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Resumo

Introducdo. As Repetices Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (CRISPRs) sdo DNAs que consistem de repeticdes de nucleotideos.
Existem 3 tipos: CRISPR1-CAS, CRISPR3-CAS e CRISPR2. Os bacteriofagos séo
particulas virais que infectam bactérias. Os bacteri6fagos SAP6, IME-EF1, BC-611, VD-13
e F4 sé@o encontrados em E. faecalis assim como ®FL1ABC, ¢FL2AB, ¢FL3AB e ¢FL4A.
Objetivo. Identificar e caracterizar as classes de CRISPRs e bacteriéfagos de E. faecalis
e E. faecium isoaldos de amostras alimentares, clinicas e fezes de animais. Materiais e
métodos. Foram usadas DNA de 153 isolados, sendo 98 de E. faecalis e 55 de E.
faecium. A técnica de deteccao foi a PCR utilizando iniciadores para os genes CRISPR1-
Cas, CRISPR2, CRISPR3-cas e bacteriofagos, seguido por electroforese em gel de
agarose. Resultados. Para E. faecalis foram detectadas 58 isolados que amplifacaram
para o gene CRISPR1-Cas; 87 para CRISPR2 e 13 para CRISPR3-Cas. Para E. faecium
foram detectadas 4 isolados positivos para o gene CRISPR1-Cas; 18 para CRISPR2 e 1
para CRISPR3-CAS. O bacteriofago ¢FL2AB foi detectado em 13 isolados de E. faecalis;
0 bacteriofago ¢FL3AB em 13 isolados de E. faecalis e 0 ¢FL4A em 28 isolados de E.
faecalis. Conclusdo. Neste estudo nos encontramos diferentes proporcoes e distribuicbes
dos genes CRISPRs em E. faecalis e E. faecium. O bacteri6fago ¢FL4A apresentou-se
como o0 mais frequente entre os bacteriéfagos avalados.

Palavras-chave: CRISPRs, Enterococcus. faecalis, Enterococcus. faecium, Bacteriéfagos

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de
Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brasil. (88 p.) Margo, 2017.



DETECTION OF CRISPR IN ENTEROCOCCUS FAECALIS AND ENTEROCOCCUS FAECIUM
AND BACTERIOPHAGES ®PHI2, ®PHI3 AND ®PHI4 ENTEROCOCCUS FAECALIS ISOLATED
FROM FOOD, ANIMALS AND CLINICALSAMPLES.

Autor: Cristopher Gerardo Yerena Huescas
Advisor: Profa. Dra. Ana Paula Guedes Frazzon
Abstract

Introduction. The CRISPR are small portions of DNA consisting of nucleotide repeats.
There are three types of CRISPRs recognized: CRISPR-associated genes cas: CRISPR1-
CAS and CRISPR3-CAS and a orphan locus lacking cas genes: CRISPR2.
Bacteriophages are viral particles that infect bacterial. The bacteriophages SAP6, IME-
EF1, BC-611 and F4 are found in E. faecalis as well as ®FL1ABC, ¢FL2AB, ¢FL3AB,
oFL4A. Objectivy: To Identify and to characterize CRISPRs genes and bacteriophage
genes in E. faecalis and E. faecium isolated from food, clinical and animal fecal samples.
Materials and methods. A total of 153 DNA samples were used, 98 from E. faecalis and
55 from E. faecium. The PCR technique using primers was used to detect the genes
CRISPR1-Cas, CRISPR2, CRISPR3-cas and bacteriophages, followed the agarose gel
electrophoresis. Results. To E. faecalis was detected 58 isolates that amplified the
CRISPR1-Cas genes, 87 to CRISPR2 and 13 to CRISPR3-Cas. To E. faecium was
detected 4 isolates positive to CRISPR1-Cas gene, 18 to CRISPR2 e 1 to CRISPR3-CAS.
The ¢FL2AB bacteriophage was detected in 13 isolates of E. faecalis; the ¢FL3AB
bacteriophage in 13 isolates of E. faecalis and the ¢FL4A in 28 isolates of E. faecalis.
Conclusion. In this work, we found out different proportions and distributions of CRISPRs
genes in E. faecalis e E. faecium. The ¢FL4A bacteriophage showed a high frequency
among the bacteriophages tested.

Keywords: CRISPRs, E. faecalis, E. faecium, Bacteriophages

'Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology —
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do
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1. INTRODUCAO

As Repeticbes palindrdmicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPRs) foram descobertas nos anos 80s em bactérias. Em seguida
foram descritas em Archaebacteria nos 90s. A distribuicdo e caracterizacao destas
moléculas levou a ideia de que estas realizavam funcdes fisioldgicas, morfologicas
e evolutivas (Mojica et al., 2000). As estruturas e as sequéncias das repeticdes
possuiam diferengas com outros sistemas conhecidos da época. A primeira
evidéncia documentada foi estudada em Haloarchaebacteria, nas quais por
estudos nos transcritos das repeticbes foi possivel a identificacdo dos loci
CRISPRs tipo selvagem (Mojica et al., 1993). Esta descoberta ajudou a entender
como os sistemas CRISPRs tém sido modificados ao longo do tempo.

As possiveis funcdes dos sistemas de defesa bacterianos em diferentes
ecossistemas tem sido uma area de investigacdo por distintos pesquisadores. Em
2005, os sistemas CRISPRs foram relacionados com o processo de resisténcia
adquirida contra virus. Em 2007, gracas as ferramentas de biologia molecular e
bioinforméatica, realizou-se uma ligacdo entre o sistema CRISPRs e imunidade
contra bacteriéfagos, virus de Archaebacteria, plasmideos e elementos extra-
cromossOmicos. Atualmente, existe interesse em conhecer modelos estruturais e
funcionais deste sistema CRISPRs em diferentes ambientes que poderiam
explicar mecanismos de defesa em procariotos e troca de elementos genémicos
gue aumentem adaptacdes a diversos ecossistemas.

Estudos da presenca e funcdo dos CRISPRs tém sido realizados em
bactérias acido-lacticas. Devido a complexidade e caréncia de informacao sob a
presenca destes bacteriofagos em conjunto com os CRISPRS para Enterococcus

spp. em diferentes ambientes, surge a necessidade de investigar em isolados de
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Enterococcus spp. de diferentes origens a relacdo da presenca de CRISPRs,
bacteriéfagos e ambiente.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivos gerais:

Identificar a presenca dos genes CRISPRs em E.faecalis e E. faecium isolados a

partir de amostras clinicas, alimentares e de fezes de animais;

Detectar a presenca de bacteriéfagos em E.faecalis a partir de amostras clinicas,

alimentares e de animais.

2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Selecionar a partir de uma bacterioteca E. faecalis e E. faecium

resistentes e susceptiveis aos antimicrobianos isolados clinicos, alimentares e de
animais;

2.2.2 Confirmar a identificacdo dos isolados por PCR empregando
Primers espécies-especificas para E. faecalis e E. faecium;

2.2.3 Detectar nos isolados a presenca do gene csnl (CRISPR1-cas),
gene orfao (CRISPR2) e gene csnl (CRISPR3-cas);

2.2.4- Avaliar a presenca dos bacteriéfagos SAP6, IME-EF1, F4, VD13
e BC-611 em E.faecalis;

2.2.5 Determinar a presenca de genes dos bacteriofagos ®FL#ABC de
E. faecalis por PCR simple e duplex;

2.2.6 Comparar as caracteristicas genotipicas, como genes de
resisténcia e viruléncia, e caracteristicas fenotipicas, como resisténcia e
susceptibilidade aos antimicrobianos, com a presenca ou auséncia dos genes
CRISPRs e de bacteriéfagos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O Género Enterococcus

O nome Enterococcus foi utilizado para descrever os diplococos gram
positivos isolados de intestino em 1989 (Thiercelin, 1899). No ano de 1906,
Andrewes propds o nome de Streptococcus faecalis (Andrewes & Horder, 1906).
Em 1919, Orla-Jansen descreveu uma nova espécie chamada Streptococcus
faecium (Deibel, 1964). Ao longo do tempo, foram-se desenvolvendo novas
classificacdes taxondmicas e métodos moleculares. Para 1970, Kalina baseando-
se em caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas e soroldgicas, estabeleceu o género
Enterococcus reconhecido até hoje. Os representantes do género caracterizam-se
por serem cocos, que geralmente se dispdem em pares e cadeias curtas. Sao
anaerobios facultativos e apresentam temperatura 6tima de crescimento de 35°C,
embora a maioria deles capazes de tolerar variacoes de temperatura (10 — 45°C) e
pH (4,5 — 10,0), assim como toleram condi¢cdes hipotbnicas e hipertdnicas
(Sherman, 1938). Nado formadores de esporo e sdo catalase negativo (Tyne &
Gilmore, 2014). Estudos realizados reconhecem mais de 40 espécies (Gilmore et
al, 2013).

Para a identificacdo em nivel de género existem método em biologia
molecular. Entre 0s mais utilizados encontra-se a rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR) ou identificacéo bioquimica por microplaca (Morrison et al, 1997). A técnica
molecular tem a capacidade de obter resultados de maneira rapida, barata e de
facil interpretacdo (Woodford et al, 1997). O gene tuf, o qual codifica para o fator
de elongacéo EF-tu, é amplificado de maneira versatil para identificar o género (Ke
et al, 1999). Por outro lado, existem comercialmente meios de culturas seletivos e
diferenciais cromogénicos como Spectra VRE (Jenkins et al, 2011), o qual permite
a deteccédo de enterococos isolados de fezes.

Devido a sua capacidade de crescer e sobreviver em condi¢cdes tdo
adversas, Enterococcus sp. encontram-se amplamente dispersos na natureza,

podendo ser encontrados na agua, solo, alimentos, plantas e animais. O habitat
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deste género encontra-se distribuido em diferentes ecossistemas: trato
gastrointestinal humano e outras cavidades corporais, outros mamiferos, aves,
répteis, insetos, plantas, solo e &gua (Deibel, 1964). Metabolicamente, o
crescimento auxotréfico sugere que este género desenvolveu co-evolugdo com
outros organismos devido a que existe uso de nutrientes do hospedeiro (Gilmore
et al, 2013). Em seres humanos podem ser encontrados na microbiota do trato
intestinal e geniturinario. Entre as espécies de Enterococcus mais frequentemente
detectados no intestino de mamiferos, destacam-se os Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Enterococcus hirae e Enterococcus durans (Devriese & De
Pelsmaecker, 1987). As espécies E. faecalis e E. faecium sdo também as mais
frequentemente encontradas em produtos: alimentares como leite, queijos e
carnes fermentadas. Sao espécies formadoras de biofilme (Suzzi, et al., 2000). Em
2009, Riboldi e colaboradores estudaram a presenca de enterococcos no Sul do
Brasil isolados de diferentes produtos alimentares como mandioca, beterraba,
batata, batata doce, salsinha, repolho, carne, leite e queijos. Entre os resultados
as bactérias E. faecalis e E. faecium foram as mais frequentes.

