisténcia a
antimicrobianos e de viruléncia. A tolerancia a compostos ndo antibiéticos, tais como metais
pesados e outros microbicidas, também pode contribuir para a manutencdo dessas
caracteristicas através de co-selecdo. Este estudo investigou, sob uma perspectiva gendmica,
110 genomas de E. faecium e 60 de E. faecalis provenientes de amostras isoladas de pacientes
hospitalizados no Rio de Janeiro. Os genomas, sequenciados por WGS, foram anotados e
analisados quanto ao resistoma (antimicrobianos, microbicidas e metais pesados), viruloma,
mobiloma e plasmidoma, além da estrutura populacional e das rela¢6es filogenéticas (MLST e
Maxima Verossimilhanca). A analise do resistoma identificou 23 genes, destacando o operon
vanHAX e o gene aac(6')-aph(2") que codifica a enzima bifuncional de resisténcia aos
aminoglicosideos (presentes em >69% dos genomas), enquanto o viruloma compreendeu 19
genes e 4 operons associados a adesdo, invasdo, formacdo de biofilme e producdo de
feromonios. Também foram identificados genes e operons para tolerancia a metais (cobre,
cadmio, mercurio) e biocidas (triclosan, clorexidina, cloreto de benzalconio, acriflavina). Em
E. faecium, genomas com os operons YAZBtcr e 2CS-CHX, e genes como cueO, merA e
efrA/B, apresentaram um grande nimero de genes de resisténcia e viruléncia; em E. faecalis,

genomas portadores de cadA, emeA e efrA/B também abrigaram esses determinantes. A
vii



anélise do mobiloma revelou uma alta prevaléncia de plasmideos com perfis distintos entre as
espécies. Em E. faecium, o plasmideo multi-replicon repUS15/repl7 carreava genes de
tolerancia a metais (YAZBtcr, cueO e merA), resisténcia a antimicrobianos (vanHAX, aac(6’)-
le-aph(2”’)-1a, ant(6°)-1a, aph(3’)-1lla, erm(B)) e viruléncia (pilA), além das ISEfa4 e ISEfm2,
Em E. faecalis, o plasmideo repUS43 foi o mais frequente, portando os genes efrA/B, tet(M) e
tpx, frequentemente associado no mesmo genoma o plasmideo multi-replicon rep7a/rep9 que
inclui os genes vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B), agg e o operon cyl. A anélise da
estrutura populacional apontou que cerca de 60% dos genomas de E. faecium pertenciam a
linhagens hospitalares (antigo CC17, clado Al), evidenciando uma maior concentragdo de
plasmideos com perfis robustos de resisténcia e viruléncia, especialmente no ST78. Por outro
lado, em E. faecalis, a analise filogenética revelou a formacgéo de dois clados distintos: um
composto por STs predominantes em ambientes ndo hospitalares e outro fortemente associado
a infecgdes hospitalares, onde os plasmideos repUS43, rep7/rep9 com genes de resisténcia
aos antimicrobianos e viruléncia foram mais frequentes. Em sintese, os resultados
demonstram a co-ocorréncia de genes de resisténcia a antimicrobianos, viruléncia e tolerancia
a metais e microbicidas tanto no mesmo genoma quanto em elementos genéticos moveis,
reforcando a hipdtese de que a co-selecdo por diversos compostos pode favorecer a

disseminacéo de cepas multirresistentes em diferentes estruturas populacionais.
Palavras-chave: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, resistoma, viruloma,

mobiloma, resisténcia aos antimicrobianos, tolerancia a metais pesados e microbicidas,

multirresisténcia, diversidade populacional, anélises de bioinformatica.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE RESISTOME, VIRULOME, AND MOBILOME IN CLINICALLY
RELEVANT Enterococcus: CORRELATIONS AMONG TOLERANCE TO HEAVY METALS,
AND OTHER MICROBICIDES, PLASMID DETERMINANTS, AND POPULATION
DIVERSITY

The genus Enterococcus represents an important public health concern worldwide, due to its
role as a cause of healthcare-associated infections and its remarkable ability to acquire and transmit
antimicrobial resistance and virulence genes. Tolerance to non-antibiotic compounds, such as heavy
metals and microbicides, can also contribute to the maintenance of these characteristics through co-
selection. This study investigated, from a genomic and bioinformatics perspective, 110 genomes of E.
faecium and 60 of E. faecalis isolates recovered from hospitalized patients in Rio de Janeiro. The
genomes, sequenced by WGS, were annotated and analyzed regarding their resistome (antimicrobials,
biocides, and heavy metals), virulome, mobilome, and plasmidome, as well as population structure and
phylogenetic relationships (MLST and maximum likelihood). Resistome analysis identified 23 genes,
notably the vanHAX operon and the aac(6")-aph(2') gene that codes for a bifunctional aminoglycoside
resistance enzyme, which were present in over 69% of the genomes, while the virulome comprised 19
genes and 4 operons associated with adhesion, invasion, biofilm formation, and pheromone
production. Additionally, genes and operons conferring tolerance to metals (copper, cadmium,
mercury) and biocides (triclosan, chlorhexidine, benzalkonium chloride, acriflavine) were identified.
In E. faecium, genomes harboring the YAZBtcr and 2CS-CHX operons, along with genes such as cueO,
merA, and efrA/B, exhibited a high number of resistance and virulence determinants; similarly, in E.
faecalis, genomes carrying cadA, emeA, and efrA/B also contained these factors. Mobilome analysis
revealed a high prevalence of plasmids with distinct profiles between the species. In E. faecium, the
multi-replicon plasmid repUS15/rep17 carried genes for metal tolerance (YAZBtcr, cueO, and merA),
antimicrobial resistance (vanHAX, aac(6’)-le-aph(2’’)-la, ant(6’)-1a, aph(3’)-llla, erm(B)), and
virulence (pilA), in addition to the insertion sequences ISEfa4 and ISEfm2. In E. faecalis, the repUS43
plasmid was the most frequent, harboring the genes efrA/B, tet(M), and tpx, and was often found in the
same genome as the multi-replicon plasmid rep7a/rep9, which includes the genes vanHAX, aac(6')-
aph(2™), cat, erm(B), agg, and the cyl operon. Population structure analysis indicated that
approximately 60% of E. faecium genomes belonged to hospital-associated lineages (formerly CC17,
clade Al), evidencing a higher concentration of plasmids with robust resistance and virulence profiles,
particularly in ST78. Conversely, in E. faecalis, phylogenetic analysis revealed the formation of two
distinct clades: one composed of STs predominant in non-hospital environments and another strongly

associated with hospital infections, where the repUS43 and rep7a/rep9 plasmids carrying
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antimicrobial resistance and virulence genes were more frequent. In summary, the results demonstrate
the co-occurrence of antimicrobial resistance, virulence, and tolerance to metals and biocides genes
both within the same genome and in mobile genetic elements, reinforcing the hypothesis that co-
selection by various compounds may favor the dissemination of multi-resistant strains across different

population structures.

Keywords: Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis resistome, virulome, mobilome,
antimicrobial resistance, tolerance to heavy metals and microbicides, multidrug resistance,

population diversity, bioinformatics analyses.
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1. INTRODUCAO

1.1 Género Enterococcus

O termo "enterococo™ teve origem no final do século XIX, quando Thiercelin descreveu
um coco gram-positivo saprofitico de origem intestinal, com capacidade de causar infeccOes
(Thiercelin, 1899). Nesse mesmo ano, MacCallum & Hastings relataram a primeira infeccéo
enterococica, associada a uma endocardite fatal, inicialmente identificando o microrganismo
como Micrococcus zymogenes (MacCallum; Hastings, 1899), atualmente conhecido como
Enterococcus faecalis. Em 1903, Thiercelin e Jouhaud propuseram a nomenclatura
Enterococcus para o género (Thiercelin; Jouhaud, 1903; Thiercelin, 1899).

Em 1906, Andrewes e Horder renomearam a espécie como Streptococcus faecalis com
base nas semelhancas morfoldgicas do género Streptococcus, como a capacidade deste
microrganismo para formar cadeias sob certas condigfes. De 1912 a 1917, autores
descreveram a ocorréncia de bacteremia e infec¢des causadas por Streptococcus/Enterococcus
faecalis, incluindo feridas de soldados na Primeira Guerra Mundial (Andrewes; Horder, 1906;
Houston; Mcoloy, 1916; Orla-Jensen, 1919).

Em 1933, Lancefield classificou os S. faecalis como Streptococcus do grupo D. Apesar
de Thiercelin ter proposto o termo enterococo em 1899, somente em 1970 Kalina propds o
género Enterococcus para agrupar os estreptococos entéricos pertencentes ao grupo D de
Lancefield, se baseando em suas propriedades bioquimicas, morfolégicas e de outras
caracteristicas fenotipicas desses microrganismos. Com o0 surgimento das técnicas
moleculares na década de 80 a criagdo do género Enterococcus foi enfim validada em 1984,
por meio de consistentes evidéncias geneticas obtidas por experimentos de hibridizacdo DNA-
DNA e DNA-rRNA que finalmente demonstraram que os enterococos compartilham de pouca
correlacdo genética com os demais integrantes do género Streptococcus, portanto, sustentando
a reclassificacdo dessas espécies para um novo género (Kalina, et al., 1970; Lancefield, 1933;
Schleifer; Kilpper-Bélz, 1984). Desde entdo, a complexa composi¢do do género Enterococcus
vem sendo revelada, conforme ilustrado atualmente pela descricdo de mais de 80 espécies,
segundo o LPSN - List of Procaryotic Names with Standing in Nomeclature (Parte et al.,
2020; https://lpsn.dsmz.de/genus/enterococcus, acesso em fevereiro 2025).

Os Enterococcus apresentam uma notavel capacidade de persisténcia ambiental (Gaca;

Lemos, et al., 2019). Sua capacidade de sobreviver em condigOes diversas, como variagoes de
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temperatura, pH, concentracdo osmdtica e atmosférica, parece ter-se revelado como uma
vantagem seletiva. Esse atributo favoreceu a ampla distribuicdo das espécies desse género em
uma variedade de ambientes. Além de serem considerados comensais no trato intestinal de
seres humanos, essas bactérias também sdo encontradas em outros animais de sangue quente,
répteis, insetos e animais marinhos. Na natureza, ha relatos da presenca dos Enterococcus em
diversos tipos de solo e em ambientes aquaticos, como agua e sedimentos marinhos, efluentes
de esgoto tratado, e, como resultado da associagdo com plantas e animais, também em animais
de producdo e alimentos. Nos humanos, alem do trato gastrointestinal (TGI), podem ser
encontrados em menor propor¢do no trato geniturinario (TGU), na cavidade oral e na pele
(Garcia-Solache; Rice, 2019; Guzman Prieto et al., 2016; Mller et al., 2001; Mundt, 1963;
Ott et al., 2001; Svec, et al., 2014 et al., 2014).

Desde suas primeiras descri¢Oes, estabeleceu-se o paradigma dos enterococos como
comensais oportunistas. Mais de um século apds essas observagdes iniciais, 0S enterococos
sdo agora amplamente reconhecidos como um dos principais agentes causadores de Infeccoes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), uma realidade que se estende também ao
contexto brasileiro, onde dados obtidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em
2022 indicam que 0s enterococos estdo entre os principais cocos Gram-positivos causadores
de infeccbes do trato urinario e de corrente sanguinea (ANVISA, 2022; Werner et al., 2008).
Uma analise conduzida pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos
da América (CDC - Centers for Disease Control and Prevention) revelou que, em 2019, foram
registrados aproximadamente 54.500 casos de infeccBes causadas por Enterococcus spp.,
resultando em um total de 5.400 ébitos (CDC, 2019).

Dentre as espécies, as de maior relevancia médica humana séo E. faecalis e
Enterococcus faecium, sendo a primeira descrita como a mais virulenta em relagdo a segunda,
relacionada aos maiores indices de isolamento a partir de espécimes clinicos de pacientes
infectados entre as espécies do género. Ate meados da década de 1990, E. faecalis
representava 90-95% dos isolados clinicos, e a infec¢éo por E. faecium em menor frequéncia,
entre 5% e 10% (Huycke; Sahm; Gilmore, 1998). Desde entdo, a proporcao de isolados de E.
faecium aumentou, em grande parte devido a alta incidéncia de resisténcia a maltiplas drogas
(MDR- multidrug resistance) nesta espécie (Gilmore et al., 2013; Top et al., 2007).

Essas bactérias tém se destacado como patdgenos nosocomiais oportunistas, estando
bastante associados a infeccbes do trato urinario (ITUs), bacteremias, endocardites,

meningites, infeccdes de ferida ou queimadura, infecgBes intra-abdominais e pélvicas e
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infeccOes de cateter e outros dispositivos medicos implantados. S&o considerados individuos
em situacao de risco a aquisi¢do dessas infec¢des: idosos; individuos imunocomprometidos de
outras faixas etarias; pacientes hospitalizados por longos periodos; pacientes submetidos ao
uso de dispositivos invasivos; pacientes tratados com antimicrobianos de amplo espectro de
acdo, entre outros (Arias; Murray, 2012; Garcia-Solache; Rice, 2019; Guzman Prieto et al.,
2016; Ni; Huycke, 2014; Teixeira et al., 2022).

Relatérios baseados em dados de estudos de vigilancia epidemiologica hospitalar
comecaram a identificar um conjunto especifico de patdgenos nosocomiais que representam
um desafio significativo para o tratamento de infecgdes hospitalares e destacam a necessidade
continua de pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos e estratégias de controle de
infeccbes como "patdgenos ESKAPE". O termo "ESKAPE" € um acrénimo abrangente que
engloba espécies Gram-positivas e Gram-negativas, compreendendo Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter (Rice, et al., 2008). Considerando a importancia de E.
faecium como causa de infeccBes hospitalares dificeis de tratar devido a sua resisténcia a
maultiplos antibidticos, ele foi incluido no grupo ESKAPE de microrganismos de risco a saude
humana. Contudo, alguns autores, observando o aumento de infeccdes causadas por E.
faecalis, sugeriram sua inclusdo no grupo ESKAPE (Alcantar-Curiel et al., 2023; Santajit;
Indrawattana, 2016). A ameaca significativa a salde publica representada pelo grupo de
patdgenos destaca-se a medida que as taxas de resisténcia aos antibidticos aumentam,
impulsionadas pela aquisicdo de maltiplos mecanismos de resisténcia. Essa situacdo reforca a
urgéncia de esforcos imediatos para pesquisa, desenvolvimento de novos antimicrobianos e

implementacéo efetiva de controle (Santajit; Indrawattana, 2016).

1.2 Caracteristicas gerais e identificacdo bacteriana

O género Enterococcus pertence ao grupo de bactérias Gram-positivas, catalase-
negativas, caracterizadas por um baixo conteddo de guanina e citosina (%GC) em seu DNA.
A capacidade de permanéncia e a notavel flexibilidade metabdlica em diferentes ambientes
distinguem esse género. Os enterococos sdo capazes de metabolizar uma ampla variedade de
carboidratos como fontes de energia para o seu crescimento. Além disso, membros deste
género podem crescer em temperaturas que variam de 8 a 45°C, em grandes variagOes de pH
(entre 4,0 a 9,6), e toleram altas concentragdes de sais biliares e azida de sddio. A maior parte
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das amostras apresenta o0 acido teicdico associado a parede celular (Paulsen et al., 2003;
Teixeira et al., 2022). Membros deste género também sdo capazes de crescer em meio
contendo concentracdes elevadas de cloreto de sodio (NaCl a 6,5%), e de hidrolisar esculina
na presenca de sais biliares. A maioria das espécies produz as enzimas pirrolidonilarilamidase
e leucina aminopeptidase que hidrolisam os substratos L-pirrolidonil-p-naftilamida (PYR) e
L-leucina-B-naftilamida (LAP), respectivamente. S&o homofermentativos e o acido latico é o
produto do metabolismo fermentativo da glicose ou de outros carboidratos (Hollenbeck; Rice,
2012; Svec, et al., 2014; Teixeira et al., 2022). A sua capacidade de resistir a estresses
quimicos e ambientais hostis, letais para a maioria das bactérias ndo formadoras de esporos,
foi inicialmente usada para separar os enterococos dos estreptococos morfologicamente e
metabolicamente semelhantes. E ja foi demonstrado que essa notavel resiliéncia ao estresse €
aprimorada ap0s a exposicdo a condicdes de estresse subletal. Coletivamente, esses fatores
situam o Enterococcus como um género modelo para estudar a tolerancia ao estresse em
bactérias comensais e patogénicas (Gaca; Lemos, 2019).

A identificacdo convencional das espécies do género Enterococcus baseia-se em testes
fisiolégicos, como a producdo de acidos a partir do metabolismo de carboidratos, tais como
arabinose, manitol, rafinose, sorbitol, e sorbose, a descarboxilacdo da arginina, utilizagdo de
piruvato de sodio, crescimento em meio contendo telurito de potéssio, producdo de pigmento
e motilidade. Esses testes geralmente diferenciam apenas as espécies mais comuns. O uso de
técnicas moleculares, como PCR (PCR, do inglés Polimerase Chain Reaction) e
espectrometria de massa por tempo de voo, ou MALDI-TOF MS (do inglés, Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time-of-flight Mass Spectrometry), tem contribuido para
identificar outras espécies de Enterococcus, especialmente em amostras com comportamento
atipico nos testes convencionais (Griffin et al., 2012; Teixeira et al., 2022).

Com o primeiro sequenciamento do genoma completo (em inglés Whole Genome
Sequencing, WGS) de E. faecalis em 2003 e o avan¢o no desenvolvimento de ferramentas
modernas para manipulacdo e caracterizacdo genética, 0 campo da biologia enterocdcica
passou por uma revolugdo sem precedentes. Na década seguinte, abordagens gendmicas
funcionais, transcriptdbmicas e proteémicas forneceram precisdo na identificagdo bacteriana,
deteccdo de gendtipos de resisténcia a antimicrobianos e atributos de viruléncia, fornecendo
respostas rapidas em surtos bacterianos, sendo os enterococos um grupo amplamente estudado
nessa abordagem, refletido no grande nimero de genomas depositados em bancos de dados
publicos (Kwong et al., 2015; Moustafa, et al., 2020).
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1.3  Os Enterococcus e 0 ambiente hospitalar

Enterococcus é um género diverso de bactérias capazes de tolerar condi¢cdes ambientais
adversas. Essas bactérias colonizam o trato gastrointestinal de humanos e de uma ampla
variedade de hospedeiros no reino animal, adaptando-se a diferentes desafios ambientais.
Além de desempenharem um papel relevante nas infecgdes hospitalares devido a
multirresisténcia a antimicrobianos, a capacidade adaptativa dos Enterococcus para competir
eficazmente no trato gastrointestinal também os torna particularmente aptos a persistirem em
ambientes hospitalares.

A resposta ao estresse em Enterococcus abrange os mecanismos adaptativos que essas
bactérias utilizam para sobreviver a condicdes adversas, como variacbes ambientais,
exposicdo a antimicrobianos e pressdes do sistema imunoldgico. Em E. faecalis e E. faecium,
a tolerdncia ao estresse esta estreitamente associada a patogenicidade, refletindo a relagéo
entre resisténcia e viruléncia. Essa robustez intrinseca também desempenha um papel crucial
na transmissdo entre hospedeiros e na persisténcia em diferentes ambientes (Gaca; Lemos,
2019).

A aquisicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos, principalmente por transferéncia
horizontal, amplia a capacidade dos enterococos de sobreviver e se adaptar em ambientes
hospitalares. Sua resisténcia intrinseca também potencializa a infectividade das cepas
multirresistentes resultantes. Para se disseminarem entre individuos infectados e suscetiveis,
os enterococos enfrentam o desafio de sobreviver a compostos toxicos e conseguir se
estabelecer em novos hospedeiros, superando as defesas imunes naturais do hospedeiro e
competindo com outros microrganismos presentes no ambiente (Gaca; Lemos, 2019).

Os membros desse género possuem uma notavel capacidade de permanecerem viaveis
por longos periodos em diversos fomites no ambiente hospitalar, inclusive apos
procedimentos de desinfeccdo. Essa persisténcia € evidente em sua capacidade de sobreviver a
processos de dessecacdo e estresse nutricional, resistir a esterilizacdo por radiacdo UV,
suportar descontaminacdo por antissepticos e tolerar a acdo do alcool 70%, frequentemente
utilizado na higienizacdo das méos (Guzman Prieto, et al., 2017; Maraccini, et al., 2012;
Noskin et al., 1991; Pidot, et al., 2018; Wendt et al., 1998).

A ascensdo de algumas amostras enterocdcicas no ambiente hospitalar pode ser
explicada por alguns fatores cruciais, como a resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos, a notavel plasticidade gendmica que permite a aquisicdo de elementos

genéticos moveis, incluindo genes de resisténcia a antimicrobianos e a outros compostos e
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determinantes de viruléncia, bem como, a persisténcia e expansdo de linhagens altamente
adaptadas (Garcia-Solache; Rice, 2019 et al., 2014).

131 Genes Associados a Resisténcia a Antimicrobianos

A relevéncia clinica do género Enterococcus estd diretamente relacionada a sua
resisténcia a antimicrobianos, o que aumenta significativamente o risco de colonizagdo e
infeccdo. Essa resisténcia é provavelmente crucial na maioria dos ambientes ecoldgicos
naturais onde os Enterococcus habitam e desempenha um papel fundamental na dindmica
ecoldgica que ocorre durante e apds a terapia antibiotica, uma vez que, como comensais
normais do trato gastrointestinal humano, esses microrganismos estdo frequentemente
expostos a uma variedade de antibidticos durante tratamentos médicos (Kristich et al., 2014).

Entre as espécies mais clinicamente relevantes estdo o E. faecalis e o E. faecium e
embora as caracteristicas de susceptibilidade a antimicrobianos e outros compostos
microbicidas destas duas espécies diferem em aspectos importantes, ambas apresentam
reducdo ou auséncia da susceptibilidade categorizadas como intrinseca, adquirida e tolerancia.
Configuram resisténcia intrinseca as caracteristicas resultantes da expressdo de genes do
préprio cromossomo, conferindo um fen6tipo comum a todos os representantes de uma
determinada espécie ou grupos de espécies. A resisténcia adquirida, por sua vez, resulta de
mutacdes genéticas ou da aquisicdo de genes por transferéncia horizontal, frequentemente
mediada por elementos genéticos mdveis (EGMs) como plasmideos e transposons, o que da
origem a diversos fen6tipos de susceptibilidade em cada espécie. A tolerancia, por outro lado,
significa que o crescimento bacteriano pode ser inibido por concentracbes dos
antimicrobianos que séo clinicamente alcangéveis, mas so serdo eliminadas por concentracfes
muito superiores aquelas que causam a inibicdo (Hollenbeck; Rice, 2012; Kristich et al.,
2014; Santajit; Indrawattana, 2016).

Os enterococos sdo intrinsecamente resistentes a muitos agentes antimicrobianos
comumente usados. Entre os farmacos aos quais 0S enterococos possuem resisténcia
intrinseca estdo duas grandes classes: os B-lactamicos e os aminoglicosideos, ambos em
baixas concentragdes (Guzman-Prieto et al., 2016).

Os B-lactdmicos atuam através da inativacéo das proteinas ligantes de penicilina (PBPs-
penicillin- binding proteins), interferindo assim na sintese do peptidoglicano. Todos o0s
enterococos apresentam suscetibilidade diminuida aos B-lactdmicos devido a expresséo de

PBPs com baixa afinidade e intrinseca, com o fendtipo de resisténcia adquirida associada a
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alteracOes genéticas por mutagfes na PBP5 em E. faecium e na PBP4 em E. faecalis (Garcia-
Solache.; Rice, 2016).

Os aminoglicosideos atuam ligando-se ao rRNA 16S da subunidade ribossémica 30S
e interferindo na sintese proteica. Os enterococos geralmente exibem um nivel moderado de
susceptibilidade aos aminoglicosideos, atribuido & mé absor¢do dos antimicrobianos dessa
classe. Em E. faecalis, acredita-se que a resisténcia intrinseca seja causada pela incapacidade
de os aminoglicosideos passarem pela parede celular bacteriana e inibirem a sintese de
proteinas pelos ribossomos no citoplasma. No E. faecium foi descrito um gene cromossémico
associado a resisténcia intrinseca, por ser encontrado na grande maioria das amostras, o gene
aac(6")-1i (Galimand et al., 2011).

Devido a reducdo de susceptibilidade aos B-lactamicos pela producdo de PBPs de baixa
afinidade e da susceptibilidade moderada aos aminoglicosideos, é recomendada uma terapia
combinada desses antimicrobianos para a terapia de infecgdes sistémicas (Arbloa, et al. 2004;
Cattoir.; Giard, 2014; Rice, 2009; Teixeira, et al., 2022). Esta combina¢do determina um
efeito sinérgico muito recomendado nesses casos (Fiore et al., 2019; Hollenbeck; Rice, 2012).
O sinergismo ocorre, presumivelmente, como resultado da maior captacdo do
aminoglicosideo, devido ao aumento da permeabilidade exercida por inibidores da sintese de
parede celular. Entretanto, no caso de fenotipos de resisténcia as concentragdes clinicas dos -
lactamicos, é recomendado o uso de outro agente antimicrobiano que atua em parede celular,
a vancomicina. No entanto, estudos demonstraram que a ceftarolina e o ceftobiprole,
cefalosporinas de nova geracdo, podem ser eficazes em E. faecalis in vitro (Rice et al., 2009).

Os enterococos também demonstram resisténcia intrinseca a clindamicina, mediada pelo
produto do gene IsaA, ainda que o mecanismo permaneca pouco definido. E. faecalis se
apresenta naturalmente resistente a combinagdo de estreptograminas quinupristina-
dalfopristina, por um mecanismo baseado na baixa permeabilidade celular e na presenca da
enzima de acetilacdo inativadora codificadas pelo gene Isa, combinacdo que se mostra ativa
contra linhagens de E. faecium que carecem de determinantes especificos de resisténcia (Fiore
et al., 2019; Hollenbeck; Rice, 2012; Kristich et al., 2014; Santajit; Indrawattana, 2016).
Embora o gene IsaA também possa estar associado a elementos genéticos madveis. Por outro
lado, o gene msrC é intrinsecamente encontrado em E. faecium, diferentemente de E.
faecalis, que geralmente ndo possui esse gene. A presenca do msrC em E. faecium contribui

para sua capacidade de resistir a eritromicina e outros macrolideos (Hollenbeck; Rice, 2012).
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Além da resisténcia e tolerdncia intrinsecas, o0s enterococos tém sido
extraordinariamente bem-sucedidos em adquirir rapidamente resisténcia a praticamente
qualquer agente antimicrobiano colocado em uso clinico (Hollenbeck; Rice, 2012). Entre
esses antimicrobianos estdo incluidos: B-lactamicos e aminoglicosideos em niveis elevados,
glicopeptideos, fluoroguinolonas, tetraciclinas, macrolideos, estreptograminas (em E.
faecium), cloranfenicol e até mesmo aos agentes mais recentemente licenciados como
oxazolidinonas (linezolida) e lipopeptideos ciclicos (daptomicina) (Fiore et al., 2019;
Hollenbeck; Rice, 2012; Kristich et al., 2014; Santajit; Indrawattana, 2016).

A resisténcia dos enterococos a niveis elevados de B-lactamicos — que inclui o
limitado nimero de penicilinas aos quais esses microrganismos ndo sao intrinsecamente
resistentes (ampicilina, mezlocilina, e piperacilina) — pode ser mediada pela atividade de B-
lactamases, ou, sobretudo, pela superexpressdo ou mutacGes nas PBPs de baixa afinidade de
ligagéo (Miller et al., 2014).

Apesar da presenca de f-lactamases ter sido descrita em amostra de E. faecalis,
ainda assim representam episodios incomuns nessa espécie, e relatos de produgdo de B-
lactamases por E. faecium sdo ainda mais raros. Por isso o principal mecanismo de resisténcia
adquirida a niveis elevados de B-lactamicos é o acumulo de mutac6es nos genes envolvidos na
expressdo das PBPS5 para E. faecium e PBP4 para E. faecalis, diminuindo consideravelmente a
eficacia desses antimicrobianos nessas amostras (Garcia-Solache; Rice, 2019).

A resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (HLAR, do inglés High-level
Aminoglycoside Resistance) pode ser conferida pela aquisicdo de determinantes genéticos ou
por mutagfes. Os mecanismos mais preocupantes, do ponto de vista clinico, sdo aqueles que
conferem resisténcia a gentamicina e/ou a estreptomicina, que sédo os farmacos dessa classe
mais utilizados em esquemas de terapia combinada para tratamento de infec¢des sistémicas
(Kristich et al., 2014; Noskin et al., 1991). A HLAR geralmente é adquirida em um elemento
movel que codifica uma enzima modificadora de aminoglicosideos. Essas enzimas podem ser
fosfotransferases (APHs) que usam ATP para fosforilar um grupo hidroxila no
antimicrobiano, acetiltransferases (AACs) que usam acetil-CoA para acetilar um grupo
amino, ou nucleotidiltransferases (ANTs) que usam ATP para adenililar uma hidroxila
(Kristich et al., 2014; Miller et al., 2014).

A HLAR ¢é mais frequentemente associada ao gene aph(2”)-la-aac(6’)-le, que
codifica uma enzima bifuncional capaz de inativar a gentamicina por fosforilagéo e todos os

outros aminoglicosideos por acetilagcdo, com a excec¢do da estreptomicina; aos genes aph(2”)-
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Ib, aph(2”)-Ic e aph(2”)-1d, os quais também conferem resisténcia a gentamicina, porém sdo
menos frequentes; aos genes ant(6’)-la e ant(3”)-la, que por sua vez codificam
adeniltransferases capazes de inativar a estreptomicina e outros aminoglicosideos semelhantes
estruturalmente; ao gene aph(3°)-1lla, associado a sintese de uma fosfotransferase que confere
resisténcia a canamicina; e o gene ant(4”)-l1a, codificador de uma nucleotidiltransferase que
confere resisténcia a tobramicina, amicacina, neomicina e kanamicina (Kariyama et al., 1998;
Kristich et al., 2014; Miller et al., 2014).

A adaptabilidade marcante dos Enterococcus se evidencia na aquisicdo dos genes
que conferem resisténcia a vancomicina. Desde o primeiro registro de enterococos resistentes
a vancomicina (VRE, do inglés Vancomycin-resistant Enterococci) em 1988 até o final da
primeira década deste século, essa resisténcia se disseminou globalmente. Em alguns
hospitais, observa-se que até 80% dos isolados de E. faecium sdo resistentes a vancomicina,
representando uma séria ameaca a saude puablica (Arias; Murray, 2012).

Os glicopeptideos, como vancomicina e teicoplanina, atuam ligando-se a porcgao
terminal D-alanina-D-alanina (D-Ala-D-Ala) dos precursores do peptidoglicano, inibindo a
ligacdo cruzada das cadeias de peptidoglicano e, assim, impedindo a sintese da parede celular.
Os enterococos desenvolvem resisténcia a vancomicina quando os aminoécidos terminais dos
precursores do peptidoglicano sdo modificados de D-Ala-D-Ala para D-Ala-D-lactato (D-Ala-
D-Lac) ou para D-Ala-D-Serina (D-Ala-D-Ser). Essas alterages conferem em resisténcia de
alto e baixo nivel a vancomicina, respectivamente (Hollenbeck; Rice, 2012; Kristich et al.,
2014; Miller et al., 2014).

Nove grupos de genes envolvidos na resisténcia a vancomicina ja foram
identificados em Enterococcus, sendo vanA e vanB os mais frequentes e clinicamente
relevantes. O gene vanA confere resisténcia tanto a vancomicina quanto a teicoplanina,
enquanto o vanB confere resisténcia exclusivamente a vancomicina. Os setes genes que
participam da expressdo do fendtipo VanA estdo divididos em trés grupos funcionais. Os
genes vanS e vanR participam da regulacdo da resposta. Estes sdo responsaveis pela
expressdo de proteinas relacionadas a deteccdo da presenca do antimicrobiano no meio
extracelular e na sinalizacdo intracelular para ativacao da transcricdo dos genes vanHAX, que
desempenham o papel efetor da resisténcia, e de vanYZ que sdo genes acessorios (Arthur;
Quintiliani, 2001; Miller et al., 2014).

Em um estudo conduzido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, foi
constatado que, em 2022, o fenotipo de resisténcia a vancomicina foi observado em 58% das
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amostras de E. faecium isoladas de pacientes com infec¢do de corrente sanguinea internados
em UTIs de institui¢des hospitalares brasileiras. Entre E. faecalis, este fenotipo foi observado
em 18% das amostras no mesmo periodo (ANVISA, 2022). Para prevenir a disseminacdo da
resisténcia a vancomicina, recomenda-se a vigilancia regular de amostras das espécies E.
faecalis e E. faecium para detectar amostras resistentes. Além disso, é importante implementar
um programa de triagem da colonizacdo intestinal (Tacconelli, E.; Cataldo, 2009).

As fluoroquinolonas, principalmente a ciprofloxacina e a levofloxacina, atuam
inibindo a DNA girase ou a DNA topoisomerase 1V, enzimas essenciais para a viabilidade
celular, envolvidas no processo de replicacdo do DNA. A resisténcia as fluoroquinolonas é
comum em enterococos, sendo seu uso limitado, utilizada para tratar infeccbes do trato
urinario causadas por amostras de E. faecalis sensiveis (Correia et al., 2017). O mecanismo de
resisténcia a esses antimicrobianos € atribuido, principalmente, a mutacdes nas regides
chamadas de regides determinantes de resisténcia as quinolonas (QRDR, do inglés, quinolone
resistance- determining regions) nos genes gyrA e gyrB para DNA girase e parC e parE para
topoisomerase 1V. Além disso, outros mecanismos, como producdo de bombas de efluxo e
enzimas modificadoras de antimicrobianos, podem estar associados a resisténcia, muitas
vezes mediados por plasmideos (Garcia-Solache; Rice, 2019; Yasufuku et al., 2011).

A classe das tetraciclinas é amplamente utilizada na clinica humana devido ao seu
amplo espectro de acdo, baixa toxicidade e baixo custo, o que levou a emergéncia de bactérias
resistentes a essa classe, inclusive entre 0s enterococos. Sao0 agentes bacteriostaticos que
exercem seu efeito antibacteriano ligando-se a subunidade 30S do ribossomo, blogueando o
acesso do RNA transportador ao sitio A ribossomal e, consequentemente, impedindo a sintese
proteica. Entre os mecanismos de resisténcia as tetraciclinas estdo: a produgédo de proteinas
envolvidas no efluxo da droga, codificadas pelos genes tetK e tetL; proteinas que protegem o
ribossomo blogueando a ligacdo da droga, codificadas pelos genes tetO, tetS e tetM, sendo o
tetM frequentemente carreado por transposons conjugativos relacionados ao Tn916; e de uma
enzima que inativa a droga atraves de alteracdo quimica, codificada pelo gene tetX (Chopra;
Roberts, 2001; Schnappinger; Hillen, 1996; Schwarz; Cardoso; Wegener, 1992).

Devido aos altos indices de resisténcia dos enterococos aos antimicrobianos de
primeira escolha, os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas (MLS, do inglés
Macrolide-Lincosamide-Streptogramin) podem ser cogitados como alternativas para o
tratamento dessas infec¢fes. Os macrolideos, lincosamidas e estreptograminas atuam inibindo

a sintese proteica por meio da ligacdo a subunidade 50S do ribossomo. Mecanismos
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adquiridos em amostras bacterianas de enterococos podem resultar em resisténcia cruzada aos
antimicrobianos MLS. Esses mecanismos incluem a altera¢do do sitio alvo por metilagcdo do
rRNA 23S, realizada pelas metilases codificadas por genes erm, associados a resisténcia a
macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B, sendo o gene ermB 0 mais prevalente entre 0s
enterococos; e o efluxo da droga, regido pela agdo de proteinas codificadas pelos genes mefA,
mefE, msrA, mreA e msrC, entre 0s quais 0s genes mef tém sido associados a resisténcia aos
macrolideos, enquanto os gene msr estdo envolvidos na resisténcia aos macrolideos e a
estreptogramina B (quinupristina) (Aarestrup et al., 2000; Tenson; Lovmar; Ehrenberg, 2003;
Zalipour; Esfahani; Havaei, 2019). Os genes ermA e ermB, capazes de conferir o fenétipo de
resisténcia MLS, podem ser adquiridos através de plasmideos (Hollenbeck; Rice, 2012).
Outro mecanismo de resisténcia para macrolideos ocorre por meio da protecdo ribossomal
exercida por uma das proteinas da familia ABC-F, codificada pelos genes mre e Isa (IsaA e
IsaE). Além disso, a inativagdo do farmaco por modificagdo enzimética é outro mecanismo de
resisténcia observado para lincosamidas, essa inativacgao ¢ facilitada pelo gene InuB.

A preocupacdo com a limitacdo de opcdes terapéuticas para tratar infeccdes graves
por E. faecium resistentes a vancomicina vem crescendo. Embora a combinacdo com
estreptograminas (quinupristina/dalfopristina) tenha sido recomendada, ha relatos de efeitos
adversos, e muitas amostras dessa espécie carregam o gene erm(B), cujo produto neutraliza o
efeito bactericida dessa combinagdo de antimicrobianos. Essas limitagdes representam
obstaculos significativos para sua utilizacdo mais segura e generalizada (Hollenbeck; Rice,
2012).

O cloranfenicol ¢ um antimicrobiano cujo mecanismo de acdo também consiste na
inibicdo da sintese de proteinas através da ligacdo a subunidade 50S do ribossomo bacteriano,
bloqueando o centro peptidiltransferase e, consequentemente, impedindo a formagédo da
cadeia polipeptidica. Esse antimicrobiano € ocasionalmente explorado como alternativa
terapéutica em casos de infeccdes por VRE por demonstrar eficcia in vitro e, em muitos
casos, ja demonstrou éxito inclusive no tratamento de infec¢Oes enterococicas graves (Wang;
Hsueh, 2009). Dentre os mecanismos de resisténcia ao cloranfenicol relatados na literatura, o
mais significativo para os Enterococcus € a inativacdo enzimética por acetilacdo, através da
acdo de acetiltransferases (CATs, do inglés Chloramphenicol Acetyltransferases).
Acetiltransferases dos tipos A-7 e A-8, ambas codificadas pelos genes cat, ja foram descritas
em E. faecalis e E. faecium, respectivamente, ambas encontradas em plasmideos. Uma das

principais preocupacdes relacionadas a utilizacdo do cloranfenicol é a sua toxicidade inerente
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a medula dssea e, como resultado, os dados clinicos limitados sugerem que este composto
pode ser utilizado apenas em Ultimo caso, quando outras terapias ou combinagdes falharam
(Aakra et al., 2010; Schwarz et al., 2004).

Entre os antimicrobianos mais recentemente aprovados para o tratamento de infec¢oes
por Enterococcus, destacam-se a linezolida e a daptomicina. A linezolida, pertencente a classe
das oxazolidinonas, exerce sua acdo inibindo a sintese proteica. A resisténcia a essa classe
pode ser disseminada horizontalmente através da aquisicdo de genes especificos, cfr e optrA.
Associado a plasmideos e outros elementos genéticos méveis, o gene cfr tem potencial de
rapida disseminacdo. Outro mecanismo é o acumulo de mutacdes no gene 23S rRNA, que
altera o local de ligacdo da linezolida, reduzindo sua afinidade pelo alvo e, consequentemente,
sua eficacia. A daptomicina, por sua vez, é um lipopeptideo ciclico com acdo bactericida,
atuando nos canais de célcio da membrana celular bacteriana e causando despolarizacéo.
MutacBes nos genes liaFSR, responsaveis pela regulacdo da resposta ao estresse celular,
foram previamente associadas a um aumento na Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para

esse antimicrobiano (Munita et al., 2012).

O Quadro 1 ilustra os principais tipos e mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

descritos em Enterococcus.
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Quadro 1 - Mecanismos de Acao e Resisténcia Antimicrobiana: Relacdo entre Classes, Genes e Mecanismos

aph(2”)-la-aac(6’)-Ie, aph(2”)-b,

Aminoglicosideos  Ligam-se irreversivelmente as subunidades 30S dos aph(2”)-Ic, aph(2”)-1d, ant(6’)-1a Modificacdo da droga, reduzindo sua afinidade pelo
(Niveis Elevados) ribossomos bacterianos inibindo a sintese proteica e ant(3”)-1a, aph(3’)-1lla e ribossomo bacteriano
ant(4”)-la
Macrolideos, x . erm(A), erm, mef(A) ¢ lsak Alteracdo do sitio alvo (ermA, ermB); Bomba de Efluxo
Lincosamidas e Interferem na transloca_\gao do rlrbossomo a0 longo gMacroll_deos), [mef(A) e msr(C)];
do mRNA interferindo na sintese proteica InuB (Lincosamidas) e msr(C) y

Estreptograminas Modificac¢do da droga (InuB)

(Macrolideos e Estreptograminas)
A sintese proteica é interrompida em resultado do

Tetraciclinas bloqueio da ligacdo do aminoacil-tRNA

tetK, tetL, tetO, tetS e tetM Producéo de proteinas envolvidas no efluxo da droga.

Ligam-se ao precursor do peptidoglicano inseridos vanHAX Modificacdo dos precursores de peptidoglicano, reduzindo

Glicopeptideos na sintese da parede celular a afinidade da droga pela parede celular bacteriana.

Diminuicao da afinidade aos antibioticos, resultante de sua
estrutura alterada da PBP, o0 que permite a continuidade da
sintese da parede celular apesar da presenca do antibiético.

B-lactdmicos
(Niveis Elevados)

PBP5 (E. faecium) e

Inibi¢do da sintese da parede celular PBP4 (E. faecalis)

Ligam-se & enzima DNA girase interferindo na
replicacdo do DNA

Alterac@es no sitio alvo, geralmente devido a mutagdes

Fluoroguinolonas i
genéticas.

gyrA, gyrB, parC e parE

Anfemcpls Ligam-se a subunidade 50S do ribossomo Modificacéo e inativagdo da droga (cat);
(Cloranfenicol e . . . . cat e fex
. bacteriano e blogueiam a sintese de proteinas Bomba de efluxo (fex)
Florfenicol)
Lipopeptideos ciclicos = Ligam-se a membrana celular, causando disfuncéao . Modificacdo da membrana celular,
o . liaFSR : ..
(Daptomicina) na estrutura e permeabilidade da membrana. reduzindo a afinidade com a droga.
Oxazolidinonas Ligam-se a subunidade 50S do ribossomo ~ . .
(Linezolida) bacteriano e blogueiam a sintese de proteinas Cir e optrA Alteragao no sitio alvo (cfr); Bomba de efluxo (optrA)
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1.3.2 Genes Associados a Viruléncia

A transicdo dos enterococos de organismos comensais para agentes patogénicos é
impulsionada por diversos fatores, sendo especialmente relevante sua habilidade de superar
as barreiras das defesas imunoldgicas inatas e adaptativas do hospedeiro. Os fatores de
viruléncia dos microrganismos desempenham um papel crucial nesse processo. A
viruléncia de um microrganismo estd diretamente relacionada & sua capacidade de causar
danos ao hospedeiro, incluindo agressdo e invasdo de tecidos, bem como evasdo dos
mecanismos de defesa imunoldgica. Os enterococos, especialmente E. faecalis, sdo capazes
de produzir uma variedade de fatores de viruléncia (Fiore et al., 2019).

As substancias agregativas (AS) referem-se as proteinas Asal e Agg, presentes na
parede celular, caracteristica de E. faecalis, desempenhando uma variedade de funcdes,
especialmente na conjugacdo bacteriana. Codificada pelo gene asal, a proteina Asal é
frequentemente encontrado em plasmideos do tipo pAD1, a expressdo da substancia
agregativa é induzida por ferombnios e estd associada a diversos mecanismos que
contribuem para a patogénese de infecgdes como adesao as células do hospedeiro, a matriz
extracelular, aumento da hidrofobicidade da superficie celular bacteriana, resisténcia a
fagocitose, sobrevivéncia dentro de leucdcitos polimorfonucleares, entre outros (Gilmore et
al., 2002 et al., 2014). J4 a Agg, codificada pelo gene homdnimo, medeia a formacéo de
agregados durante a conjugacdo, promovendo a transferéncia de elementos genéticos
moveis e contribuindo para a patogenicidade (Soares et al., 2014).

A proteina de superficie de enterococos (Esp) € uma adesina inicialmente
identificada em E. faecalis e posteriormente em E. faecium, codificada pelo gene esp,
localizado em ilhas de patogenicidade em ambas as espécies. Enquanto a proteina Esp é
amplamente identificada em amostras de E. faecalis de diferentes origens, tanto na
comunidade quanto em ambientes hospitalares, em E. faecium € predominantemente
encontrada em amostras hospitalares (Gilmore et al., 2002; Leavis et al., 2004). Essa
adesina esta associada a producédo de biofilme, facilitando a adeséo a dispositivos médicos
e a transmisséo de infec¢es nosocomiais. Além disso, promove a adesdo dos enterococos a
valvas cardiacas lesionadas, contribuindo para o desenvolvimento de endocardite (Didem et
al., 2017; Heikens et al., 2011; Paganelli; Willems; Leavis, 2012).

A gelatinase (GelE), produzida e liberada principalmente por E. faecalis, € uma
metaloprotease com capacidade de quebrar gelatina, colageno, elastina, caseina,

hemoglobina, glucagon, neurotensinas e outros peptideos bioativos. Além disso, ela
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influencia a resposta imune do hospedeiro ao inativar a proteina C3 do sistema
complemento, resultando na reducdo da fagocitose dos enterococos por leucocitos
polimorfonucleares (Park et al., 2008). Ha evidéncias sugerindo que a gelatinase
desempenha um papel na patogénese da endocardite enterococica. A sintese da gelatinase é
controlada pela expressdo do gene gelE, parte do operon gelE-sprE, que é regulado
positivamente pelo sistema FSR regulado pelo gene fsrB (Nakayama et al., 2006). Além da
degradacdo de moléculas do hospedeiro, a gelatinase age na remocdo de proteinas
defeituosas da superficie bacteriana e na ativacdo de autolisina, que degrada o
peptidoglicano da parede celular e induz a liberagdo de DNA no meio extracelular, um
processo importante para o desenvolvimento do biofilme (Thomas et al., 2009).

Uma das primeiras descricdes de fatores de viruléncia em enterococos foi a citolisina
(Cyl), também chamada de hemolisina, e codificada por um operon de oito genes (cyIR1,
cylR2, cylLL, cylLS, cyIM, cylB, cylA, cyll) geralmente carreado em plasmideos feroménio-
responsivos, como 0 pAD1, ou inserido em ilhas de patogenicidade do cromossomo. A
presenca desse operon é frequentemente associada a genes codificadores de substancia
agregativa (Gilmore et al., 2002 et al., 2014). Seu mecanismo de viruléncia esta associado a
sua capacidade de promover a lise de células vermelhas e a lise de macréfagos e
neutrdfilos, contribuindo para a evasdo das defesas do sistema imunoldgico do hospedeiro,
e relacionada ao aumento da severidade das infeccdes enterocécicas (Fiore et al., 2019;
Ghosh; Dowd; Zurek, 2011).

Entre os genes associados a amostras hospitalares de E. faecium, destaca-se o
hylEfm. Inicialmente identificada como hialuronidase, a proteina Hyl é na verdade uma
glicosil hidrolase. Embora ainda ndo haja evidéncias diretas de sua contribuicdo para a
patogenicidade da espécie, estudos indicam sua associagdo com o aumento da capacidade
de colonizacdo de E. faecium no trato gastrointestinal e da viruléncia de amostras
comensais em casos de peritonite experimental (Arias et al., 2009). O gene hyl é
predominantemente encontrado em amostras clinicas de E. faecium, localizado em uma ilha
gendmica cromossémica, flanqueado por copias da 1S1476. Além disso, € comum encontréa-
lo em megaplasmideos como o pLG1, que pode ser transferido horizontalmente entre
bactérias desta espécie, embora ndo para E. faecalis, conforme demonstrado
experimentalmente (Arias et al., 2009). Embora, até onde se tem informacédo, ndo existam

muitos estudos que indiquem o potencial dessa proteina como fator de viruléncia, foi
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sugerido que ela poderia levar a cotransferéncia e disseminacdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos (Arias et al., 2009).

Exclusivamente presente em isolados de E. faecium, o antigeno secretado A (SagA)
é uma proteina relacionada ao estresse, que aparentemente também desempenha um papel
no crescimento celular, possivelmente através de interacdes com o metabolismo da parede
celular (Teng et al., 2003). Além disso, SagA pode se ligar a varias proteinas da matriz
extracelular e também foi associada a formacéo de biofilmes, mas apenas em enterococos
pertencentes ao clado Al relacionado a amostras hospitalares (Paganelli; Willems; Leavis,
2012; Pedicord et al., 2016).

As MSCRAMMs (do inglés, microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules) sdo elementos essenciais na superficie celular bacteriana que
reconhecem e se ligam a moléculas na matriz extracelular do hospedeiro, desempenhando
um papel crucial nos estagios iniciais da infeccdo (Patti; Ho0k, 1994). Em Enterococcus,
algumas dessas proteinas ja foram bem caracterizadas, incluindo as adesinas de colageno
Ace, Acm e EcbA. A Ace, codificada pelo gene ace e presente em amostras de E. faecalis,
¢ associada ao aumento da colonizacdo das valvas cardiacas, desempenhando um papel
importante no desenvolvimento da endocardite enterocécica. Por outro lado, a Acm,
codificada pelo gene acm, é uma proteina homologa encontrada em aproximadamente 99%
das amostras de E. faecium isoladas de IRAS (Garcia-Solache; Rice, 2019; Gilmore et al.,
2002).

Assim como a AS e a Esp, as adesinas de colageno possuem o motivo estrutural
LPXTG, que é a regido da proteina que se ancora a superficie bacteriana através de sua
ligagéo ao peptideoglicano da parede celular (Miller et al., 2016). A EfaA é um antigeno de
superficie chave de E. faecalis, identificado através da analise de soros de pacientes
diagnosticados com endocardite causada por E. faecalis. O gene efaA faz parte de um
operon composto por trés genes, efaBCA, que se prevé codificar componentes de um
transportador do tipo ABC, onde EfaA desempenha o papel de lipoproteina ligante de
substrato (Lowe; Lambert; Smith, 1995).

A metaloprotease Eep, codificada pelo gene eep, é produzida por E. faecalis e esta
associada a producéo de feromonios por células receptoras de plasmideos. E possivel que
esta proteina esteja envolvida no processamento de moléculas precursoras de feromonio ou
que, de alguma forma, regule a expresséo ou a secrecdo dessas substancias. A presenca do

gene eep também pode influenciar a sintese de outros feromonios, destacando a
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importancia desse regulador nos processos de transferéncia horizontal de genes em
enterococos e, consequentemente, na disseminagdo de determinantes de resisténcia ou
viruléncia que contribuem para a adaptacdo desses microrganismos a diferentes pressoes
seletivas (Clewell, 1993; Gilmore et al., 2002). Alguns outros exemplos de feromonios nas
espécies de enterococos sdo Cpd, Cob e Ccf (Fiore et al., 2019).

As estruturas superficiais séo determinantes importantes de viruléncia para muitos
patdgenos: especificamente, a presenca de uma capsula pode permitir que 0 microrganismo
evite o sistema imunolégico do hospedeiro. De fato, varios polissacarideos da parede
celular com implicacBes na patogénese das infec¢des enterococicas tém sido relatados. E.
faecalis codifica dois grupos de genes que sao conhecidos por contribuir para a biossintese
da capsula: os genes epa e cps. Os genes epa sdo considerados contribuintes para a
producdo de uma capsula de polissacarideo contendo ramanose, enquanto 0 agrupamento
de genes cps produz polissacarideos compostos por glicose e galactose, as vezes referidos
como dieteroglicanos (Gilmore et al., 2002; Leavis et al., 2004)

Os pili se estendem a partir da superficie das células bacterianas e estdo envolvidos
em uma variedade de funcbes, como motilidade, adesao e conjugacdo. Em E. faecalis e E.
faecium, os pili desempenham um papel importante na ligacdo das bactérias as células
hospedeiras e na formacdo de biofilmes, que podem proteger as bactérias do sistema
imunolodgico do hospedeiro e dos antimicrobianos. As caracteristicas especificas e funcdes
dos pili bacterianos podem variar dependendo da espécie bacteriana e do tipo. Em E.
faecalis, as proteinas Ebp (pili associados a endocardite e biofilme), nomeadamente EbpA,
EbpB e EbpC, sdo componentes dos pili Ebp (Fiore et al., 2019; Gilmore et al., 2002). Dois
outros genes, pilA e pilB, também estdo relacionados a producéo de pili em Enterococcus.
Esses dois tipos de pili, PilA e PilB, sdo distintos em sua composicao e fungédo. Esses pili
apresentam diferencas fenotipicas, devido & composicdo de diferentes subunidades de
pilina. Para formarem-se, as bactérias geralmente requerem um ambiente de temperatura
elevada (Hendrickx et al., 2008, 2010; Kim et al., 2010).

O gene tpx em Enterococcus codifica a enzima tiorredoxina peroxidase (Tpx),
crucial na protecdo contra estresses oxidativos intracelulares. Em situacdes de estresse
oxidativo, como exposicdo a peroxidos, a Tpx catalisa a reducdo desses compostos
oxidantes, evitando danos celulares. Possui uma estrutura Gnica com cisteinas reativas na
regido ativa, essenciais para sua eficiente atividade antioxidante. Altamente conservado

entre amostras bacterianas, sugere-se que a Tpx desempenha papel fundamental na resposta
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ao estresse oxidativo em Enterococcus e na sua adaptacdo a diversos ambientes. Estudos
indicam que a expressdo do gene tpx pode ser regulada por fatores ambientais, como a
presenca de peroxidos, permitindo a bactéria ajustar sua resposta a condicdes especificas e

utilizar a Tpx como uma ferramenta adaptativa contra o estresse oxidativo.

A identificacdo de determinantes genéticos de viruléncia nos enterococos (Quadro
2), bem como a compreensdo das fungdes de seus produtos, é essencial para integrar
conhecimentos que elucidem ndo s6 os mecanismos de patogenicidade dessas bactérias,
mas também que fornecam nocdes sobre a disseminacdo e a trajetdria evolutiva de

diferentes linhagens (Van Tyne; Gilmore, 2014).
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Quadro 2 - Fatores de Viruléncia: Genes, Operons e Mecanismos Associados

Substancias
Secretadas

Substancias Agregativas
Proteinas de Superficie
Proteinas MSCRAMMS
Feromonios
Pili
Cépsula Polissacaridica

Tiorredoxina Peroxidase

hyl, gelE, fsr(A/B/C), cyl, e sprE
agg e asal
esp, sgrA e efaA
ace, acm, scm, echA e fss (1-3)
eep, cob, cpd e cad
pilA, pilB e ebp(A/B/C)

cps(A-K)

Txp

Favorecem a resisténcia as defesas do hospedeiro facilitando a colonizagéo e disseminacgao nos
tecidos.
Substéncias que promovem a agregacdo bacteriana, facilitando a formacao de biofilmes e adesédo a
superficies.

Codificam proteinas de parede celular envolvidas na conjugacéo e adeséo a células eucarioticas.
Codificam proteinas bacterianas que aderem a componentes da matriz extracelular do hospedeiro.

Controlam a producéo, deteccao e resposta a feroménios.

Codificam filamentos na superficie bacteriana que aderem a diferentes superficies facilitando a
formagcé&o de biofilme
Codificam polissacarideos capsulares e polissacarideos de parede celular antifagociticos.

Catalisa a reducdo de compostos oxidativos evitando danos celulares.
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1.3.3 Genes Associados a Tolerancia a Microbicidas e a Metais

Biocidas e metais sdo amplamente utilizados em diversos setores, como medicina,
agricultura, aquicultura e industria, com um historico que remonta a séculos, antecedendo até
mesmo a teoria dos germes de Pasteur e os postulados desenvolvidos por Koch (Craig, 1986;
Fraise; Maillard; Sattar, 2012; Hobman; Crossman, 2015; Joseph Lister, 1867; Lemire;
Harrison; Turner, 2013).

Os biocidas antimicrobianos, também conhecidos como microbicidas, possuem um
amplo espectro de atividade contra microrganismos e sdo mais versateis em sua aplicabilidade
do que os antimicrobianos. Projetados para agir de forma letal em uma Unica aplicacdo, 0s
microbicidas atingem mudltiplos alvos estruturais e bioguimicos, resultando em um impacto
abrangente nos microrganismos (Jones; Joshi, 2021).

Atualmente, uma variedade de agentes microbicidas é utilizada em ambientes
hospitalares e de cuidados de saude, destacando-se os compostos de amoénio quaternario
(QACs - quaternary ammonium compounds), a Clorexidina e o Triclosan. A lista de QACs é
extensa, e eles sdo amplamente utilizados em desinfetantes, antissépticos, produtos de
limpeza, itens de cuidados pessoais e até mesmo em medicamentos, ocasionalmente
combinados com outros desinfetantes como a clorexidina. A atividade microbicida dos QACs
estd fundamentada na interacdo do produto com as membranas citoplasmaticas, causando
distarbios na estrutura e integridade da membrana e resultando no extravasamento do
conteddo citoplasmatico. Além disso, quando absorvidos pela célula, os QACs induzem a
desnaturacdo de proteinas citoplasmaticas e se ligam ao DNA (Jones et al., 2021; Maillard et
al., 2021; Maillard et al., 2024).

A clorexidina, desenvolvida em 1950 e presente no mercado desde 1954, ganhou
consideravel popularidade no cuidado de pacientes, especialmente nas Gltimas duas décadas.
Este desinfetante € amplamente utilizado na pele e membranas mucosas de pacientes e
profissionais de saude. Ademais, também em aplicacdo em diversos produtos de consumo,
como geéis desinfetantes para as maos e enxaguatorios bucais. Sua eficacia microbicida esta
fundamentada na capacidade de se ligar as membranas citoplasmaticas carregadas
negativamente e penetrar nas células. Em baixas concentragdes, inibe enzimas nas membranas
e aumenta a permeabilidade, impedindo o crescimento celular. Em concentragdes mais

elevadas, coagula proteinas citoplasmaticas, neutraliza o potencial de membrana e desativa a
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enzima ATPase, resultando na eliminacdo da célula bacteriana (Jones; Joshi, 2021; Maillard,
2021; Maillard; Pascoe, 2024).

O Triclosan, originario do fenol, um fluido de nebulizacéo desinfetante introduzido pelo
cirurgido Lister em 1865, € amplamente utilizado como agente antimicrobiano em produtos de
higiene e implantes médicos. Sua presenca em &guas superficiais e sedimentos é comum
devido ao uso generalizado e a sua baixa degradabilidade (Apua, 2011). Nos EUA, centenas
de toneladas séo liberadas anualmente no meio ambiente por empresas de purificacdo de agua.
Estudos revelaram que cerca de 75% da populacdo americana tinha tragcos de triclosan na
urina, correlacionando-se com o uso de produtos contendo o agente, como enxaguatorios
bucais e protetores solares (Calafat et al., 2008). Além disso, o triclosan é frequentemente
encontrado no leite materno e no muco nasal humano (Jones; Joshi, 2021; Maillard, 2021; Pal
etal., 2017; Syed et al., 2014).

A maioria dos microbicidas modernos surgiu no século XX. Com o0 crescente
conhecimento publico sobre infeccBes e "superbactérias™, tornou-se dificil encontrar produtos
de higiene que ndo contenham microbicidas. Esse fendbmeno se intensificou apds a pandemia
de COVID-19, que aumentou a demanda global por microbicidas em cerca de 600%. Esse
aumento reflete a maior utilizacdo de produtos de desinfec¢do e antissepsia, resultando em
uma maior exposicao bacteriana a esses compostos (Maillard; Pascoe, 2024).

O uso inadequado ou baixas concentracfes de um microbicida podem atuar como um
estressor sem matar patdégenos bacterianos, que em resposta, desenvolvem varios mecanismos
para prevenir o efeito prejudicial causado pelo microbicida. Esses mecanismos visam
diminuir suficientemente a concentracdo do agente até que ndo seja mais danoso para as
celulas bacterianas (Maillard; Pascoe, 2024).

Ha& diversas definicbes de resisténcia a microbicidas, algumas indicando apenas uma
leve reducdo na suscetibilidade, ao contrério da resisténcia bacteriana a antimicrobianos, que
esta mais associada a resisténcia clinica. A variedade de termos utilizados, como "resisténcia”,
"tolerancia™ e "susceptibilidade reduzida" evidencia a falta de consenso na comunidade
cientifica. Em termos praticos, uma bactéria que sobrevive a um microbicida é considerada
resistente, independentemente da concentragdo do produto (Maillard, 2018).

A resisténcia aos microbicidas pode surgir devido a mutacbes geneticas, amplificagdo
de genes cromossémicos ou aquisicdo de genes de resisténcia em elementos genéticos
extracromossdmicos, como plasmideos e transposons. Essa resisténcia pode envolver

diferentes estratégias, incluindo mudancas na membrana celular que afetam a absorcéo ou a
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expressdo de mecanismos de bomba de efluxo. A resisténcia por inativacdo do microbicida é
rara e especifica para algumas classes de agentes microbicidas (Maillard, 2021; Maillard;
Pascoe, 2024).

As principais bombas de efluxo em enterococos incluem a EfrAB, pertencente a
superfamilia de transportadores de efluxo de multiplas drogas ABC (ATP-binding cassette), e
a Emea, uma superfamilia de facilitadores principais (MFS - major facilitator superfamily)
homologa a NorA de Staphylococcus aureus. Ambas as bombas de efluxo foram identificadas
em amostras de E. faecium e E. faecalis ( Gaca; Lemos, 2019; Syed et al., 2014).

A EfrAB, que s6 é ativa quando os genes efrA e efrB sdo co-expressos, consiste em
transportadores de membrana que colaboram para expulsar compostos toxicos ou indesejaveis
da célula bacteriana para o ambiente externo. Essa bomba de efluxo ja foi descrita associada a
resisténcia a desinfetantes como triclosan e clorexidina, bem como a antissépticos como a
acriflavina (Lavilla Lerma et al., 2014; Lee et al., 2003; Pazoles et al., 2001).

Por sua vez, a bomba de efluxo de resisténcia a multiplas drogas em enterococos, EmeA
(Enterococcal Multidrug Resistance Efflux), é codificada pelo gene emeA e transportada por
um elemento genético transferivel no cromossomo do Enterococcus spp. Essa bomba também
foi implicada na resisténcia a Clorexidina e ao cloreto de benzalcénio, um composto de
amonio quaternario (Poole, 2005; Sobhanipoor et al., 2021).

Os genes chtS e chtR sdo responsaveis pela tolerancia a Clorexidina em algumas
amostras de E. faecium, especialmente aos pertencentes ao Clado Al, associado ao ambiente
hospitalar em estudos filogenéticos, como parte do operon 2CS-CHX. O chtS codifica uma
histidina quinase, enquanto o chtR codifica um regulador de resposta de ligacdo ao DNA.
Juntos, formam um sistema que regula a expressdo desses genes. E importante destacar que
fenotipos de tolerancia estdo intimamente ligados a um Unico polimorfismo de aminoacido
ndo sindnimo (P102H) presente no chtR (Duarte et al., 2019; Guzman Prieto, et al., 2017).

Metais, diferentemente dos microbicidas, sdo elementos abundantemente presentes no
ambiente de forma natural. E apesar de certos metais desempenharem funcdes celulares que
ndo podem ser exercidas por moléculas organicas, certos metais nao essenciais Sao
extremamente toxicos para a maioria das bactérias e tém atividade microbicida em
concentragcdes excepcionalmente baixas e por conta da sua potente toxicidade, compostos
metalicos como: mercurio, sais de prata, ouro, teldrio, cadmio, e compostos inorganicos e
organicos de arsénico e antiménio tém sido utilizados como antimicrobianos ha décadas, antes

mesmo do uso generalizado de antibidticos (Hobman; Crossman, 2015; Pal et al., 2017).
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Por conta de suas propriedades antibacterianas e antiflngicas, produtos contendo metais
sdo regularmente utilizados na medicina (Lemire; Harrison; Turner, 2013). O mercdrio é
utilizado em amalgamas em obturacdes dentarias, e seus compostos sdo usados como
conservantes ou antissépticos em tintas, cosméticos, medicamentos e vacinas. Por exemplo, o
timerosal € um composto contendo mercurio utilizado como conservante em vacinas contra
hepatite B, difteria, coqueluche, e tétano no Brasil (Osinka; Pasternak, 2014).

O cobre é utilizado em dispositivos contraceptivos intrauterinos, e novos biomateriais
contendo cobre, que exibem propriedades Unicas na protecdo do sistema cardiovascular, na
promoc¢do da cicatrizacdo de fraturas 6sseas e na producdo de efeitos antibacterianos vem
sendo desenvolvidos. O cobre também pode ser utilizado na promocao da cicatrizagdo de
feridas incisionais, na eliminacdo de células cancerigenas (Wang et al., 2021a). Alem disso,
metais antimicrobianos, como arsénico, mercurio, cobre e cadmio, tém sido usados para
muitos outros fins além dos cuidados de satde, como promotores de crescimento em ragdes,
particularmente na producéo de suinos e aves e em sistemas de saneamento de Agua (Lemire;
Harrison; Turner, 2013; Nriagu, 1996).

As concentracdes de metais variam no ambiente e, semelhante ao que ocorreu com 0s
antimicrobianos, as bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia a esses compostos ao
longo do tempo. A fim de manter niveis intracelulares de metais suficientes para um
crescimento equilibrado e, a0 mesmo tempo, evitar o acimulo de substancias tdxicas, isto é, a
homeostase dos metais, as bactérias desenvolveram sistemas sofisticados para regular a
absorcéo e o efluxo de metais, como a formacdo de complexos metalicos ou o sequestro e
desintoxicacdo de metais, reduzindo ions intracelulares e expelindo metais através de bombas
de efluxo (Pal et al., 2017).

A resisténcia ao mercurio (Hg) é reconhecida como a primeira forma de resisténcia a
metais descoberta em bactérias. O mecanismo subjacente envolve a conversdo da forma
toxica do merctrio (Hg*) em uma forma menos prejudicial (Hg®), mediada pela enzima
citoplasmatica mercdrio redutase, codificada pelo gene merA presente no operon mer. Este
operon, frequentemente encontrado em plasmideos bacterianos, abriga uma série de genes que
coordenam a detec¢do, eliminacdo, transporte e reducdo do mercurio. Em diversas espécies de
Enterococcus spp., a presenca desse gene confere resisténcia ao mercurio (Pal et al., 2017,
Rebelo et al., 2021; Zscheck; Murray, 1990).