Algumas espécies de Enterococcus podem ser encontradas em animais
como cachorros, ratos, macacos, aves, frangos, pombos, gado, peixes, porco,
lobos marinhos, tartarugas e pinguins. Entre os grupos de espécies detectadas
encontram-se E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. gallinarum e E. cecorum
(Byappanahalli et al., 2012). Em 2017, Medeiros e colaboradores realizaram um
estudo para avaliar a presenca de enterococos em fezes de animais marinhos
selvagens. Entre os resultados, E. faecalis e E. mundtii foram frequentes em
mamiferos aquaticos. Em tartarugas, trinta-réis-rdseo, macgarico-de-papo-
vermelho, e o albatroz-de-sobrancelha a espécie E. faecalis foi a mais frequente.
Em ambientes como solo, agua, plantas e esgoto tem se encontrado diversos
grupos de Enterococcus. Entre os representativos encontram-se E. faecalis, E
faecium, E avium, E. gallinarum e algumas outras espécies como
E.saccharolyticus, E. aquimarinus, E. sulphureus e E. camelliae (Byappanahalli et
al., 2012).
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Em 2013, Garbinato e colaboradores fizeram um estudo da presenca de
enterococos em amostras de aguas provenientes do Rio Diluvio no Sul do Brasil.
Entre os resultados, encontraram-se com maior frequéncia as bacterias E. faecium
seguidas de E. faecalis, E.casseliflavus, E. hirae e E. gallinarum. Uma das
grandes preocupacdes com bactérias pertencentes ao género Enterococcus e que
algumas espécies podem apresentar mecanismos de resisténcia a varias classes
de agentes antimicrobianos. Entre os quais, resisténcia a estreptomicina,
gentamicina e glicopeptideos tem sido estudada (Correa, 2011)

Estudos dos genomas do género Enterococcus sugerem a existéncia
do fenbmeno de polilisogenia (Duerkop et al., 2014) no qual profagos conferem
adaptacdes ou fatores de viruléncia a bactéria, o qual promove mudancas
evolutivas significativas para a populagéo bacteriana (Matos et al. 2013). Também
sugerem a existéncia de um sistema imunoldgico adquirido procariético conhecido
como sistema CRISPR-cas. Este sistema apresenta a caracteristica de protecdo
contra a introducao de DNA exdgeno proveniente de bacteriéfagos ou plasmideos,
o qual poderia explicar o incremento do tamanho do genoma dos Enterococcus
(Palmer & Gilmore, 2010).

3.2 Enterococcus faecalis
A espécie E. faecalis habita normalmente no trato gastrointestinal de

humanos e animais. Esta bactéria, de interese clinico para o microbioma humano
(Quin et al., 2010) , apresenta diferentes estratégias de sobrevivéncia. Encontra-
se em diferentes ambientes com alimentos, agua, solo, animais e plantas, mas
também se associa com infec¢des. Acredita-se que esta espécie se encontra
relacionada com infec¢gOes adquiridas de maneira intra-hospitalar, como urinarias,
intra-abdominais, endocardites e bacteremia (Arias & Murray, 2002).

A importancia das infec¢cdes associadas a saude tem relevancia
(Sievert et al., 2013). As linhagens tém revelado a presenga de complexos clonais
de alto risco (CC) de cepas invasoras e colonizadoras mutiresistentes associadas
a hospitais (Freitas et al., 2009; Kuch et al., 2012). Os enterococos que
apresentam alto risco para saude humana estes pertencem aos isolados CC2, os

quais tém se adaptado ao ambiente hospitalar e relacionado com doencas
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invasivas (Nallapareddy et al., 2005). A cepa faecalis V583 forma parte do
complexo CC2 e foi o primeiro isolado resistente a glicopeptidicos encontrado nos
Estados Unidos (Sahm et al., 1989). Finalmente, os isolados CC2 apresentam
genes de profagos, o que leva a ideia da existéncia de elementos genéticos
moveis (Solheim et al, 2011).

Esta bactéria apresenta propensdo marcavel para adquirir genes de
resisténcia para antibiéticos via transferéncia génica horizontal (HGT). Atualmente,
0s considerados elementos genéticos méveis, como o0s plasmideos conjugativos
ou moveis e transposdes tém sido encontrados em isolados clinicos de E. faecalis.
Estes elementos estdo relacionados com resisténcia a glicopeptideos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, ampicilinas, linezolida e outros
(Leclercq et al., 1988; Murray et al., 1988; Arthur et al., 1993; Palmer & Gilmore,
2010; Llu et al., 2013). (Clewell et al., 2014)

3.2.1 Enterococcus faecalis V583
Enterococcus faecalis V583 foi a primeira cepa a ser completamente

sequenciada (Paulsen et al, 2010). No seu genoma foram identificados elementos
madveis que constituem 25% do genoma, entre 0s quais se encontram plasmideos,
profagos, transposones e ilhas de patogenicidade (PAIl) (Shankar et al, 2002;
Paulsen et al, 2010). O sequenciamento de E. faecalis V583 abriu a probabilidade
de examinar a diversidade gendmica e identificar caracteristicas especificas para a
viruléncia (Vebo et al, 2010; Palmer et al, 2012; Solheim et al, 2011;).

3.2.2 Enterococcus faecalis OG1RF
Esta bactéria foi isolada da cavidade oral humana. A cepa carece de

elementos moveis e DNA exogeno e nela foram localizados os CRISPRs
(Bourgogne et al, 2008). Para esta cepa foram descobertos dois loci CRISPR,
sendo que somente um deles possui genes cas associados (CRISPR1-cas) e
outro CRISPR (Bourgogne et al, 2008).
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3.3 Enterococcus faecium
Estas bactérias metabolicamente produzem &acido a partir de ribose,

galactose e outros acucares. O piruvato, citrato, malato e serina ndo sao utilizados
como fonte de energia. O tipo de peptidoglicano encontrado € Lys-D-Asp (Kandler
et al, 1968; Schleifer & Kandler, 1967; Klipper-Baelz et al, 1982). O conteudo G+C
do DNA apresenta entre 37 a 40 % (Schleifer & Kilpper-Baelz, 1984).
Historicamente, E. faecalis tem sido reconhecido como agente causal de infec¢bes
por enterococos em hospitais, mas na década de 80 foram diagnosticadas
infeccbes nosocomiais por E. faecium. Este fato coincide com a aquisicdo de
multiplos mecanismos de resisténcia a antibioticos, por exemplo, ampicilinas e
glicopeptideos (van Schaik et al., 2010).

Estudos sugerem que as cepas patogénicas de E. faecium pertencem a
linhagem de complexos clonais de alto risco 17, CC17 (Willems et al.,2005; Leavis
et al., 2006). No ano de 2007, Levis et al., encontraram 100 genes em cepas da
linhagem E. faecalis CC17. Estes genes pertencem as chamadas sequéncias de
insercdo, também foram detectados genes relacionados a viruléncia. Van Schaik
et al., no ano de 2010, realizaram uma caracterizacdo de cepas de E. faecium,
onde foram encontradas sequéncias tipo fago associadas a cepas nao virulentas,
sendo também possivel identificar sequéncias tipo CRISPR sem o gene casl.

O primeiro genoma completo de E. faecium foi publicado em 2012 com
0 nome de cepa Aus0004. Esta cepa apresentava resisténcia a vancomicina (Lam
et al., 2012). A partir desse momento foram sequenciadas outras cepas de E.
faecium, o que tornou possiveis estudos de biologia molecular comparativa, assim
como explicar a origem da transferéncia génica entre bacterias.

Segundo o estudo de Palmer & Gilmore de 2010, a hipotese da
presenca ou caréncia de CRISPR-cas para E. faecium poderia ser a explicacao da
aquisicdo de genes que codificam genes de resisténcia a antibiéticos. Por outra
lado, Van Schaik et al. em 2010 estabeleceram que algumas cepas comensais
como E1039 e E980 que careciam de sistema CRISPR, ndo necessariamente

acumulam genes de resisténcia. Através do sequenciamento completo do genoma
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tem se mostrado que a existéncia de plasmideos, préfagos e ilhas de
patogenicidade sao fatores que conduzem a diversidade gendémica de E. faecium
(Palmer et al., 2014)

3.4 Resisténcia a antibidticos em enterococos
Em 2011, os enterococos comecaram ser considerados como agentes

patogénicos emergentes relacionados com a elevada resisténcia a antibioticos
(Semedo-Lemsaddek e Mato). Os tipos de resisténcia podem ser divididos em
dois: intrinseca e adquirida. A intrinseca esta relacionada com a presenca dos
genes localizados no cromossomo, Esses genes sao utilizados para indicar uma
caracteristica presente em todos ou na maioria das linhagens da espécie, 0 que
confere uma vantagem cumulativa para aquisicdo de mais genes codificadores de
altos niveis de resisténcia. Por outro lado, a resisténcia adquirida é determinada
por elementos moéveis como plasmideos e transposdes, resultantes de uma
mutac&o no DNA existente ou pela aquisicdo de novos fragmentos de DNA, o que
costuma ocorrer por conjugacdo, transformacdo ou transducdo. Estas
transferéncias genéticas ocorrem naturalmente, mesmo antes da exposicdo de
bactérias aos antibidticos na terapéutica, e sdo frequentemente observadas nos
tratos gastrointestinais de seres humanos e animais, situacbes em que se
encontram com outras bactérias sobre pressao seletiva (Murray, 1988).

Resisténcia intrinseca a antimicrobianos em enterococos incluem:
resisténcia a cefalosporinas, sulfonaminas e baixos niveis a [B- lactamicos,
aminoglicosideos e clindamicina. Exemplos de resisténcia adquirida incluem a
resisténcia a cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina, fluoroquinolonas,
glicopeptideos e altos niveis a clindamicina, aminoglicosideos e B-lactamicos
(Fisher & Phillips, 2009).

3.5 Fatores de viruléncia em enterococos
O processo de patogenicidade em enterococos € atribuida a presenca

ou expressao de fatores de viruléncia como 0s genes agg, esp, gelE, cylA, epa e
ace. Existe também a presenca de enzimas ou toxinas que teriam importancia em

danificar as células de mamiferos (Correia, 2011). Existem diversos estudos que
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relacionam a presenca destes fatores em amostras clinicos e ambientais (Palmer
& Gilmore, 2010; Katyal et al., 2013)

3.6 Repeticdes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas
(CRISPRS)

As Repeticoes palindromicas curtas agrupadas e regularmente
interespacadas do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeat (CRISPR), sdo regides genéticas hipervaridveis amplamente distribuidas
em bactéria e Archaea (Jansen et al., 2002). Estas regifes apresentam
sequéncias de DNA curtas, repetidas, altamente conservadas e parcialmente
palindrédmica, chamadas de repeticOes. Estas sequéncias de DNA CRISPRs
estdo intercaladas por sequéncias de DNA variaveis e curtas, chamadas de
espacadoras, muitas vezes adjacentes a genes cas, de proteinas CRISPR-
associados (Haft et al., 2005; Makarova et al.,2006a; Sorek et al., 2008).

Embora aparentemente inOcuas, as sequéncias CRISPR sdo um
componente crucial do sistema imune das bacterias. Se uma infeccédo viral
ameaca uma célula bacteriana, o sistema CRISPR pode impedir o ataque,
destruindo o genoma do virus invasor. Assim, ao destruir o genoma viral, o
sistema CRISPR protege as bactérias da infecgdo viral em curso. As sequéncias
espacadoras acreditam-se que sejam regibes homologas as sequéncias
gendmicas de fago, e que a presenca destas moléculas conferem uma imunidade
bacteriana contra bacteridfagos. Esta similaridade de sequéncias de espacadoras
e sequéncias de profago levantaram a hipdtese de que os CRISPRs poderiam
promover a resisténcia contra elementos genéticos exdgenos (Mojica et al., 2005;
Bolotin et al., 2005; Makarova et al., 2006; Horvath et al., 2008).