O cobre (Cu), com sua capacidade de alternar entre Cu?** e Cu*, ¢ fundamental em

muitos processos enzimaticos, mas sua toxicidade em concentragdes elevadas exige um
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controle rigoroso. As bactérias desenvolvem mecanismos para equilibrar o cobre, incluindo o
gene tcrB (transferable copper resistance gene B) encontrado em plasmideos de
Enterococcus. Esse gene, parte do operon tcrYAZB, regula a homeostase do cobre,
garantindo niveis seguros dentro da célula, mesmo em ambientes com altas concentracdes.
Isso € alcangado por meio de diferentes estratégias, como a reducgdo da entrada de cobre, sua
exportacdo ou ligagdo a proteinas especificas que o tornam menos toxico (Hasman, 2005;
Hasman; Aarestrup, 2002). Além do gene tcrB, o gene cueO também desempenha um papel
importante na resisténcia ao cobre em Enterococcus. Codificando uma Multicobre Oxidase
(MCO), o cueO transforma Cu(l) em Cu(ll), menos téxico, em condic¢des aerdbias, conferindo
protecdo contra altas concentrages de cobre. Este gene frequentemente coexiste com tcrB,
localizando-se préximo ao operon tcrYAZB. A acdo do cueO é provavelmente regulada pelo
sistema de dois componentes, cusR e cusS, que expressam as proteinas que detectam e
respondem a presenca de Cu(l) (Silveira et al., 2014; Zhang et al., 2015a, 2015b).

Uma estratégia proeminente de resisténcia ao cddmio (Cd) em bactérias Gram-positivas
envolve o operon cad, inicialmente descobertos em Staphylococcus aureus. Esses operons,
gue incluem os genes cadA, cadC e cadD, sdo comumente transportados por elementos
genéticos moveis, como plasmideos e cassetes cromossémicos, e frequentemente co-
localizados com genes de resisténcia a antimicrobianos. O gene cadA é especialmente
relevante, conferindo alta resisténcia ao Cd ao codificar uma bomba de efluxo que diminui o
acumulo intracelular de cadmio. Sua atividade, demonstrada como dependente de ATP,
implicando em consumo energético, sendo classificado como uma ATPase do tipo classe P
(Argudin; Hoefer; Butaye, 2019; Oger; Mahillon; Petit, 2003).

A co-selecdo de resisténcia a antimicrobianos, desencadeada pela exposi¢do a metais e
microbicidas em bactérias, desempenha um papel crucial na manutencéo e propagacao dessa
resisténcia mesmo na auséncia de antimicrobianos. Esse fenémeno é primariamente
impulsionado por mecanismos de resisténcia cruzada ou co-resisténcia. A resisténcia cruzada
ocorre quando um unico mecanismo, como uma bomba de efluxo, confere resisténcia a
diferentes compostos simultaneamente. Por outro lado, a co-resisténcia se manifesta quando
dois ou mais genes de resisténcia diferentes estdo fisicamente agrupados no mesmo elemento
genético, como um plasmideo, transposon ou ilhas gendmicas, ou estdo presentes na mesma
célula bacteriana, cada um conferindo resisténcia a diferentes compostos.

Por exemplo, foi descrito que a resisténcia cruzada entre a clorexidina e a gentamicina,

bem como entre a clorexidina e a estreptomicina em E. faecalis, e entre a clorexidina e o
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cloranfenicol em E. faecium, é mediada pela bomba de efluxo EfrAB. A inibicdo dessa bomba
de efluxo, utilizando EDTA, levou a um aumento significativo na susceptibilidade tanto aos
antimicrobianos quanto aos microbicidas (Lavilla Lerma et al., 2014). Além disso, a
inativacdo da EmeA contribuiu para uma reducdo na resisténcia a fluoroquinolonas,
lincosamidas, macrolideos e novobiocina em E. faecalis (Jonas; Murray; Weinstock, 2001).

A co-resisténcia a antimicrobianos e a microbicidas e metais em Enterococcus
representa um desafio na contencdo de amostras multirresistentes. Estudos tém demonstrado a
presenca de genes de resisténcia tanto a antimicrobianos quanto a microbicidas e metais em
Enterococcus, por exemplo, € comum encontrar 0 operon mer em transposons presentes em
plasmideos e o operon tcrYAZB em plasmideos, juntamente com genes de resisténcia aos
antimicrobianos, como o gene aadK, que confere resisténcia a estreptomicina, o gene tet(M),
responsavel pela resisténcia a tetraciclina, o gene erm(B), associado a resisténcia aos
macrolideos, e o0 operon van, relacionado a resisténcia a vancomicina, em E. faecium e E.
faecalis (Amachawadi et al., 2013; Belloso Daza et al., 2022; Biggel et al., 2021; Hasman,
2005; Mouréo et al., 2016; Rebelo et al., 2021; Wist et al., 2020; Zhang et al., 2015). Além
disso, o gene cadA ja foi identificado em amostras multirresistentes de E. faecium e E.
faecalis (Belloso Daza et al., 2022; Wist et al., 2020). Recentemente, também foi descrito a
sua presenca no recém-descoberto plasmideo pES-fosB de E. faecalis, o qual também carrega
o gene fosB que confere resisténcia a fosfomicina (Wang et al., 2021b).

Compreender o contexto da presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos em
Enterococcus, incluindo sua relacdo com diferentes elementos genéticos moveis, como
integrons, transposons e plasmideos é fundamental para entender os riscos envolvidos na

transferéncia horizontal de genes de resisténcia e a manutencdo de amostras multirresistentes.

1.4 Transferéncia horizontal de genes em Enterococcus

A transferéncia horizontal de genes (THG) é uma forca motriz crucial na adaptacéo
bacteriana, permitindo que as bactérias adquirem rapidamente novas caracteristicas. A
capacidade de incorporar EGMs, como 0s transportam genes que conferem resisténcia a
antimicrobianos e caracteristicas da viruléncia, desempenha um papel significativo no
destaque dos enterococos, particularmente E. faecium e E. faecalis, como um dos principais
patdgenos hospitalares. O sequenciamento do genoma enterocécico revelou a presenca de um
amplo genoma acessorio, com destaque para E. faecium (Leavis et al., 2007; Partridge et al.,
2018; Paulsen et al., 2003).
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A conjugacado representa o principal mecanismo de mobilidade de DNA e aquisic¢do de
novas caracteristicas em enterococos. Em E. faecalis, os feromdnios sexuais peptidicos
secretados por células receptoras desencadeiam funcdes de acasalamento associadas a
conjugacéo, as quais sdo determinadas por determinados plasmideos (Hegstad et al., 2010).

Os enterococos sdo reconhecidos como proeminentes na aquisi¢do e disseminagdo de
genes de resisténcia, tendo a capacidade de adquirir determinantes de resisténcia em
transferéncia por espécies de dentro do género e fora dele. Conseguinte, é preocupante o fato
de que podem transferir esses genes para outras bactérias potencialmente patogénicas, como
demonstrado em estudos que identificaram a capacidade dos enterococos de transferir genes
de resisténcia para bactérias clinicamente relevantes, incluindo Clostridium difficile, E. coli,
S. aureus, Streptococcus e Listeria spp. (Cartman et al., 2010; Charpentier; Courvalin, 1999;
De Niederhdusern et al., 2011; Kurenbach et al., 2003; Noble et al., 1996). Considerando a
abundancia tanto de compostos antimicrobianos quanto de microorganismos no ambiente
hospitalar, esse ambiente pode ser considerado um local perfeito para a transferéncia de
determinantes de resisténcia e viruléncia, fazendo com que 0Ss enterococos estejam

posicionados em um ponto critico para a transferéncia genética.

15 Plasmideos e outros EGMs

As espécies E. faecalis e E. faecium se adaptaram a ambientes nosocomiais devido a sua
capacidade de adquirir EGMs por meio da transferéncia horizontal de genes. Essa
transferéncia facilita a aquisi¢do de caracteristicas novas, incluindo genes que promovem a
viruléncia e resisténcia a diversos compostos (Johnson et al., 2021). Em adicdo, 0s genes
moveis que ampliam a resisténcia clinica em enterococos sdo geneticamente similares aos
genes encontrados em outros géneros bacterianos, sugerindo sua ampla distribuicdo entre
patogenos (Hegstad et al., 2010). As amostras clinicas de E. faecium tém o dobro de genes
associados a EGMs em compara¢do com as amostras de origem ndo clinicas, de forma
similar, isolados clinicos de E. faecalis foram observados compostos por até 25% de EGMs
(Johnson et al., 2021).

Os elementos genéticos moveis podem ser geralmente divididos em dois tipos
principais: aqueles capazes de se deslocarem de uma célula bacteriana para outra, como
plasmideos e transposons conjugativos, e elementos que podem migrar de uma localizacéo
genética para outra na mesma celula (elementos transponiveis), como elementos IS,

transposons, cassetes de integron e plasmideos mobilizaveis. Esses elementos transponiveis
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podem ser transferidos para um plasmideo ou transposon conjugativo, facilitando, assim, sua
disseminacdo entre células bacterianas (Bennett et al., 2008).

Além de proporcionarem vantagens as células hospedeiras, esses EGMs oferecem uma
ampla gama de oportunidades em termos de diversidade genética. Os cassetes de transposons
e integrons requerem recombinacdo para serem transferidos entre diferentes locais de DNA.
Portanto, quando integrados a um plasmideo, isso pode resultar em rearranjos no DNA
plasmidial, aumentando ainda mais sua diversidade (Hegstad et al., 2010). Frequentemente,
guando um gene é transferido para um plasmideo, 0 niUmero de cdpias desse gene na célula
aumentara acima de uma unidade por célula, aumentando assim a taxa geral de mutacdo para
esse gene (Hegstad et al., 2010).

Apesar dos beneficios aos organismos, EGMs podem inicialmente impor custos
metabolicos significativos as bactérias, como a sintese adicional de macromoléculas para a
manutencdo de plasmideos e a producdo de estruturas necessarias para a conjugacao. No
entanto, ao longo do tempo, esses custos podem ser mitigados pela evolucdo adaptativa,
permitindo que os beneficios dos genes acessorios dos plasmideos superem suas desvantagens
iniciais (Johnson et al., 2021).

Plasmideos transferiveis (mobilizaveis e conjugativos) desempenham papéis
fundamentais na transferéncia horizontal de genes bacterianos e transposons (Wendt, et al.,
1998), impulsionando assim a adaptacdo bacteriana. Funcionam como um vasto reservatorio
de variabilidade genética compartilhado entre muitas espécies bacterianas, apresentando uma
rica diversidade de formas, funcbGes e utilidades. Esses elementos sdo definidos como
segmentos genéticos extracromossémicos que se replicam de forma independente ao
cromossomo bacteriano, embora a maioria das fungdes de replicacdo seja fornecida pela
célula hospedeira (Garcillan-Barcia; Redondo-Salvo; De La Cruz, 2023; Weaver; Rice;
Churchward, 2002).

Geralmente, os plasmideos s&o moléculas circulares de DNA de fita dupla, embora em
algumas bactérias possam ocorrer plasmideos lineares. No contexto dos enterococos, 0S
plasmideos sdo abundantes e parecem desempenhar um papel significativo na adaptacdo
hospitalar onde antimicrobianos utilizados no combate as infec¢fes por enterococos, como
tetraciclina, aminoglicosideos e eritromicina, foram neutralizados devido a emergéncia de
genes de resisténcia que foram rapidamente disseminados entre os enterococos via EGMs
(Arredondo-Alonso et al., 2020a; Fiore et al., 2019; Kiristich et al., 2014). Em adicdo a esse

fato, genes de resisténcia a outros compostos como metais pesados e outros microbicidas
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também vém sendo encontrados e descritos em plasmideos (Hasman; Aarestrup, 2002; Pal et
al., 2015, 2017; Zhang et al., 2015).

Os plasmideos eram tradicionalmente divididos em seis familias com base em seus
iniciadores de replicacdo: Rep_3, Inc18 e RepA_N para theta-replicantes, e Rep_trans, Rep_1
e Rep_2 para plasmideos replicantes por circulo rolante (RCR). Plasmideos Inc18 constituem
um grande grupo de elementos com um largo espectro de hospedeiros, sendo frequentemente
encontrados no género Enterococcus, especialmente na espécie E. faecium. Dois dos
plasmideos tipo Inc18 mais bem caracterizados sdéo 0 pAMb1 (originalmente identificado em
E. faecalis), o qual codifica resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B; e
pIP501, o qual codifica, adicionalmente, resisténcia ao cloranfenicol. Ja os principais
mediadores da resisténcia a vancomicina em E. faecalis e E. faecium sdo plasmideos como
pHTb, os quais transportam o transposon Tnl546, e pMG1. O transposon Tnl546 esta
presente num vasto nimero de plasmideos (Jensen et al., 2010).

Com o aumento das sequéncias em bancos de dados publicos, tornou-se evidente que 0s
plasmideos sdo estruturas dindmicas e plasticas, exigindo um sistema de classificacdo mais
eficiente para estudos epidemioldgicos sobre sua transmissdo e sobretudo entre bactérias
inseridas sob as mesmas pressoes seletivas ou até mesmos em diferentes ambientes. A técnica
de tipagem de plasmideos, baseada na identificacdo de regiGes de replicacdo por PCR,
emergiu como uma ferramenta essencial para auxiliar a epidemiologia genética e
compreensdo dos elementos plasmidiais envolvidos na transferéncia horizontal em
enterococos e outras bactérias Gram-positivas. Avangos por meio dessa metodologia
possibilitaram classificar os plasmideos de enterococos e outras bactérias Gram-positivas em
mais de 20 familias de replicons conhecidas como familias rep (Leavis et al., 2007).

Enterococcus possuem uma grande variedade de familias rep de plasmideos. Na espécie
E. faecalis ja foram identificadas repl, rep2, rep6, rep8, rep9, repll, repl8 e alguns
plasmideos unicos. Ja em E. faecium foram detectadas as familias rep 2, rep4, repll, repl4,
repl7 e repl8, além de plasmideos Unicos. A familia repl contém 11 membros e relne
plasmideos pertencentes a familia Inc18, além de ser caracteristicamente encontrada em
espécies com menores contetdos de % G+C, como em enterococos, estreptococos e S.
aureus. A familia rep2 € composta por plasmideos que codificam para toxinas e resisténcia
aos antimicrobianos, sendo identificada com frequéncia em enterococos (Bennett, 2008;
Clewell, 1993; Garcillan-Barcia, et al., 2014; Redondo-Salvo, et al., 2023; Weaver; Rice;
Churchward, 2002). A familia rep4 contém pequenos plasmideos identificados em
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Lactobacillus spp e em amostras de E. faecium (Jensen, 2010). Ja rep6 inclui plasmideos
presentes em E. faecalis e menos frequentemente em Streptococcus gallolyticus (Wang, et al.,
2021). Dois plasmideos que utilizam feroménio para a conjugacdo, pAM373 e pEJ97-1,
originalmente encontrados em E. faecalis pertencem a familia rep8 (Partridge, et al., 2018),
bem como cinco membros pertencentes a familia rep9 que também sdo feromdnio-
dependentes, como pCF10. Os plasmideos pTEFtall e pTEF2 que codificam para resisténcia
aos glicopeptideos em E. faecalis sdo pertencentes a rep9 (Paulsen, et al., 2010). Na familia
repll foram encontrados quatro plasmideos identificados em enterococos, e contém genes
para a producdo de toxinas (Partridge, et al., 2018), enquanto repl4 relne pequenos
plasmideos mobilizaveis, incluindo o pRI1 (Garcia-Solache; Rice, 2016). A familia repl7
inclui o pRUM, que é um plasmideo conjugativo com caracteristicas de multirresisténcia e
exibe uma estrutura de mosaico, indicando uma provavel recombinacdo por co-integracdo e
transposicdo. Resquicios de vérios genes reptambém foram encontrados em pRUM o que
sustenta esta hipotese (Garcillan-Barcia; Redondo-Salvo; De La Cruz, 2023). Por outro lado,
repl8 ainda é pouco estudada, porém foram encontrados ORFs de enterococos em ensaios de
sequenciamento desses plasmideos (Garcia-Solache; Rice, 2016).

Anélises das sequéncias de plasmideos tém revelado que estes elementos ndo sao
estruturas estaticas, mas que se recombinam de modo a formar derivados com replicacédo
hibrida e funcdes de manutencdo, servindo de um meio de aquisi¢cdo, por exemplo, de
maultiplos genes de resisténcia aos antimicrobianos. Um exemplo disto é o plasmideo pRE25
de E. faecalis com 50kb, que contém genes de resisténcia para 12 antimicrobianos, sendo que
30,5kb da sua sequéncia é derivada do plasmideo pIP501 e o restante constituem regides que
parecem ter origem em um plasmideo comum em estafilococos (Kurenbach, et al., 2003).
Existe um grupo particular de plasmideos conjugativos, com um pequeno espectro de
hospedeiros, os quais respondem a feroménios. Este tipo de plasmideo tem sido descrito em
E. faecalis, sendo raro em outras espécies de enterococos, séo eles: pAD1, pAM373 e pCF10
(Hegstad, et al., 2010). Plasmideos que respondem a feromdnios conferem caracteristicas
adicionais a E. faecalis, tais como a expressdao de bacteriocinas e citolisina, além de
resisténcia a luz ultravioleta e a antimicrobianos. Embora a resisténcia a vancomicina seja
pouco comum neste tipo de plasmideos, ja foi identificada a presenca do gene vanB num
plasmideo que responde a feroménios, em uma amostra clinica de E. faecalis isolada no Japao
(Wend, et al., 1998).
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De outra forma, os elementos que codificam apenas as funcbes necessarias para a
transposicéo sdo conhecidos como elementos de sequéncia de insercéo (IS, do inglés Insertion
Sequence). Os elementos IS sdo amplamente distribuidos e mais de 2000 ISs diferentes foram
identificados. As ISs sdo abundantes em enterococos, especialmente em E. faecium, onde
parecem desempenhar um papel importante na adaptacéo hospitalar (Leavis et al., 2007).

Os elementos transponiveis que codificam outros genes além dos necessarios para
transposicdo como, por exemplo, aqueles relacionados a resisténcia a antimicrobianos, sdo
chamados de transposons. Um transposon pode ser classificado como transposon composto ou
transposon complexo. Quando os elementos IS funcionam em um par para mover 0 segmento
de DNA preso entre eles, o elemento € chamado de transposon composto. Os mecanismos de
transposicdo para transposons compostos geralmente seguem os de seus elementos IS
(Gilmore; Lebreton; Van Schaik, 2013; Mabhillon; Chandler, 1998). Transposons compostos
em enterococos estdo principalmente associados a resisténcia aos aminoglicosideos, mas
alguns carregam resisténcia a glicopeptideos (MILLER et al., 2014).

Os transposons complexos tém uma estrutura mais robusta do que outros elementos
transponiveis. Possuem uma estrutura composta por regides terminais repetidas invertidas
(IR) para reconhecimento pela transposase e genes que codificam essa enzima. Codifica a
enzima transposase, responsavel pela excisao e reintegracdo do transposon em outro local no
DNA. Os genes que ndo possuem funcgdes de transposicdo sdo integrados ao corpo do
elemento, contendo genes acessorios, como aqueles associados a resisténcia a
antimicrobianos, frequentemente organizados em forma de operons e podendo conter
promotores e reguladores associados aos genes acessorios e, garantindo a expressdo
coordenada desses genes (Bennett et al., 2008). Os transposons complexos variam em
tamanho e podem carregar diferentes genes, além dos que codificam a transposicao, incluindo
transposons compostos e integrons (Bennett et al., 2008). Alguns transposons complexos
possuem genes que auxiliam na conjugacdo bacteriana apresentando capacidade de
autotransferéncia. Os transposons complexos mobilizaveis e conjugativos sdo amplamente
distribuidos em enterococos e frequentemente sdo importantes contribuintes para a resisténcia
aos antimicrobianos nesse género (Arredondo-Alonso et al., 2020a). O transposon complexo
mais importante € o Tn1546, em grande parte responsavel pela emergéncia da resisténcia a
vancomicina em E. faecium (Arias; Murray, 2012).

As ilhas gendmicas sdo regides distintas dentro do cromossomo, caracterizadas por um

conteddo de Guanina e Citosina (G+C) diferente do genoma central. Essa diferenca no
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conteddo G+C sugere uma origem evolutiva distinta, indicando que esses elementos
provavelmente foram adquiridos por meio de transferéncia horizontal de genes. Além disso,
as ilhas genbmicas tém a capacidade de codificar genes envolvidos em sua prépria
transferéncia, apresentando o carater de conjugacdo e auto transferéncia. Um subconjunto
dessas ilhas séo as ilhas de patogenicidade (PAIs), que frequentemente carregam genes de
viruléncia, além de outros genes, e sdo mais prevalentes em amostras patogénicas em
compara¢do com amostras menos patogénicas da mesma espécie ou relacionadas. As PAIs
sdo encontradas tanto em E. faecium quanto em E. faecalis e demonstraram capacidade de
transferéncia tanto intra quanto inter especifica (Dobrindt et al., 2004; Manson; Hancock;
Gilmore, 2010; Weaver, et al., 2019).

1.6 Estruturas populacionais de Enterococcus definidas por MLST

O avanco das técnicas moleculares trouxe ganhos substanciais para a discriminacdo dos
isolados enterocdcicos e proporcionou um entendimento mais critico sobre sua epidemiologia.
Ao usar abordagens de tipagem molecular, foi possivel demonstrar a aquisicdo exdgena de
amostras enterocdcicas por contato direto e indireto entre pacientes, rompendo a concepcao
tradicional de que as infec¢Bes enterocdcicas eram de natureza enddgena. A transmissdo intra-
hospitalar e a disseminacdo inter-hospitalar foram amplamente documentadas para
enterococos resistentes a antimicrobianos, especialmente VRE (Arias; Murray, 2012;
Facklam; Carvalho; Teixeira, 2002; Teixeira et al., 2022; Weaver, 2019). Além das
investigacdes epidemioldgicas, algumas das técnicas de tipagem molecular agora sdo usadas
para rastrear a disseminacdo dos enterococos em diferentes ambientes e hospedeiros, relacdes
filogenéticas e a evolugdo de amostras multirresistentes, ampliando significativamente nossa
compreensdo da epidemiologia, estrutura populacional, e disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana e da viruléncia dos Enterococcus (Gilmore; Lebreton; Van Schaik, 2013; Lee
et al., 2019; Weaver, et al., 2019).

No contexto de técnicas robustas para a tipagem de enterococos, a tipagem de
multilocus por sequenciamento (MLST- Multilocus sequence typing) surgiu como uma
metodologia que apresenta varias vantagens para analises de diversidade. O MLST é baseado
na identificacdo de alelos apds o sequenciamento de fragmentos internos de um nimero de
genes de manutencdo celular (House-keeping) selecionados, resultando em um perfil alélico

numérico. Cada perfil é designado como um tipo de sequéncia (ST- Sequence typing) e
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possibilita caracterizar complexos clonais (CCs). Essa técnica tem sido amplamente utilizada
para compreender a epidemiologia e a estrutura populacional dos dois principais patégenos
enterococicos, E. faecium e E. faecalis (Homan et al., 2002; Ruiz-Garbajosa et al., 2006).

De forma mais recente, a técnica de WGS, também foram incorporados nas pesquisas
epidemioldgicas, ja que o uso dessa técnica propicia a obtencdo de resultados bastante
acurados e discriminatorios, possibilitando também o acesso a uma quantidade substancial de
informacdes sobre as mais diversas caracteristicas desses microrganismos apresentando um
panorama detalhado de como eles emergiram como patdgenos humanos e os desafios que eles

apresentam (Homan et al., 2002; Ruiz-Garbajosa et al., 2006; Weaver, et al., 2019)

1.6.1 Enterococcus faecium

Nas ultimas duas décadas, E. faecium evoluiu como um importante patdégeno
nosocomial, aumentando sua frequéncia nas infec¢des enterocécicas e parcialmente em alguns
cenarios se equiparando as frequéncias de E. faecalis como causa de IRAS (Top et al., 2007).
Estudos de epidemiologia molecular apontaram uma linhagem genética relacionada ao
hospital, sugerindo a existéncia de uma subpopulacdo especifica de E. faecium associada a
infeccdes adquiridas no hospital, diferente da observada isoladas ha comunidade e de origem
animal. Resisténcia a ampicilina e a proteina Esp foram os primeiros marcadores associados a
essa subpopulagédo. Conseguinte, a ilha de patogenicidade (PAI) contendo os genes esp e hyl,
IS16 e a resisténcia a quinolonas também foram relacionadas a essa subpopulagdo,
posteriormente a aquisicdo resisténcia a vancomicina. Além disso, genes de viruléncia em
potencial e varias proteinas de superficie sdo enriquecidas nessa subpopulacdo associada ao
hospital (Coque, 2002; Klare et al., 2005; Rice, 2008).

Com base na tipagem por MLST, a populacdo estrutural dos E. faecium foi elucidada e
foi revelado existéncia de um distinto complexo clonal de alto risco, nomeado como
complexo clonal-17 (CC17) associado majoritariamente com surtos hospitalares e infec¢oes
clinicas nos cinco continentes (Galloway-Pefia et al., 2012).

Apesar da clara importancia do CC17 como a principal subpopulacdo genética de E.
faecium de origem hospitalar, a sua estrutura filogenética precisa permanecia incerta.
Inicialmente, ST17 foi presumido como o fundador desse complexo clonal. Diversas
publicacbes reconheceram CC17 como, de longe, o subcluster genético mais prevalente
causando infec¢des adquiridas no hospital. Subsequentemente, foi identificado que o CC17

era composto por subfundadores, incluindo as ramificagbes dos ST18 e ST78, juntamente
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com seus variantes de locus Unico (SLV, do inglés single locus variant) e variantes de duplo
locus (DLV, do inglés double locus variant), contribuindo para a disseminagéo de surtos em
varias regides do mundo (Galloway-Pefia et al., 2012).

Atualmente, o uso do sequenciamento completo do genoma tem avancado em varias
areas da salde humana. As andlises de pangenoma por WGS, que combinam o0 genoma
central com genes acessorios, tém sido Uteis para entender a dindmica epidemioldgica das
infeccdes hospitalares. O WGS também tem sido empregado para desenvolver estratégias de
intervencdo contra a disseminacdo de VRE em hospitais. Além disso, estudos filogenéticos
revelaram dois grupos principais de E. faecium: um associado ao hospital (Clado A) e outro a
comunidade (Clado B), com uma subdivisdo adicional no clado A, distinguindo amostras
clinicas humanas (Al) de amostras animais e esporadicas causadoras de infeccdo (A2)
(Hourigan, et al., 2024). Portanto, o uso do WGS é crucial para compreender 0s processos
evolutivos que tornam os E. faecium mais adaptaveis e disseminados nos ambientes
hospitalares (Gilmore; Lebreton; Van Schaik, 2013; Lebreton et al., 2013; Palmer; Gilmore,
2010).

1.6.2 Enterococcus faecalis

Os dados disponiveis indicam que E. faecalis possui uma estrutura populacional
heterogénea e maior diversidade das linhagens genéticas dentro e fora do hospital. No
ambiente hospitalares algumas linhagens e seus respectivos complexos clonais, CC2, CC9 e
CC87, foram considerados de alto risco (HIRECCs, do inglés High-risk Enterococcal Clonal
Complexes), associados a isolados multirresistentes que causam infecgdes em pacientes
hospitalizados (Ruiz-Garbajosa et al., 2006; Top et al., 2007). Ja foi relatado que tais isolados
podem adquirir uma diversidade de determinantes genéticos de resisténcia a antimicrobianos e
determinantes de viruléncia, como a ilha de patogenicidade de E. faecalis, Esp, polissacarideo
capsular, gelatinase, Substéncia de agregacéo, citolisina e a proteina Ace (Guzman-Prieto et
al., 2016).

O CC2 tem sido amplamente reconhecido como predominante no ambiente hospitalar
mundialmente, com Vvérios estudos destacando sua importancia em infecgdes relacionadas a
assisténcia a saude. O ST6, dentro desse complexo, foi associado a fenotipos de resisténcia a
vancomicina. A analise do genoma completo da amostra de referéncia V583 de E. faecalis,
representante do ST6/CC2, revelou a presenca de diversos elementos genéticos moveis, genes

de viruléncia e resisténcia, sugerindo adaptacfes especificas para ambientes hospitalares
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(Freitas et al., 2009; Quinones; Kobayashi; Nagashima, 2009; Ruiz-Garbajosa et al., 2006;
Solheim et al., 2011; Vebg et al., 2010). No Brasil, a prevaléncia do CC2, que compreende
principalmente o ST6 e 0 ST2, recuperados a partir de pacientes hospitalizados, também tem
sido relatada, além do ST524 e ST9 pertencentes ao CC9 (Penas et al., 2010).

Alguns STs de E. faecalis encontrados no ambiente hospitalar também estdo
relacionados com isolados na comunidade, incluindo isolados de animais de fazenda e
produtos alimenticios, indicativos de uma especificidade de hospedeiro reduzida. Por sua vez,
0 CC21 e ST40 compreenderam amostras clinicas e comensais isoladas de humanos, animais
e diferentes fontes ambientais (McBride et al., 2007).

A anélise da estrutura populacional de Enterococcus faecalis por meio WGS tem se
mostrado uma ferramenta poderosa para entender a diversidade genética e a dinamica
evolutiva dessa espécie, especialmente no contexto de infeccGes hospitalares. Estudos
recentes baseados em WGS corroboram com os dados de MLST, destacando grande
variabilidade genética entre as amostras de E. faecalis e uma estrutura populacional
caracterizada por uma predominancia de certos STs e CCs relacionados a linhagens
epidémicas, frequentemente associadas a surtos nosocomiais (Freitas et al., 2009; Ruiz-
Garbajosa et al., 2006; Solheim et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, E. faecalis e E. faecium, tornaram-se grandes desafios para a
salde publica global devido ao seu papel como patégenos nosocomiais (Arias; Murray, 2012).
A principal preocupacdo com esses microrganismos em Infecgdes Relacionadas a Assisténcia
a Saude estd na sua capacidade de adquirir genes de resisténcia a uma ampla variedade de
antimicrobianos, limitando drasticamente as op¢des de tratamento (Miller et al., 2014).

Embora a resisténcia a antimicrobianos seja amplamente estudada, investigacdes sobre
a ocorréncia de determinantes genéticos relacionados a tolerdncia a metais pesados e
microbicidas e sua influéncia na resisténcia cruzada ou co-resisténcia ainda sdo limitadas. A
presenca abundante de EGMs em Enterococcus isolados do ambiente hospitalar sugere que
esses elementos séo cruciais para 0 sucesso desses microrganismos como agentes de infeccdes
de dificil tratamento e na sua adaptacdo ao ambiente hospitalar. Estudar a coexisténcia de
genes de resisténcia a metais e microbicidas com genes de resisténcia a antimicrobianos e
determinantes de viruléncia nesses EGMs é essencial para entender o papel de outros
compostos na co-selecdo de amostras MDR e a sua patogenicidade.

Estudos que avaliem a resisténcia a antimicrobianos, a patogenicidade das principais
espécies de Enterococcus e a persisténcia devido ao arsenal de resisténcias a diversos
compostos quimicos usados em estratégias de controle de microrganismos nos espacos
hospitalares e fora dele sdo cada vez mais necessarios. Essas investigacdes sdo vitais para
preencher lacunas de conhecimento e promover a¢des mais eficazes contra a disseminagéo e
persisténcia da resisténcia a antimicrobianos, um risco significativo a satde global.

O conhecimento das bases genéticas da tolerancia a metais e outros microbicidas em
Enterococcus ainda & pouco explorado e avangos nessa &rea apresentam um potencial
significativo para proporcionar insights valiosos no monitoramento e controle da resisténcia a
antimicrobianos. Determinar a ocorréncia e a diversidade dos genes/operons adquiridos que
conferem tolerancia a esses compostos, bem como seu contexto genético, € fundamental para
avangar no conhecimento sobre a disseminacdo e coexisténcia com genes de resisténcia a
antimicrobianos. Analises gendmicas comparativas recentes apontam a presenca de operons
heterogéneos e o aumento da resisténcia a metais, microbicidas e antimicrobianos ao longo do
tempo. Esses achados destacam a importancia de E. faecium e E. faecalis como organismos
modelo para futuros projetos de mitigagdo da resisténcia antimicrobiana, com os dados de
diferentes nichos ecoldgicos contribuindo significativamente para estratégias de gestdo

ambiental e saude publica em ambito global.
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3.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia e diversidade de determinantes genéticos associados a
resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia e a tolerdncia a metais pesados e outros
microbicidas, bem como os elementos genéticos moéveis, em genomas de E. faecalis e E.
faecium de amostras isoladas de humanos hospitalizados, visando uma compreensao mais
ampla sobre o0s mecanismos genéticos envolvidos na persisténcia, patogenicidade e

distribuicdo de linhagens dessas espécies sob diferentes contextos genéticos.

3.2 Obijetivos especificos

° Caracterizar a diversidade e a distribuicdo de genes associados a resisténcia
antimicrobiana adquirida e intrinseca, a tolerncia a metais pesados e a outros microbicidas
(resistoma); identificar a ocorréncia, diversidade e distribuicdo de genes determinantes de
viruléncia (viruloma); e investigar a presenca, diversidade e distribuicdo de elementos genéticos
moveis (mobiloma), incluindo genes identificadores de familias de plasmideos (rep),

transposons, sequéncias de insercéo e operons.

° Extrair sequéncias de plasmideos e avaliar a co-ocorréncia de genes de tolerancia a metais
pesados e outros microbicidas com a resisténcia aos antimicrobianos e determinantes de

viruléncia em plasmideos.

° Avaliar a diversidade genética populacional e as relacGes filogenéticas de E. faecium e
E. faecalis, por meio da determinacdo dos tipos de sequéncias (ST) e construgdo de arvores
filogenéticas baseados no core genoma, e tracar aspectos populacionais da circulacdo da
tolerancia a metais e outros microbicidas com selecdo da resisténcia a antimicrobianos e

determinantes de viruléncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras bacterianas

Este estudo analisou 170 genomas completos de Enterococcus provenientes de
diferentes fontes clinicas, representando casos tanto infecgdes quanto colonizagbes. Dos
genomas analisados, 110 (65%) eram de E. faecium e 60 (35%) de E. faecalis. As amostras
foram isoladas de pacientes hospitalizados em instituicbes do Rio de Janeiro, entre 1994 e

2017, durante estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa.

Em relacdo as fontes de isolamento, 57% (n=63) das amostras de E. faecium e 52%
(n=31) das de E. faecalis foram obtidas de materiais representativos de infeccdo, incluindo
urina (E. faecium: 37%, n=41/110; E. faecalis: 38%, n=23/60), sangue (E. faecium: 18%,
n=20/110; E. faecalis: 13%, n=8/60), fragmento désseo (E. faecium: 1%, n=1/110) e liquido
peritoneal (E. faecium: 1%, n=1/110). Além disso, 39% (n=43) das amostras de E. faecium e
47% (n=28) das de E. faecalis foram isoladas de material fecal (swabs ano-retais e/ou fezes),
representando culturas de vigilancia e classificadas como indicativas de colonizacdo. A
origem do isolamento ndo foi informada para 4% (n=4) das amostras de E. faecium e 2%
(n=1) das de E. faecalis (Tabela 1).

As amostras foram selecionadas por conveniéncia, abrangendo genomas sequenciados a
partir de amostras isoladas de fontes clinicas (humanos hospitalizados), pertencentes as duas
principais espécies de Enterococcus, e utilizadas em estudos anteriores do nosso grupo até o
inicio deste. Todas as amostras estudadas pertencem a colecdo de culturas do Laboratorio de
Apoio Biotecnoldgico do Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes, na Universidade Federal
do Rio de Janeiro, e sdo mantidas congeladas a -20°C ou a -80°C, em solucdo de leite

desnatado a 10% com 10% de glicerol.

A metodologia de MALDI TOF MS (Bruker Microflex LT, Bruker Daltonics®,
Bremen, Alemanha) foi utilizada para confirmacdo da identificacdo das amostras, e 0s
espectros de massas foram coletados na faixa de 2.000 a 20.000 m/z e analisados com o
auxilio do software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics®). Para a identificacdo, foram
considerados os valores de escores iguais ou superiores a 2.300, referéncia de confiabilidade

para identificacdo no nivel de género e espécie, seguindo as recomendagGes do fabricante.
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Tabela 1- Distribuicdo das amostras de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis de
acordo com as fontes de isolamento.

Percentual (mimero) de amostras de

Fontes de isolamento acordo com cada espécie Total
E. faecium E. faecalis
Urnina 37% (41/110) 38% (23/60) 38% (64/170)
Sangue 18% (20/110) 13% (8/60) 16% (28/170)
Fragmento Osseo 1% (1/110) - 0.6% (1/170)
Liquido peritoneal 1% (1/110) - 0.6% (1/170)
Swab retal e/ou fezes 39% (43/110) 47% (28/60) 42% (71/170)
Nio informado 4% (4/110) 2% (1/60) 3% (5/170)
Total 64.7% (110/170) 35.3% (60/170) 100% (170)

As cores na coluna de Fontes de isolamento representam a classificagdo das amostras conforme o sitio de
isolamento: Cinza escuro representa infec¢éo, cinza claro representa colonizacao.

4.2 Selecao das amostras para sequenciamento do genoma completo

As amostras selecionadas para 0 sequenciamento do genoma completo atenderam a
critérios como relevancia clinica, como amostras de importancia epidemioldgica, resisténcia
fenotipica a trés ou mais classes de antimicrobianos, deteccdo de multiplos genes de
resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia, conforme dados obtidos durante estudos

prévios de nosso grupo.

A avaliacdo fenotipica da susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada através do
teste de disco-difusdo em agar, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2023), e os didametros dos halos de inibicdo foram interpretados conforme os
pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (2023). Amostras que apresentaram resisténcia a trés
ou mais classes de antimicrobianos foram classificadas em resistentes a multiplas drogas
(MDR).

4.3 Sequenciamento do genoma completo e montagem gendmica

O sequenciamento do genoma completo foi realizado em colabora¢do com o Dr. Paul
Joseph Planet da University of Pennsylvania, PA, EUA. Em resumo, 0 DNA de cada amostra
foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI,

EUA), conforme as instrucdes do fabricante. As amostras foram cultivadas em caldo triptona
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de soja (TSB - trypticase soy broth; BD Diagnostics) e incubadas a 36+1°C por 18-24 horas.
Em seguida, 1 mL do crescimento de cada amostra foi centrifugado (4.000 rpm por 2
minutos), o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 480 pL de EDTA
(50 mM) e 120 pL de uma solucdo aquosa de lisozima (10 mg/mL). Apds incubacdo a
36x1°C por 1 hora, as suspensbes foram centrifugadas novamente (4.000 rpm por 10
minutos), o sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas em 600 pL de Solugdo

de Lise (Promega) e incubadas a 80°C por 5 minutos.

Em seguida, 3 pL de solucdo de RNAse foram adicionados, e ap6s homogeneizacdo,
200 pL da Solucdo para Precipitacdo de Proteinas (Promega). Ap6s incubacdo por 5 minutos
no gelo, os tubos foram centrifugados duas vezes consecutivas: na primeira centrifugacédo
(4.000 rpm por 3 minutos) foram adicionados 600 pL de isopropanol ao sobrenadante; na
segunda (4.000 rpm por 2 minutos), 600 pL de etanol 70%. Apds a centrifugacdo final, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo o DNA foi reidratado com 100 pL de
Solucdo de Reidratacdo (Promega). Ap6s incubacdo a 65°C por 1 hora, o DNA foi

armazenado a 4°C até o momento de uso.

O DNA gendmico extraido foi quantificado utilizando espectrofotobmetro NanoDrop e
enviado para o servico de sequenciamento no PennCHOP, Microbiome Program, pertencente
a University of Pennsylvania e o Children’s Hospital of Philadelphia, com o apoio do Dr. Paul
J. Planet. No local, as bibliotecas gendmicas foram construidas utilizando-se o kit Illumina
Nextera XT DNA (150- bp paired-end reads) e entdo sequenciadas na plataforma de alto
desempenho Illumina Hiseq 2500.

Os arquivos brutos gerados pelo sequenciamento, conhecidos como reads, foram
submetidas ao processo de montagem "De novo" na plataforma Bacterial and Viral
Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) versdo 3.37.14 (Olson et al., 2023) utilizando o
modo de montagem “Auto”, que utiliza o programa Unicycler v0.4.8 e a triagem das reads
para retirada de adaptadores de sequenciamento que tenha ficado junto as reads e as reads de
baixa qualidade através do software Trim Galore! versdo 0.6.2 (Kruger et al., 2015),

previamente a montagem.

4.4 Caracterizacdo gendmica por analises de bioinformatica

Para a andlise dos genomas completos, foi desenvolvido um fluxo de trabalho

abrangente que utilizou diversas ferramentas computacionais, incluindo programas de linha de
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comando e servidores on-line. Tal fluxo foi dividido em etapas, iniciando pela avaliacdo da
qualidade das montagens dos genomas sequenciados utilizando as métricas do tamanho total e
percentual de conteido G+C de acordo com o esperado para a espéecie, com os resultados fora
do esperado sugerindo uma possivel contaminagdo da amostra e ndo utilizacdo dos dados. Em
seguida, a utilizacdo de diferentes métodos de andlise do conteldo genético, incluindo
anotacdo do genoma completo e de genes especificos como os associados a resisténcia a
antimicrobianos, tolerdncia a metais pesados e outros microbicidas (resistoma), a
determinantes de viruléncia (viruloma) e de elementos genéticos mdveis (mobiloma), como
sequéncias de insercdo (IS), marcadores de familia de replicon de plasmideos (familia rep) e
transposons (Tn), bem como, a extracdo das sequéncias de plasmideos e avaliagcdo de seu
conteddo genético, e a analise da epidemiologia populacional e as relagdes filogenéticas por

MLST e Maxima Verossimilhanca, como demonstrado na Figura 1.

Figura 1- Fluxo de trabalho realizado para a analise de 110 genomas de E. faecium e 60 de
E. faecalis oriundos de amostras isoladas de pacientes humanos hospitalizados no estado do
Rio de Janeiro.
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Todos os programas empregados nas etapas do fluxograma de trabalho foram executados no modo padrao.
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45  Anotacdo do resistoma, viruloma e mobiloma das sequéncias do genoma

completo

Apds a montagem dos 170 genomas incluidos neste estudo, os arquivos *.fasta gerados
foram submetidas a anotacdo do genoma completo através do programa de linha de comando
Prokka versdo 1.13.17 (Seemann et al., 2014) que baseia-se em bancos de dados de
referéncias integrados (Pfam, TIGRFAMs e Swiss-Prot) e algoritmos de predicdo de genes.
Os resultados gerados incluiram os arquivos *.gff, que continham as informacdes detalhadas
sobre a localizacdo de regides codificadoras em conjunto com os arquivos da sequéncia de
aminoacidos, determinando fungdes potenciais das proteinas.

O Prokka foi integrado com o programa de linha de comando ABRicate versdo 1.0.1 (
Seemann et al., 2018) para anotar genes associados ao resistoma, viruloma e mobiloma nos
arquivos *.gbk O ABRicate compara as sequéncias de entrada com diversos bancos de dados,
utilizando algoritmo baseado em BLAST — basic local alignment search tool (Mcginnis;
Madden, 2004) para identificar e anotar genes especificos. Neste estudo, foram empregados
os bancos de dados: ResFinder (Florensa et al., 2022) para resisténcia a antimicrobianos,
VFDB (Liu et al., 2019) para determinantes de viruléncia, BACMET versdo 2.0 (Pal et al.,
2014) para genes de tolerancia a metais pesados e outros microbicidas, MobileElementFinder
(Johansson et al., 2021) para EGMs e PlasmidFinder versdo 2.1 (Carattoli et al., 2014) para
familias de replicons. Além disso, no presente estudo foi criado um banco de dados
personalizado, contendo genes ndo presentes nos bancos de dados mencionados, e que reuniu
sequéncias de referéncia para genes de feroménios descritos na literatura (cob, cpd, cad, ccf e
eep). O ABRicate gerou os relatérios detalhados que listam os genes identificados, suas

posicdes no genoma e 0s niveis de identidade com as sequéncias de referéncia.

4.6 Extracao do plasmidoma e analise do seu contetdo génico

Através dos resultados de anotacdo do PlasmidFinder, indicando uma grande quantidade
de replicons nas montagens gendmicas, utilizamos o programa de linha de comando
Graphical Plasmid Analysis System (Gplas) verséo 0.7.0 (Arredondo-Alonso et al., 2020b)
para classificar, extrair e agrupar contigs que podem representar fragmentos de plasmideos em
sequéncias de genoma completo. Essa analise foi aplicada as 170 sequéncias montadas dos
genomas de Enterococcus deste estudo. A ferramenta empregou dois classificadores distintos,

dependendo da espécie analisada: o Plasflow versdo 1.1 (Krawczyk; Lipinski; Dziembowski,
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2018) para E. faecalis e 0 MLplasmids versdo 1.0.0 (Arredondo-Alonso et al., 2018) para E.

faecium.

Apbs o processamento dos dados da montagem do sequenciamento e a previsao dos
contigs que representavam fragmentos de plasmideos, o Gplas realizou uma analise em grafo
dos plasmideos. Para isso, o software construiu um grafo com dois elementos principais:
Nodes, representando as sequéncias nucleotidicas que formam os contigs plasmidiais, e
Edges, que indicam os valores de cobertura entre os Nodes, ou seja, as conexdes entre 0S

contigs com base em sobreposicao de extremidades de leituras (reads).

Em seguida, foi aplicado o algoritmo de agrupamento hierarquico Plasmid Binning, que
analisou o grafo gerado e separou os contigs plasmidiais (Nodes) possivelmente referentes a
um mesmo plasmideo em grupos denominados bins. Assim, contigs com profundidade de
sequenciamento similares foram agrupados no mesmo bin, enquanto bins distintos

representaram potenciais plasmideos diferentes.

Além disso, o Gplas gerou um arquivo de imagem que permite a visualizacdo da rede
do plasmidoma a partir do grafo. Na imagem resultante, os Nodes (contigs plasmidiais) foram
representados como circulos, e as Edges (profundidade entre contigs) como linhas conectando
os Nodes, com base no nivel de similaridade entre as sequéncias. Essa representacao grafica
facilitou a compreensdo das relagfes estruturais entre os contigs e a reconstrucdo dos
plasmideos. Logo, esse processo envolveu: a extracdo dos dados de Nodes e Edges em um
grafo e 0 agrupamento em bins por Plasmid Binning, onde os Nodes com coberturas similares
sdo agrupados em um bin e os diferentes bins representando potenciais plasmideos distintos,

gerando um arquivo de saida dos bins em formato *.fasta.

O arquivo *.fasta dos bins possibilitou as analises posteriores desses arquivos, a
anotacdo do seu contetdo génico. A partir dos bins gerados também foi possivel criar uma
rede de plasmidoma, que facilitou a visualizacéo e analise das inter-relacdes entre diferentes
plasmideos presentes no genoma. Através do Plasmid Binning, o Gplas permitiu identificar
multiplos plasmideos em um Unico genoma, proporcionando uma visdo detalhada da

diversidade plasmidial em cada genoma.

Todos os arquivos *.fasta identificados como componentes de plasmideos, foram

submetidos ao PlasmidFinder para identificacdo de seus replicons. Isso foi realizado para
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avaliar os replicons encontrados nas sequéncias completas relacionadas aos bins de
plasmideos extraidos e a validacdo dos plasmideos. Apos, o fluxo de trabalho previamente
utilizado na anotacdo do genoma completo foi reproduzido para todos os arquivos *.fasta
identificados como componentes de plasmideos. Esse fluxo de trabalho envolveu o uso do
programa ProKKa associado ao ABRicate e dos bancos de dados ResFinder, VFDB,
BACMET, MobileElementFinder e o banco de dados personalizado, para caracterizar a
diversidade de genes presente nesses elementos genéticos moveis e identificar a co-ocorréncia
de genes de tolerancia a metais e outros microbicidas, com genes de resisténcia a
antimicrobianos e fatores de viruléncia, bem como outros elementos genéticos moveis, Tn e

IS, dentro desses elementos genéticos transferiveis ou mobilizaveis.

4.7 Epidemiologia molecular por analise de MLST

Na andlise da diversidade populacional por MLST, os genomas sequenciados foram
identificados quanto ao respectivo tipo de sequéncia (do inglés: Sequence Type, ST) através
de um painel de multiplos loci, conforme o painel proposto por Homan e colaboradores para
E. faecium (Homan et al., 2002) e Ruiz-Garbajosa e colaboradores para E. faecalis (Ruiz-
Garbajosa et al., 2006). As analises envolveram os sete genes de manutencdo celular de E.
faecium: adk (adenilato quinase), atpA (subunidade a da ATP sintetase), ddl (D-alanina-D-
alanina ligase), gdh (glicose 6-fosfato desidrogenase), gyd (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase), pstS (proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP fosfato) e purK
(fosforribosilaminoimidazol carboxilase). Para E. faecalis, os setes genes analisados foram:
gdh (glicose 6-fosfato desidrogenase), gyd (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), yqiL
(acetil-Coa acetiltransferase), pstS (proteina transportadora de cassete de ligacdo de ATP
fosfato), gki (glucocinase), aroE (carbamoil fosfato sintetase pequena subunidade) e xpt
(xantina fosforibosiltransferase).

As andlises foram realizadas por meio da ferramenta de tipificagdo por MLST versao
2.0.9 (Larsen et al., 2012), hospedada na plataforma on-line do servidor do Center for
Genomic Epidemiology (CGE). Essa ferramenta conta com bancos de dados que contém os
alelos dos esquemas de MLST de 66 espécies bacterianas, incluido E. faecium e E. faecalis.
Para a andlise, os arquivos de montagem no formato *fasta foram usados como arquivo de
entrada para identificar os alelos dos paineis em multiplos loci pré-estabelecidos para cada
espécie desse estudo, através do metodo de identificacdo de alelos baseado em BLAST. Os

alelos identificados para cada gene do painel em multiplo loci dos respectivos esquemas de
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MLST foram entdo combinados para determinar a ST do genoma, apresentadas nos arquivos
de saidas de dados, representadas em uma tabela de dados de alelos e nas respectivas
sequéncias nucleotidicas correspondentes a cada alelo e seu grau de confiabilidade.

Os respectivos ST de cada genoma foram confirmados através da plataforma on-line
Public Databases for Molecular Typing and Microbial Genome Diversity (PuUbMLST) (Jolley
et al., 2018) utilizando o arquivo de montagem no formato *fasta. Para compreender a relacdo
epidemioldgica em nivel de STs de E. faecium e E. faecalis, representada pelos genomas da
colecdo local, foi construida uma arvore geradora minima (MST, do inglés Minimum
Spanning Tree). Para a anélise foi empregado o software BioNumerics v7.6.2. Como dados de
entrada, foram utilizadas as combinacGes dos numeros de alelos dos STs atribuidos a cada

genoma, de acordo com o banco de dados do PUbMLST.

4.8 Analises filogenéticas dos genes conservados por Maxima Verossimilhanca

Para avaliar as relacfes filogenéticas entre 0os genomas e minimizar os efeitos da
variabilidade genética decorrente da transferéncia horizontal de genes que afetam o genoma
acessorio, a andlise filogenética foi baseada em core genes, ou seja, genes presentes em mais
de 99% dos genomas analisados. Para essa andlise, utilizamos o programa de linha de
comando Roary versdo 3.11.2 (Page et al., 2015) para gerar 0 pangenoma, que representa o
conjunto completo de genes presentes em um ou mais genomas.

O Roary foi utilizado para agrupar 0s genomas com base nos genes presentes em cada
um deles, utilizando os arquivos de entrada no formato *.gff gerados pelo software Prokka
versdo 1.13.17 (Page et al., 2015), e o MAFFT com a opcdo "--mafft" para produzir um
alinhamento multi-FASTA dos genes e criar uma matriz de presenca/auséncia. Os genes
foram classificados nas categorias “core™ (presentes em 99% ou mais dos genomas), "shell”
(presentes em 10-98% dos genomas) e “cloud” (presentes em menos de 10% dos genomas).

A anélise da reconstrucdo filogenética do genoma central de cada espécie foi realizada
por Méaxima Verossimilhanca, empregando a ferramenta RAXML versao 8.2.4 (Stamatakis et
al., 2014), hospedada na plataforma on-line do servidor CIPRES Science Gateway verséo 3.1
(Miller et al., 2010), com o parametro de bootstrapping rapido ativado e enraizamento pelo
ponto medio (no inglés: midpoint rooting) na construcdo das arvores. Apos, as respectivas
arvores filogenéticas do genoma central foram visualizadas na plataforma on-line iTOL
versdo 5 (Letunic; Bork et al., 2021) permitindo uma analise em conjunto com os resultados

da anotacédo génica e plasmidial, bem como da epidemiologia molecular por MLST.
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4.9 Taxonomia baseada em genoma

Com base no interesse investigativo de casos especificos que serdo contextualizados na
secdo de resultados, utilizamos a plataforma Type (Strain) Genome Server (TYGS) (Meier-
Kolthoff; Goker, 2019) para validacdo taxondmica. O TYGS identifica as 10 unidades
taxonémicas mais proximas de cada amostra investigada com base na similaridade entre suas
sequéncias de rDNA 16S e as cepas tipo depositadas em seu banco de dados. Na sequéncia o
algoritmo promove uma comparacdo pareada de todas contra todas através do método
Genome BLAST distance phylogeny (GBDP) (Auch et al., 2006), que fornece indices de
similaridade entre as amostras, utilizados para estimar os valores de Hibridizacdo DNA-DNA
Digital (A(DDH) (Riesco; Trujillo, 2024) e reconstrucdes filogenéticas. Sdo agrupados na
mesma espécie taxondmica individuos que possuam dDDH maior que 70% tendo como

referéncia a cepa tipo da espécie.

410  Testes estatisticos

A significancia estatistica das relac@es entre a presenca de genes de tolerancia a metais
pesados e outros microbicidas, genes de resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia,
foi realizada empregando o Teste Exato de Fisher através dessa ferramenta disponivel na
plataforma on-line GraphPad®.

O Teste Exato de Fisher foi empregado para identificar dependéncia entre duas
variaveis nominais, ou seja, nas variaveis que representam categorias distintas do estudo, e
devido a ser o recomendado para amostragens pequenas, pois os testes tradicionais de qui-
quadrado podem né&o ser apropriados ou precisos em tais situagoes.

A hipotese nula estabelecida é que as proporcdes encontradas para uma variavel sdo
iguais as proporc¢des encontradas para a outra, ou seja, ndo ha associagdo entre duas variaveis,
e a distribuicdo de uma categoria em uma variavel é independente da distribuicdo na outra. No
contexto desse estudo, isso implica que a frequéncia de um determinado gene avaliado entre
0S genomas positivos para genes de tolerancia a metais e outros microbicidas pode ser igual a
frequéncia entre 0s genomas negativos para tais genes.

O teste foi realizado na modalidade two-tailed, que avalia a possibilidade de relacédo
entre as variaveis em ambas as direcGes. Foram criadas tabelas de contingéncia 2x2 com base
nas frequéncias dos determinantes genéticos na presencga ou auséncia de genes de resisténcia a
microbicidas e metais. As correlagdes foram consideradas estatisticamente significativas

guando o p-valor foi igual ou menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais das sequéncias gendémicas

As caracteristicas gerais dos genomas de E. faecium e E. faecalis sequenciados neste
estudo estdo apresentadas na Tabela 2. Outras métricas relacionadas ao sequenciamento, como
cobertura, valor de N50 e o nimero de acesso SRA dos genomas depositados no repositorio do
NCBI, entre outras informacdes especificas dos 170 genomas analisados, estdo disponiveis no
Apéndice.

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos genomas de amostras de E. faecium e E. faecalis isoladas de

pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.

Meétricas Gendmicas E. faecium E. faecalis
Média de contigs por genoma 188 112
Menor numero de contigs 41 25
Maior nimero de contigs 181 351
Tamanho médio do genoma (Mb) 3,03 2,67
Contetdo médio de G+C (%) 37,75 37,26
Numero total de genomas analisados 110 60
5.2 Determinantes genéticos de resisténcia a antimicrobianos, viruléncia e

tolerancia a metais pesados e outros microbicidas

O resistoma dos 170 genomas analisados incluiu 23 genes relacionados a resisténcia a
antimicrobianos, dos quais 21 estdo associados a resisténcia adquirida a diferentes classes de
antimicrobianos e 2 a resisténcia intrinseca. Esses genes e suas respectivas frequéncias por
espécie estdo destacados na Figura 2. Entre eles, destacaram-se o operon vanHAX, composto
pelos genes vanH, vanA e vanX, associado a resisténcia aos glicopeptideos; seis genes
relacionados a resisténcia adquirida a niveis elevados de aminoglicosideos: aac(6’)-le-
aph(2”’)-la, ant(6’)-1a, ant(9’)-1a, aph(3’)-llla, aph(2’’)-ld e sat4; um gene associado a
resisténcia intrinseca a baixos niveis de aminoglicosideos: aac(6")-1i; quatro genes associados
a resisténcia adquirida a macrolideos, estreptograminas e lincosamidas: erm(B), ermA, InuB,
InuG, IsaA e IsaE, e um gene associado a resisténcia intrinseca: msrC; trés genes associados a

resisténcia adquirida a tetraciclinas: tet(L), tet(M) e tet(S); dois genes associados a resisténcia
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adquirida ao trimetoprim: dfrG e dfrF; um gene relacionado a resisténcia adquirida a
oxazolidinonas: cfr(B); e um gene associado a resisténcia ao cloranfenicol: cat (Figura 2).

Amostras de E. faecium apresentaram vinte e um genes, enquanto as de E. faecalis
continham treze genes, com uma média de x = 7,5 genes por genoma para ambas as especies.
Observou-se que 85% (n=94/110) dos genomas de E. faecium e 82% (n=49/60) de E. faecalis
apresentaram seis ou mais genes. O nimero minimo de genes de resisténcia a antimicrobianos
detectado entre os genomas de E. faecium foi um, enquanto o nimero maximo foi doze. Ja em

E. faecalis, 0 nimero minimo também foi um, com um maximo de oito genes (Figura 2).

Dentre os genes de relevancia clinica, destaca-se o operon vanHAX (associado ao
fendtipo VRE), detectado em 80% (n=48/60) dos genomas de E. faecalis e 75% (n=82/110)
dos de E. faecium (Figura 2). Dos genomas de amostras oriundas de infeccdo, 71% (n=24/34)
de E. faecalis apresentaram vanHAX, e 55% (n=30/55) de E. faecium. Entre aquelas oriundas
de colonizacdo, todas (n=22/24) as pertencentes a E. faecalis, apresentaram vanHAX,
enquanto em E. faecium foi detectado em 98% (n=48/49).

Outra resisténcia de relevancia clinica estd relacionada aos aminoglicosideos,
destacando-se 0 gene aac(6°)-le-aph(2”)-la, que codifica uma enzima bifuncional capaz de
inativar todos os outros aminoglicosideos, exceto a estreptomicina, por acetilagdo. Esse gene
foi observado em 75% (n=45/60) dos genomas de E. faecalis e em 65% (n=72/110) dos de E.
faecium (Figura 2).

Quanto aos demais genes de resisténcia aos aminoglicosideos, em E. faecium, os genes
ant(6’)-1a (78%; n=86/110), aph(3’)-1lla (80%; n=88/110) e sat4 (60%; n=66/110) também
apresentaram elevada frequéncia. J& os genes ant(9)-la e aph(2)-1d foram encontrados em

baixa ocorréncia, sendo detectados em dois e um genoma, respectivamente (Figura 2).

Em E. faecalis, os genes ant(6°)-1a (30%; n=18/60), aph(3’)-l1lla (33%; n=20/60) e sat4
(18%; n=11/60) também apresentaram percentuais elevados, enquanto o gene ant(9)-la foi

identificado em baixa ocorréncia, em dois genomas (Figura 2).
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Figura 2 - Frequéncia de genes associados a resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia, e a
tolerancia a metais pesados e outros microbicidas em genomas de amostras de E. faecalis e E.
faecium isoladas de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.
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*Os valores apresentados foram arredondados para o niimero inteiro mais préoximo.
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Em relagdo aos genotipos de resisténcia a macrolideos, estreptograminas e
lincosamidas, o gene erm(B) esteve presente em 93% (n=56/60) dos genomas de E. faecalis.
O gene de resisténcia a macrolideos e estreptograminas IsaA foi encontrado em 83%
(n=50/60). Ja o gene erm(A) foi identificado em 3% (n=2/60) (Figura 2). Em E. faecium, os
genes de resisténcia erm(B) e msrC foram detectados em 81% (n=89/110) e 98% (n=108/110)
dos genomas, respectivamente. O gene erm(A) foi encontrado em apenas 2% (n=2/110). Além
disso, os genes Inu(G), Inu(B) e Isa(E) foram identificados exclusivamente nos genomas de E.
faecium, com frequéncias de 2% (n=2/110) para Inu(G) e 9% (n=10/110) para Inu(B) e Isa(E)
(Figura 2).

Em relagdo aos genes de resisténcia as tetraciclinas, E. faecium apresentou trés
variantes: tet(M), que foi detectado em 28% (n=31/110) dos genomas, tet(L) em 22%
(n=24/110) e tet(S) em apenas 2% (n=2/110). Por outro lado, E. faecalis apresentou
exclusivamente o gene tet(M), identificado em 93% (n=56/60) destes genomas (Figura 2).
Em relacdo a resisténcia ao cloranfenicol, o gene cat foi identificado em ambas as espécies.
Em E. faecalis, esteve presente em 63% (n=38/60) dos genomas, enquanto em E. faecium foi
detectado em apenas 5% (n=6/110) (Figura 2).

Os genes relacionados a resisténcia a trimetoprim, dfrG e dfrF, foram detectados em
genomas de ambas as espécies, com maior frequéncia para o gene dfrF. Em E. faecium, dfrF
esteve presente em 53% (n=58/110) dos genomas, enquanto em E. faecalis, foi encontrado em
52% (n=31/60). O gene dfrG foi identificado em 2% (n=1/60) dos genomas de E. faecalis e
em 7% (n=8/110) de E. faecium (Figura 2).

A partir dos resultados da anotacdo dos genes de resisténcia a antimicrobianos,
observou-se que o principal perfil de resisténcia detectado em E. faecium foi composto por
nove genes: vanHAX, aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, aph(3°)-1lla, ant(6°)-1a, sat4, aac(6')-1i, ermB e
drfF, e msrC. Esse perfil corresponde ao grupo 1 da arvore de similaridade e foi identificado
em 21% (n=23/110) dos genomas de E. faecium. O segundo perfil de resisténcia mais
frequente nessa espécie foi composto por vanHAX, aac(6’)-le-aph(2”’)-la, aph(3’)-1lla,
ant(6°)-1a, sat4, ermB, aac(6')-1i e msrC, ausente apenas o gene drfF, sendo detectado em
15% (n=16/110) dos genomas (Figura 3).
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Em E. faecalis, o perfil genotipico de resisténcia mais frequente foi composto por sete
genes: vanHAX, aac(6°)-1e-aph(2’’)-1a, ermB, IsaA, tet(M), cat e drfF, representando o grupo

4 da arvore e presente em 27% (n=16/60) das sequéncias analisadas (Figura 3).

Em E. faecium, observou-se maior homogeneidade nos perfis, com trés principais
combinagBes genéticas representando mais de 50% das amostras. Esses trés perfis diferiam
entre si pela presenca ou auséncia de um Unico gene. Oito dos principais perfis continham o
operon vanHAX e genes de resisténcia a aminoglicosideos, especialmente o gene que codifica
cional (aac(6’)-le-aph(2’)-1a) nos perfis 1 e 2. O perfil 2 era idéntico ao perfil 1, exceto pela
auséncia do gene dfrF, enquanto o perfil 3 continha todos os genes do perfil 1, menos a
bifuncional (Figura 3).

Ja E. faecalis apresentou maior heterogeneidade nos perfis de resisténcia, com seu
principal perfil compartilhado entre menos de 27% dos genomas e com outros perfis menores
com no maximo cinco genomas e sem muita correlacdo entre si. Apesar disso, esse perfil mais
frequente também incluia a enzima bifuncional aac(6’)-le-aph(2’’)-la e o operon vanHAX.
(Figura 3).

Além disso, ndo foi observada separacéo clara entre os sitios de isolamento (infeccdo ou
colonizacdo), indicando que os perfis genéticos de resisténcia ndo se correlacionaram

diretamente com a origem clinica dos isolados (Figura 3).
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Figura 3 - Perfil de genes de resisténcia a antimicrobianos* em genomas de amostras de E.
faecalis e E. faecium isoladasde pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.
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*Arvore de similaridade dos perfis genotipicos de resisténcia aos antimicrobianos em Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium, construida com auxilio do software BioNumerics v7.6 com base em dados binérios (1 =
presenca; 0 = auséncia dos genes de resisténcia), utilizando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean). Grupos formados por cinco ou mais amostras foram destacados, com
descricdo dos genes presentes em cada agrupamento.
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O viruloma foi composto por dezenove genes distintos e quatro operons associados a
variadas estratégias de viruléncia. Dentre estes, estdo relacionados a adesdo os genes: acm,
scm e ace (MSCRAMM de ligacdo de colageno); o operon ebpA/B/C e os genes pilB e pilA
(pili); ecbA (proteina de ancoragem de parede celular); efaA (antigeno de endocardite A);
sgrA (adesina de ligagdo ao fibrinogénio); esp (proteina de superficie de enterococos); asal e
agg (substancia agregativa). A invasio: hyl (glicosil hidrolase); gelE (gelatinase); sprE (serina
protease); fsrA/B/C (sistema de quorum sensing) e o operon cyl (citolisina). Além desses,
também foram identificados o locus cps, composto por onze genes associados a producédo de
uma capsula antifagocitaria, o gene bopD, envolvido na formacao de biofilme, e 0s genes eep,
cad, cpd e cob, responsaveis pela producdo de feromonios.

Todos os genomas continham pelo menos um gene relacionado a determinantes de
viruléncia. E. faecium apresentou uma media de X = 8,3 genes por genoma, e E. faecalis uma
média de X = 13,5. As duas espécies apresentaram composicdo génica sem diferencas
qualitativas, ou seja, ndo foram observados genes associados exclusivamente a uma delas,
mas as frequéncias génicas variaram consideravelmente entre as espécies.

Dos dezenove genes e quatro operons que compuseram o viruloma das espécies, E.
faecalis apresentou frequéncia superior a 65% em nove: gelE, sprE, fsrA/B/C, efaA, ace,
ecbA, pilB, bopD e ebpA/B/C. Também foi observado em alta frequéncia o operon cyl, em
52% (n=31/60) desses genomas. Enquanto, E. faecium apresentou frequéncia superior a 80%
em seis genes: ecbA, sgrA, acm, pilB, locus cps e bopD (Figura 2).