A auséncia do sistema CRISPRs-Cas em E. faecalis poderia explicar o
porque de certas cepas terem se adaptado ao ambiente hospitalar. Devido a
extensdo do genoma destas, que € maior em 25% quando em comparagdo com
outras bacterias comensais (Palmer et al., 2012). Um estudo realizado no Canada
em 2013 demonstrou o surgimento de resisténcia a ampicilina em E. faecium

associada a falta de sequéncias CRISPRs (Tremblay et al., 2013).
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O processo de defesa mediado por CRISPR-Cas pode ser dividido em
trés etapas: O primeiro estadgio é denominado de adaptacéo, neste 0 DNA de um
virus invasor € processado em segmentos curtos que sao inseridos na sequéncia
de CRISPR como novos espacadores. Na segunda fase, expresséo e producéo do
crRNA, o sistema se prepara para a acdo expressando 0S genes cas e
transcrevendo o CRISPR em um RNA de CRISPR precursor longo (pré-crRNA). O
pré-crRNA é subsequentemente transformado em crRNA maduro por proteinas
Cas e fatores acessorios. Na terceira e Ultima fase, a interferéncia, o &cido
nucleico alvo é reconhecido e eliminado pela acdo combinada das proteinas Cas.
Como as sequéncias de crRNA sao copiadas das sequéncias de DNA virais
adquiridas durante a adaptacao, elas sao correspondéncias exatas do genoma

viral e, assim, servem como excelentes guias.

3.6.1 Cronologia da descoberta dos CRISPRs em bactérias.
O primeiro trabalho descrevendo a existéncia dos CRISPRs foi descrito

em 1987 por Ishino e colaboradores da Universidade de Osaka no Japdo. Nesse
estudo os pesquisadores clonaram e sequenciaram o gene iap (responséavel pela
conversdo de isoenzima de fosfatase alcalina em Escherichia coli). Eles
encontraram downstream ao gene iap cinco segmentos de DNA compostos de
sequéncias repetidas de 29 nucleotideos (repeticbes). Estas sequéncias eram
separadas uma das outras por blocos de sequéncias de 32 nucleotideos nao
relacionadas e nao repetitivos (espacadoras) (Ishino et al., 1987; Nakata et al.,
1989). Apos este primeiro relato de um locus CRISPR, descricbes semelhantes
derivadas de genes ou de genomas foram encontrados em bactérias e archaea. A
partir de sequéncias de DNAs obtidas pelos diversos projetos de sequenciamento
de genes e genomas bacterianos, iniciou-se uma ampla pesquisa com gendmica
computacional de CRISPRs. O primeiro estudo foi realizado em 2000 por Mojica e
colaboradores, os quais encontraram frequéncias de 40% de CRISPRs no
genoma das bactérias e 90% no genoma de Archaea. Em 2002, Jansen e
colaboradores identificaram quatro genes associados aos CRISPRS, estes foram

denominados de cas do inglés CRISPR-associated genes As proteinas Cas sao
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preditas ou identificadas para interagir com &acidos nucleicos, por exemplo,
nucleases, helicases e recombinases.

Em 2005, varios grupos analisaram as sequéncias espacadoras em
varios loci CRISPR e revelaram que as regibes espacadoras comumente
apresentavam DNA proveniente de elementos genéticos moveis, tais como
bacteriofagos e plasmideos, levando a conclusao de que poderiam ser um sistema
contra infec¢des por agentes extras cromossémicos (Mojica et al 2005.; Pourcel et
al. 2005; Bolotin et al., 2005).

Em 2007, Barrangou e colaboradores confirmaram a hipotese
experimentalmente com Streptococcus thermophilus que os loci CRISPR
representam uma via de imunidade adaptativa contra infeccao fagica.

Em 2008, Horvath e colaboradores realizaram estudos sobre CRISPRs
em bacterias acido lacticas. Como resultado da pesquisa, foram identificadas 104
sequéncias espacadoras, destas 27 sequéncias apresentaram 100 % de
identidade com profagos, 49 com bacteriéfago, 5 com plasmideos e 23 mostraram
identidade com elementos cromossémicos. Foram encontrados 37 genes
associados cas. Para E. faecalis, foi reconhecido o CRISPR2, como carente de
genes cas. Para E. faecium foi detectado o plasmideo Pht beta (Barrangou et al.,
2007; Deveau et al., 2008). Finalmente, o estudo filogenético revelou que as
bactérias adquirem genes de forma seletiva dependendo do habitat (Makarova et
al., 2006b; Makarova & Koonin, 2007), o que contribuem na distribuicdo e
evolucéo dos sistemas CRISPRs.

Em 2010, Palmer & Gilmore, realizaram um estudo visando
correlacionar a presenca de CRISPRs e o0 surgimento da resisténcia a antibidticos
em diferentes cepas de Enterococcus. Para isso, foram utilizadas sequéncias de
cepas de E. faecalis e E. faecium isoladas de diferentes anos. Os pesquisadores
mostraram que a resisténcia a multiplos farmacos e a incidéncia de CRISPR-Cas
estdo negativamente correlacionada em E. faecalis e E. faecium. Os resultados
obtidos por bioinformatica identificaram trés CRISPRs de Tipo Il, onde foram
identificadas 16 cepas de E. faecalis com regides homologas para CRISPRs da

cepa E. faecalis V583 que apresentavam genes cas associados, chamando-as
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CRISPR1-Cas. Também foi identificada a regido homdloga sem a presenca de
genes cas, conhecida como CRISPR2. Finalmente, para as cepas E. faecalis Flyl
e T11, foi descrita a existéncia de um terceiro elemento homoélogo com diferente
conformacado, & CRISPR1 e CRISPR2 com diferentes genes cas em comparagao
com CRISPRL1. Esse nomeado CRISPR3-Cas. Por conclusédo, entre os principais
elementos genéticos mobveis encontrados nas sequéncias espacadoras,
destacaram-se os plasmideos com resposta a feromoénios, os quais ajudam na
plasticidade gendémica e conferem a capacidade de transferir determinantes de
resisténcia a antibiéticos e viruléncia. Em 2015, Lyons e colaboradores,
publicaram um estudo da incidéncia da presenca do gene CRISPR1-casl no
género Enterococcus utilizando 275 isolados ambientais e animais. Como

resultado, encontrou-se o gene em 110 cepas da espécie E. faecalis.

3.6.2 Estrutura e caracteristicas dos sistemas CRISPRs
Os agrupamentos CRISPRs juntamente com as proteinas Cas

compdéem o denominado sistema CRISPR. As sequéncias repetidas
frequentemente divergem entre as espécies (Jansen et al., 2002; Godde et al.,
2006) e também séo observados diferentes genes cas (Makarova et al., 2006). A
estrutura molecular tipica dos sistemas CRISPRs é composta de: sequéncias de
repeticdo, sequéncias espacadoras, sequéncia lider e genes cas. As sequéncias
repetidas podem variar entre 24 a 47 pares de bases de nucleotideos (pb) e as
espacadoras entre 26 a 72 pb (Grissa et al., 2007). O numero de sequéncias
espacadoras varia dependendo o organismo, assim como, a quantidade de genes

cas varia também (Figura. 1).

Sequencia espacadora

- J - J - -

Sequencia Lider

Genes Cas
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Figura 1. Estrutura tipica do l6cus CRISPR. Genes cas (caixas pretas), sequéncia lider
(Azul), sequéncias espacadores (diamantes vermelho, verde e amarelo) e repeticdes
(caixas azuis e brancas). Fonte: Adaptacéo de Sorek et al., 2008.

3.6.2.1 Sequéncias de Repeticbes
As sequéncias de repeticdes sdo quase sempre idénticas, no que diz

respeito ao numero e sequéncia de nucleotideos (Jansen et al., 2002). Apesar da
divergencia entre as espécies, as repeticbes podem ser agrupadas por
similaridades de sequéncias em pelo menos doze grupos principais (Kunin et al.,
2007). Algumas repeticbes tem sequéncias de DNA conservada (GAAA) na
porcao 3', sugerindo que este ponto poderia agir como o local de ligacdo de uma
ou mais proteinas Cas. As sequéncias palindromicas foram identificadas como

elementos provenientes de uma estrutura secundaria de RNA (Kunin et al., 2007).

3.6.2.2 Sequéncias Espacadoras
Sao sequencias de DNA provenientes do DNA de virus que infetaram a

bactéria hospedeira anteriormente. Assim como 0s espacadores, atuam como
uma “memodria genética” de infeccbes anteriores. Varios estudos com as
sequéncias CRISPRs mostram que alguns espacadores possuem similaridade
com sequéncias de fagos e outros elementos extra-cromossdmicos (Pourcel et
al.,2005; Makarova et al., 2006; Lillestol et al., 2006; Barrangou et al., 2007). Em
2005, Mojica e colaboradores estudaram 4500 espacadores de 67 cepas, e
demonstraram a presenca de sequéncias idénticas a fagos e plasmideos. Em
Streptococcus thermophilus foi observado que 40% de sequéncias dos
espacgadores tinham homologia com fagos ou plasmideos (Bolotin et al., 2005). As
sequéncias espacadoras podem se ativar ou desativar, também podem acumular
polimorfismos ao longo do tempo (Barrangou & Marraffini, 2014; Shariat & Dudley,
2014)

3.6.2.3 Sequéncia Lider
A sequéncia lider, é uma segeuncia de DNA com aproximamente de

500 pb, localiza-se na posicao 5' do loci CRISPR, proxima a primeira sequéncia de
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repeticdo (Jansen et al., 2002; Lillestol et al., 2006). Esta sequéncia consenso
contem em sua maioria de bases nitrogenadas adenidas e timinas (Jansen et al.
2002). A sequéncia lider funciona como alvo de reconhecimento para agregar
novas sequéncias espacadoras (Pourcel et al., 2005; Barrangou et al., 2007).

3.6.2.4 Proteinas Cas
As proteinas Cas sdo um grupo altamente diversificado. Muitas s&o

preditas ou identificadas para interagir com acidos nucleicos; como por exemplo
recombinases (ligadas ao processo de aquisi¢ao), ribonucleases (formacéo do
crRNA) e nucleases (degradacdo de DNA ou RNA alvo) (van der Oost et al.,
2014). As proteinas Casl e Cas2 estdo envolvidas na adaptacdo e sédo
praticamente universais para os sistemas CRISPR-Cas (Makarova et al., 2006).
Outras proteinas Cas estdo associadas apenas a certos tipos de sistemas
CRISPR-Cas. A diversidade de proteinas Cas, a presenca de multiplos loci
CRISPR e a frequente transferéncia horizontal dos sistemas CRISPR-Cas tornam
a classificacdo uma tarefa complexa. A classificagdo mais comumente adotada
identifica os sistemas CRISPR-Cas Tipo |, Il e lll, cada um com varios subgrupos.
Diferentes tipos de sistemas CRISPR-Cas podem coexistir em um (nico
organismo

Em 2011, Makarova e colaboradores, propuseram um novo sistema de
classificacdo para os sistemas CRISPRs, onde os sistemas tipo | sdo definidos
pela presenca da proteina de assinatura Cas3. Essa proteina apresenta dominios
de helicase e Dnase, responsaveis pela degradacdo do alvo. Além de casl, cas2
e cas3, todos os sistemas de tipo | codificam um complexo tipo-cascata, que liga
crRNA e localiza o alvo, e a maioria das variantes também séo responsaveis pelo
processamento do crRNA. Seis subtipos do sistema de Tipo | que apresentam um
namero variavel de genes cas foram identificados (Tipo I-A a Tipo I-F).