O gene esp, que codifica uma proteina de superficie importante na viruléncia e
epidemiologia, foi observado em 29% (n=32/110) dos genomas de E. faecium e em 42%
(n=25/60) dos genomas de E. faecalis. O gene pilA foi detectado em 58% (n=64/110) dos
genomas de E. faecium e em 42% (n=25/60) de E. faecalis (Figura 2).

Os determinantes de feroménio cad, cpd, cob e ccf, responsaveis pela secrecdo dos
feromoénios cAD1, cPD1, cOB1 e cCF10, respectivamente, foram detectados em 48%
(n=29/60) dos genomas de E. faecalis e em 31% (n=34/110) dos genomas de E. faecium. O
gene eep (Enhanced Expression of Pheromone), que regula a expressao dos feromdnios,
esteve presente em 31% (n=34/110) dos genomas de E. faecium e em 48% (n=29/60) de E.
faecalis (Figura 2). Outros genes foram identificados em menor frequéncia nos genomas de
E. faecalis, como o locus cps e 0 gene asal, presentes em 28% (n=17/60), os genes acm e
sgrA, detectados em 27% (n=16/60), e os genes hyl e scm, presentes em apenas 2% (n=1/60)
(Figura 2).

52



Em E. faecium, os genes com menor frequéncia foram o gene hyl, encontrado em 15%
(n=16/110), os genes do sistema gelE-sprE-fsrABC e 0 gene efaA, em 14% (n=15/110), o
operon cyl, detectado em 13% (n=12/110), o gene asal, em 6% (n=7/110), o locus cps, em
5% (n=5/110), e 0 gene agg, em apenas 2 genomas de E. faecium (Figura 2).

Entre os genomas de E. faecium, dois perfis principais foram identificados. O mais
frequente, presente em 18% (n=20/110), incluia os genes ecbA, pilB, sgrA, acm, scm, locus
cps e bopD. O segundo perfil, encontrado em 17% (n=19/110), continha 0s mesmos genes,
exceto scm. Em E. faecalis, ndo foi observado um perfil predominante, evidenciando uma
distribuicdo heterogénea dos genes. Assim como para os perfis de resisténcia, ndo foi
observada separacdo clara entre os sitios de isolamento (infecgdo ou colonizacao), indicando
que os perfis de viruléncia também néo se correlacionaram diretamente com a origem clinica
dos isolados (Figura 4).

Foram identificados genes e operons associados a tolerdncia a metais e outros
microbicidas, incluindo cobre, cddmio, mercurio, e desinfetantes como triclosan, clorexidina e
cloreto de benzalcénio, além de antissépticos como acriflavina. Ao todo, foram detectados
quatro genes e trés operons, com destaque para os operons efrA/B, 2CS-CHX e 0 gene emeA
que codificam bombas de efluxo, conferindo resisténcia a multiplos compostos.

Em E. faecium, os gendétipos de tolerdncia a metais foram mais frequentes,
especialmente para o cobre, com a presenca do operon YAZBtcr (27%, n=30/110) e do gene
cueO (26%, n=29/110). Para o mercurio, o gene merA foi identificado em 24% (n=26/110),
enguanto o gene cadA, associado a tolerancia ao cadmio, em 4% (n=4/110) (Figura 2).
Notavelmente, o gene cueO foi detectado em 97% (n=29/30) dos genomas que continham o
operon YAZBtcr. Em E. faecalis, apenas o gene cadA, relacionado a tolerancia ao cadmio, foi
identificado, estando presente em 97% (n=58/60) desses genomas (Figura 2).

Quanto aos genotipos de tolerancia a outros microbicidas, o operon 2CS-CHX foi
identificado em 100% (n=110/110) dos genomas de E. faecium, mas néo foi detectado em E.
faecalis. Por outro lado, o gene emeA foi observado em 100% (n=60/60) dos genomas de E.
faecalis, mas estava ausente em genomas de E. faecium. Ja os genes efrA/B, que codificam a
bomba de efluxo EfrAB, estavam presentes em 100% dos genomas de ambas as espécies
(Figura 2).
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Figura 4 - Perfil de determinantes de viruléncia em genomas de amostras de E. faecalis e E.
faecium isoladas de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.

Espécie e origem de isolamento

B E foecium de infecgdio
B E faecium de colonizagéo
B E faecalis de infecgdio
. E. faecalis de colonizagéo
O E faecium néo informado

B c foecalis ndo informado

Perfil de genes de viruléncia

1. ecbA, pilB, sgrA, acm, scm, e bopD
ecbA, pilB, sgrA, acm, e bopD
) ecbA, pilB, sgrA, acm, esp, e bopD

ecbA, pilB, sgrA, acm, esp, bopD, cad, cpd, cob, ccf e eep

ecbA, gelE, efaA, operon cyl, agg, locus cps, cad, cpd, cob, ccf e eep
ecbA, gelE, efaA, operon cyl, agg e pilA

A

ecbA, gelE, efaA, operon cyl, agg, cad, cpd, cob, ccf e eep
ecbA, pilB, sgrA, acm, bopD, cad, cpd, cob, ccf e eep

2y &

echA, pilB, sgrA e acm

*Arvore de similaridade dos perfis genotipicos de viruléncia em Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium,
construida com auxilio do software BioNumerics v7.6 com base em dados binarios (1 = presenca; 0 = auséncia
dos genes de resisténcia), utilizando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). Grupos formados por cinco ou mais amostras foram destacados, com descricdo dos genes
presentes em cada agrupamento.
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Foram inferidas correlaces estatisticas entre genes de tolerancia a metais e outros
microbicidas com genes de resisténcia antimicrobiana e determinantes de viruléncia em
ambas as espécies, conforme ilustrado pelas células vermelhas nas Tabelas 3 e 4. Entre 0s
achados, destacaram-se as correlagdes observadas nos genomas de E. faecium entre o gene
merA e o operon de resisténcia a glicopeptideos vanHAX (p = 0,0171), bem como com 0s
genes de resisténcia a aminoglicosideos aac(6’)-le-aph(2°’)-1a (p = 0,0198) e aph(3")-I1I (p =
0,0281), além do gene cat (p = 0,025), relacionado a resisténcia ao cloranfenicol.
Adicionalmente, merA também apresentou correlagcbes com genes de viruléncia, como pilA
(formacdo de pili, p = 0,0324) e sgrA (aderéncia, p = 0,0152). O operon YAZBtcr, associado a
tolerdncia ao cobre, também demonstrou correlagdes estatisticas em genomas de E. faecium,
sendo relacionado ao operon vanHAX (p = 0,0117) e aos genes aac(6’)-le-aph(2”’)-la (p =
0,0009) e aph(3)-I11 (p = 0,0281).

Além disso, co-ocorréncias importantes de genes de resisténcia a antimicrobianos,
determinantes de viruléncia e a tolerancia a metais e outros microbicidas foi identificada em
ambas as espécies, E. faecium e E. faecalis, embora com frequéncias e associacdes de

gendtipos distintos. Essas associacdes podem ser visualizadas nas Tabelas 3 e 4.

Nos genomas de E. faecium que continham os operons YAZBtcr e 2CS-CHX, e 0s genes
cueO e merA, foram observados a presenca de determinantes de viruléncia e genes de
resisténcia a antimicrobianos (incluindo os de maior importancia clinica) em, no minimo,
60% dos casos. Em E. faecalis, os genomas que continham os genes cadA e emeA também

estavam presentes determinantes de viruléncia e genes de resisténcia a antimicrobianos.

Entre os eventos de co-circulacdo observados nos genomas de E. faecium, a presenca
concomitante dos genes merA (observado em 26 dos 110 genomas de E. faecium) e o operon
vanHAX foi observada em 22% (n=24/110). Outras relagcBes com frequéncias consideraveis
foram aquelas com o0s genes que conferem resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos,
aac(6’)-le-aph(2’’)-la, aph(3’)-llla, sat4 e genes de resisténcia aos macrolideos,
estreptograminas e lincosamidas, ermB e msrC, encontrados em mais de 21% dos genomas de
E. faecium (Tabela 3).
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Tabela 3 - Co-ocorréncia de genes de tolerancia a metais e outros microbicidas com genes
associados a resisténcia a antimicrobianos em 60 genomas de E. faecalis e 110 de E. faecium
isolados de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.

Genes de Tolerancia Metais Pesados e outros Microbicidas

Genes de E. faecalis E. faecium

Resisténcia a (n=60) (n=110)
Antimicrobianos  cadA emeA efrA/B merA  YAZBtcr  cueO cada 2CS-CHX efrA/B

(n=58)  (n=60) (n=60)  (n=26)  (n=30)  (n=29)  (n=4) (n=110) (n=110)

75% 80% 80% 22% 2% 75% 75%
vanHAX
(n=49) (n=48) (n=48) (n=24) (n=2) (n=82) (n=82)
. 23% 26% 25% 4% 98% 98%
aac(6")-li - - -
(n=25) (n=29) (n=28) (n=4) (n=109) (n=109)
2% 75% 75% 21% 3% 65% 65%
aac(6')-aph(2")
(n=43) (n=43) (n=43) (n=23) (n=3) (n=72) (n=72)
6)-1 30% 30% 30% 19% 22% 20% 3% 78% 78%
an -la
(n=18) (n=18) (n=18) (n=21) (n=24) (n=22) (n=3) (n=86) (n=86)
3% 3% 3% 1% 2% 2%
ant(9)-la - - -
(n=2) (n=2) (n=2) (n=1) (n=2) (n=2)
; 33% 33% 33% 23% 3% 80% 80%
aph(3")-I11
(n=20) (n=20) (n=20) (n=25) (n=3) (n=88) (n=88)
1% 1% 1%
aph(2")-1d - - -
(n=1) (n=1) (n=1)
- 18% 18% 18% 21% 23% 22% 3% 60% 60%
sa
(n=11) (n=11) (n=11) (n=23) (n=25) (n=24) (n=3) (n=86) (n=86)
: 60% 63% 63% 2% 1% 3% 5% 5%
cal -
(n=36) (n=38) (n=38) (n=2) (n=1) (n=3) (n=6) (n=6)
s 48% 52% 52% 5% 1% 3% 53% 53%
r -
(n=29) (n=31) (n=31) (n=5) (n=1) (n=3) (n=58) (n=58)
4G 2% 2% 2% 2% 4% 3% 7% 7%
r -
(n=1) (n=1) (n=1) (n=2) (n=4) (n=3) (n=8) (n=8)
3% 3% 3% 1% 2% 2%
erm(A) - - -
(n=2) (n=2) (n=2) (n=1) (n=2) (n=2)
®) 90% 93% 93% 21% 24% 21% 3% 81% 81%
erm
(n=54) (n=56) (n=56) (n=23) (n=26) (n=23) (n=3) (n=70) (n=70)
InuB 2% 2% 4% 1% 10% 10%
u - - -
(n=2) (n=2) (n=4) (n=1) (n=89) (n=89)
2% 2%
InuG - - - - - - -
(n=2) (n=2)
82% 83% 83%
Isa(A) 5 . - - - -
(n=49) (n=50) (n=50)
2% 2% 4% 1% 9% 9%
Isa(E)
(n=2) (n=2) (n=4) (n=1) (n=10) (n=10)
msrC 22% 26% 25% 4% 98% 98%
(n=24) (n=29) (n=28) (n=4) (n=108) (n=108)
i 90% 93% 93% 4% 3% 5% 1% 28% 28%
€
(n=54) (n=56) (n=56) (n=4) (n=3) (n=6) (n=1) (n=31) (n=31)
. 5% 4% 5% 1% 22% 22%
e - - -
(n=5) (n=4) (n=6) (n=1) (n=24) (n=24)
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Genes de Tolerancia Metais Pesados e outros Microbicidas

Genes de E. faecalis E. faecium

Resisténcia a (n=60) (n=110)
Antimicrobianos  cadA emeA efrA/B merA  YAZBtcr  cueO cada 2CS-CHX efrA/B
(n=58) (n=60) (n=60) (n=26) (n=30) (n=29) (n=4) (n=110) (n=110)

2% 2%
tetS 1=2) 1=2)
erf(8) 1% 1%
(n=1) (n=1)

As correlagOes estatisticamente significativas estdo destacadas em células vermelhas. Observa-se que o gene emeA nédo estava
presente em E. faecium, enquanto 0s genes merA, cueO e os operons YAZBtcr e 2CS-CHX nédo foram detectados em E. faecalis.
Além disso, os genes emeA estavam presentes em 100% (n=60/60) dos genomas de E. faecalis, o operon 2CS-CHX em 100%
(n=110/110) dos genomas de E. faecium e os genes efrA/B em 100% dos genomas de ambas as espécies (n=170/170). *Os valores
apresentados foram arredondados para o nimero inteiro mais proximo.

Adicionalmente, a co-circulacdo do gene merA com o gene a niveis elevados de
aminoglicosideos ant(6°)-la ocorreu em 19% (n=21/110). Notavelmente, os genes acm e
sgrA, foram detectados em todos 0s vinte e seis genomas que continham o gene de tolerancia
ao mercurio, observados em concomitancia em 24% (n=26/110) dos genomas de E. faecium.
Frequéncias maiores que 20% foram observadas também para os determinantes de viruléncia
ecbA, bopD e pilB. A combinacdo dos genes pilA e merA foi registrada em 16% (n=18/110)
(Tabela 4).

O operon YAZBtcr, observado apenas em E. faecium (presente em 30 genomas dos 110
de E. faecium), também apresentou co-ocorréncia com 0s genes de resisténcia adquirida a
antimicrobianos: glicopepetideos - vanHAX (24%, n=26/110); aminoglicosideos - aac(6’)-le-
aph(2’’)-1a (24%, n=27/110), sat4 (23%, n=25/110), aph(3’)-1lla (24%, n=26/110) e ant(6’)-
la (22%, n=24/110); macrolideos, estreptograminas e lincosamidas - ermB (24%, n=26/110) e
msrC (26%, n=29/110); além dos determinantes de viruléncia pilB, scm, bopD, acm, sgrA e
ecbA em mais de 23% dos genomas. A combinacgédo do operon pilA e YAZBtcr foi observada
em 16% (n=18/110) (Tabela 4).

Em E. faecalis, as co-ocorréncias que mais se destacaram foi a presenca
concomitante dos genes de resisténcia a cddmio cadA (presente em 58 dos 60 genomas de E.
faecalis) e o operon vanHAX (77%, n=46/60), aac(6’)-le-aph(2’)-1a (72%, n=43/60), erm(B)
90%, n=54/60), Isa(A) (82%, n=49/60), cat (60%, n=36/60), dfrF (48%, n=29/60), tetM
(90%, n=54/60), aph(3’)-llla (33%, n=20/60), ant(6’)-la (30%, n=18/60) e sat4d (18%,
n=11/60) (Tabela 3). Em relacéo a co-circulacdo de determinantes de viruléncia em conjunto
com genes cadA, foi observado frequéncia maiores que 20% para 0s genes ech, bopD, esp,

operon fsr, gelE, sprE, ace, operon ebpA/B/C, efaA, operon cyl, asal, agg, operon cps, pilA,
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pilB, determinantes de feroménios (cob, cpd, cad e ccf) e da expressédo dos feromonios (eep)
(Tabela 4).

Das quatro sequéncias de E. faecium que continham o gene cadA, representando 4%
(n=4/110), metade também possuia 0 gene vanHAX (2%, n=2/110). Trés desses genomas
apresentaram 0s genes aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, ant(6°)-la, aph(3')-11l, sat4, dfrF e emrB
(3%, n=3/110). Em relagéo aos determinantes de viruléncia, todas as sequéncias continham os

genes ecbA, bopD, acm, pilA e pilB (Tabela 4).

Tabela 4 - Co-ocorréncia de genes de tolerancia a metais e outros microbicidas com genes
associados a determinantes de viruléncia em 60 genomas de E. faecalis e 110 de E. faecium
isolados de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro

Genes de Tolerancia a Metais Pesados e outros Microbicidas

Genes Relacionados E. faecalis E. faecium
a Determinantes de (n=60) (n=110)
Viruléncia cadA emeA efrA/B merA YAZBtcr cueO cada 2CS-CHX efrA/B
(n=58) (n=60) (n=60) (n=26) (n=30) (n=29) (n=4) (n=110)  (n=110)
) 85% 88% 88% 20% 24% 21% 3% 85% 83%
(n=51) (n=53) (n=53) (n=22) (n=26) (n=23) (n=3) (n=94) (n=91)
bopD 97% 100% 100% 24% 27% 26% 4% 100% 100%
(n=58) (n=60) (n=60) (n=26) (n=30) (n=29) (n=4) (n=110)  (n=110)
2% 2% 2% 15% 26% 26% 1% 78% 31%
sem (n=1) (n=1) (n=1) (n=14) (n=29) (n=29) (n=1) (n=86) (n=34)
sgrA 25% 27% 27% 25% 25% 2% 71% 75%
(n=15) (n=16) (n=16) (n=28) (n=27) (n=2) (n=78) (n=82)
40% 42% 42% 1% 3% 2% 2% 25% 29%
P (n=24) (n=25) (n=25) (n=1) (n=3) (n=2) (n=2) (n=28) (n=32)
65% 70% 70% 1% 1% 14%
fsr operon - - -
(n=39) (n=42) (n=42) (n=1) (n=1) (n=15)
65% 70% 70% 1% 14% 14%
gelE (n=39) (=42)  (n=42) ) ) ) (n=1) (n=15) (n=15)
65% 70% 70% 1% 14% 14%
SPrE (n=39) (=42)  (n=42) ) ) ) (n=1) (n=15) (n=15)
63% 67% 67% 1% 14% 14%
ace (n=38) (0=40)  (n=40) ) ) ) (n=1) (n=15) (n=15)
68% 72% 72% 1% 14% 14%
ebpA/B/C - - -
(n=41) (n=43) (n=43) (n=1) (n=15) (n=15)
68% 72% 72% 1% 14% 14%
efaA (n=41) (=43)  (n=43) ) ) ) (n=1) (n=15) (n=15)
48% 52% 52% 1% 12% 12%
cyl operon - - -
(n=29) (n=31) (n=31) (n=1) (n=13) (n=13)
27% 28% 28% 1% 6% 6%
asal - - -
(n=16) (n=17) (n=17) (n=1) (n=7) (n=7)
83% 85% 85% 2% 5% 2% 2% 2%
a0g (n=50) (n=51) (n=51) (n=2) (n=5) (n=2) i (n=2) (n=2)
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Genes de Tolerancia a Metais Pesados e outros Microbicidas

Genes Relacionados E. faecalis E. faecium
a Determinantes de (n=60) (n=110)

Viruléncia cadA emeA efrA/B merA YAZBtcr cueO cada 2CS-CHX efrA/B
(n=58) (n=60) (n=60) (n=26) (n=30) (n=29) (n=4) (n=110) (n=110)

27% 27% 27% 24% 27% 26% 3% 81% 81%

acm (n=16) (n=16) (n=16) (n=26) (n=30) (n=29) (n=3) (n=89) (n=89)

28% 28% 28% 1% 5% 5%
locus cps - - -

(n=17) (n=17) (n=17) (n=1) (n=5) (n=5)

oilA 40% 42% 42% - 16% 15% 4% 58% 58%
(n=24) (n=25) (n=25) (n=18) (n=17) (n=4) (n=64) (n=64)

bilB 92% 95% 95% 22% 26% 24% 4% 96% 96%
(n=55) (n=57) (n=57) (n=24) (n=29) (n=26) (n=4) (n=106) (n=106)

hylfm 2% 2% 2% ) 2% 1% 1% 15% 15%
(n=1) (n=1) (n=1) (n=2) (n=1) (n=1) (n=16) (n=16)

cob 47% 48% 48% 2% 5% 2% i 31% 31%
(n=28) (n=29) (n=29) (n=2) (n=5) (n=2) (n=34) (n=34)

cpd 47% 48% 48% 2% 5% 2% i 31% 31%
(n=28) (n=29) (n=29) (n=2) (n=5) (n=2) (n=34) (n=34)

cad 47% 48% 48% 2% 5% 2% i 31% 31%
(n=28) (n=29) (n=29) (n=2) (n=5) (n=2) (n=34) (n=34)

cof 47% 48% 48% 2% 5% 2% i 31% 31%
(n=28) (n=29) (n=29) (n=2) (n=5) (n=2) (n=34) (n=34)

47% 48% 48% 2% 5% 2% 31% 31%

eep (n=28) (n=29) (n=29) (n=2) (n=5) (n=2) ) (n=34) (n=34)

As correlagBes estatisticamente significativas estdo destacadas em células vermelhas. Observa-se que o gene emeA
ndo estava presente em E. faecium, enquanto os genes merA, cueO e 0s operons YAZBtcr e 2CS-CHX ndo foram
detectados em E. faecalis. Além disso, 0s genes emeA estavam presentes em 100% (n=60/60) dos genomas de E.
faecalis, o operon 2CS-CHX em 100% (n=110/110) dos genomas de E. faecium e os genes efrA/B em 100% dos
genomas de ambas as espécies (n=170/170). *Os valores apresentados foram arredondados para 0 nimero inteiro
mais préximo.

Os genes efrA/B, que codificam a bomba de efluxo EfrAB, presentes em todos dos
genomas de ambas as espécies, 0 operon 2CS-CHX, detectado em todos (n=110/110) os
genomas de E. faecium, e 0 gene emeA, responsavel pela codificagdo da bomba de efluxo
EmeA, identificado em todos de E. faecalis (n=60/60), apresentaram alta correlacdo com

genes de resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia (Tabelas 3 e 4).

Adicionalmente, destacou-se a co-ocorréncia de genes de tolerancia a metais,
especialmente em E. faecium. O operon YAZBtcr e os genes merA e cueO foram identificados

concomitantemente em 20% (n = 22/110) desses genomas.
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53 Elementos genéticos méveis

O mobiloma de E. faecium e E. faecalis foi composto por sequéncias de insercdo (1S),
transposons (Tn) e genes associados a replicacdo de plasmideos (familias rep). Todos os
elementos encontrados e suas respectivas frequéncias por espécie estdo demonstrados na
Figura 5. Os genomas de E. faecium apresentaram uma extensa diversidade de familias de
replicons (rep), encontradas dezenove familias rep diferentes, sendo os tipos mais frequentes
0 repUS15 e o repl7a, presentes em 83% (n=91/110) e 75% (n=83/110) dos genomas,
respectivamente, ambas pertencentes a grande familia de plasmideos denominada RepA _N. O
repUS43 foi encontrado em 33% (n=36/110). Outros replicons estavam presentes em menor
frequéncia, no intervalo de 24 a 9%, incluindo replla, repl4a, repl8a, repl, rep29, rep2,
rep7a, rep9 e rep8. As familias repUS1, rep22, repUS57, repUS58, repUS47, repUS12 e
rep6a foram observadas em menos de 5% dos genomas de E. faecium (Figura 5).

Em E. faecalis, foram identificados doze tipos de familias rep. Os replicons mais
prevalentes foram, em sua maioria, familias rep previamente descritas em plasmideos
sensiveis a feroménios, como repUS43 (DOpl) presente em 87% (n=52/60), rep9 (pAD1) em
77% (n=46/60) e rep7a (pPRE25) em 62% (n=37/60). Outros replicons estavam presentes em
menor frequéncia: rep2 em 37% (n=22/60), replda em 23% (n=14/60), replla em 13%
(n=8/60), rep6 em 11% (n=7/60), rep29 em 10% (n=6/60), repl8a em 8% (n=5/60), repUS15
em 3% (n=2/60) e repl e repl7a, cada um em 3% (n=2/60) (Figura 5).

Em relacdo as sequéncias de insercdo identificadas, E. faecium apresentou treze tipos
distintos, enquanto E. faecalis apresentou dez. Em E. faecium, as I1Ss mais frequentes foram
IS16, presente em 73% (n=80/110), seguida por ISEfm1 em 66% (n=73/110), ISEfad em 62%
(n=68/110), ISEfa5 em 45% (n=49/110) e ISEfm2 em 38% (n= 2/110). Outras IS identificadas
incluiram ISS1N, observada em 35% (n=39/110), ISEf1 em 25% (n=28/110), 1S256 em 14%
(n=16/110), ISLgar5 em 12% (n=13/110), 1S1062 em 9% (n=10/110), ISS1IE em 5%
(n=6/110) e ISLpl1 em 5% (n=5/110) (Figura 5).

Em E. faecalis, as inser¢Oes mais frequentes foram a ISLgar5, identificada em 47%
(n=28/60), seguida por ISSIN em 45% (n=27/60), ISEfm1 em 43% (n=26/60) e 1S1062, 1S16 e
ISEfa4, cada uma em 32% (n=19/60). Outras IS observadas em E. faecalis incluiram ISEfab
em 23% (n=14/60), ISEfl em 7% (n=4/60) e ISEfm2 e ISLla3, cada uma em 3% (n=2/60)

(Figura 5).
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A maioria das IS anotadas em E. faecium e E. faecalis foi identificada como descritas
dentro da propria espécie ou a outros membros do género Enterococcus (IS16, ISEfml,
ISEfad, ISEfab, ISEfm2, ISEfl e 1S256) Entretanto, também foram encontradas quatro IS
identificas em Lactococcus lactis: ISSIN, ISS1E, ISLgar5 e ISLIa3. Além disso, uma IS foi
associada a Staphylococcus aureus (IS1062), e uma a Lactobacillus plantarum (ISLpl1)
(Figura5).

Em relacdo aos transposons identificados, E. faecium apresentou sete tipos distintos,
enquanto E. faecalis apresentou quatro. O Tn1546 foi o mais frequente em ambas as especies,
identificado em 33% (n=36/110) dos genomas de E. faecium e em 42% (n=25/60) de E.
faecalis. Além deste, E. faecium apresentou também os transposons Tn554, Tn559, Tn6085a,
Tn6085b, Tn6260 e Tn916, cada um identificado em 1% (n=1/110) dos genomas dessa
espécie. Ja em E. faecalis, os transposons Tn917, Tn916 e Tn554 foram identificados em 7%
(n=5/60), 3% (n=2/60) e 3% (n=2/60), respectivamente (Figura 5).
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Frequéncia (%) de familias rep, 1Ss e transposons em amostras de

Figura 5 - Frequéncia de EGMs (Familias rep, IS e Transposons) em 110 genomas de E. faecium e 60 de E. faecalis oriundos de amostras isoladas
de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.
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5.4 Anélise do plasmidoma

O plasmidoma extraido pelo Gplas revelou uma variedade de plasmideos nos genomas,
com destaque para E. faecium. Todos os genomas continham pelo menos um plasmideo,
porém o numero médio de plasmideos por genoma variou entre as espécies. Em E. faecium,
foi observada a média de 3,8 plasmideos por genoma, enquanto em E. faecalis, a média foi de
2,3 plasmideos. O tamanho dos plasmideos identificados variou amplamente, desde menos de
3 kb até mais de 326 kb, com uma diversidade de tamanhos também presente dentro de cada
grupo de plasmideos. Entretanto, a variacdo de tamanho dentro dos grupos foi menor em

comparacao com a diversidade observada na populacao total de plasmideos.

Foi observado uma grande representatividade das familias rep nas sequéncias de
plasmideos que foram identificadas pelo Gplas, observando as familias rep mais frequentes
por genomas das espécies associadas as sequéncias de plasmideos. No entanto, nem todas as
sequéncias classificadas como plasmideos apresentavam familias rep e uma grande
diversidade apresentavam apenas a familia rep, sem os demais genes de interesse do estudo.
Alguns plasmideos continham mais de uma familia rep, sendo classificados como multi-
replicons. Esses plasmideos apresentaram, em média, um tamanho maior em comparacao com
suas versfes que possuiam apenas uma familia de replicacdo. Além disso, exibiam um perfil
de genes mesclado em relagdo aos plasmideos com uma Unica familia rep, sugerindo a

possivel presenca de co-integrados de plasmideos (Figuras 6 e 7).

As analises indicaram que cada espécie apresentou uma populacdo de plasmideos com
padrBes distintos, com diferencas na diversidade de tipos de familias rep, sendo que E.
faecium apresentou maior diversidade, até na frequéncia dos plasmideos observados nas duas
especies, onde as familias rep de maior frequéncia em E. faecium ndo foram as mesmas
observadas em maior frequéncia em E. faecalis. Além disso, embora ambas as espécies
compartilhassem dos mesmos genes transportados em plasmideos, a circulacdo destes genes
foi encontrada em plasmideos com tipos de familias rep diferentes, dependendo da espécie em

questdo (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Distribuicdo de genes associados a resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia e
aassociados tolerancia a metais pesados e outros microbicidas, de acordo com o perfil de
plasmideos, em 110 genomas oriundos de amostras de E. faecium isoladas de humanos
hospitalizados no Rio de Janeiro.
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A variagdo das cores/intensidade na tabela numérica representa a frequéncia por quantidade do gene em plasmideos
caracterizados por familias rep, do branco (auséncia do gene) ao vermelho intenso (maior quantidade observada para
0 gene).

O plasmideo mais frequente em E. faecium foi do tipo multi-replicon, composto pelas
familias repUS15 e repl7a, identificado em 41% (n=45/110) dos genomas. Esses plasmideos
apresentaram um tamanho médio de 240 kb e, destes, 31% (n=14/45) possuiam 0 mesmo
perfil de genes, contendo genes de tolerancia a metais pesados juntamente com genes de
resisténcia a antimicrobianos e associados a determinantes de viruléncia. Estes incluiam o

operon YAZBtcr, o gene cueO de resisténcia a cobre, o gene merA de tolerancia a mercurio; o
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operon de resisténcia a vancomicina: vanHAX, trés genes associados a resisténcia a niveis
elevados de aminoglicosideos: aac(6’)-le-aph(2”’)-la, ant(6’)-la e aph(3’)-llla, um gene
associado a resisténcia a macrolideos: erm(B) e o gene pilA associado & formacdo de pili. E
importante destacar a presenca das sequéncias de insercdo ISEfad e ISEfm2 em 58%
(n=26/45) e 29% (n=13/45) dos plasmideos multi-replicon repUS15/repl7 (Figura 6).

Figura 7 - Distribuicdo de genes associados a resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia e a
tolerdncia a metais pesados e outros microbicidas, de acordo com o perfil de plasmideos em
60 genomas oriundos de amostras de E. faecalis isoladas de pacientes hospitalizados no Rio
de Janeiro.
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A variagdo das cores/intensidade na tabela numérica representa a frequéncia por quantidade do gene em
plasmideos caracterizados por familias rep, do branco (auséncia do gene) ao vermelho intenso (maior quantidade
observada para o gene).

Além da configuracdo em multi-replicon, os plasmideos das familias repUS15 e repl7
também foram observados circulando desintegrados e frequentes em E. faecium, sendo
encontrados em 27% (n=30/110) dos genomas cada, respectivamente. Os plasmideos repl7
apresentaram tamanhos variando entre 9 e 155 kb, enquanto os repUS15 demonstraram maior
variabilidade, com tamanhos entre 21 e 204 kb.

A anélise individual desses plasmideos revelou que determinados genes estavam mais

frequentemente associados a um tipo especifico de plasmideo, sugerindo que os plasmideos
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repUS15 e repl7 podem ter passado por eventos de recombinacao, resultando na formagéo de

co-integrados. Os plasmideos da familia repl7 apresentaram genes relacionados a resisténcia

a niveis elevados de aminoglicosideos, incluindo ant(6°)-la e aph(3’)-1lla, além do gene

erm(B), associado a resisténcia a macrolideos (Figuras 6 e 8).

Figura 8 - Grafo representando a organizacao dos principais plasmideos (repUS15, repl7 e
repUS15/repl7) relacionados a co-circulacdo de genes associados a resisténcia a
antimicrobianos, a viruléncia e tolerancia a metais pesados e outros microbicidas em genomas
oriundos de amostras de E. faecium isoladas de pacientes hospitalizados no Rio de Janeiro.
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Os grafos representam a configuracdo dos plasmideos repUS15, repl7 e repUS15/repl7 em trés genomas distintos de
E. faecium. Os circulos no grafo correspondem aos Nodes, que representam os contigs plasmidiais, enquanto as linhas
gue conectam os Nodes sdo as Edges, indicando as conexdes baseadas na similaridade entre os contigs. Os nlmeros
dentro dos circulos correspondem ao nimero do contig definido durante a montagem do genoma, e 0s genes presentes
em cada contig estdo descritos ao lado do circulo que os representa. Na imagem, a area azul contorna o plasmideo
repUS15, a area laranja representa o plasmideo repl7, e a area roxa indica o plasmideo multi-replicon repUS15/repl7.
Os Nodes demarcados com o simbolo de estrela sdo onde foi localizado a sequéncia identificadora da familia de

plasmideo: estrela amarela identifica a familia repUS15 e estrela roxa a familia repl7.
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Por outro lado, os plasmideos repUS15 continham genes relacionados a tolerancia a
metais, como cueO, merA e o operon YAZBtcr, além do gene pilA. Tanto o operon vanHAX,
associado a resisténcia a vancomicina, quanto o gene aac(6’)-le-aph(2’’)-la, relacionado a
resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos, foram identificados em ambos os tipos de
plasmideos. Especificamente, no caso dos plasmideos repl7, o operon vanHAX e 0 gene
aac(6’)-le-aph(2’)-1a foram detectados em doze e onze desse plasmideo, respectivamente. J&
nos plasmideos repUS15, ambos os genes foram encontrados em nove desse plasmideo cada
(Figuras 6 e 8).

Os genomas CL7197, CL7880 e CL7611 ilustram bem as diferentes configuragdes dos
plasmideos repUS15, repl7 e sua versdo multi-replicon repUS15/repl7. Essas configuracdes
foram analisadas com base na rede do plasmidoma representada pelo grafo gerado pelo Gplas,

no qual os contigs (Nodes) e a similaridade entre eles (Edges) sdo visualizados.