Os sistemas CRISPR-Cas tipo Il codificam as proteinas Casl, Cas2, a
proteina de assinatura Cas9 e, algumas vezes, uma quarta proteina (Csn2 ou
Cas4). Cas9 auxilia na adaptacao, participa no processamento de crRNA e cliva o
DNA alvo assistido por crRNA e um RNA adicional denomionado tracrRNA. Os

sistemas de tipo Il foram divididos em subtipos II-A, II-B e II-C. Os genes csn2 e
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cas4, ambos codificando proteinas envolvidas na adaptacdo, estdo presentes no
subtipo II-A e II-B, respectivamente, enquanto o Tipo II-C carece do quarto gene
(Makarova et al., 2011).

Os sistemas CRISPR-Cas tipo Ill contém a proteina de assinatura
chamada Casl0 com funcdo pouco clara. A maioria das proteinas Cas 10 é
destinada aos complexos Csm (em Tipo IlI-A) ou Cmr (em Tipo IlI-B), que sao
semelhantes a Cas. Curiosamente, embora todos os sistemas de Tipo | e Il sejam
conhecidos por serem alvo de DNA, os sistemas de Tipo Ill tem como alvos DNA
e/ou RNA. Os sistemas de Tipo Il foram encontrados exclusivamente em bactérias
enquanto os sistemas Tipo | e Tipo Il ocorrem tanto em bactérias como em
Archaea.

Recentemente, foi proposto um sistema Tipo IV, que contém varios
genes cas, mas ndo CRISPR, casl ou cas2. O sistema tipo IV seria guiado pela
interacdo proteina-DNA, ndo pelo crRNA, e constitui um sistema imune inato
predefinido para atacar certas sequéncias.

3.6.2.4.1 Enzima Cas9
Para realizar a funcdo, o sistema CRISPR tipo Il, presente em

enterococos, necessita do RNA guia (sgRNA), a enzima Cas 9 (endonuclease) e
as sequéncias motivo adjacente ao protoespacador (PAM) (5'-NGG-3') presentes
no DNA alvo (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). Esta enzima é utilizada
para edicdo genbmica em células de procariotos e eucariotos (Sternberg &
Doudna, 2015). (Apéndice 9.1). A estrutura da proteina conserva uma arquitetura
gue consiste em dois dominios: o dominio de reconhecimento, responsavel pela
ligagdo do sgRNA (unido do crRNA e tracrRNA) na enzima e o dominio nuclease,
responsavel do reconhecimento nos PAMs e consequentemente na clivagem do
DNA alvo (van der Oost et al., 2014). Esta enzima forma complexos que unem o
DNA do fago ou plasmideo para a clivagem (Garneau et al., 2010).

3.6.3 Mecanismos de interferéncia
Estudos propdem a existéncia de imunidade adaptativa através do

sistema CRISPRS em trés etapas (Figura 2): A etapa de adaptacao corresponde

ao recrutamento de novos DNAs. O DNA do virus invasor & processado em
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segmentos curtos que sdo inseridos na sequéncia do CRISPR, como novas
sequéncias espacadoras. Para iniciar este processo € necessario 0
reconhecimento do PAM; Na etapa de expressao, acontece a transcricdo dos
genes do CRISPRs seguido de um processo de geracdo de um transcrito
denominado de RNAs CRISPRs (crRNA), que tem com fun¢édo ser uma sequencia
antisense do DNA do fago ou plasmideo invasor. Finalmente ocorre a etapa de
interferéncia, onde o crRNA realiza clivagem do DNA invasor por meio de
nucleases. Como as sequéncias de crRNA sdo copiadas das sequéncias de DNA
virais adquiridas durante a adaptacdo, elas sdo sequencias exatas do genoma
viral e, assim, servem como excelentes guias (van der Oost et al., 2014).

Os sistemas CRISPR tipo Il possuem um mecanismo diferente devido a
presenca de uma molécula chamada de transativador crRNA, tracrRNA (Deltcheva
et al., 2011). Esta molécula forma um hibrido com outra molécula (pre-crRNA),
uma vez unida resulta um RNA maduro (crRNA-tracrRNA) que é reconhecido e
clivado por uma enzima ribonuclease RNase III.

Representativa do sistema CRISPR tipo Il (A, B, C) aparece uma cadeia
simple de RNA chamada sgRNA, a qual forma uma molécula hibrida com o DNA
alvo (Nishimasu et al., 2014)
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Figura 2. Mecanismo de CRISPRs-cas. Na etapa de aquisi¢cao, as proteinas casl e cas2
capturam o DNA do fago/plasmideo (sequéncia protoespacadora). 1) esta sequéncia &
integrada ao l6cus CRISPR, no caso do sistema CRISPR tipo Il a enzima cas9 reconhece
o0 motivo adjacente do protoespacador (PAM). 2) Na etapa de expressado, o locus
CRISPR é transcrito para o precursor chamado RNA CRISPR (crRNA).3) Na etapa de
interferéncia, surge a formacdo do complexo crRNA-tracrRNA-cas9 maduro, aonde a
nuclease realiza a eliminacdo do DNA exdgeno (sistemas CRISPR tipo Il). Fonte: Este
estudo

3.6.4 CRISPR em Enterococcus faecalis.

Para a bactéria E. faecalis, tem sido identificados dois sistemas
CRISPRs do tipo Il: CRISPR1-Cas e CRISPR3-Cas (Bourgogne et al., 2008;
Palmer & Gilmore, 2010). A distribuicdo dos CRISPR1-Cas e CRISPR3-Cas varia
entre a cepa de E. faecalis, sendo ausentes para as cepas resistentes aos
antibioticos (Palmer & Gilmore, 2010). A existéncia de outro CRISPR, identificado
como CRISPR2, carente de genes cas, tem se tornado objeto de diversos estudos

(Palmer & Gilmore, 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Arquitetura do l6cus CRISPR em E. faecalis. A) CRISPR1-cas B) CRISPR2 C)
CRISPR3-cas. A sequéncia lider 5' € mostrada com uma linha azul As repeticoes estdo
indicadas por quadrados azuis e as sequéncias espacadoras indicadas por diamantes de
diferentes cores (vermelho, verde e roxo). A repeticao terminal esta indicado por um
triangulo. Fonte: Adaptacdo de Hullahalli et al., 2015.
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Em 2016, Price e colaboradores realizaram um estudo na cepa T11
para determinar a relacdo entre o CRISPR3-Cas, o CRISPR2 (6rfao) e outro
sistema complementar conhecido como modificador de restricdo (R-M) (que atuam
como sistemas de defesa contra plasmideos conjugativos Pam714 e pCF10
(Figura 4). Entre os resultados, encontraram que o sistema CRISPR3-Cas e 0 R-M
forneceram defesas complementarias para a célula e o CRISPR2 necessita dos
fatores codificados pelo I6cus CRISPR1 para atuar na defesa, ja que por si mesmo

nao confere resisténcia contra elementos génicos moveis.

Cas 2

D (OB et &)

Cas 1 Csn 2b
EF1760 SEirs

Genescas

‘ Sequencia com 100% de identidade para
repB

‘ Sequencia de plasmideo

Figura 4. Representagdo do locus CRISPR3-cas em E. faecalis T11. O locus CRISPR3-
cas de T11 consiste em 21 sequéncias espacadores unicas representadas por diamantes,
intercaladas entre sequéncias repetidas de 36 nucleotideos representadas em retangulos
As sequéncias espacadores mostram identidade significativa com elementos génicos
moveis: bacteridfagos (vermelho), plasmideos (roxo), pro-fagos (verde). Fonte: Adaptacao
de Price et al., 2016.

3.7 Bacteriofagos
Os bacteriéfagos sao virus que infectam e matam células bacterianas

com alta eficiéncia e encontram-se presentes em diversos ecossistemas (Elbreki
et al.,2014). Como os bacteri6fagos sdo capazes de lisar células ou transferir
genes entre as bactérias, estes possuem a capacidade de alterar a composicéo
das populagdes microbianas (Young, 2014).

Estes virus possuem uma cabeca protéica/capsidea, a qual carrega e
protege o material gendémico (RNA ou DNA) do virus. (Figura 5). O material

genético apresenta diferencas em tamanho, em conformacéo (circular, linear ou



36

segmentado), e estrutural (fita de DNA simples, fita de DNA dupla, fita de RNA
simples e fita de RNA dupla) (Ackermann, 2007).

Cabeca/Capsidio

Bainha

Eibrasdacanda

Figura 5. Desenho da estrutura presentes em um bacteriéfago Fonte: (Microbiology and
Immunology On-line).

O processo de replicacdo dos bacteriéfagos consiste de dois ciclos:
ciclo litico e ciclo lisogénico. No ciclo litico, o virus insere o material genético na
célula alvo, produzindo a montagem e liberacdo de particulas em grande numero,
levando a lise celular. Por outro lado, no ciclo lisogénico, o virus insere o material
genético na célula alvo, quando este DNA se integra ao DNA da célula hospedeira
sendo denominado de pré-fago e as funcdes biologicas da bactéria hospedeira
continuam. Este processo gerara células-filhas com o material genémico do fago
(Stephens et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo das fases de replicagdo para bacteriéfagos. Ciclo Litico em
linhas vermelhas e Ciclo Lisogénico em linhas azuis (Disponivel em
https://leandromatheusbioifes.wordpress.com/2011/02/15/cavalo-de-troia/. Acceso em: 2
de fevereiro. 2017.

A classificacdo para bacteriofagos tem sido discutida desde o
descobrimento destes (Nelson, 2004). A ordem Caudovirales (caudas nao contratil
longas), contem trés familias: Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae e outras ainda

nao classificadas em Taxons (Adriaenssens et al., 2015).

3.8. Bacteriofagos de Enterococcus faecalis.
Os primeiros bacteriéfagos em enterococos foram caracterizados como

particulas tipo-fago isolados de intestino de ratas. Depois de andlises com
anticorpos, Rogers & Sarles (1963) capturaram imagens das particulas utilizando
Microscopia Eletrénica (ME). Eles determinaram que estes virus apresentavam
cabecas icosaédricas e caudas curtas nao contrateis. Thomas Brock (1964)
publicou um estudo detalhado sobre os hospedeiros dos bacteriéfagos, assim
como a identificacdo de cepas lisogénicas.

Os bacteriofagos fornecem informacdo sob diversos processos de
patogenicidade bacteriana, um exemplo sdo os diversos fatores de viruléncia
presentes nos bacteri6fagos e que sdo encontrados em bactérias patogénicas
para humanos e animais (Novick et al., 2010).

Destacam-se o0s seguintes bacteriéfago: SAP6 (Lee & Park, 2012); IME-
EF1 (zZhang et al.,, 2013); BC-611 (Horiuchi et al., 2012) e F4 (Nigutova et al.,
2008). Outros grupos também tém sido reconhecidos, como os bacterioéfagos,
como 0s ®FL1A, ¢FL1B, ¢FL1C, $FL2A, ¢FL2B, FL3A, $FL3B e $pFL4AA (Yasmin
et al., 2010). Uma grande parte dos bacteriéfagos de ciclo litico tem sido isolado
de fontes ambientes, como: esgotos, agua para o gado e tratos intestinais
(Horiuchi et al., 2012).


https://leandromatheusbioifes.wordpress.com/2011/02/15/cavalo-de-troia/
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3.8.1. Bacteriéfago SAP6

As caracteristicas do SAP6 foram examinadas por ME. Os estudos
apresentam um virus da Familia Siphoviridae (Ackermann, 2003). O SAP6 foi
isolado de amostras de esgoto e a sequéncia gendmica é composta por 58,619
pb. Os genes de morfogénese e montagem de DNA contem proteinas
relacionadas com a formacdo da cabeca, proteinas associadas a formacdo da

cauda, a terminase e outras proteinas.

3.8.2 Bacteriofago IME-EF1

O IME-EF1 foi isolado de E. faecalis proveniente de esgoto hospitalar.
A andlise da sequéncia genbmica apresenta 57,081 pb. O genoma possui 40% de
G+C. O IME-EFI apresenta uma cabeca isométrica. A endolisina do bacteri6fago
tem sido reconhecida como um agente potencial para o tratamento de infeccdes

clinica causado por bactérias resistentes a antibioticos (Harper et al., 2011).

3..8.3 Bacteriofago BC-611

O BC-611 foi examinado por ME. Este foi classificado na Familia
Siphoviridae (Ackermann, 2003). A sequéncia gendmica estabelece 53,996 pb. O
genoma possui 40,45 % G+C. Este foi isolado de E. faecalis NP10011, a qual foi
identificada por Nichinichi Pharmaceutical Co., Ltd.

3.8.4 Bacteriofago F4

O F4 foi isolado por Styriak et al. 0 ano 1994 de amostras de fluido
de boi. O genoma é DNA circular e com uma massa molecular de 60,4 kb. O fago
tem uma cabeca alongada e uma cauda n&o contratil flexivel. O F4 é o segundo

bacteriéfago identificado de E. faecalis.

3.8.5 Bacteriofagos ¢FL1ABC, ¢FL2AB, ¢FL3AB, ¢FL4A.
Baseado no estudo realizado por Yasmin et al (2010) que utilizaram
pirosequenciamento, revelaram-se 4 grupos de fagos isolados de amostras

clinicas.
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Determinaram-se as caracteristicas morfolégicas e moleculares
(Quadro 1) e realizaram- se comparagbes de sequéncias gendomicas dos

bacteriofagos dos grupos identificados (Quadro 2).

Bacteriofago @FL
Propiedades 1A 1B 1C 2A 2B JA 3B 4A
Genoma
(pb) J8, 764 38,989 38,721 36,270 36,826 39576 40273 37,836
G+C (mol%) 36,7 34 34 34.6 34.6 34.5 34.5 37,8
Capsidio
(nm) 43 33 48 43 a0 49 31 48
Cauda
(nm) 225 205 243 229 221 220 225 204

Quadro 1: Caracteristicas morfolégicas e moleculares dos bacteriéfagos de
Enterococcus faecalis identificados por sequenciamento. Fonte: Adaptacdo de Yasmin et
al., 2010
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Porcentagem de identidade de DNA (%) bacteriofago ®FL

14 1B 1C 2A 2B 3A 3B 4A
1A 100 99 99 B8 BY 37 38 5
1B 100 99 B8 87 37 38 4
1C 100 B8 87 37 38 4
2A 100 99 40 40 12
2B 100 41 41 12
JA 100 99 3
3B 100 3
4A 100

Quadro 2: Estudo comparativo de genomas dos bacteriéfagos de E. faecalis utilizando
Fasta3. Fonte adaptacdo de Yasmin et al., 2010.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados de Enterococcus
Cento e cinquenta e trés isolados de enterococos provenientes de

diferentes tipos de amostras (53 alimentares, 33 clinicas e 67 de fezes de
diferentes espécies de animais) foram empregados neste trabalho (Tabela 01). Os
isolados alimentares e de animais foram previamente identificados por Riboldi et
al., 2008; Cassenego et al., 2013; Prischula et al., 2013, Santestevan et al., 2015 e
Prischula et al., 2016. Os isolados clinicos foram provenientes da bacterioteca do
Prof. Dr. Pedro Alves de Azevedo da Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre.

Todos os isolados haviam sido previamente avaliados quanto a
caracteristicas fenotipicas de resisténcia e genotipica para a presenca de genes
de fatores de viruléncia e resisténcia.

As colbnias foram preservadas em solucdo de 10 % (p/v) de leite
desnatado Molico® (Nestlé) acrescido de 10 % (v/v) de glicerol e congeladas a -20
°C para analises moleculares posteriores e a fim de evitar que caracteristicas
importantes se percam com o tempo de manuseio das col6nias, como plasmideos
de resisténcias, por exemplo.

Antes da realizacdo dos ensaios, os isolados foram submetidos a
crescimento em &gar Infusdo de cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion — BHI,
Himedia®, India) a 37°C durante 24 h.
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Tabela 1. Isolados de enterococos provenientes de diferentes tipos de amostras.

Origem das amostras Quantidade de isolados
E.faecalis E.faecium
Alimentares
Verduras/legumes 11 01
Carnes/leite e derivados 11 30
Clinicas
Urina 23 01
Sangue/Outros 8 01
Animais
Lobo Marinho 13 01
Cloaca de frango 18 00
Pinguin 05 15
Tartaruga 09 06
Total 98 55

4.2 Extragbes de DNA bacteriano.
A extracdo do DNA total foi realizada por método fisico-quimico

(Donato, 2007). Uma colbnia previamente isolada em agar BHI foi inoculada em 5
mL de caldo BHI a 37 °C por 24 h. Apos, 1 mL dessa cultura foi transferida para
um microtubo, o qual foi centrifugado a 14.000 rpm durante 5 min. Apdés
centrifugar, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 40 uL da
solucéo de lise composta por 5 % de NaOH 1M, 2,5 % de SDS 10 % e 92,5 % de
TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8).

O pellet ressuspendido na solucao de lise permaneceu a temperatura
de 100 °C durante 15 minutos e, posteriormente, foi diluido em 460 pL de tampao
TE 1X, homogeneizado vigorosamente e centrifugado a 14.000 rpm durante 5 min.

Apds essa centrifugacao, O pellet foi descartado e o DNA foi transferido para outro
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microtubo e armazenado a -20 °C.. A avaliacdo da quantidade de 90 ng foi

determinada pelo NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™)

4.3 Confirmacao do género Enterococcus
Para a confirmacdo do género foi realizada a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) verificando a presenca do gene tuf, levando em consideragcéao o
método estabelecido por Ke et al.(1999). Os oligonucleotideos iniciadores para a
amplificagéo do gene tuf estdo apresentados na Tabela 02.

Tabela 2. Primers utilizados na reacdo de PCR e tamanho esperado de pares de bases
(pb) do fragmento gerado.

Primers Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias

Ent_1 TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke et al., 1999
Ent_2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC

As reacdes da PCR foram otimizadas em 25 pL de volume total e
continham: 1x de tampdo Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl,
(Invitrogen®), 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1,25 pyM yL de cada
Primer (Invitrogen®), 1U, de Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 90 ng de DNA e
agua deionizada estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os
produtos foram amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas
seguintes condicbes: 3 min. a 95 °C; seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95
°C, 30 seg. a54 °C e 1 min. a 72 °C; e extenséo final de 7 min. a 72 °C. A cepa E.
faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle positivo durante as reagdes.

O amplicon esperado com tamanho de 112 pb foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain

(Invitrogen®).
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4.4 Confirmacéo das espécies E. faecalis e E. faecium.
A confirmacdo molecular dos enterococos foi realizada por PCR,

utilizando-se oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para identificar as
espécies de enterococos alvo do estudo: E. faecalis e E. faecium. Os
oligonucleotideos iniciadores empregados para a amplificacdo dos genes alvos

para as espécies estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Primers utilizados nas rea¢gfes de PCR e tamanho esperado de pares de bases
(pb) dos fragmentos gerados.

Primers Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias
E.faecalis

ddl_F CACCTGAAGAAACAGGC 475 Depardieu et al.,2004
ddl_R ATGGCTACTTCAATTTCACG

E. faecium

EFm_F TATGACAGCGACTCCGATTCC 658 Cheng et al., 1997
EFm_R TTGAGGCAGACCAGATTGACG

As reacdes da PCR foram otimizadas em 25 pL de volume total e
continham: 1x de tamp&o Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl,
(Invitrogen®), 200 yM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1,25 pyM yL de cada
Primer (Invitrogen®), 1U, de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 90 ng de DNA e
agua deionizada estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os
produtos foram amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas
seguintes condi¢des: 5 min a 95 °C; seguido por 35 ciclos de 1 min. a 95 °C, 1
min. a 54 °C (E. faecalis) e a 56 °C (E. faecium) 1 min. a 72 °C; e 7 min. a 72 °C.
As cepas E. faecalis ATCC 29212 e E. faecium ATCC SS1274 foram utilizadas
como controle positivo durante as reacoes.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5 % corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).
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4.5 Deteccédo dos genes CRISPRs de enterococos
A deteccdo molecular dos genes CRISPRs foi realizada por PCR em 98

isolados de E. faecalis e 55 de E. faecium, utilizando-se primers especificos para
identificar os CRISPRs. As sequencias dos primers empregados para a

amplificacdo dos genes alvos para os CRISPRs estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Primers utilizados nas reacdes de PCR e tamanho esperado de pares de bases
(pb) dos fragmentos gerados.

Primers Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias
CRISPR 1
EFLG 01963 F CAGAAGACTATCAGTTGGTG 783 Palmer et al., 2010
EFLG 01963 R CCTTCTAAATCTTCTTCATAG
CRISPR 2
EF2063_F CTGGCTCGCTGTTACAGCT variavel Palmer et al., 2010
EF2061 R CCAATGTTACAATATCAACCA
CRISPR 3
EFKG_00787_F GCTGAATCTGTGAAGTTACTC 258 Palmer et al., 2010

EFKG_00787_R

CTGTTTTGTTCACCGTTGGAT

As PCRs foram otimizadas em 25 pL e continham 1,5 mM MgCl,
(Invitrogen), 1x de tampé&o da Tagq DNA polimerase (Ludwig®), 1,5 mM de MgCI2
(Ludwig®), 0,2 uM de dNTPs (Ludwig®), 0,4 uM de Primer (IDT®), 1U de Taq
DNA polimerase (Ludwig®), 90 ng de DNA e agua ultra pura estéril para completar
o volume (MilliQPlus, Millipore®).As amplificagbes foram realizadas em Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler nas seguintes condi¢bes: 5 min. a 94 °C,
seguidos de 35 ciclos de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 55 °C (para CRISPR 1 e
CRISPR 2) ou 50 °C (para CRISPR 3) e 1 min. a 72 °C, e uma extenséo final de
5 min.a 72 °C.
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Os produtos de PCR com tamanhos de 783 e 980 pb foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1% e o de 258 pb em gel de agarose a 1.5%.
Os géis foram corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

4.6 Sequenciamento dos fragmentos de CRISPRs
Os amplificados dos genes CRISPR 1, CRISPR 2 e CRISPR 3 foram

sequenciados no sequenciador modelo ABI 3130 (Applied Biosystems) utilizando o
polimero POP6. Para a marcacdo, foi utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pela
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(HTTP://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4.7 Deteccbes dos genes dos bacteriéfagos de enterococos
Como esses bacteriéfagos estdo presentes em E. faecalis, os ensaios

de deteccao da presenca desses bacteriéfagos foram realizados com 86 isolados

de E. faecalis.