O genoma CL7197 apresentou os plasmideos repUS15 e repl7 totalmente separados. O
plasmideo repUS15 carrega os genes cueO, merA e o operon YAZBtcr, além de pilA e do
operon vanHAX. Esse plasmideo também inclui as sequéncias de inser¢do ISEfm2 e ISEfa4.
Por sua vez, o plasmideo repl7 contém os genes aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, ant(6’)-la e aph(3’)-
Illa. No grafo gerado pelo Gplas, os Nodes desses plasmideos aparecem completamente
desconectados, sem Edges que estabelecam uma relacdo entre eles. Além disso, os dois
plasmideos apresentam tamanhos distintos entre si onde o plasmideo repUS15 apresenta

maior tamanho (Figura 8A).

O genoma CL7880 apresentou os plasmideos repUS15 e repl7 como unidades distintas.
Apesar disso, algumas similaridades entre seus contigs sdo suficientes para gerar Edges
conectando parcialmente os Nodes de ambos os plasmideos no grafo. Mesmo com essas
conexdes, seus perfis génicos permanecem idénticos aos observados quando estdo

completamente separados, e seus tamanhos continuam diferentes entre si (Figura 8B).

Por outro lado, 0 genoma CL7611 exibiu uma configuragéo integrada, representada pelo
plasmideo multi-replicon repUS15/rep17. Nesse caso, 0s genes de ambos os plasmideos estdo
compartilhados em uma Unica estrutura continua, formando um plasmideo Gnico. Essa
configuracdo integrada resultou em um plasmideo maior do que a soma dos tamanhos

individuais observados quando os plasmideos estdo separados (Figura 8C).
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Outros plasmideos multi-replicons em E. faecium que também se destacaram por conter
genes de importancia clinica humana juntamente com genes de resisténcia a metais foram os
cointegrados de familia rep: repUS15 e repl, associados aos genes aph(2")-1d, Inu(B), Isa(E),
pilA e cueO, além das sequéncias de insercdo ISSIN e 1S256. O repl7, repUS15, repUS47 e
rep2, contendo uma diversidade de genes, como aac(6')-aph(2"), aph(3")-Ill, cat, Inu(B),
Isa(E), VanHAX, YAZBtcr, cueO, pilA e merA, além das sequéncias de insercdo ISEfm2,
ISEf4. O repUS43, repUS12, repUS15 e rep2 tambem associados aos genes cueO, merA,
YAZBtcr, ant(6)-1a, vanHAX, tet(L), tet(M), pilA e a sequéncia de insercdo ISEf4 (Figura 6).

Todos o0s genes de resisténcia a metais detectados em E. faecium estavam localizados
em sequéncias classificadas como plasmideos pelo Gplas. No entanto, em cinco casos, 0
operon YAZBtcr foi encontrado em sequéncias descritas como plasmideos, mas sem a
presenca de familias rep. Outro ponto, alguns replicons foram observados restritos a
circulacdo de genes de resisténcia e/ou determinantes de viruléncia quando observados
individualizados, em estruturas de ndo multi-replicon, o repl7a, rep2, repl2, repUS43, com
os multi-replicos apresentando um destaque na co-circulacdo de genes de
resisténcia/determinantes de viruléncia e tolerancia a metais pesados e outros microbicidas
(Figura 6).

Os plasmideos de E. faecalis, diferentemente dos de E. faecium, ndo apresentaram
relagdo com genes de tolerancia a metais pesados, e 0s genes de tolerdncia a outros
microbicidas combinados em um mesmo plasmideo com uma menor diversidade de genes de
resisténcia antimicrobiana e/ou a determinantes de viruléncia. A maioria dos plasmideos de E.
faecalis continha familias rep relacionados a plasmideos sensiveis a feromonios, como
repUS43, rep9 e rep7a, com destaque para o repUS43, identificado como plasmideo sem estar
integrado a outras familias rep em 85% (n=51/60) desses genomas. Esse plasmideo se revelou
particularmente relevante ao apresentar os genes efrA/B, que codificam a bomba de efluxo
EfrA/B, um achado inédito em plasmideos, presente em trinta dos cinquenta e um plasmideos
da familia repUS43 dos genomas de E. faecalis. Alem disso, os genes tet(M), associados a
resisténcia a tetraciclinas, e tpx, que codifica uma enzima protetora contra o estresse
oxidativo. Também foi identificado o transposon Tn6009, presente em quarenta e nove dos
cinguenta e um. Adicionalmente, dois plasmideos repUS43 se destacaram por conter, além do
perfil genético descrito, o transposon Tn554, que inclui os genes erm(B) e ant(9)-la, e um
outro contendo o operon vanHAX n&o associado a genes de resisténcia a microbicidas (Figura
9).
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Figura 9 - Grafo representando a organizacdo dos plasmideos rep7a, rep9 e rep7a/rep9 em trés
genomas oriundos de amostras de E. faecalis isoladas de pacientes hospitalizados no Rio de

Janeiro
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Os grafos representam a configuragdo dos plasmideos rep7a, rep9 e rep7a/rep9 em trés genomas distintos de E.
faecalis. Os circulos no grafo correspondem aos Nodes, que representam os contigs plasmidiais, enquanto as
linhas que conectam os Nodes sdo as Edges, indicando as conexdes baseadas na similaridade entre os contigs. Os
nameros dentro dos circulos correspondem ao ndmero do contig definido durante a montagem do genoma, e 0s
genes presentes em cada contig estdo descritos ao lado do circulo que os representa. Na imagem, a area azul
contorna o plasmideo rep7a, a area laranja representa o plasmideo rep9, e a area roxa indica o plasmideo multi-
replicon rep7a/rep9. Os Nodes demarcados com o simbolo de estrela s&o onde foi localizado a sequéncia
identificadora da familia de plasmideo (rep): estrela amarela identifica a familia rep 9 e estrela roxa a familia
rep7a.

Em E. faecalis, o segundo tipo mais frequente de plasmideo foi um multi-replicon,
composto pelas familias rep 7a e rep9. Esse plasmideo foi identificado em 42% (n=25/60)
desses genomas e frequentemente portava os genes vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B),
agg e o operon cyl, além da sequéncia de insercdo 1S1062. Diferentemente do principal
plasmideo multi-replicon de E. faecium, esse plasmideo ndo apresentou variacdo na
distribuicdo dos genes quando suas formas integradas e desintegradas foram comparadas,

exibindo frequéncias semelhantes para os genes mencionados e tamanhos equivalentes
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(Figuras 7 e 9). Além disso, observou-se que os plasmideos desintegrados ndo ocorriam
simultaneamente no mesmo genoma, sendo cada genoma portador de apenas uma das
configuracdes.

Embora nédo tenha sido identificado com frequéncia um mesmo plasmideo carregando
genes de tolerancia a microbicidas, resisténcia aos antimicrobianos e/ou a determinantes de
viruléncia, os operons vanHAX e cyl, assim como o gene aac(6')-aph(2"), estavam presentes
em genomas que apresentavam também o plasmideo repUS43, com genes de tolerancia a
microbicidas, em respectivas frequéncias: 43% (n=22/51), 39% (n=20/51) e 25% (n=13/51),
conferindo a também a co-resisténcia.

Trés outros genomas chamaram a atencao por conterem plasmideos associados ao gene
emeA, gque codifica uma bomba de efluxo homdénima, em conjunto com genes de resisténcia
e/ou determinantes de viruléncia. O genoma CL8191 apresentava um plasmideo multi-
replicon (repUS43/rep9/rep2) contendo os genes vanHAX, o operon cyl e agg, em
concomitancia com o gene emeA. O genoma CL8540 continha um plasmideo rep2 associado
aos genes emeA, agg e ecbA. J4 o genoma CL8682 possuia um plasmideo rep9 com 0s genes

vanHAX, o operon cyl e agg, também em concomitancia com o gene emeA (Figura 7).

55 Estrutura populacional, diversidade genética e reconstrucao filogenética
de E. faecium e E. faecalis

Foram identificados vinte e nove tipos distintos de STs em E. faecium (Figura 10).
Dentre eles, quatro STs foram predominantes e representaram juntos 66% (n=73/110) da
amostragem. O ST78 foi identificado em 20% (n=22/110), seguido pelos ST412 em 18%
(n=20/110), ST963 presente em 17% (n=19/110), e pelo ST896, que correspondeu a 11%
(n=12/110) desses genomas. Em quatro genomas néo foi possivel determinar o ST devido a

uma identidade inferior a 100% do alelo em um dos setes genes do loci MLST.

A andlise nos bancos de dados do PubMLST de E. faecium mostrou que 60%
(n=66/110) dos genomas apresentavam classificacbes de linhagens categorizadas como
associadas a hospitais, o antigo complexo clonal 17 e denominadas Clado Al nas analises
filogenéticas: ST18, ST19, ST22, ST78, ST80, ST192, ST203, ST262, ST288, ST564, ST844,
ST907, ST948, ST958, ST1626 e ST1628. Também foi possivel observar STs associados aos
STs pertencentes ao antigo CC17, 0 ST963 e ST896 a linhagem do ST78, assim como 0 ST97
e ST2293 ao ST29 (Figura 10).
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Figura 10 - Arvore Geradora Minima de MLST de 110 genomas oriundos de amostras de E.
faecium isoladas de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro.
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Cada cor no circulo colorido indica um tipo especifico de sequéncia de MLST (ST) e as fatias indicam o nimero de genomas
correspondentes. As linhas representam as distancias dos STs de acordo com a variacéo de alelos nos loci de MLST: linhas
integras, em tons escuros e de maior espessura representam as conexdes entre variantes com menor nimero de variagoes e as
linhas finas e/ou pontilhadas e em tons claros as com maior nimero de variagBes. As linhas integras, espessa e pretas que
conectam os circulos indicam uma variante alélica (SLV, do inglés Single Locus Variant); linhas integras e cinza escuro para
duas variantes alélicas (DLV, do inglés Double Locus Variant) e as linhas integras cinza claro ou pontilhadas trés ou mais
variantes alélicas. As Cores para cada ST estdo indicadas na legenda. O ND é decorrente da ndo defini¢do do tipo de ST por
conter alelo indeterminado em um dos genes do painel MLST. STs em cor diferente compartilhando a mesma regido sombreada
formaram complexos clonais pelo agrupamento de SLVs. Regido sombreada em vermelho séo linhagens do ST78, roxo do ST18,
amarelo do ST22, verde claro do ST907 e rosa do ST29.

Nesse estudo, o ST78 apresentou-se como a linhagem mais dispersa em genomas de
amostras de E. faecium isoladas de pacientes hospitalizados, formando o maior complexo
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clonal (regido sombreada em vermelho na figura 10). Além destas, linhagens do ST18 (regido
roxa), ST29 (regido sombreada rosa), ST22 (regido sombreada amarela) e ST907 (regido

sombreada verde clara) também foram observadas. Os demais STs foram observados isolados.

A Figura 11 apresenta a distribuicdo dos STs e a correlacdo com o0s genes de resisténcia
a antimicrobianos, determinantes de viruléncia, tolerdncia a metais pesados e outros
microbicidas observados nos 110 genomas de E. faecium. O ST78 apresentou maior
frequéncia para os genes de tolerancia a metais em associagdo a genes de resisténcia a
antimicrobianos e tolerancia a metais e outros microbicidas e, em menor diversidade para 0s
determinantes de viruléncia em comparacdo aos demais STs prevalentes, mas com circulagao
principalmente de: scm e 0s genes ecbA, bopD, acm, sgrA, pilA e pilB frequentes também
nos demais STs prevalentes. Os ST412, ST963 e ST896 apresentaram baixa circulacdo de
genes de tolerancia a metais pesados, contudo frequéncias maiores para maior diversidade de
genes de viruléncia em associagdo a genes de toleréncia a outros microbicidas e resisténcia
aos antimicrobianos. No ST412 destacou também a frequéncia do gene de viruléncia esp e
scm, e os relacionados a feromonios (cob, cpd, cad e ccf). O ST963 e ST896 destacou a
frequéncia dos genes esp, gelE, sprE, o operon fsr, ace, ebpA/B, efaA, operon cylA, hyl, e os

relacionados a feromonios e sua expressao.

Quanto aos genes de resisténcia aos antimicrobianos as principais diferengas foram para
frequéncia ao gene dfrF (a resisténcia ao trimetoprim) ndo observado em genomas do ST78 e
frequente nos demais prevalentes, e 0s genes de resisténcia a tetraciclinas tetL e tetM com
maior frequéncia no ST896. Os STs que apresentaram maior frequéncia foram o0s que
apresentaram maior diversidade de genes associados a resisténcia aos antimicrobianos,
determinantes de viruléncia e tolerdncia a metais e outros microbicidas. Outro ponto
importante € que todos os STs observados na amostragem dos 110 genomas de E. faecium

apresentaram ao menos um mecanismo de tolerancia aos microbicidas.
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Figura 11 - Distribuicdo de genes associados a resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia e a tolerdncia a metais pesados e outros

microbicidas, de acordo como os diferentes STs, em 110 genomas oriundos de amostras de E. faecium isoladas de pacientes humanos

hospitalizados no Rio de Janeiro.
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Em E. faecalis, foram identificados onze STs distintos (Figura 12). Dentre eles, trés
STs se destacaram, representando juntos 82% (n=49/60) da amostragem. O ST525 foi 0 mais
frequente, presente em 43% (n=26/60) desses genomas, seguido pelo ST6, identificado em
30% (n=18/60), e o ST778, presente em 8% (n=5/60). Os STs ndo foram observados em
associacdo de complexos clonais.

Figura 12 - Arvore Geradora Minima de MLST de 60 genomas oriundos de amostras de E.
faecalis isoladas de pacientes humanos hospitalizados no Rio de Janeiro
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Cada cor no circulo colorido indica um tipo especifico de sequéncia de MLST (ST) e as fatias indicam o nimero
de genomas correspondentes. As linhas representam as distancias dos STs de acordo com a variacdo de alelos
nos loci de MLST: linhas integras e em tons mais escuros mostram conexdes entre variantes com menor ndmero
de variaces e as linhas em tom claro de maior nimero de variagdes. As Cores para cada ST estdo indicadas na
legenda. As linhas cinza escuro representam duas variantes alélicas (DLV, do inglés Double Locus Variant) e as
linhas cinza claro trés ou mais variantes alélicas. O ND ¢é decorrente da ndo definicdo do tipo de ST por conter
alelo indeterminado em um dos genes do painel MLST.

A Figura 13 apresenta a distribui¢do dos STs e a correlagdo com os genes de resisténcia
a antimicrobianos, determinantes de viruléncia, tolerdncia a metais pesados e outros
microbicidas observados nos 60 genomas de E. faecalis. Os STs que apresentaram maior
frequéncia foram os que apresentaram maior diversidade de genes associados a resisténcia aos
antimicrobianos e determinantes de viruléncia. Entre os STs prevalentes em E. faecalis,
quanto as diferencas observadas, o ST525 apresentou frequéncias maiores para 0S
determinantes de viruléncia acm e sgrA, enquanto o ST6 0 gene de resisténcia a
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antimicrobianos sat4 e os determinantes de viruléncia asal e operon cps. O gene de
resisténcia a antimicrobianos drfF esteve circulante em maiores frequéncias nos ST525 e ST6
e aph(3’)-11l e ant(6’)-la nos ST6 e ST778. Um outro ponto que se destacou foi que entre 0s
STs circulantes, todos tinham ao menos um mecanismo de tolerancia aos microbicidas

presente.

Figura 13 - Distribuicdo de genes associados a resisténcia a antimicrobianos, a viruléncia e a
tolerancia a metais pesados e outros microbicidas, de acordo com os diferentes STs, em 60
genomas oriundos de amostras de E. faecalis isoladas de pacientes humanos hospitalizados no
Rio de Janeiro.
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A variacdo das cores/intensidade na tabela numérica representa a frequéncia por quantidade do gene nos STs, do branco
(auséncia do gene) ao vermelho intenso (maior quantidade observada para o gene).

Para avaliar a diversidade genética populacional e as relagcdes filogenéticas dos
genomas de E. faecium e E. faecalis, e tracar aspectos da circulagdo da tolerancia a metais e
outros microbicidas com selegdo da resisténcia a antimicrobianos e determinantes de
viruléncia, foi gerada uma arvore de filogenética de maxima verossimilhanca a partir do
alinhamento do core genoma pelo programa Roary de ambas as espécies. A analise foi
associada exclusivamente aos plasmideos que continham, simultaneamente, genes de
resisténcia a metais e/ou outros microbicidas e genes de resisténcia a antimicrobianos e/ou

determinantes de viruléncia.
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A éarvore filogenética inferida a partir dos 1.394 core genes dos 110 genomas de E.
faecium, representada na Figura 14, revela as relagfes evolutivas entre os genomas
analisados. A proximidade filogenética entre os genomas, independentemente do ST ou do
sitio de isolamento, € evidenciada pelos ramos curtos que o0s conectam, sugerindo um

ancestral comum recente para a maioria dos genomas.

Essa proximidade é observada tanto entre genomas pertencentes ao antigo CC17 (clados
destacados em azul na arvore filogenética) quanto entre aqueles que ndo foram alocados nesse
complexo clonal pelo PubMLST. Um exemplo disso é o agrupamento dos trés genomas do
ST844 (CC17), que compartilham um ancestral comum recente com 0s genomas do ST963,
seu single-locus variant (SLV) no MLST, néo classificado como antigo CC17. Os genomas
do ST963 e os do ST896, ndo classificados como CC17, apresentam proximidade filogenética
com outros genomas desse complexo clonal, como observado também nas andlises

populacionais por MLST.

Na analise filogenética, genomas de diferentes STs classificados como o antigo
complexo clonal CC17 agruparam-se em clados muito préximos. Os dois genomas do ST203
e 0 Unico genoma do ST192 foram agrupados no mesmo clado do ST412, sendo que ambos
sdo double-locus variants (DLVs) do ST412 na analise de MLST. Da mesma forma, os
genomas dos ST564 e ST1626 foram posicionados dentro do clado do ST78, ambos
classificados como SLVs do ST78 na anélise de MLST. Esses agrupamentos refletem a

proximidade evolutiva entre os genomas analisados dentro do antigo CC17.
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Figura 14 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca baseada no core-genoma de 110 genomas
oriundos de amostras de Enterococcus faecium isoladas de pacientes hospitalizados no Rio de Janeiro,
destacando plasmideos portadores de genes de tolerdncia a metais pesados e outros microbicidas,
resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia, além de informagdes sobre outros
plasmideos presentes nos mesmos genomas.
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Na arvore filogenética, os clados correspondentes aos genomas do antigo CC17 estdo destacados em azul,
enguanto os genomas do CC94 estdo destacados em vermelho. Clados sem destaque indicam genomas que ndo
pertencem a nenhum complexo clonal.

77



Os dois genomas (CL9251 e CL9552) previamente descritos como provenientes de
infeccdo, com perfis alélicos de MLST do Clado B (CC94), formaram um cluster
monofilético, como podemos observar pelo cluster demarcado em vermelho na nossa arvore
filogenética, evidenciando um parentesco evolutivo mais distante em relacdo aos demais
genomas analisados. Esse distanciamento ficou claro pelo longo comprimento do ramo que 0s
separa do ancestral comum mais recente. Esses dois genomas apresentaram uma relagdo mais
préxima entre si, porém ainda distante em relagdo a genomas ndo pertencentes ao antigo

CC17, os quais formaram clados mais definidos na extremidade da arvore filogenética.

Diante disso, os genomas CL9251 (ST116) e CL9552 (ST1762) foram submetidos ao
TYGS para uma analise taxondémica por hibridizacdo DNA-DNA digital. Os resultados,
apresentados na arvore da Figura 15, mostraram que o genoma CL9251 se aproxima mais da
cepa-tipo Enterococcus lactis CCM8412, enquanto o genoma CL9552 esta mais relacionado a

cepa-tipo Enterococcus xinjiangensis JCM 30200, um sinbnimo heterotipico de E. lactis.

Observou-se uma maior concentragdo de plasmideos com um amplo perfil de resisténcia
a antimicrobianos, tolerancia a metais e determinantes de viruléncia nos genomas
pertencentes ao antigo CC17, especialmente no ST78, mas também em genomas dos STs 288,
1626, 564, 18, 262, 958 e 19. A distribuicdo desses plasmideos ndo apresentou uma
associacao clara com subclados especificos ou com os sitios de isolamento, sendo detectados

tanto em genomas provenientes de infec¢do quanto de colonizacéo.

Além de plasmideos que carregam em conjunto genes de tolerancia a metais, resisténcia
a antimicrobianos e/ou determinantes de viruléncia, esses elementos estavam presentes no
mesmo genoma juntamente com outros plasmideos que continham genes de relevancia
clinica, como aac(6’)-aph(2 ), ant(6)-la, aph(3’)-111, vanHAX e cat.

Além disso, entre 0s genomas ndo pertencentes ao CC17, apenas dois apresentaram
esses plasmideos. O genoma CL9251, classificado como pertencente ao Clado B, continha um
plasmideo da familia repUS15, que abrigava os genes cueO e merA, associados a toleréncia a
metais, e o gene pilA, relacionado a viruléncia. Esse genoma também carreava um plasmideo
repl, contendo os genes tet(L) e tet(M), envolvidos na resisténcia a tetraciclinas. J4 o genoma
CL6802 apresentava um plasmideo repUS15, que continha os genes cueO e merA, além do

operon vanHAX, e um plasmideo rep2, portando os genes Inu(A), tet(M), tet(L) e cat.
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Figura 15 - Analise taxondmica dos genomas CL9251 e CL9552 por Hibridizacdo DNA-DNA Digital (dDDH)
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Arvore filogenética gerada no TYGS para a analise taxondmica dos genomas CL9251 e CL9552 de
Enterococcus faecium (sombreada em cinza). O genoma CL9251 se aproximou da cepa-tipo Enterococcus lactis
CCMB8412, enquanto o genoma CL9552 apresentou maior similaridade com a cepa-tipo Enterococcus
xinjiangensis JCM 30200 (sindnimo heterotipico de E. lactis). Na arvore, a utilizagdo de cores idénticas para
espécie (verde) e subespécie (marrom) indica a identidade taxondmica dos grupos, demonstrando que os
genomas CL9251, E. lactis CCM8412, CL9552 e E. xinjiangensis JCM 30200 pertencem a mesma espécie e
subespécie.

A analise filogenética dos genomas de E. faecalis, baseada em 1.771 core genes é

representada na Figura 16, revelou a formagéo de dois clados distintos, separados por longos
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ramos na arvore filogenética, além de sub-clados bem definidos. O Clado 1 foi composto por
oito genomas, e 5 sub-clados, enquanto o Clado 2 reuniu cinquenta e dois genomas.

O Clado 1 abrangeu os STs 4, 16, 40 e 21, os quais, em geral, ndo sdo associados a
infeccbes e sdo mais frequentemente detectados em ambientes externos ao hospital. No
entanto, entre os genomas analisados, seis dos oito pertencentes a esse clado foram isolados
de casos de infecgéo.

Em contraste, o Clado 2 foi predominantemente composto por STs fortemente
associados a infec¢bes hospitalares, sendo quase exclusivamente identificados em ambientes
hospitalares. Esse clado apresentou trés ramificacOes distintas: a primeira, contendo um Unico
genoma do ST613; a segunda, reunindo todos os genomas do ST6, 0s quais, por sua vez, se
agruparam em trés sub-clados distintos; e a terceira, composta pelos genomas dos STs 525, 69
e 778.

Os genomas do ST778 compartilharam um ancestral comum com aqueles do ST69. J&
0s genomas do ST525 foram subdivididos em dois sub-clados geneticamente distintos: o
primeiro, formado por seis genomas provenientes tanto de infec¢des quanto de colonizagdes e
proximidade filogenética com um dos sub-clados de ST6 e o outro sub-clado do ST525; e o
segundo composto por 20 genomas, também associados a infeccBGes e colonizagbes. Esse
segundo subclado demonstrou uma maior proximidade filogenética entre os genomas do
primeiro clado de STs 525 e 0 ST69 e ST778.

O plasmideo repUS43, que abriga genes de tolerancia a microbicidas em associacdo
com genes de resisténcia a antimicrobianos e/ou determinantes de viruléncia, bem como o0s
plasmideos rep9, rep2 e o multi-replicon repUS43/rep9/rep2, foram majoritariamente
detectados em genomas do Clado 2, sem predilecdo por um subclado especifico. Além disso,
0s genomas que continham esses plasmideos frequentemente também apresentavam outros
plasmideos de relevancia clinica, como o plasmideo multi-replicon rep7a/rep9, que
codificava genes associados a resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia,

incluindo vanHAX, aac(6")-aph(2"), cat, erm(B), operon cyl e agg.

Apesar da menor representatividade do Clado 1, foi detectada a presenca do plasmideo
repUS43, contendo genes de tolerancia a microbicidas e resisténcia a antimicrobianos,
indicando a circulacdo desse elemento genético mesmo entre linhagens menos associadas ao

ambiente hospitalar.
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Figura 16 - Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca baseada no core-genoma de 60
genomas oriundos de amostras de Enterococcus faecalis isoladas de pacientes hospitalizados
no Rio de Janeiro, destacando plasmideos portadores de genes de tolerancia a metais pesados
e outros microbicidas, resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia.
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i rep7a, rep9, vanHAX, aac(6)-aph(2"), cat, erm(B), operon cyl, ogg
B rep7a, rep9, vanHAX, aac(6)-aph(2"), cat, erm(B), operon cyl, agg, IS1062

rep9, vanHAX, ogg, aac(6')-aph(2"), erm(B), tn917

n
m rep7a, vanHAX, cat, aac(6')-aph(2"), erm(B), operon cyl, agg
B rep7a, rep9, vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, operon cyl, agg
B rep17a, repUS15, vanHAX, erm(B), ant(6)-la, aph(3))-1ll, aac(6')-aph(2"), pilA, ISEfad
B rep7a, rep9, vanHAX, cat, operon cyl, ogg
] rep9, vanHAX, cat
& rep7a, rep9, vanHAX, cat, operon cyl, ogg
B
2} rep7a, vanHAX, cat, operon cyl
W rep9, erm(B), agg, operon cyl, esp
B rep7a, rep9, vanHAX, cat, operon cyl,
[ ] rep7a, rep9, vanHAX, cat, operon cy,
" rep7a, rep9, vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B), operon cyl, agg
i) rep7a, rep9, vanHAX, cat, erm(B), operon cyl, agg, 151062
= rep7a, rep9, vanHAX, cat, erm(B), operon cyl, 151062
2 rep7a, vanHAX, erm(B)  rep9, cat
] rep7a, rep9, vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, operon cyl, agg
" rep7a, rep9, vanHAX, aac(6')-oph(2"), cat, agg
5} rep7a, rep9, vanHAX, cat, 1S1062
] rep7a, rep9, vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B), operon cyl, agg, esp, IS1062
Sitio de Isolamento
m Genes de viruléncia M Infeccdo m Colonizagdo
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6. DISCUSSAO

As espéecies E. faecium e E. faecalis sdo membros da microbiota gastrointestinal
humana que, nas Ultimas décadas, se destacaram como importantes agentes de infecgdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Embora E. faecalis seja a principal causa de
infecgBes enterococicas, E. faecium vem apresentando um aumento significativo como causa
de infecgBes nosocomiais, impulsionado por sua frequente associagdo a resisténcia a multiplas
drogas (Fiore et al., 2019).

A transicdo dessas bactérias de comensais a patdgenos altamente adaptados ao ambiente
hospitalar reflete um processo evolutivo dindmico, sustentado por sua notdvel plasticidade
gendmica. Essa caracteristica permitiu a aquisicdo progressiva de multiplos mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos e a outros compostos e de determinantes de viruléncia,
contribuindo para sua persisténcia e disseminacdo em ambientes clinicos (Hourigan et al.,
2024).

O ambiente é cada vez mais reconhecido como um ponto critico para a co-selecdo e
disseminacdo de bactérias resistentes a antimicrobianos e seus genes de resisténcia,
impulsionadas tanto por pressao seletiva por antibioticos quanto por agentes ndo antibiéticos,
como metais e microbicidas (Murray et al., 2024). O amplo uso desses compostos na
medicina, agricultura, aquicultura e produtos de consumo, cria diversas oportunidades para a
selecdo de amostras resistentes. A capacidade dos enterococos de adquirir e manter
mecanismos de sobrevivéncia em diferentes ambientes Ihes confere uma vantagem adaptativa,
especialmente no ambiente hospitalar. Em E. faecalis e E. faecium, a tolerancia ao estresse e a
patogenicidade estdo fortemente interligadas, contribuindo para sua persisténcia e capacidade
de causar infecgdes (Gaca; Lemos, 2019; Pal et al., 2015, 2017).

A co-selecdo refere-se a selecdo simulténea de resisténcia a multiplos agentes e é um
fator crucial na persisténcia da resisténcia antimicrobiana, pois pode manter e promover essa
caracteristica mesmo na auséncia dos compostos seletivos. Esse processo ocorre
principalmente por dois mecanismos: resisténcia cruzada e co-resisténcia (Baker-Austin et al.,
2006; Chapman, 2003). A resisténcia cruzada acontece quando um Unico mecanismo, como
uma bomba de efluxo, confere resisténcia simultanea a diferentes agentes antimicrobianos. Ja
a co-resisténcia ocorre quando genes de resisténcia distintos estdo fisicamente vinculados no

mesmo elemento genético mdvel, como um plasmideo, ou quando diferentes genes de
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resisténcia estdo presentes na mesma bactéria, conferindo protecdo contra compostos distintos
(Gaca; Lemos, 2019; Pal et al., 2015, 2017).

Compreender a organizacdo genética dos genes de resisténcia aos antimicrobianos,
metais e microbicidas, incluindo sua associacdo com elementos genéticos moveis, como
plasmideos, e essencial para elucidar os mecanismos de manutencdo e transferéncia desses
genes entre microrganismos. Além disso, estudos epidemiol6gicos que investigam essas
interacdes ajudam a entender o sucesso de determinadas espécies bacterianas no
estabelecimento em ambientes com diferentes condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas,
contribuindo para estratégias mais eficazes de controle da disseminacdo da resisténcia.

O WGS é uma tecnologia versatil que pode ser aplicada em diversas areas da
microbiologia, desde a tipificacdo até a construcdo de filogenias de microrganismos. Seu uso
tem ampliado a compreensdo da trajetdria evolutiva das espécies de enterococos. Assim, a
aplicacdo dessa técnica em estudos epidemioldgicos permite a obtencdo de resultados precisos
e discriminatorios, além de proporcionar acesso a um vasto conjunto de informacgdes sobre as
caracteristicas bioldgicas desses microrganismos.

Visto isso, este estudo teve como objetivo investigar, sob uma perspectiva genémica, o
"landscape gendmico” de genomas de E. faecium e E. faecalis provenientes de pacientes
atendidos em hospitais do estado do Rio de Janeiro. Para isso, foram utilizados genomas e
ferramentas de biologia computacional, com foco na localizacdo e concentracdo de genes
especificos relacionados a resisténcia a antimicrobianos, microbicidas e metais, bem como na
identificacdo dos elementos genéticos moveis, e na estrutura populacional dessas duas
espécies de maior importancia clinica humana.

As caracteristicas gerais dos genomas estudados revelaram um tamanho médio de 3,03
Mbp para E. faecium e 2,67 Mbp para E. faecalis, com um contetdo médio de G+C de 37%
em ambas as espécies. Esses valores estdo em consonancia com estudos anteriores, que
demonstraram que 0 género Enterococcus possui um conteudo de G+C entre 34% e 45% e
tamanhos gendmicos que variam de 2,31 Mbp a 5,5 Mbp (Lebreton et al., 2017; Zhong et al.,
2017). Em particular, os genomas de E. faecium do clado Al se destacam por serem maiores,
atingindo até 3,72 Mbp, devido a presenca de um numero mais elevado de genes de
resisténcia antimicrobiana e EMGs (Wei et al., 2024). Por sua vez, o genoma de E. faecalis de
origem hospitalar possui, em média, 3,22 Mbp, com até 25% dos seus genes adquiridos por

meio de plasmideos (McBride et al., 2007; Solheim et al., 2011). Isso se reflete na quantidade
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de plasmideos e outros EGMs detectados nos genomas de E. faecium e E. faecalis de origem
hospitalar, por nos estudados.

O estudo da composicdo do contetdo genético teve como principal objetivo avaliar a
co-ocorréncia de genes associados a resisténcia a antimicrobianos e determinantes de
viruléncia, principalmente aqueles envolvendo caracteristicas importantes e que impliquem na
sua persisténcia no cendrio hospitalar, e genes associados a tolerancia a metais pesados e
outros microbicidas, hipotetizando o possivel papel desses outros compostos como agentes de
co-selecdo devido aos processos de co-resisténcia ou resisténcia cruzada.

A andlise dos 170 genomas revelou uma alta frequéncia de genes associados a
resisténcia a antimicrobianos, metais e microbicidas, além de determinantes de viruléncia,
destacam-se, sobretudo, genes relacionados a caracteristicas essenciais para a persisténcia
desses microrganismos no ambiente hospitalar, tanto no cromossomo quanto em plasmideos.