4.7.1. Reacao em cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo dos genes dos
bacteriéfagos SAP6, IME-EF1, F4, VD13 e BC-611.

A deteccdo molecular por PCR dos diferentes bacteri6fagos foi
realizado utilizando-se primers desenhados para este trabalho. Para isso, foram
pesquisadas diversas sequéncias depositadas no NCBI. Depois, utilizando

programas de bioinformatica (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) foi realizado o

desenho experimental dos primers para amplificar o gene polA (DNA polymerase
[). Para os bacteriofagos IME-EF1, VD13, F4 e BC-611 observou-se uma
homologia de 100 % para o gene polA, os primers foram denominados
IME/VD13/F4/BC-16 sense e antisense (Tabela 05). Para o bacteriofago SAP6, os

primers foram denominados, SAP6 sense e SAP6 antisense (Tabela 05).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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Tabela 5. Primers utilizados nas reacfes de PCR e tamanho esperado de pares de
bases (pb) dos fragmentos gerados.

Primers Sequéncia (5’-3’) Produto Referéncias
(pb)
IME/VD13/F4/BC  GAATACTTGGCGATGGACTTT
-611 408 Este estudo
TCATAACATCAACGTCAGC
IME/VD13/F4/BC
-611

522 Este estudo
GAATACTTGGCGATGGACTTTG
SAPG6 sense

_ GATGTTCAACTGCCATTCAAAC
SAP6 antisense

As reacdes foram realizadas em 25 pL de volume total e continham: 1x
de tampéo de PCR (4G ®), 1,5 mM de MgCl,; (4G ®), 0,2 uM de dNTPs (4G ®),
0,4 uM de cada primer (IDT®), 1U de Taq DNA polimerase (4G ®), 90 ng de DNA
e agua ultra pura estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®).

Os produtos foram submetidos a amplificacdo em termociclador
Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes condi¢des: 5 min. a 94°C, seguidos de
36 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 45°C e 30 seg. a 72°C e extensao final de
10 min. a 72°C. Depois foram testados em diferentes condi¢des: 5 min. a 94°C,
seguidos de 36 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 50°C e 30 seg. a 72°C e
extensdo final de 10 min. a 72°C.

Finalmente em condicdes: 5 min. a 94°C, seguidos de 36 ciclos de 30 seg. a 94°C,
30 seg. a 55°C e 30 seqg. a 72°C e extensao final de 5 min. a 72°C.

Os amplicons esperados foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).
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4.7.2 Reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo dos genes dos
Bacteriéfagos ®FL1ABC, ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A

A deteccdo molecular dos bacteri6fagos foi realizada por PCR
utilizando-se primers desenhados para este trabalho. Para isso, foram
pesquisadas diversas sequéncias depositadas no NCBI. Depois, utilizando

programas de bioinformatica (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) realizou-se o

desenho experimental dos oligonucleotideos iniciadores para amplificar o gene gp
39 (terminase large subunit) de ®FL1ABC, o gene gp35 (terminase large subunit)
de ®FL2AB, o gene gp26 de ®FL3AB (DNA cytosine methyltransferase) e gene
gp48 (tail tape measure protein) de ®FL4A. Os iniciadores indicados para a
amplificacdo dos genes séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Primers utilizados para as reacdes de PCR e tamanhos esperados de pares de
bases (pb) para detectar os bacteri6fagos ®FL1ABC, OFL2AB, ®FL3AB E ®FL4A.

Primers Sequéncia (5’-3’) Produto (pb) Referéncias
PHIFL1_F GGAGCTAAGCGTTCTGGTAAA 850 Este estudo
PHIFL1 R GACGAGCCGAATCACAATAGA
PHIFL2_F GAGTGCGGTCAGTTTGTTACT 242 Este estudo
PHIFLZ2 R GCGTCCATACGTTCCTCTAATG
PHIFL3_F CGCAATCTGTTGTTGGATGG 563 Este estudo
PHIFL3_R TCGATCTTGTCTCGTGGTAATC
PHIFL4_F GTCGGGCTCTCTTACTTCATTC 375
PHIFL4 R GCAGCTACCTTGTCACCTAAA Este estudo

4.7.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢do do bacteriéfago
®FL1ABC

As reacdes foram realizadas em 25 pL de volume total e continham: 1x
de tampéo de PCR_(4G ®), 1,5 mM de MgCl, (4G ®), 0,2 uM de dNTPs (4G ®),
0,4 uM de cada Primer (IDT®), 1U de Taqg DNA polimerase (4G ®), 90 ng de DNA
e agua ultra pura estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®).

As amplificagbes foram primeiramente realizadas em Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler nas seguintes condi¢bes: 5 min. a 94°C,


https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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seguidas de 38 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 45°C e 30 seg. a 72°C e
extenséo final de 5 min. a 72°C.
Depois foram testados em termociclador Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler nas seguintes condi¢gbes: 5 min. a 94°C, seguidos de 38 ciclos de
30 seg. a 94°C, 30 seg. a 50°C e 30 seg. a 72°C e extensao final de 10 min. a
72°C.
Finalmente foram testados em diferentes condi¢cdes: 5 min. a 94°C,
seguidos de 36 ciclos de 30 seg. a 94°C, 30 seg. a 50°C e 30 seg. a 72°C e

extensao final de 10 min. a 72°C.

4.7.4 Reacado em cadeia da polimerase (PCR) duplex para deteccdo dos genes
dos bacteriéfagos ®FL2AB e ®FL3AB

A reacdes da duplex PCR para os gene gp40 e gp26 foram feitas em
um volume total de 50 pL, contendo 1x de tampéo de reacdo da Taq DNA
polimerase (4G ®), 1,5 mM de MgCl, (4G ®), 0,4 uM de dNTPs (4G ®), 0,4 uM de
cada Primer para ambos genes (IDT®), 2U de Tag DNA polimerase (4G ®), 90 ng
de DNA e agua ultra pura estéril para completar o volume(MilliQPlus, Millipore®).

As amplificacbes foram realizadas em Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler nas seguintes condi¢des: 5 min. a 94°C, seguidas de 38 ciclos de
1 min. a 94°C, 30 seg. a 55°C e 30 seg. a 72°C e extensao final de 5 min. a 72°C.

Os amplicons esperados de 242 e 563 pb foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,6%. O gel foi corado com SYBR® Safe DNA

Gel Strain (Invitrogen®) e visualizado sob luz ultravioleta.

4.7.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo do bacteriofago
DOFL4A

A reacdo da PCR para o gene gp34 foi feita em um volume total de 25
pL, contendo 1x tampédo de reagdo da Taq DNA polimerase (4G ®), 1,5 mM de
MgCl, (4G ®), 0,4 uM de dNTPs (4G ®), 0,4 pM de cada Primer (IDT®), 1U de
Tag DNA polimerase (4G ®), 90 ng de DNA e agua ultra pura estéril para
completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). As amplificacbes foram realizadas no
termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler nas seguintes condi¢des:
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5 min. a 94°C, seguidas de 38 ciclos de 1 min. a 94°C, 30 seg. a 55°C e 30 seg. a
72°C e extenséo final de 5 min. a 72°C.

O amplicon esperado foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1,6%. O gel foi corado com SYBR® Safe DNA Gel Strain (Invitrogen®) e

visualizado sob luz ultravioleta.

4.8 Sequenciamento dos fragmentos de bacteri6fago
Os produtos amplificados dos genes de bacteriofagos foram

sequenciados em sequenciador modelo ABI 3130 (Applied Biosystems) utilizando
o polimero POP6. Para a marcacao, foi utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pela
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(HTTP://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5. RESULTADOS

5.1 Confirmacéo do género e espécies de Enterococcus
A partir da técnica de PCR empregando oligonucleotideos género-

especifico para a confirmacédo dos isolados selecionados, verificou-se que todos
isolados apresentavam o fragmento de DNA de 112 pb esperado, correspondente
com o gene tuf. Da mesma forma, a partir das reacdes de PCR empregando
Primers espécies-especificas foi possivel confirmar que os 98 isolados

selecionados pertenciam a espécie E. faecalis e os 55 a espécie E. faecium.

5.2 Deteccao dos genes CRISPR1-Cas, CRISPR2 e CRISPR3-Cas
O fragmento de 780 pb esperado para o gene CRISPR1-Cas foi

identificado em 59,19% (58/98) e 7,27% (4/55) dos isolados de E. faecalis e E.
faecium, respectivamente (Tabelas 8 e 9 e Figura 7). No isolados de E. faecalis, o
genes CRISPR1-Cas foi mais frequentemente detectado em amostras clinicas
(90,32%), seguidos de amostras de fezes de animais (60,00%) e alimentares
(13,66%). O sequenciamento do fragmento de DNA amplificado demonstrou 99%

de identidade com o gene CRISPR1-Cas de E. faecalis

1 2 3 4 5 o6 7 8 9 10 11 12 13

FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de amplificacdo do gene CRISPR1-
Cas de Enterococcus faecalis. Coluna 1: Ladder 100 pb; Coluna 2: isolado de alimentos; Coluna 3
a 11: isolados de animais (pinguins), Coluna 12: isolado clinico; Coluna 13: Controle negativo.
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Tabela 7. Resultados da presenca dos genes CRISPR1-Cas, CRISPR2 e CRISPR3-Cas
em Enterococcus faecalis isolados de diferentes tipos de amostras.

Numero (%) de isolados positivos para os
Origem dos genes
isolados Nt CRISPR1-Cas| CRISPR2 | CRISPR3-Cas
Alimentares
Verduras/legumes 11 0 9 1
Carnesl/leite e
derivados 11 3 6 1
Total 22 3 (13,66) 15 (68,18) 2 (9,09)
Clinicas
Cateteres 1 1 1 0
Sangue/Urina/Outros 30 27 27 6
Total 31 28 (90,32) 28 (90,32) 6 (19,35)
Animais
Ledes Marinhos 13 12 13 1
Frango 18 9 17 3
Pinguins 5 4 5 0
Tartaruga 9 2 9 0
Total 45 27 (60) 44 (97,77) 4 (8,88)
Total 98 58 (59,18) 87 (88,77) 12 (12,24)

1. N: niumero de amostras

O gene CRISPR2 foi o mais frequente encontrado em comparag¢ao aos
outros CRISPRS avaliado no presente estudo, sendo detectado em 88,77%
(87/98) e 32,72% (18/55) dos isolados de E. faecalis e E. faecium,
respectivamente (Tabelas 7 e 8). Os fragmentos de DNA de 780 pb, de tamanho
variavel e 258 pb esperados pode ser visualizado na Figura 7-9.

Entre os E. faecalis isolados de diferentes tipos de amostras, o gene

CRISPR2 foi mais frequentemente detectado em amostras de animais (97,77%),
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seguidos de clinicos (90,32%) e alimentares (68,18%). Em relacdo a E. faecium,
os isolados provenientes de amostras clinicos apresentaram a maior frequéncia
(50%) para o gene CRISPR2, seguidos de alimentares (48,38%) e animais
(9,09%). O sequenciamento do fragmento de DNA amplificado demonstrou 91% a
86% de similaridade com o gene CRISPR2.

Tabela 8. Resultados da presenca dos genes CRISPR1-Cas, CRISPR2 e
CRISPR3-Cas de Enterococcus faecium isolados de diferentes tipos de amostras.

Numero (%) de isolados
Origem dos positivos para 0s genes
isolados N* CRISPR1-Cas |CRISPR2 | CRISPR3-Cas
Alimentares
Verduras/legumes 1 0 0 0
Carnesl/leite e 30 1 15 1
derivados
Total 31 1(3,22) |15 (48,38) 1 (3,22)
Clinicas
Urina 1 0 1
Sangue/Outros 1 0 0
Total 2 0 1 (50) 0
Animais
Lebdes Marinhos 1 0 0 0
Pinguins 15 2 2 0
Tartarugas 6 0 0 0
Total 22 3(13,63) 2 (9,09) 0 (0)
Total 55 4(7,27) |18(32,72) 1 (1,81)

1. N: ndmero de amostras
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FIGURA 8. Eletroforese em gel de agarose a 1 % dos produtos de amplificacdo do
gene CRISPR2 de Enterococcus faecalis. Coluna 1: Ladder 100 pb; Coluna 2: isolado
de alimento; Coluna 3 a 9: isolados clinicos, Coluna 10: Controle negativo

O gene CRISPR3-Cas foi verificado em 12,24% (12/98) dos isolados de
E.faecalis, sendo positivo para a PCR em 19,35% (6/31) dos isolados clinicos,
seguidos de 8,88% (4/45) dos isolados de animais e 9,09% (2/22) do alimentares
(Tabela 9). Em relacéo a E.faecium, o gene CRISPR3-Cas foi observado somente
em um isolado de origem alimentar (3,22%) (Tabela 8). O fragmentos de DNA de
258 pb esperado para o gene CRISPR3-Cas pode ser visualizado nas Figuras 9 e
10. O sequenciamento do fragmento de DNA amplificado demonstrou 98% a 96%

de similaridade com o gene CRISPRS.
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FIGURA 9 Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % dos produtos de amplificagdo do
gene CRISPR3-Cas de Enterococcus faecalis. Coluna 1: Ladder 100 pb; Coluna 2:
isolado de alimento; Coluna 3 a 13: isolados animais (frangos), Coluna 14: Controle
negativo.

500 pb

100 pb —>

FIGURA 10. Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % dos produtos de amplificacdo do
gene CRISPR3-Cas de Enterococcus faecium. Coluna 1: Ladder 100 pb; Coluna 2:
isolado de alimento; Coluna 3 a 7: isolados alimentares, Coluna 8: Controle negativo.
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5.3 Deteccao dos genes dos bacteridfagos
5.3.1 Deteccéo dos bacteriofagos SAP6, IME-EF1, VD13, F4 e BC-611

Para avaliar a presenca dos bacteriéfagos SAP6, IME-EF1, VD13, F4 e
BC-611, ndo foi possivel obter controles positivos, por consequéncia foram
testadas diferentes temperaturas de anelamento. Na temperatura de 50 °C, foi
possivel observar fragmentos de DNA de massas moleculares de diferentes das
esperadas para os bacteriéfagos em estudo. Esses fragmentos foram enviados ao
sequenciamento e ap0s a andlise do BLAST, eles ndo confirmaram ser dos
provenientes dos bacteri6fagos. Dessa forma, ndo foi possivel afirmar se os

isolados avaliados possuiam ou ndo os bacteriéfagos testados.

5.3.2 Deteccao dos bacteriéfagos ®FL1ABC ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A.
Para os bacteriofagos ®FL1ABC, diversos isolados de maneira

aleatéria foram testados com as condicdes de temperatura de anelamento tedricas
previstas para os iniciadores, mas em diversas tentativas ndo obtiveram-se
amplificacBes especificas. Como as reac¢fes de PCR para avaliar a presenca dos
bacteri6fagos ®FL1ABC ndo possuiam controles positivos, ndo foi possivel afirmar
se os isolados avaliados possuiam ou néo os bacteriéfagos testados.

Para os bacteri6fagos ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A, foram detectados os
fragmentos de 242 pb. 563 pb e 375 pb esperado, respectivamente (Figura 11). O
®FL2AB foi positivo para a PCR em 15,11% (13/86), sendo mais frequente em
amostras clinicas (12/31) (Tabela 9). O ®FL3AB foi observado em 15,11%, sendo
mais frequente em amostras clinicas (7/31), seguidos de animais (6/41) (Tabela
11). Finalmente o ®FL4A foi o mais frequente detectado em 32,55%, sendo
observados com elevada frequéncia entre as amostras clinicas (26/31) com 83,8%
(Tabela 9). O sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificado dos
bacteri6fagos ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A demonstraram 98%, 98% e 99% de
identidade com os genes de bacteri6fagos ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A,

respectivamente.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose a 1,6 % dos produtos de amplificacdo
dos genes em bacteriéfagos. Coluna 1: Ladder 100 pb; Coluna 2: gene gp26,
gp48, gp35; Coluna 3: Controles negativos.
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Tabela 9. Resultados da presenca dos genes gp26, gp48, gp35 para bacteriéfagos
OFL2AB, ®FL3AB e ®FL4A em Enterococcus faecalis isolados de diferentes tipos de

amostras.

Numero (%) de isolados positivos para 0s

genes
Origem dos isolados N OFL2AB dFL3AB DFLAA
Alimentares
Verduras/legumes 7 1 0 1
Carnesl/leite e 7 0 0 0
derivados
Total 14 1 (7,14) 0 1 (7,14)
Clinicas
Cateteres 1 1 0 1
Sangue/urina/Outros 30 11 7 25
Total 31 12 (38,7) 7 (22,58) 26 (83,87)
Animais
LeGes Marinhos 12 0 5 1
Pinguins 5 0 0 0
Tartarugas 9 0 0 0
Frangos 15 0 1 0
Total 41 0 6 (14,63) 1 (7,14)
Total 86 13 (15,11) |13 (15,11)| 28 (32,55)

5.4. Relacao entre os genes CRISPR, bacteriéfagos e fenétipo.
Foram realizadas analises para verificar a relagcdo entre a presenca ou

auséncia de CRISPRs e bacteriéfagos nos isolados de E. faecalis provenientes das

amostras alimentares, clinicas e de fezes de animais. Assim como o calculo de relacdo

presenca/auséncia de CRISPRs com presenca/auséncia de bacteriéfagos (Tabela 10-

13).
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Dos isolados provenientes de alimentos, em 13 (92,85 %) foi observada
uma relacdo inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fendtipo de resisténcia
(Quadro 3). Em relacdo a presenca dos genes CRISPRs e bacteriofagos
OFL#ABC nos isolados, foram observados 9 isolados (64,285%) que
apresentavam 0s genes para 0os CRISPRS nao apresentavam o0s genes do
bacteriofago ®FL#ABC (Tabela 9).

I CRISPRS 1/3] CRISPRS 2 Jhacteriofagos |Amp

Carcassa de frango
Cenoura

CENQUra 23
beterraba g1
heterraba B1
hatata C11
hatata El
salsicha de frango ES
tempero verde G7
Mo ezpecificado 12
mozarrela T2
carne de frango 17
carne de frango 18
carne de porco E17

Quadro 3: Relacdo dos E. faecalis isolados de amostras de alimentos mostrando a
presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou auséncia
(branco) de bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho) aos
antimicrobianos Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e Tetraciclina

(Tetra). Presenca de resisténcia intermediaria (amarelo).

Tabela 10. Relacdo entre nimero (porcentagens totais) com a presenca ou auséncia de

CRISPRs e bacteriéfagos em E. faecalis isolados de amostras de alimentos

CRISPR Numero (%) de
Bacteriéfago
Presenca Auséncia
Presenca 2 (14,285) 0
Auséncia 9 (64,285) 3(21,41)
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Dos isolados provenientes de amostras clinicas, em 29 (93,54%) foi
observada uma relacdo inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fenoétipo de
resisténcia (Quadro 4). Em relacdo a presenca dos genes CRISPRs e
bacteriofagos ®FL#ABC nos isolados, foram observadas 27 (87,09%) que
apresentavam o0s genes para 0os CRISPRS e apresentavam o0s genes dos
bacteriéfago ®FL#ABC.

0
urina 322
MNao especific 381
urina 437
urina ﬁ
sangus E'ID
Mao especific S22
Mao Eﬁpecifica 525
cateter ToL
urina ED
urina EE
urina =79
urina =y,
urins EEIB
urina 53_3
urina 1251
urina 1263
Mao especificy E
urina S35
urina CoR
urina B17
urina (=106
zec. Peritonial [=10]]
urina E13
urins E=1
urina G632
urina 533
urina Bar
urins E'-ﬂ-EL
urina 1247
urina 1255
SsCarro 1220

Quadro 4: Relacdo dos E. faecalis isolados de amostras clinicas mostrando a presenca
(verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou auséncia (branco) de
bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho) aos antimicrobianos
Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e Tetraciclina (Tetra).

Presenca de resisténcia intermediaria (amarelo).
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Tabela 11. Relacdo entre nimero (porcentagens totais) sob a presenca ou auséncia de

CRISPRs e bacteriéfagos de E. faecalis isolados de amostras de clinicos.

Bacteriéfago

CRISPR

Numero (%) de

Presenca Auséncia
Presenca 27 (87,096) 1 (3,225)
Auséncia 3(9,677) 0

Dos isolados provenientes de fezes de tartaruga, em 9 (100 %) foi

observada uma relacao inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fenétipo de

resisténcia (Quadro 5).

Em

relacdo a presenca dos genes CRISPRs e

bacteriofagos ®FL#ABC nos isolados, ndo apresentavam o0s genes gp26, gp48,
gp35 do bacteriéfago ®FL#ABC.

ID JCRISPR1

CRISPR 2 |bacteriofagos

Amp Clo Genta Tetra

fezes de tartaruga

T1-1

fezes de tartaruga

T2-4

fezes de tarfaruga

T5-1

fezes de tarfaruga

T5-2

fezes de tartaruga

T6-4

fezes de tartaruga

T6-14

fezes de tartaruga

T7-20

fezes de tarfaruga

T8-1

fezes de tarfaruga

T8-4

Quadro 5: Relacéo dos E. faecalis isolados de amostras de fezes de tartaruga mostrando

a presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou auséncia

(branco) de bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho) aos

antimicrobianos Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e Tetraciclina

(Tetra).
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Dos isolados provenientes de fezes de pinguins, em 5 (100 %) foi
observada uma relacdo inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fendtipo de
resisténcia (Quadro 6). Em relacdo a presenca dos genes CRISPRs e
bacteriéfagos ®FL#ABC nos isolados, ndo apresentavam 0s genes gp26, gp48,

gp35 do bacteriofago ®FL#ABC.

ID CRISPR 1]CRISPR 2 |bactericfagos |Amp Clo Genta Tetra

fezes de pinguim P2-1
fezes de pinguim P5-5
fezes de pinguim P5-6
fezes de pinguim P8-9
fezes de pinguim P9-1

Quadro 6: Relacéo dos E. faecalis isolados de amostras de fezes de pinguins mostrando
a presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou auséncia
(branco) de bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho) aos
antimicrobianos Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e Tetraciclina
(Tetra).
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Dos isolados provenientes de cloacas de frangos, em 15 (100%) foi

observada uma relacdo inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fenétipo de

resisténcia (Quadro 7).

Em

relacdo & presenca dos genes CRISPRs e

bacteriofagos ®FL#ABC nos isolados, foi observado que 1 (6,66%) apresentou 0s

genes para os CRISPRS e foram positivos para o bacteriéfago ®FL#ABC.