A co-selegdo por co-resisténcia observada em E. faecium e E. faecalis reflete a
complexidade das interacGes genéticas que favorecem a persisténcia e disseminacao de genes
de resisténcia e viruléncia. A alta frequéncia de co-ocorréncia entre genes de resisténcia a
antimicrobianos e determinantes de viruléncia com genes de tolerancia a metais pesados e
outros microbicidas em ambas as espécies sugere que esses elementos podem estar
localizados em plasmideos ou ilhas genémicas compartilhadas, promovendo sua
transmissibilidade por meio de mecanismos de mobilizacdo génica. Destaca-se a correlagédo
entre 0 operon YAZBtcr e o0 gene merA, associados a tolerdncia a metais, e genes de
resisténcia a antimicrobianos de relevancia clinica, como vanHAX e aac(6')-le-aph(2")-la,
reforcando a hipo6tese de que a exposicdo a metais pode contribuir para a manutencao e
selecdo de bactérias resistentes.

Em E. faecalis, a associacdo do gene cadA, que confere resisténcia ao cadmio, com
genes de resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia também sugere um papel
significativo da pressdo seletiva ambiental na disseminagdo desses determinantes. A co-
ocorréncia entre os genes cadA e vanHAX em 77% dos genomas de E. faecalis, juntamente
com altas frequéncias de genes de resisténcia a aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclinas,
bem como determinantes de viruléncia, evidencia a coexisténcia de diferentes mecanismos
genéticos na célula bacteriana que favorece a manutencéo indireta de caracteristicas. O gene
cadA ja foi descrito em associacdo com genes clinicamente relevantes, como vanHAX e
aac(6')-le-aph(2")-la, tanto em E. faecium quanto em E. faecalis (Belloso Daza et al., 2022;
Cardak; Togay; Ay, 2023; Farias et al., 2023; Oger; Mahillon; Petit, 2003; Yan et al., 2015),
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além de sua presenca em plasmideos, evidenciando seu potencial para transmissdo horizontal
(Nucifora et al., 1989; Wang et al., 2021b).

As bombas de efluxo EfrA/B, codificadas pelos genes efrA e efrB, e EmeA, codificada
pelo gene emeA, sdo amplamente detectadas em E. faecium e E. faecalis, conforme
demonstrado em diversos estudos (Abbood; Hijazi; Gould, 2023; Esfahani et al., 2020;
Lavilla Lerma et al., 2014; Sobhanipoor et al., 2021, 2022). Em E. faecalis, a coexisténcia
dos genes cadA, emeA e efrA/B e genes de resisténcia a antimicrobianos e determinantes de
viruléncia dentro da mesma célula, mas distribuidos entre o cromossomo e plasmideos,
favorece um cenério de co-resisténcia e persisténcia desses determinantes genéticos. A
coexisténcia do gene cadA, associado a resisténcia ao cadmio, frequentemente localizado em
cromossomo, bem como emeA, e também presente majoritariamente no cromossomo dos
genomas desse estudo, e 0s genes de resisténcia a antimicrobianos e determinantes de
viruléncia em sua grande maioria associados a EGM, pode ter implicagBes importantes para a
sobrevivéncia e adaptacdo bacteriana em ambientes hostis. Dessa forma, essa combinacédo de
fatores na mesma célula aumenta a eficacia do processo bioldgico, como se manter em
ambientes com diferentes pressdes seletivas, resultando em um efeito maior do que se
atuassem de forma isolada.

As populagdes de E. faecium do Clado A1, predominantemente compostas por isolados
clinicos, apresentam o operon 2CS-CHX, recentemente descoberto e implicado na resisténcia
a clorexidina (Duarte et al., 2019; Pereira et al., 2022, 2024; Skive et al., 2022). A associa¢do
desse operon com a bomba de efluxo cromossémica efrA/B potencializa a capacidade da
bactéria de resistir a compostos toxicos e, indiretamente, favorece a manutencao de genes de
resisténcia a antibidticos. Essa distribuicdo heterogénea dos determinantes genéticos permite
que pressoes seletivas diversas — decorrentes da exposicdo a metais pesados, microbicidas e
antibioticos — atuem de forma combinada na disseminagdo desses elementos, contribuindo
para a persisténcia de E. faecium e E. faecalis em ambientes hospitalares e gerando desafios
terapéuticos relevantes. Ademais, as correlacdes estatisticamente significativas entre genes de
tolerancia a metais e microbicidas e genes de resisténcia antimicrobiana e determinantes de
viruléncia reforcam a hipétese de que compostos utilizados tanto em contextos hospitalares
quanto externos colaboram indiretamente para a manutencéo desses genes.

Os plasmideos desempenham um papel fundamental na biologia dos enterococos,
atuando como uma vasta reserva de variabilidade genética e facilitando a troca de material

genético entre bactérias (Norman et al., 2009). Em nossa analise, foi detectada uma presenca
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recorrente de plasmideos, sobretudo em E. faecium. Todos os genomas dessa espécie
apresentaram pelo menos um plasmideo, com uma média de 3,8 por genoma, enquanto E.
faecalis exibiu uma meédia de 2,3 plasmideos. O tamanho desses elementos variou
amplamente, de menos de 3 kb a mais de 326 kb. Esses resultados reforcam o papel dos
Enterococcus como vetores ancora para elementos genéticos moveis, que podem representar
até 25% do DNA enterocdcico devido a aquisicdo de material exdgeno (Clewell et al., 2014).
Além disso, a maior quantidade e o tamanho dos plasmideos encontrados em isolados de
pacientes hospitalizados, em comparacdo com outras fontes, indicam sua contribuicdo
significativa para a adaptacdo e evolucdo bacteriana, sendo os isolados desprovidos de
plasmideos raramente identificados (Clewell et al., 2014; Hourigan et al., 2024).

Nossos resultados demonstraram que cada espécie apresenta uma populacdo de
plasmideos com padrdes distintos, evidenciados pelas diferencas na diversidade dos tipos de
familias rep. Em particular, E. faecium exibiu uma maior diversidade e uma frequéncia de
plasmideos diferenciada em relacdo a E. faecalis, sendo que as familias rep predominantes em
E. faecium ndo coincidem com aquelas mais frequentes em E. faecalis. Além disso, embora
ambas as espécies compartilnem genes transportados por plasmideos, a circulacdo desses
genes ocorre em plasmideos distintos, dependendo da espécie. Esses achados sugerem que,
apesar da proximidade filogenética e da coexisténcia no mesmo nicho ecoldgico, a
organizacao plasmidial € especifica para cada grupo, o que pode refletir adaptacbes genéticas
particulares e influenciar a disseminacdo de caracteristicas relevantes, tais como resisténcia a
antimicrobianos e determinantes de viruléncia.

Ambas as espécies analisadas apresentaram plasmideos classificados como multi-
replicons, contendo mais de uma familia rep. Esses plasmideos destacaram-se por seu maior
tamanho médio em comparagdo com plasmideos que possuem apenas uma Unica familia de
replicacdo. Além disso, exibiram perfis genéticos mais diversificados, sugerindo a presenca
de plasmideos co-integrados, além de apenas plasmideos com duas ou mais familias rep. A
modularidade observada reforca a hipotese de que eventos de recombinacdo e rearranjos
genéticos desempenham um papel central na formag&o de estruturas mosaicas (Pesesky et al.,
2019). Essa caracteristica € consistente com o descrito para membros de familias plasmidiais
amplamente disseminadas no género Enterococcus, como Incl18 e RepA N, que apresentam
alta capacidade de dissociabilidade modular e propensdo a variacdo e embaralhamento
independentes. Essas propriedades frequentemente resultam na formacdo de plasmideos
contendo mdaltiplos replicons e estruturas mosaicas. A variabilidade de sequéncia, a presenga

86


https://www.zotero.org/google-docs/?y0bo6c
https://www.zotero.org/google-docs/?dixO9v
https://www.zotero.org/google-docs/?IwEuZx
https://www.zotero.org/google-docs/?IwEuZx

de estruturas mosaico em plasmideos que combinam mdédulos de diferentes origens e a
existéncia de plasmideos quiméricos indicam uma alta diversidade genética dos plasmideos
enterococicos (Arredondo-Alonso et al., 2020a; Freitas et al., 2013; Lanza et al., 2015;
Mikalsen et al., 2015; Weaver et al., 2009).

Em nossa anélise, o plasmideo mais frequente em E. faecium foi do tipo multi-replicon,
composto pelas familias repUS15 e repl7, identificado em 41% dos genomas, com tamanho
médio de 240 kb. Dentre esses, 31% (n=14/45) apresentaram um perfil genético comum,
portando genes de tolerancia a metais pesados, resisténcia a antimicrobianos e determinantes
de viruléncia. Esse perfil incluiu o operon YAZBtcr, o gene cueO (resisténcia a cobre), o gene
merA (resisténcia a mercurio), o operon de resisténcia a vancomicina vanHAX, trés genes
associados a resisténcia a niveis elevados de aminoglicosideos (aac(6’)-le-aph(2’’)-la,
ant(6’)-la e aph(3’)-1lla), o gene erm(B) (resisténcia a macrolideos) e o gene pilA,
relacionado a formacao de pili. Além disso, as sequéncias de insercdo ISEfad e ISEfm2 foram
detectadas em 58% (n = 26/45) e 29% (n = 13/45) dos plasmideos multi-replicon,
respectivamente. O que explica a correlagdo com significancia estatistica entre o gene merA e
0s genes vanHAX, aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, aph(3’)-111 e pilA e o operon YAZBtcr e 0S genes
vanHAX, aac(6’)-le-aph(2”’)-la e aph(3’)-1ll.

A anélise individual desses plasmideos sugeriu que os replicons repUS15 e repl7
podem ter sofrido eventos de recombinagdo, originando co-integrados com perfis genéticos
diferenciados. Assim, os plasmideos repl7 tendem a carregar genes de alta resisténcia a
aminoglicosideos (como ant(6°)-la e aph(3’)-111a) e o gene erm(B), enquanto os plasmideos
repUS15 frequentemente contém genes de resisténcia a metais, como cueO, merA e 0 operon
YAZBtcr, além de pilA. Vale ressaltar que ambos os tipos abrigaram o operon vanHAX e o
gene aac(6°)-le-aph(2”’)-la.

Esses plasmideos pertencem a familia RepA_N, amplamente distribuida entre bactérias
Gram-positivas, embora seus membros individuais possuam um espectro de hospedeiros
restrito, e podem ser tanto conjugativos quanto ndo conjugativos, com tamanhos que variam
de 3,3 a 281 kb (Weaver, 2019; Weaver et al., 2009). Nos genomas investigados no presente
estudo, os replicons repUS15 apresentaram mais de 80% de identidade com o replicon do
plasmideo pNB2354_1 (NC_020208), enquanto os repl7 foram comparaveis ao replicon do
plasmideo pRUM (NP_863172.1).

Em particular, os plasmideos repl7 (tipo pRUM) sdo descritos como mosaicos,
incorporando diversos elementos genéticos de origens distintas e desempenhando um papel
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crucial na disseminacdo da resisténcia a glicopeptideos em isolados do Clado Al de E.
faecium, por meio do transporte dos genes vanA e vanB (Freitas et al., 2013; Islam et al.,
2023; Lanza et al., 2015; Rosvoll et al., 2010). Recentemente, esses plasmideos foram
associados a disseminacdo dos genes de resisténcia ant(6)-la, aph(3’)-11l, vanA e ermB,
conferindo resisténcia a aminoglicosideos, vancomicina e eritromicina, e identificados como
principais vetores da resisténcia & vancomicina em Dallas, Texas (Islam et al., 2023). Além
disso, plasmideos repl7 foram identificados como portadores de sistemas toxina-antitoxina
(TA) (Freitas et al., 2013; Halvorsen et al., 2011; Rosvoll et al., 2010).

Originalmente descobertos em plasmideos, esses sistemas atuam como mecanismos de
manutencdo, garantindo a sua perpetuacdo (Ogura; Hiraga, 1983). Em células que contém o
plasmideo, 0s genes da toxina e da antitoxina sdo expressos simultaneamente. A antitoxina se
liga a toxina, neutralizando seu efeito deletério. No entanto, durante a divisdo celular pode
ocorrer a formacdo de um segregante desprovido do plasmideo. Nesse cenario, a producao
continua de antitoxina é interrompida; por ser instavel, a antitoxina é rapidamente degradada,
enquanto a toxina, mais estavel, permanece ativa e induz a morte da célula plasmideo-
negativa, caracterizando o fenémeno conhecido como morte pds-segregacional. Assim, 0S
sistemas TA, tornam a célula dependente da presenca do plasmideo para neutralizar a toxina,
assegurando que somente células que mantém o plasmideo sobrevivam e se multipliquem
(Hayes, 2003).

Plasmideos com mais de 150 kb sdo amplamente distribuidos entre isolados de E.
faecium de diversas origens e sdo conhecidos como "megaplasmideos” (Hall et al., 2023).
Esses plasmideos costumam carregar genes envolvidos no metabolismo, na resisténcia a
antibioticos e a metais (Arias et al., 2009; Freitas et al., 2011, 2013; Gomez et al., 2011,
Lanza et al., 2015; Rosvoll et al., 2012; Zhang et al., 2011). O plasmideo repUS15 ja foi
descrito como um megaplasmideo (165-168 kb) portador do operon YAZBtcr, do gene cueO e
do gene vanA de genomas de isolados de ambientes aquaticos (Biggel et al., 2021) e, portanto,
0 operon YAZBtcr e 0 gene vanA em genomas de isolados de porcos (Arredondo-Alonso et
al., 2020a). Considerando que o cobre é comumente utilizado na cria¢cdo de suinos como
suplemento na racdo e que a resisténcia ao cobre é considerada uma adaptacdo ao ambiente
suinicola (Gouliouris et al., 2018) esses achados sugerem que tais plasmideos conseguem se
manter em ambientes diversos, preservando seus genes de resisténcia a antimicrobianos
mesmo sob pressOes seletivas de outros compostos, como 0s metais. Em E. faecalis, o

segundo tipo mais frequente de plasmideo foi o multi-replicon rep7a/rep9.
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Os elementos de replicacdo da familia rep9 demonstraram homologia com a familia
rep do plasmideo pAD1, pertencente & familia Inc18 e ao grupo RepA_N de plasmideos
conjugativos que respondem aos feromonios do tipo cAD1, que esteve presente em 48% (n=
29/60) dos E. faecalis, possuem sistemas TA e sdo comumente encontrados em isolados
clinicos (clewell, 2007; Weaver et al., 1996). Esse plasmideo tem sido frequentemente
associado a fatores de viruléncia, como o operon cyl, responsavel pela producéo de citolisina,
a presenca de substancias agregativas (Clewell, 2007; Gilmore et al., 1994) e, em alguns
casos, ao gene vanA (Tomita, et al., 2023).

Por sua vez, a familia rep7a mostrou maior homologia com a familia rep do plasmideo
conjugativo pRE25, classificado como pertencente a familia Incl8. Essa familia é
caracterizada por um amplo espectro de hospedeiros, alta modularidade e propensdo para
variacdes e reorganizacdes independentes, podendo conter multiplos replicons (Clewell et al.,
2014; Lanza et al., 2015; Schwarz, et al., 2001). Esse plasmideo também foi descrito como
portador de genes de resisténcia antimicrobiana, como cat, ermB, aph(3')-I1l, vanA e da
sequéncia de insercao 1S1062 (Schwarz, et al., 2001).

Embora esse plasmideo multi-replicon ndo contenha genes de resisténcia a microbicidas
ou metais, sua importancia destaca-se pela portabilidade de genes de resisténcia
antimicrobiana de relevancia clinica em conjunto com genes de viruléncia (vanHAX, aac(6')-
aph(2"), cat, ermB, agg e o operon cyl). Ao contrario do principal plasmideo multi-replicon
de E. faecium, este plasmideo apresentou uma distribuicédo estavel dos genes ao comparar suas
formas integradas e desintegradas, exibindo frequéncias e tamanhos equivalentes. Ademais,
os plasmideos desintegrados ndo coexistiram no mesmo genoma, sendo cada genoma portador
de apenas uma das configuracdes.

Essa observacdo pode ser explicada pelo fato de que ambos os tipos de plasmideos
pertencem a familia Inc18, cuja classificacdo é baseada na baixa ocorréncia de plasmideos
com 0 mesmo mecanismo de replicacdo coexistindo na mesma célula, um fenémeno chamado
de “incompatibilidade” (Inc). Uma explicacao possivel ¢ que dois plasmideos Inc18 podem se
fundir por eventos de recombinagdo homdloga ou transposons, formando um unico plasmideo
maior com mdltiplas origens de replicacdo e garantir maior estabilidade do plasmideo dentro
da celula bacteriana, reduzindo o risco de perda durante a divisdo celular. Plasmideos multi-
replicon podem conter genes de mobilizacdo e conjugacdo, aumentando a taxa de
transferéncia entre diferentes bactérias (Kohler et al., 2018). Essa combinacgéo de fatores — a
fusdo de plasmideos, a presenca de multiplas origens de replicacéo e a mobilizacdo gendmica
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— garante a estabilidade e a disseminacdo de genes de interesse, como resisténcia a
antimicrobianos, dentro das populagdes bacterianas. Isso pode ser um fator importante na
evolucdo e na adaptacdo de patdgenos bacterianos, especialmente em ambientes nosocomiais,
onde a pressdo seletiva é alta devido ao uso de antibioticos e outros agentes microbicidas.

Plasmideos mosaicos, definidos como plasmideos compostos por elementos genéticos
provenientes de fontes distintas, estdo fortemente associados a disseminagdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos (Pesesky et al., 2019). Um exemplo notavel é observado nos
plasmideos do filo Firmicutes, do qual os Enterococcus fazem parte, caracterizados por uma
modularidade impulsionada pela recombinacdo. Esses plasmideos apresentam um alto grau de
mosaicismo, frequentemente incorporando multiplas origens de replicagdo em um mesmo
‘backbone’ plasmidial (Lanza et al., 2015). Estudos, como o realizado por Pesesky e
colaboradores em 2019, demonstraram que mais de 40% dos plasmideos depositados no
banco de dados de Sequéncias de Referéncia (RefSeq) do NCBI (do inglés National Center
for Biotechnology Information) séo plasmideos mosaicos que carregam fragmentos de outros
plasmideos (Pesesky et al., 2019).

Uma possivel explicacdo para o alto grau de mosaicismo observado nos plasmideos € o
elevado numero de sequéncias repetidas, especialmente aquelas associadas a elementos
transponiveis, como ISs e transposons (Rodriguez-Beltran et al., 2021). Esses elementos
atuam como pontos de recombinagdo, facilitando tanto processos de delecdo quanto a
incorporacdo de novos elementos genéticos oriundos de fontes distintas. Ademais, 0s
plasmideos tendem a acumular elementos genéticos mdveis com maior facilidade do que os
loci cromossdmicos, uma vez que 0S genes que carregam nao SA0 essenciais para a
sobrevivéncia celular.

Além disso, esses elementos podem interagir entre si ou com seus sitios-alvo,
promovendo rearranjos adicionais (He et al., 2015). Por exemplo, a recombina¢do homdloga
entre diferentes copias do mesmo transposon pode levar a aquisicdo, por parte dos
plasmideos, de genes de outros replicons (Zhang et al., 2019), potencialmente mobilizando-os
para transmissdo a novos receptores. Essa hipotese é corroborada pela identificagdo de pelo
menos uma IS em mais de 50% dos plasmideos multi-replicon de E. faecium e E. faecalis. A
presenca frequente de elementos transponiveis em plasmideos multi-replicon reforca ainda
mais o papel fundamental desses elementos na dindmica genética e na formacgdo de

plasmideos mosaicos.
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A identificacdo do gene pilA, anteriormente associado a grandes plasmideos
conjugativos (Kim et al., 2010) e detectado no plasmideo repUS15, aliada & possivel presenca
de sistemas toxina-antitoxina nos plasmideos repl7 e rep9, bem como ao papel do gene agg
na mediacdo da formacao de agregados durante a conjugacdo em E. faecalis (Chuang-Smith
et al., 2010; Soares et al., 2014) sugere que esses elementos colaboram para a manutencao e
transferéncia desses plasmideos mosaicos.

A transmissdo horizontal de plasmideos ocorre predominantemente por meio da
conjugacdo, um processo no qual uma bactéria doadora transfere uma fita de DNA, seja de
um plasmideo ou de um elemento conjugativo cromossémico, para uma bactéria receptora, da
mesma espécie ou de uma espécie diferente (Garcillan-Barcia et al., 2022). Esse mecanismo
€ um dos principais responsaveis pela mobilidade intercelular de DNA em enterococos. O
gene agg, além de estar envolvido na formacdo de biofilme em Enterococcus, também
participa de uma parte importante na conjugacdo bacteriana por participar na formacéo de
agregados, e ja foi descrito em plasmideos (Chuang-Smith et al., 2010; Ruhal et al., 2024;
Soares et al., 2014).

Embora se presuma que 0s mecanismos de conjugacdo em bactérias Gram-positivas
diferem daqueles em bactérias Gram-negativas, em parte devido a auséncia de pili
conjugativos em espécies Gram-positivas (Clewell et al., 2014; Grohmann et al., 2018), um
estudo recente (2024) demonstrou que o gene pilA esta localizado entre genes preditos como
parte de um possivel sistema de secrecdo do tipo IV conjugativo. Isso sugere que o cluster
pilA pode estar envolvido nesse aparato de conjugacdo (Stege et al., 2024). Dessa forma, a
associacdo entre pilA, os mecanismos conjugativos mediados por agg e os sistemas TA
presentes no mesmo plasmideo pode ser determinante para a estabilidade e disseminacéo
desses plasmideos mosaico.

A manutencéo e transferéncia de plasmideos entre células bacterianas impdem um 6nus
a fisiologia bacteriana, frequentemente reduzindo o fitness das bactérias portadoras (Vogwill;
Maclean, 2015). Os custos associados aos plasmideos sdo o principal fator limitante para sua
persisténcia nas populacdes bacterianas e embora existam mecanismos eficazes para garantir a
segregacdo dos plasmideos durante a divisdo celular, a probabilidade de perda nunca é nula
(Carroll; Wong, 2018; Rodriguez-Beltran et al., 2021).

Quando ha selecdo constante por genes plasmidiais, esses genes podem se integrar ao
cromossomo bacteriano, tornando o plasmideo dispensavel (Rodriguez-Beltran et al., 2021).
Esse ciclo de adaptagcdo e perda ajuda a explicar a dificuldade em compreender a ampla
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prevaléncia de plasmideos nas populacdes bacterianas, um enigma conhecido como
"paradoxo dos plasmideos" (Harrison, et al., 2012). Nesse cenario, seria esperado que
plasmideos mosaicos fossem mais raros, ja que costumam ter um tamanho maior que a média
e carregar um numero consideravel de genes, implicando em custos energéticos adicionais.
No entanto, nossos achados contradizem essa expectativa, pois plasmideos mosaicos foram
frequentemente identificados em ambas as espécies analisadas.

Vaérios estudos abordaram os principios da biologia populacional que explicam a
manutencdo estavel de plasmideos, e esses principios podem ser extrapolados para entender
sua persisténcia nas amostras por nos estudadas. Estilos de vida bacterianos, como o
crescimento em biofilme, podem favorecer a manutencdo e a persisténcia dos plasmideos
apesar do fitness bacteriano (Ridenhour et al., 2017; Stalder et al., 2020). Assim sendo, essa
caracteristica fortalece nossa hipotese, considerando que o ambiente hospitalar favorece a
formagdo de biofilme (Gilmore, et al.,, 2013; Solheim et al., 2011), e a presenca de
determinantes genéticos como ebpA/B/C e asal no genoma e o gene pilA nos plasmideos de
E. faecium e agg nos plasmideos de E. faecalis que facilitam tanto a formacdo quanto a
manutencdo de bactérias nesse tipo de ambiente (Ch’ng et al., 2019; Ruhal et al., 2024;
Soares et al., 2014).

Além disso, a presenca de genes que conferem vantagens seletivas em ambientes
hospitalares, como aqueles associados a resisténcia a antibioticos, metais, microbicidas e
fatores de viruléncia, pode favorecer a manutencdo dos plasmideos e aumentar a
probabilidade de sua coevolugdo com o hospedeiro ao longo do tempo. Nesse contexto, a
aptiddo do plasmideo e do hospedeiro tornam-se interdependentes, pois a sobrevivéncia e 0
sucesso bacteriano impulsionam a persisténcia do plasmideo. Esses genes, mais
frequentemente carreados em plasmideos do que no cromossomo, ampliam o nicho ecoldgico
da bactéria e podem atenuar os custos de fitness associados a presenca do plasmideo (Millan
et al., 2014; Stalder et al., 2017).

O modelo de “adaptacao local” sugere que certas caracteristicas sao benéficas apenas
em ambientes especificos, como ocorre com 0s genes de resisténcia a antimicrobianos nos
plasmideos repUS15/repl7 em E. faecium e rep7/rep9 em E. faecalis em genomas de
amostras hospitalares. Novas amostras bacterianas que colonizam esse ambiente enfrentam
desvantagem competitiva em relacdo as ja estabelecidas, caso ndo possuam esses genes,
mesmo que apresentem mutacdes benéficas em outras regibes do genoma. Assim, um

plasmideo que transmite caracteristicas adaptativas locais a uma bactéria recém inserida nesse
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nicho ecoldgico pode favorecer sua sobrevivéncia, beneficiando indiretamente os proprios
plasmideos que carregam esses genes acessorios e favorecendo sua manutencdo (Bergstrom,
et al., 2000; Eberhard, 1989; Hall et al., 2022)

Por fim, Harrison e Colaboradores (2015) demonstraram que os plasmideos podem ser
mantidos de forma estavel em populacdes bacterianas, mesmo na auséncia de sele¢do para 0s
genes que carregam, através de evolucdo compensatéria, onde mutacGes regulatorias
benéficas em genes-alvo parecem estabilizar um plasmideo ao compensar seus custos. Esse
achado €é particularmente relevante, pois desafia a visdo tradicional do paradoxo dos
plasmideos, sugerindo que as condi¢cdes para a manutencdo desses elementos genéticos
podem ser menos restritivas do que anteriormente suposto (Harrison et al., 2015). Esses
resultados podem nédo apenas explicar a presenca e a manutencdo dos plasmideos mosaicos,
mas também justificar sua maior frequéncia em comparacdo com suas versdes desintegradas.

Tais observagdes sugerem que o acumulo de determinantes genéticos em um Unico
plasmideo grande pode favorecer a co-resisténcia, ou seja, quando dois ou mais genes de
resisténcia diferentes estdo fisicamente associados no mesmo EGM ou na mesma amostra
bacteriana, conferindo resisténcia a compostos distintos (Pal et al., 2015, 2017). Esse
agrupamento de genes aumenta as chances de co-transferéncia e, consequentemente, favorece
a adaptacdo local em ambientes submetidos a multiplas pressGes seletivas. Por exemplo, a co-
transferéncia do gene tcrB, integrante do operon YAZBtcr de resisténcia ao cobre, junto com o
gene ermB de resisténcia a macrolideos tém sido observadas em isolados de E. faecium e E.
faecalis (Amachawadi et al., 2013; Pasquaroli et al., 2014). Da mesma forma, essa tendéncia
é reforcada pela presenca do tcrB no mesmo plasmideo que o cueO e genes de resisténcia a
aminoglicosideos e tetraciclinas em amostras enterocdcicas (Rebelo et al., 2023; Silveira et
al., 2014), bem como a associacdo dos genes merA (resisténcia ao mercurio) com tcrB e vanA
em um Unico plasmideo (Rebelo et al., 2021).

Nossos resultados corroboram essas observac6es quando verificamos que os plasmideos
repUS15/repl7 continham o operon YAZBtcr, o gene cueO (resisténcia a cobre), o gene merA
(tolerancia a mercurio), o operon de resisténcia a vancomicina vanHAX, trés genes associados
a elevados niveis de resisténcia a aminoglicosideos (aac(6')-le-aph(2")-la, ant(6')-la e
aph(3’)-111a), o gene erm(B) (resisténcia a macrolideos) e o gene pilA (associado a formagéo
de pili). Além disso, o plasmideo multi-replicon rep7a/rep9 em E. faecalis portava 0s genes

vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B), agg e o operon cyl. Esses achados evidenciam como a
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agregacdo de multiplos tragos adaptativos em plasmideos pode facilitar a co-resisténcia e
impulsionar a adaptacéo bacteriana em ambientes sob pressdes seletivas distintas.

Em um estudo recente, Arya e colaboradores (Arya et al., 2021) demonstraram de
forma notével o impacto da co-selecdo na manutencdo da resisténcia aos antimicrobianos. Por
meio de um modelo matematico, eles desenvolveram uma estrutura mecanicista capaz de
prever as concentragdes minimas de metais necessarias para co-selecionar amostras
resistentes, considerando sua toxicidade em diferentes niveis. Os resultados evidenciaram que
a pressdo co-seletiva pode sustentar a resisténcia a antimicrobianos em comunidades
microbianas, mesmo na auséncia do antibiético. Além disso, o0 modelo indicou que a perda de
genes de resisténcia ou de bactérias resistentes ocorre predominantemente em ambientes com
baixa toxicidade por metais, sendo que, na maioria dos casos, os plasmideos ndo impdem um
custo adaptativo significativo. Apenas em situacdes raras, esse custo afeta o fitness bacteriano
a ponto de levar a eliminacéo dos plasmideos (Arya et al., 2021).

Apesar de ndo conter genes de relevancia clinica, o plasmideo mais frequente em E.
faecalis foi o repUS43, onde sua familia rep demonstrou homologia com a familia rep do
plasmideo pDOL. Esse plasmideo ja foi descrito carregando os genes tetM e tetL, além do
transposon conjugativo Tn6009, que foi apontado como carreador dos genes tet (Fatoba et al.,
2022; Founou et al., 2021; Karlsson et al., 2024; Qin et al., 2012), o que esta de acordo com
0s nossos achados, mostrando que mais da metade dos plasmideos continha esses genes.

Além disso, Tn6009 foi previamente descrito em outras espécies bacterianas, incluindo
bactérias Gram-negativas, que foram capazes de atuar como doadoras e transferir esse EGM,
por conjugacéo, para uma amostra receptora de E. faecalis, resultando em transconjugantes de
E. faecalis resistentes a tetraciclina (Farias et al., 2023). O plasmideo repUS43 se revelou
particularmente relevante por apresentar os genes efrA/B, que codificam a bomba de efluxo
EfrA/B, um achado inédito em plasmideos, presente em 30 dos 51 plasmideos da familia
repUS43 nos genomas de E. faecalis. Essa bomba de efluxo ja foi descrita como sendo
associada a resisténcia a desinfetantes, como triclosan e clorexidina, além de antissépticos,
como acriflavina. Além disso, ha evidéncias de que possa causar resisténcia cruzada, tendo
sido associada a resisténcia a fluoroquinolonas e gentamicina (Esfahani et al., 2020; Lavilla
Lerma et al., 2014; Lee et al., 2003; Sobhanipoor et al., 2021). Transposons conjugativos,
como Tn6009, possuem uma capacidade extraordinaria de realizar processos de troca genética
em uma ampla diversidade de genomas, frequentemente resultando em plataformas mosaico

gue incorporam fragmentos de transposons e plasmideos, o que se reflete em seu carater
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altamente recombinante (Clewell et al., 2014; Soge et al., 2008). Essa caracteristica pode
explicar a presenca da bomba de efluxo EfrA/B, tipicamente encontrada no cromossomo, em
plasmideos detectados em mais da metade dos genomas de E. faecalis analisados, pois
elementos genéticos moveis com essas propriedades sdo capazes de incorporar segmentos
cromossomicos (Bennett, 2004).

Os plasmideos repUS43 foram descritos como pertencentes ao grupo Rep-trans (Fu et
al., 2024; Islam et al., 2023). Estudos ja demonstraram que o0s plasmideos deste grupo podem
ser mobilizados por outros plasmideos conjugativos resistentes a antibidticos presentes na
mesma célula (Freitas et al., 2013; Garcia-Migura, et al., 2009; Lanza et al., 2015). Além
disso, os plasmideos repUS43 coexistiram, em mais de 50% dos genomas analisados, com
outros plasmideos portadores de genes de relevancia clinica, como o multi-replicon rep7/rep9.
Essa coexisténcia sugere a atuacao de uma pressao seletiva que favorece a manutencao e/ou a
transferéncia concomitante desses elementos, indicando que a presenca desses genes confere
vantagens adaptativas aos hospedeiros bacterianos e promove a selecdo simultanea desses
plasmideos.

A anélise da distribuicdo dos STs em E. faecium revelou que 60% dos genomas
pertenciam a linhagens associadas a hospitais, classificadas como Clado Al nas analises
filogenéticas e anteriormente designadas como complexo clonal 17 (CC17). Essas linhagens
incluiam os STs: ST18, ST19, ST22, ST78, ST80, ST192, ST203, ST262, ST288, ST564,
ST844, ST907, ST948, ST958, ST1626 e ST1628, alem de STs que, embora ndo classificados
como CC17, eram SLVs ou DLVs de algum ST pertencente a esse complexo. Os resultados
refletem a proximidade genética dos genomas analisados, evidenciada pelos ramos curtos na
arvore filogenética, indicando um elevado grau de auto clonalidade. Esse perfil era esperado
devido a predominancia de genomas isolados de ambientes hospitalares e pertencentes ao
Clado A1, reforcando a disseminacdo e adaptacdo dessas linhagens nesse contexto. As
caracteristicas deste clado incluem um aumento em elementos genéticos moveis, alteragdes no
metabolismo e hipermutabilidade, um conjunto de habilidades que fornece ao E. faecium um
genoma maleavel diante de maltiplas pressdes seletivas (Gouliouris et al., 2018; Rios et al.,
2020; Wei, et al., 2024).

Analises genbmicas recentes destacaram o papel multifacetado dos plasmideos, dos
elementos genéticos moveis e de sua disseminacdo na evolucdo do VREfm para se tornar um
patdégeno clinico. Uma andlise filogenética que leva em consideracdo eventos de

recombinagdo — um processo que resulta na mistura genémica de clones — sugere que o clado
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Al, o mais clinicamente significativo, emergiu do clado A2, ambos descendentes do clado
comunitario B, e que novas formas gendmicas surgem por meio da troca de material genético
entre esses membros, originando linhagens inéditas. De forma similar, a populacdo de
plasmideos entre os VREfm é um fator crucial na distribuicdo dos genes de resisténcia
antimicrobiana, e perfis especificos de plasmideos podem ser utilizados para sugerir a fonte
de origem dos isolados enterocécicos (Hourigan et al., 2024; Van Hal et al., 2022).

Ao analisarmos a distribuicdo desses genes e plasmideos em relacdo a estrutura
populacional, observamos uma maior concentracdo de genes de resisténcia a antimicrobianos,
fatores de viruléncia e plasmideos com perfis extensos de resisténcia a antimicrobianos,
tolerancia a metais e determinantes de viruléncia no Clado Al, especialmente no ST78, o
mais frequente neste grupo. Além de plasmideos que transportavam em conjunto genes de
tolerdncia a metais, resisténcia a antimicrobianos e/ou determinantes de viruléncia, esses
elementos estavam presentes no mesmo genoma juntamente com outros plasmideos que
continham genes de relevancia clinica, como aac(6’)-aph(2”’), ant(6)-la, aph(3’)-111, vanHAX
e cat. As amostras do Clado Al ja foram descritas com o dobro de genes associados a EGMs
em compara¢do com as cepas ndo clinicas (Kim, et al., 2014), aléem de apresentarem um
maior numero de genes relacionados & resisténcia antimicrobiana e viruléncia (Gao, et al.,
2018; Mikalsen et al., 2015; Van Hal et al., 2022).

A distribuicdo desses plasmideos ndo estd necessariamente vinculada a subclados
especificos. 1sso ocorre porque a natureza clonal das amostras e o fato de terem sido isoladas
em ambiente hospitalar implicam em sua exposicao a pressdes seletivas comuns nesse meio.
Essas pressdes fazem com que as subpopulagdes evoluam de maneira convergente,
apresentando 0s mesmos elementos genéeticos moveis. Esse fendmeno tambem explica a
circulacdo dos mesmos plasmideos entre amostras de colonizagao e infecgao.

Os genomas CL9251 (ST116) e CL9552 (ST1762) se destacaram por pertencerem ao
complexo clonal 94 (CC94), o que se mostra particularmente relevante considerando a
tradicional associacdo do CC94 a linhagens que se disseminam em comunidades, provocando
infeccOes esporadicas em animais e humanos. Esse achado se torna ainda mais significativo
ao ser observado que tais isolados foram obtidos a partir de infec¢bes (Peng et al., 2022). A
analise evolutiva de E. faecium revela que dois eventos principais de divergéncia definiram os
caminhos dos complexos CC17 e CC94. O primeiro, ha cerca de 3.000 anos durante a
urbanizagdo humana, resultou na divisdo em linhagens associadas a humanos e animais, com

a linhagem animal se subdividindo posteriormente em uma linha hospitalar epidémica (CC17)
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e outra comunitaria (CC94). O segundo evento, ocorrido ha aproximadamente 74 + 30 anos,
foi provavelmente impulsionado pelo uso intensificado de antimicrobianos (Gilmore, et al.,
2013; Gouliouris et al., 2018; Lebreton et al., 2013, 2013; Peng et al., 2022).

Atualmente, com os avancos nas ferramentas de andlises filogenéticas baseadas no
WGS, a estrutura filogenética de E. faecium tornou-se mais clara, evidenciando sua
segregacdo em dois grandes clados. O clado A é composto principalmente por isolados
clinicos e de origem animal, incluindo linhagens do CC17, enquanto o clado B abrange
predominantemente isolados comensais e comunitarios, associados ao CC94 (Lebreton et al.,
2013; Peng et al., 2022; Rios et al., 2020; WEei, et al., 2024). Estudos filogenéticos também
sugerem uma divergéncia mais recente dentro do clado A, favorecendo sua subdivisdo em
dois subclados: o clado Al, composto predominantemente por isolados hospitalares do CC17,
e o clado A2, formado majoritariamente por isolados de origem animal (Gouliouris et al.,
2018). Essa trajetoria evolutiva explica a organizacao da nossa arvore filogenética, na qual os
genomas CL9251 e CL9552 formaram um cluster monofilético que apresenta um parentesco
evolutivo mais distante, tanto em relacdo aos individuos pertencentes ao CC17 quanto aos
ndo-CC17, evidenciado pelo extenso comprimento do ramo que os separa do ancestral comum
mais recente.

Estudos recentes demonstraram que mais de 97% dos isolados do clado B compartilham
identidade média de nucleotideos (ANI) com Enterococcus lactis, sugerindo que o clado B
deveria ser renomeado como E. lactis. Essa espécie, predominantemente isolada de alimentos
fermentados, é geralmente considerada ndo patogénica e probidtica (Belloso Daza et al.,
2021; Choi et al., 2024), esses dados ja indicam uma distincdo taxonémica relevante em
comparacao aos isolados clinicos.

No entanto, analises filogenéticas baseadas apenas nas sequéncias do gene 16S rRNA
ndo conseguem diferenciar os genomas de E. faecium e E. lactis em clados distintos,
provavelmente devido a alta similaridade de sequéncia. Em contrapartida, quando se utiliza o
sequenciamento de genoma completo, a separacdo entre esses genomas torna-se muito mais
evidente (Choi et al., 2024), o que se reflete na organizacdo observada em nossa arvore
filogenética de maxima verossimilhanca.

Essa maior resolucdo também foi corroborada pelos resultados obtidos com a
ferramenta TYGS, que utiliza hibridizacdo digital DNA-DNA (dDDH) para comparacdes
pareadas com as cepas-tipo mais proximas e gera uma filogenia baseada no calculo de
distancia gendomica (Meier-Kolthoff, et al., 2019). Notavelmente, o genoma CL9251
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apresentou maior proximidade com a cepa-tipo Enterococcus lactis CCM8412, enquanto o
genoma CL9552 se agrupou com a cepa-tipo Enterococcus xinjiangensis JCM 30200,
sindnimo heterotipico de E. lactis (Belloso Daza et al., 2021). Esses resultados sugerem a
estreita relacdo entre o clado B e amostras identificadas como E. lactis e destacam a
importancia das abordagens baseadas em genoma completo para a diferenciacdo de linhagens
bacterianas t&o proximas.

Embora as amostras do clado B sejam geralmente descritas como portadoras de um
namero inferior de elementos genéticos moveis e genes de resisténcia antimicrobiana em
comparacdo com as do clado Al (Lebreton et al., 2013; Van Hal et al., 2022), o genoma
CL9251 apresentou um nOmero expressivo de genes associados a resisténcia a
aminoglicosideos, macrolideos, estreptograminas e lincosamidas. Além disso, continha um
plasmideo da familia repUS15, que abriga os genes cueO e merA, relacionados a resisténcia a
metais, bem como o gene pilA, implicado na viruléncia. Esses resultados reforcam o potencial
fluxo génico entre os Clados Al e B, e o possivel papel do Clado B como reservatério de
genes de importancia clinica e na sua disseminacdo, tanto em ambientes hospitalares quanto
comunitarios.

A andlise filogenética das amostras de E. faecalis revelou dois clados geneticamente
distintos, caracterizados por longos ramos na arvore filogenética. O Clado 1, composto por
oito genomas, inclui STs generalistas, como ST4, ST16, ST40 e ST21, que ocorrem em
diversos ambientes, incluindo o hospitalar. Em contraste, o Clado 2, com 52 genomas, é
predominantemente formado por STs especializados, fortemente associados a infeccdes
hospitalares e quase exclusivamente isolados de ambientes clinicos. Esses achados
corroboram a literatura, que destaca a maior adaptabilidade de E. faecalis a diferentes
hospedeiros e ambientes em comparagdo a E. faecium, embora determinados complexos
clonais—como CC2, CC40 e CC87—sejam amplamente predominantes em infeccoes
hospitalares (Kuch et al., 2012).

Os dois principais STs presentes no Clado 2 sdo 0 ST6 e 0 ST525, ambos pertencentes
ao CC2. O ST6 estd disseminado mundialmente, principalmente associado a infeccoes
nosocomiais, enquanto o ST525 foi documentado apenas na regido sudeste do Brasil (De
Almeida et al., 2014; Santos et al., 2017). A predominancia do CC2 em ambientes
hospitalares € um fendmeno global, e diversos estudos tém destacado a importancia desse
complexo em infecgOes relacionadas a assisténcia a saude (Choi et al., 2024; De Almeida et
al., 2014; Kuch et al., 2012; Peng et al., 2022; Santos et al., 2017). Nesse contexto, 0s STs 6 e

98


https://www.zotero.org/google-docs/?VIIWx0
https://www.zotero.org/google-docs/?c6p9JI
https://www.zotero.org/google-docs/?rVbHJt
https://www.zotero.org/google-docs/?G6noDc
https://www.zotero.org/google-docs/?G6noDc
https://www.zotero.org/google-docs/?X8quKg
https://www.zotero.org/google-docs/?X8quKg

525 foram associados a amostras que carregam genes de resisténcia a antimicrobianos de
relevancia clinica, como vanA, erm(B), tet(M), aac(6')-aph(2"), aph(3')-11l e ant(6)-1a, além
de fatores de viruléncia implicados na formacédo de biofilme e invasdo celular, como ace,
gelE, agg e cyl (De Oliveira et al., 2020; Freitas et al., 2011; McBride et al., 2007).

Esses genomas também apresentam um elevado nimero de elementos genéticos méveis
(Mikalsen et al., 2015). Esses achados corroboram a identificacdo do plasmideo repUS43, que
abriga genes de tolerancia a microbicidas associados a genes de resisténcia e determinantes de
viruléncia, bem como dos plasmideos rep9, rep2 e do multi-replicon repUS43/rep9/rep2, 0s
quais foram predominantemente detectados em genomas do Clado 2, independentemente do
subclado. Adicionalmente, os genomas contendo esses plasmideos frequentemente
apresentavam outros elementos de relevancia clinica, como o plasmideo multi-replicon
rep7al/rep9, que carrega genes relacionados a resisténcia a antimicrobianos e determinantes de
viruléncia, incluindo vanHAX, aac(6')-aph(2"), cat, erm(B), o operon cyl e agg.

Apesar do Clado 1 ter menor representatividade, detectamos o plasmideo repUS43, que
contém genes associados a tolerdncia a microbicidas e a resisténcia antimicrobiana. Esse
elemento circula entre linhagens generalistas presentes tanto em ambientes hospitalares
quanto extra-hospitalares, sugerindo um potencial de disseminacdo de resisténcia para além
do contexto hospitalar.

A auséncia de padrdes claros na distribuicdo de plasmideos na filogenia de E. faecium
e E. faecalis era esperada, pois esses elementos genéticos moveis se disseminam entre
linhagens com trajetdrias evolutivas distintas, independentemente da historia evolutiva das
bactérias em que sdo veiculados. Plasmideos e outros elementos genéticos mdveis podem
frequentemente transmitir genes entre especies e linhagens mais distantes. Muitos genes e
EGMs apresentam distribuicdes irregulares e parecem estar mais associados ao habitat do que
a filogenia, o que sustenta um papel central da transferéncia horizontal de genes em sua
disseminacdo (Stalder, et al., 2017).

A identificacdo de genes de resisténcia a antimicrobianos, microbicidas e metais
pesados coexistindo em uma mesma célula bacteriana de Enterococcus faecium ou de
Enterococcus faecalis de origem hospitalar, especialmente quando inseridos em elementos
genéticos moveis, evidencia um risco elevado de disseminacao de fenotipos multirresistentes
por transferéncia horizontal. A co-selecdo mediada por pressdes ambientais diversas, como o
uso de antimicrobianos e agentes antimicrobianos ndo antibioticos, reforca a importancia de

abordagens integradas para vigilancia e controle da resisténcia, considerando ndo apenas 0s
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genes envolvidos, mas também os elementos que os transportam e o contexto ecoldgico no
qual circulam. Esses achados ressaltam a urgéncia de politicas que limitem o uso
indiscriminado de antimicrobianos e microbicidas, além de promoverem a importancia da

implementacao do monitoramento genémico continuo em ambientes de saude.
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7. CONCLUSAO

Os genomas de E. faecium apresentaram maior diversidade e ndmero de genes de
resisténcia (21) em comparacdo a E. faecalis (13). O operon vanHAX, associado a resisténcia
aos glicopeptideos, foi altamente prevalente em ambas as espécies (E. faecalis 80%, E.
faecium 75%). A resisténcia a aminoglicosideos foi majoritariamente associada ao gene
aac(6’)-le-aph(2’’)-1a, presente em 75% dos genomas de E. faecalis e 65% de E. faecium.

Todos os genomas continham pelo menos um gene de viruléncia. E. faecalis apresentou
alta frequéncia em genes que facilitam a invaséo celular (gelE, sprE) e genes de adeséao (efaA,
ace, ecbA, pilB e bopD). E. faecium teve maior frequéncia em genes que facilitam a adeséo

(ecbA, sgrA, acm, scm, pilB, e bopD).

Foram identificados genes e operons de tolerdncia a metais pesados (cobre, cadmio e
mercurio) e a microbicidas (triclosan, clorexidina, cloreto de benzalcénio e acriflavina). Em
E. faecium, destacou-se a alta frequéncia de gendtipos para tolerancia a metais, com o0s genes
de cobre (operon YAZBtcr e cueO), mercurio (merA) e cadmio (cadA), além do operon 2CS-
CHX (resisténcia a clorexidina) e da bomba de efluxo EfrA/B. Ja em E. faecalis, predominou

0 gene cadA, acompanhado pelas bombas de efluxo EfrA/B e EmeA.

A co-ocorrencia entre genes de resisténcia a metais e genes de resisténcia
antimicrobiana e viruléncia foi observada em E. faecium, destacando-se o gene merA com
vanHAX e genes de resisténcia a aminoglicosideos (aac(6’)-le-aph(2”’)-1a e aph(3’)-11l) e cat,
além dos genes de viruléncia pilA e sgrA. O operon YAZBtcr teve associacao significativa
com vanHAX e genes de resisténcia a aminoglicosideos (aac(6°)-le-aph(2’’)-1a e aph(3’)-111).
Em E. faecalis, cadA esteve associado a vanHAX e outros genes de resisténcia antimicrobiana,
como aac(6’)-le-aph(2”’)-1a, erm(B), Isa(A), cat, dfrF e tetM. Determinantes de viruléncia,

como bopD, esp, gelE, ace e pilA, também apresentaram associagdes com cadA.

O mobiloma revelou um perfil distinto entre as espécies. E. faecium apresentou 19
familias rep, enquanto E. faecalis apresentou 12 familias. Foram identificadas 13 sequéncias
de insercdo em E. faecium, e 10 em E. faecalis. Transposons variaram entre sete tipos em E.

faecium e quatro em E. faecalis.
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O Gplas revelou alta prevaléncia de plasmideos nos genomas analisados, com destaque
para E. faecium. Todos os genomas continham pelo menos um plasmideo, variando em
nlmero e tamanho entre as espécies. E. faecium apresentou maior diversidade de familias rep
e maior frequéncia de plasmideos multi-replicons, os mais frequentes o repUS15, repl7a e o
seu multi-replicon repUS15/repl7a. Plasmideos multi-replicons em E. faecium apresentaram
maior tamanho e genes associados a resisténcia a antimicrobianos, metais pesados e
viruléncia. E. faecalis apresentou menor diversidade de plasmideos, com predominéncia de
plasmideos sensiveis a feromonios. O plasmideo repUS43 foi o0 mais frequente em E. faecalis,
destacando-se pela presenca dos genes efrA/B e outros genes de resisténcia. Plasmideos multi-
replicons foram mais frequentes em E. faecium, enquanto em E. faecalis houve maior

separacao entre plasmideos com diferentes perfis génicos.

Foram identificados 29 STs distintos em E. faecium e 60% dos genomas foram
classificados como linhagens associadas a hospitais (Clado Al), e incluiram os cinco
predominantes (ST18, ST78, ST19, ST22 e ST412). A arvore filogenética de E. faecium
revelou relacBes evolutivas proximas entre a maior parte dos genomas, sugerindo um
ancestral comum recente e relacionado a ambiente hospitalar (Clado Al). Porém, dois
genomas, pertencentes ao Clado B (antigo CC94), mostraram parentesco evolutivo distante
dos genomas do antigo CC17 (Clado A1) e foram mais proximos das cepas tipos de E. lactis e
E. xinjiangensis. Genomas pertencentes ao Clado Al (especialmente ST78) apresentaram alta
concentracdo de plasmideos com resisténcia a antimicrobianos, tolerdncia a metais e

determinantes de viruléncia.

A filogenia de E. faecalis revelou dois clados: Clado 1, associado a ambientes externos
ao hospital, e Clado 2, predominantemente hospitalar. O Clado 2 apresentou trés ramificacGes
com STs ligados a infecgdes hospitalares (ST6, ST525, ST69 e ST778) e maior presenca de
plasmideos repUS43, rep9, rep2 e multi-replicon rep9/rep7, associados a resisténcia,
tolerancia a microbicidas e viruléncia. O repUS43 também foi detectado no Clado 1,

sugerindo sua circulacdo em linhagens ndo hospitalares.

Esses resultados sugerem que a pressdo seletiva exercida por microbicidas e metais
podem ter importante influéncia na co-selecdo de determinantes de resisténcia aos

antimicrobianos e de viruléncia entre linhagens de Enterococcus de origem hospitalar.
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Apéndice. Dados e métricas de 110 genomas de Enterococcus faecium e 60 genomas de Enterococcus faecalis incluidos no presente estudo

Amostra Espécie Ano de isolamento ST N. de acesso SRA N. de contigs Tamanho do genoma (Mb) N50 Cobertura GC%
CL1271 E. faecium 1994 ST18 - 148 2.82 83594 101x 37.80
CL1710 E. faecium 1995 ST22 - 41 2.63 306228 150x 37.85
CL2360 E. faecium 1996 ST958 - 83 2.75 134252 110x 37.79
CL2828 E. faecium 1997 ST948 - 84 2.74 96587 119x 37.92
CL5087 E. faecium 1999 ST54 - 44 2.72 185347 117x 37.92
CL5677 E. faecium 2002 ND - 257 2.84 27994 133x 37.64
CL6259 E. faecium 2003 ST18 - 173 2.77 37061 82x 37.82
CL6322 E. faecium 2003 ST19 - 150 2.90 70950 50x 37.75
CL6583 E. faecium 2004 ND - 165 2.87 55121 82x 37.73
CL6596 E. faecium 2004 ST78 - 342 2.78 13957 18x 37.80
CL6601 E. faecium 2004 ST907 - 69 2.60 126688 44x 37.93
CL6670 E. faecium 2004 ST78 - 165 2.87 54995 90x 37.71
CL6684 E. faecium 2004 ST78 - 175 2.89 51406 46x 37.71
CL6729 E. faecium 2005 ST78 - 181 2.96 38695 49x 37.72
CL6755a E. faecium 2005 ST564 - 166 2.87 48397 109x 37.83
CL6787 E. faecium 2005 ST78 - 168 2.87 55121 83x 37.73
CL6802 E. faecium 2005 ST38 SRR15291471 59 2.75 131193 68x 37.76
CL6900 E. faecium 2005 ST78 - 172 2.88 40208 99x 37.45
CL6941 E. faecium 2005 ST78 - 167 2.87 56351 91x 37.73
CL6950 E. faecium 2005 ST610 - 103 2.56 101457 105x 38.04
CL6959 E. faecium 2005 ST78 - 170 2.96 56351 85x 37.41
CL6964 E. faecium 2005 ST288 - 341 2.80 16063 29x 37.80
CL7044 E. faecium 2006 ST18 - 554 2.71 7591 17x 37.85
CL7045 E. faecium 2006 ST78 - 158 2.85 55121 99x 37.74
CL7087a E. faecium 2006 ST78 - 147 2.62 47273 56X 38.00
CL7093 E. faecium 2006 ST78 - 172 2.78 46530 26x 37.85
CL7133 E. faecium 2006 ST78 - 129 2.61 59833 88x 38.03
CL7153 E. faecium 2006 ST78 - 162 2.87 52144 62x 37.73
CL7197 E. faecium 2006 ST78 - 265 2.82 21890 15x 37.77
CL7220 E. faecium 2006 ST262 - 162 2.80 57894 80x 37.86
CL7388 E. faecium 2007 ST29 - 70 2.54 92781 93x 38.01
CL7435 E. faecium 2007 ST78 - 169 2.84 55121 87x 37.73
CL7448 E. faecium 2007 ST78 - 176 2.76 49555 45x 37.86
CL7611 E. faecium 2007 ST78 SRR13573646 169 2.84 55121 87x 37.73
CL7720b E. faecium 2007 ST78 - 166 2.80 49307 73x 37.87
CL7880 E. faecium 2008 ST78 SRR15291470 164 2.80 39015 70x 37.83
CL7936b E. faecium 2008 ST18 - 215 2.85 46557 72X 37.77
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Amostra Espécie Ano de isolamento ST N. de acesso SRA N. de contigs Tamanho do genoma (Mb) N50 Cobertura GC%
CL8055 E. faecium 2008 ST78 - 234 2.81 34248 44x 37.91
CL8101 E. faecium 2008 ST 2293 - 78 244 79738 58x 38.06
CL8134a E. faecium 2008 ST203 - 151 2.81 69136 65x 37.86
CL8191 E. faecalis 2008 ST6 SRR31370179 90 3.26 151885 76X 37.76
CL8192 E. faecalis 2008 ST6 SRR15291453 110 3.20 63612 52x 37.07
CL8216 E. faecium 2008 ST412 - 312 2.82 16542 11x 37.04
CL8226 E. faecium 2009 ST192 - 213 2.84 47876 101x 37.75
CL8267a E. faecium 2009 ST412 - 183 2.89 50588 92x 37.74
CL8308 E. faecium 2009 ST412 - 188 2.97 47474 47X 37.72
CL8324 E. faecium 2009 ST412 SRR13573645 187 2.89 50366 100x 37.80
CL8340 E. faecalis 2009 ST30 SRR15291452 189 2.99 29711 32x 37.73
CL8348a E. faecalis 2009 ST40 SRR15291451 83 3.01 89050 51x 37.17
CL8439 E. faecium 2009 ST192 SRR13573690 210 2.84 47474 81x 37.24
CL8450a E. faecium 2009 ST412 - 187 2.89 48502 73x 37.74
CL8476 E. faecium 2009 ST78 SRR13573689 164 2.80 55121 91x 37.73
CL8527 E. faecium 2009 ST412 - 199 291 51810 122x 37.86
CL8539 E. faecalis 2009 ST6 SRR15291450 72 3.12 102784 39x 37.71
CL8540 E. faecalis 2009 ND SRR15291449 87 3.26 114632 48x 37.11
CL8579 E. faecium 2009 ST1626 SRR13573688 186 2.77 37562 94x 37.07

CL8584b E. faecalis 2009 ST6 SRR15291448 95 3.26 188832 65x 37.87
CL8585 E. faecalis 2009 ST6 SRR31370219 351 3.01 16359 36x 37.07
CL8592 E. faecalis 2009 ST6 SRR15291447 81 3.26 133495 60x 37.68
CL8593 E. faecalis 2009 ST6 SRR15291469 151 3.24 69231 68x 37.07
CL8655 E. faecium 2009 ST412 - 213 291 50710 81x 37.06
CL8682 E. faecalis 2009 ST769 SRR15291468 97 3.08 145564 90x 37.73
CL8714 E. faecalis 2009 ST769 SRR15291467 89 3.08 166847 74x 37.30
CL8738 E. faecalis 2010 ST21 SRR13573687 30 2.88 284416 209x 37.30
CL8750 E. faecalis 2010 ST16 SRR13573686 32 2.87 360446 179x 37.45
CL8780 E. faecium 2010 ST412 - 178 2.85 49891 88x 37.54
CL8790 E. faecium 2010 ST1628 SRR13573685 65 2.61 173367 103x 37.77
CL8793 E. faecium 2010 ST412 - 269 2.80 28881 62x 37.83
CL8797 E. faecium 2010 ST963 - 188 2.89 52103 90x 38.01
CL8917 E. faecium 2010 ST412 - 204 2.90 49891 127x 37.77
CL8924 E. faecium 2011 ST963 - 188 2.88 47931 101x 37.66
CL8986 E. faecium 2011 ST412 - 198 2.89 36748 95x 37.74
CL8988 E. faecium 2011 ST203 - 170 2.92 47464 87x 37.67
CL9162 E. faecium 2011 ST412 - 212 2.90 38485 88x 37.73
CL9166 E. faecium 2011 ST412 - 246 2.89 30950 61x 37.73
CL9172 E. faecalis 2011 ST21 SRR15291464 31 2.87 260309 158x 37.71
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Amostra Espécie Ano de isolamento ST N. de acesso SRA N. de contigs Tamanho do genoma (Mb) N50 Cobertura GC%
CL9218 E. faecium 2012 ST412 - 197 2.89 36748 82x 37.68
CL9251 E. faecium 2012 ST116 - 109 3.00 83.147 91x 37.43

CL9263b E. faecium 2012 ST412 - 202 2.92 33368 19x 37.73
CL9313 E. faecium 2013 ST963 - 197 2.77 30587 15x 37.95
CL9314 E. faecalis 2013 ST21 SRR15291463 39 2.89 270208 70x 37.77
CL9361 E. faecium 2013 ST963 - 187 2.81 51809 88x 37.83
CL9373 E. faecium 2013 ST885 - 99 2.68 81508 105x 37.42
CL9386 E. faecium 2013 ST963 - 175 2.81 51810 80x 37.77
CL9388 E. faecium 2013 ST844 - 208 2.88 53738 84x 37.92
CL9405 E. faecium 2013 ST844 - 211 2.89 58909 127x 37.81
CL9406 E. faecium 2013 ST844 SRR13573683 253 2.86 41801 79x 37.80
CL9458 E. faecium 2013 ST253 - 58 2.78 227579 188x 37.80
CL9540 E. faecium 2014 ST963 - 194 2.78 41801 94x 37.80
CL9583 E. faecium 2014 ST963 - 223 2.82 36748 91x 37.86
CL9552 E. faecium 2015 ST1762 - 193 2.79 44418 41x 37.82
CL9726 E. faecium 2015 ST963 SRR15291462 211 2.84 34790 123x 37.79
CL9727 E. faecalis 2015 ST6 SRR31370224 99 3.15 94015 54x 37.81
CL9732 E. faecium 2015 ST896 SRR15291461 222 2.88 32052 99x 37.80
CL9733 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370225 104 3.13 178081 73x 37.31
CL9734 E. faecium 2015 ST412 - 222 2.88 30908 74x 37.81
CL9735 E. faecium 2015 ST896 - 225 2.82 31004 46X 37.22
CL9739 E. faecium 2015 ST896 - 222 2.88 30944 112X 37.84
CL9741 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370227 108 3.14 150775 90X 38.01
CL9742 E. faecium 2015 ST963 - 204 2.81 44416 87x 37.80
CL9745 E. faecalis 2015 ST525 SRR15291460 124 3.17 172473 77X 37.16
CL9746 E. faecium 2015 ST963 - 210 2.83 34788 90x 37.85
CL9747 E. faecium 2015 ST963 - 208 2.86 38449 67x 37.16
CL9752 E. faecalis 2015 ST6 SRR15291458 97 3.22 101769 71x 37.80
CL9755 E. faecium 2015 ST963 - 197 2.81 41643 117X 37.81
CL9756 E. faecium 2015 ST896 - 216 2.86 31004 109x 37.12
CL9759 E. faecium 2015 ST412 - 241 2.87 29145 70x 37.79
CL9761 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370228 107 3.14 121559 64x 37.82
CL9762 E. faecium 2015 ST963 - 208 2.81 44417 98x 37.70
CL9765 E. faecalis 2015 ST778 SRR31370292 141 3.17 150982 43x 37.36
CL9771 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370299 105 2.98 83515 59x 37.81
CL9772 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370368 123 3.16 201150 95X 37.21
CL9780 E. faecalis 2015 ST525 SRR31370446 130 3.18 150775 83X 37.59
CL9781 E. faecium 2015 ST963 - 226 2.81 33886 105X 37.19
CL9783 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573681 137 3.16 177797 191X 37.15
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Amostra Espécie Ano de isolamento ST N. de acesso SRA N. de contigs Tamanho do genoma (Mb) N50 Cobertura GC%
CL9785 E. faecium 2015 ST963 - 202 2.83 34524 122x 37.81
CL9787 E. faecium 2015 ST80 SRR13573679 224 2.97 40304 245X 37.12
CL9789 E. faecium 2015 ST896 - 253 2.88 30944 68x 37.81
CL9791 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573678 148 3.18 150774 208X 37.67
CL9793 E. faecium 2015 ST963 SRR13573677 205 2.82 37106 187X 37.77
CL9794 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573676 107 3.20 171083 140X 37.12
CL9797 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573675 141 3.19 150775 208X 37.81
CL9800 E. faecium 2015 ST896 - 206 2.87 32232 50x 37.11
CL9804 E. faecium 2015 ST896 - 224 2.81 28330 105x 37.11
CL9806 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573674 107 3.25 167300 199X 37.83
CL9809 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573673 116 3.22 178093 193X 37.98
CL9813 E. faecalis 2015 ST778 SRR13573672 152 3.19 151138 222X 37.09
CL9815 E. faecalis 2015 ST778 SRR13573671 157 3.18 151122 143X 37.14
CL9816 E. faecium 2015 ST963 SRR13573670 198 2.86 45578 210X 37.22
CL9824 E. faecalis 2015 ST631 SRR13573668 25 2.64 1362542 243X 37.22
CL9825 E. faecalis 2015 ST6 SRR15291457 100 3.22 118054 98x 37.73
CL9826 E. faecium 2015 ND - 191 2.81 47048 95x 37.71
CL9839 E. faecium 2015 ST97 - 71 248 89783 128x 37.15
CL9844 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573667 112 3.25 171083 171X 37.81
CL9845 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573666 91 3.18 118053 235X 38.08
CL9848 E. faecium 2015 ST896 - 224 2.89 31552 90x 37.09
CL9849 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573665 115 3.15 178093 191X 37.21
CL9852 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573664 86 3.17 178114 138X 37.79
CL9856 E. faecium 2015 ST896 - 235 2.83 28396 62x 37.15
CL9864 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573663 110 3.25 167300 174X 37.14
CL9872 E. faecium 2015 ST896 SRR15291456 223 2.88 31553 69x 37.96
CL9882 E. faecium 2015 ST896 - 226 2.87 31004 74x 37.09
CL9896 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573662 83 3.12 134611 156x 37.80
CL9904 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573661 91 3.19 123650 206X 37.81
CL9905 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573660 149 3.18 146561 180X 37.28
CL9906 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573659 79 311 118053 209X 37.20
CL9918a E. faecalis 2015 ST525 SRR31370458 93 3.15 146044 65x 37.12

CL9918b E. faecalis 2015 ST525 SRR31370459 73 3.03 228836 76x 37.29
CL9918c E. faecalis 2015 ST525 SRR31370464 117 3.17 146045 62x 37.16
CL9919 E. faecalis 2015 ST525 SRR13573657 152 3.18 145573 180X 37.30
CL9922 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573655 148 3.33 130807 149X 37.11
CL9924 E. faecalis 2015 ST6 SRR13573654 83 3.25 130807 172X 37.12

CL10055 E. faecium 2016 ST963 - 225 2.81 34787 85x 37.05
CL1005a E. faecium 2016 ST80 - 195 2.84 37172 80x 37.14
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Amostra Espécie Ano de isolamento ST N. de acesso SRA N. de contigs Tamanho do genoma (Mb) N50 Cobertura GC%
CL1005b E. faecium 2016 ST80 - 199 2.83 39015 75X 37.82
CL10189 E. faecium 2016 ST963 - 227 2.80 34152 80x 37.83
CL10395 E. faecium 2016 ST896 - 234 2.93 31553 88x 37.81
CL10484 E. faecium 2016 ST412 - 241 2.98 34792 71x 37.82
CL9943 E. faecalis 2016 ST4 SRR13573653 158 3.28 164884 219X 37.82
CL9944 E. faecalis 2016 ST778 SRR13573652 108 3.17 151144 212X 37.64
CL9947 E. faecium 2016 ST963 - 200 2.78 36802 90x 36.98
CL9952 E. faecalis 2016 ST525 SRR13573650 116 3.17 172473 149X 37.24
CL10955 E. faecalis 2017 ST525 SRR13573692 127 3.14 146561 176X 37.82
CL10995 E. faecium 2017 ST963 SRR13573691 192 2.89 42326 199X 37.16
CL11000 E. faecium 2017 ND SRR13573680 86 244 67543 253X 37.15
CL11146 E. faecalis 2017 ND SRR13573669 639 3.27 11741 190x 37.69
CL11199 E. faecalis 2017 ST778 SRR13573658 113 3.25 151131 268X 38.20
CL11247 E. faecalis 2017 ST525 SRR13573649 152 3.18 150774 238X 36.97
CL11268 E. faecalis 2017 ST525 SRR13573648 138 3.25 150775 193X 37.19
CL11322 E. faecalis 2017 ST6 SRR31369121 160 3.15 130853 86X 37.12

Legenda: Sequence Type (ST); Sequence Read Archive (SRA); Nimero (N); Megabase (Mb); Guanina-Citosina (GC).
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