D CRISPR 1]|CRISPR 2 |bacteriéfagos | Amp. Genta

cloaca de frango 8

cloaca de frango 13
cloaca de frango 39
cloaca de frango 88
cloaca de frango 98
cloaca de frango 103
cloaca de frango 114
cloaca de frango 198
cloaca de frango 203
cloaca de frango 206
cloaca de frango 247
cloaca de frango 249
cloaca de frango 272
cloaca de frango 292
cloaca de frango 387

Quadro 7: Relacdo dos E. faecalis isolados de amostras de cloacas de frango mostrando

a presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou auséncia

(branco) de bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho) aos

antimicrobianos Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e Tetraciclina

(Tetra). Presenca de resisténcia intermediaria (amarelo).
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Tabela 12. Relacdo entre nimero (porcentagens totais) sob a presenca ou auséncia de

CRISPRs e bacteriéfagos em E. faecalis isolados de amostras de cloaca de frango.

CRISPR Numero (%) de
Bacteriofago
Presenca Auséncia
Presenca 1 (6,66) 0
Auséncia 14 (93,33) 0

Dos isolados provenientes de fezes de Ledes Marinhos, em 12 (100%)

foi observada uma relacéo inversa entre a presenca dos CRISPRs e o fenétipo de

resisténcia (Quadro 8). Em

relacdo a presenca dos genes CRISPRs e

bacteri6fagos ®FL#ABC nos isolados, Em relagdo entre a presenca dos genes

CRISPRs e bacteriofagos ®FL#ABC foi de 6 (50%) que apresentavam 0s genes

para os CRISPRS e apresentavam os genes dos bacteriéfago ®FL#ABC.

D CRISPR 1]CRISPR 2 |bacteridfagos | Tetra Clo Genta Tetra

fezes de le@o marinho L1

fezes de lefio marinho L3

fezes de le@o marinho L6

fezes de lefio marinho L9

fezes de le@o marinho B2

fezes de lefio marinho B9

fezes de ledo marinho E20

fezes de lefio marinho B5

fezes de ledo marinho B10

fezes de leéo marinho B15

fezes de ledo marinho D1 $FL3
fezes de lefio marinho D7 oFL3

Quadro 8: Relacdo dos E. faecalis isolados de amostras de fezes de ledo marinho

mostrando a presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (roxo) ou

auséncia (branco) de bacteriéfagos e susceptibilidade (branco) e resisténcia (vermelho)

aos antimicrobianos Ampicilina (Amp), Cloranfenicol (Clo), Gentamicina (Genta) e

Tetraciclina (Tetra).
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Tabela 13. Relacdo entre numero (porcentagens totais) sob a presenca ou auséncia de

CRISPRs e bacteri6fagos em E. faecalis isolados de amostras de fezes de ledo marinho.

CRISPR Numero (%) de
Bacteriofago
Presenca Auséncia
Presenca 6 (50) 0
Auséncia 6 (50) 0
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5.5. Relacdo CRISPRS e genes de resisténcia e viruléncia
Realizaram-se dois diagramas relacionando os isolados testados para

0s genes CRISPRs em amostras alimentares e clinicas (Quadros 9 e 10) com
informacao obtida de genes de resisténcia aos antibidticos e viruléncia.

Dos isolados provenientes de amostras alimentos, em 13 (92,85 %) n&o
foi observada uma relacdo entre a presenca dos genes CRISPRs e o0s genes de

resisténcia e viruléncia (Quadro 9).

Genes de Resisténcia Genes de viruléncia
1D CRISPRS 1/3]JCRISFRS 2|tef\ tetl ermbB gelE esp agg ace

Carcassa de frango 5

cenoura 9

cenoura 23

beterraba 91

beterraba B1

batata Cc1

batata E1

salsicha de frango E8 ﬁ

tempero verde G7

IN&o especificado 12

mozarrela T2

came de frango 17

came de frango 18

came de porco E17

Quadro 9: Relacdo dos E. faecalis isolados de amostras de alimentos mostrando a
presenca (verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (azul) ou auséncia
(branco) de genes de resisténcia tetM, tetL, ermB e presenca (amarelo) ou auséncia

(branco) de genes de viruléncia gelE, esp, agg e ace.
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Dos isolados provenientes de amostras clinicas, em 29 (93,54%) nao foi
observada uma alguma relacdo entre a presenca dos CRISPRs e 0s genes de

resisténcia e viruléncia (Quadro 10).

Genes de Besisténcia Genes de viruléncia
I R R pery e e 27 o
urina 322
urina 437
urina E_ﬁ
sangue 510
MNao especificadlI_SE
cateter 555
urina =70
urina EE
urina =74
urina EEI'I
urina S35
urina EEI_EI
urina 1251
urina 1263
MNao especificad1 1313
urina ﬁ
urina ESE
urina E17
urina G03
zec. Peritonial E0E _
urina E13
urina 621
urina 632
urina 633
urina Bar
urina E4|:l
urina 1247
urina 255
esCano 1220

Quadro 10: Relacao dos E. faecalis isolados de amostras clinicas mostrando a presenca
(verde) ou auséncia (branco) de CRISPRs, presenca (azul) ou auséncia (branco) de
genes de resisténcia tetM, tetL, ermB e presenca (amarelo) ou auséncia (branco) de

genes de viruléncia gelE, esp, agg e ace.



5.5. Relacao bacteriofagos e genes de resisténcia e viruléncia

Realizaram-se dois diagramas relacionando as amostras testadas para

bacteri6fagos em amostras alimentares e clinicas (Quadros 11 e 12) com

informacao obtida de genes de resisténcia aos antibidticos e viruléncia.

Dos isolados provenientes de alimentos, em 11 de 13 (84,61%) néo foi

observada uma relacéo entre a presenca dos genes de bacteriéfagos e os genes

de resisténcia e viruléncia (Quadro 11).

Genes de Resisténcia

Genes de viruléncia

bacterigfagos

tethd

tetl

ermB

gelE

esp agg

ace

Carcassa de frango

cenoura

cenaoura 23
beterraba 91
beterraba B1
batata C11
batata E1
salsicha de frango =
tempero verde G7
MNéo especificado 12
mozarrela T2
came de frango 17
carne de frango 18
came de porco E17

Quadro 11: Relagédo dos E. faecalis isolados de amostras de alimentos mostrando a
presenca (roxo) ou auséncia (branco) de bacteriéfago, presenca (azul) ou auséncia

(branco) de genes de resisténcia tetM, tetL, ermB e presenca (amarelo) ou auséncia

(branco) de genes de viruléncia gelE, esp, agg e ace.
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Dos isolados provenientes de amostras clinicas, em 2 de 29 (6,89%)

nao foi observada uma relagédo entre a presenca dos genes de bacteriéfagos e os

genes de resisténcia e viruléncia (Quadro 12).
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Quadro 12: Relacao dos E. faecalis isolados de amostras clinicas mostrando a presenca

(roxo) ou auséncia (branco) de bacteriéfago, presenca (azul) ou auséncia (branco) de

genes de resisténcia tetM, tetL, ermB e presenca (amarelo) ou auséncia (branco) de

genes de viruléncia gelE, esp, agg e ace.
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6. DISCUSSAO

6.1. Deteccéo dos genes CRISPR1-Cas, CRISPR2 e CRISPR3-Cas em E. faecalis
e E. faecium isolados de amostras de animais, clinicos e alimentares.

No presente estudo, o gene CRISPR1-Cas foi detectado com maior
frequéncia nos isolados de E. faecalis (59,18%) quando comparado com o0s
isolados de E. faecium (7,27 %). E. faecalis também apresentou mais
frequentemente os genes CRISPR2 (88,7 % e 32,72 %) e CRISPR3-Cas (13,26%
e 1,81 %).

Em relacdo a origem dos isolados, pode se observar que os E.faecalis
provenientes de amostras clinicas apresentaram a maior frequéncia de CRISPR1-
Cas, CRISPR2 e CRISPR3-Cas, quando comparado com isolados recuperados de
amostras de alimentos e animais. Em relacdo a E. faecium, os genes CRISPR1-
Cas e CRISPR3-Cas foram detectados em menor quantidade em amostras de
alimentos e animais, respectivamente. O gene CRISPR2 foi detectado com baixa
frequéncia em todos os grupos de isolados avaliados. A amplificacdo do gene
CRISPR2 origina produtos de tamanhos variaveis devido ao numero de
sequéncias repetidas e sequéncias espacadoras presentes no arranjo (Katyal et
al., 2013).

Até momento, existem poucos estudos avaliando a incidéncia dos
genes CRISPRs em isolados de enterococos (Palmer & Gilmore, 2010; Katyal et
al., 2013; Lyons et al., 2015). Palmer & Gilmore (2010) realizaram um estudo para
detectar a presenca dos genes CRISPRs em isolados de E. faecalis provenientes
de amostras clinicas. Os autores observaram que todos os isolados eram positivos
(100%) para o CRISPR2 e 33% positivos para os CRISPR1-Cas e CRISPR3-Cas.

Por outro lado, em E. faecium foram encontrados sequéncias tipo
CRISPR1-cas (EfmMCRISPR1-cas) em 37,5% dos isolados clinicos humanos. Para
este estudo, os resultados foram diferentes porque os isoaldos eram de origem
alimentar e fezes de animais, considerando diferentes ambientes.

Em 2013, Katyal e colaboradores, realizaram um estudo buscando
detectar a presenca dos genes CRISPRs em E. faecalis e E. hirae isolados de

fezes de suino e observaram que 95% (84/88) dos isolados de E. faecalis eram
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positivos para o CRISPR2, 52 %(46/88) para o CRISPR1-Cas e nenhum isolados
apresentou 0 CRISPR3-Cas. Os genes CRISPRs foram detectados com mais
frequéncia nos isolados de E. faecalis quando comparado com E. hirae.

Em 2015, Hullahalli e colaboradores, efetuaram um estudo em
computador da presenca do gene CRISPR2 em 228 genomas de E. faecalis em
relacdo a linhagens filogenéticas de subespécies. Nesse trabalho foram
encontrados 15/228 de sequéncias CRISPR1-cas, e auséncia do CRISPR3-cas.
Eles encontraram 710 sequéncias espacadoras tipo CRISPR2 conservadas, que
segundo os autores, poderiam ser empregadas para a caracterizacao filogenéticos
de linhagens em E. faecalis. Algumas sequéncias espacadoras mostram
configuragBes notaveis em varias linhagens de bactérias. Por outra parte, acredita-
se gue este locus poderia ter funcdes de regulacdo de RNA nao codificante (Price
et al., 2016)

Em 2015, Lyons e colaboradores, fizeram um estudo para detectar e
caracterizar a presenca do gene casl, o qual esta associado universalmente aos 3
sistemas CRISPRs, em amostras ambientais e de animais. Entre os resultados
obtidos detectou-se 32,7% de frequéncia do gene nas cepas de enterococos
estudados provenientes de ambiente, sendo E. hirae a espécie com a maior
frequéncia do gene encontrada em comparacao com as outras espécies. O estudo
sugere que poderia existir algum tipo de custo/beneficio a presenca ou auséncia

de CRISPRs no ambiente para adaptacédo das bactérias a determinados habitat.

6,2 Deteccédo dos genes dos bacteriéfagos em E. faecalis isolados de amostras de
animais, clinicos e alimentares.

Existe evidéncia de deteccao e isolamento de bacteriéfagos de diversas
enterobactérias comensais para humanos e animais (Rogers & Sarles, 1963;
Caprioli & Kasatiya, 1975; Nigutova et al., 2008). Estes bacteri6fagos tém a
habilidade de invadir bactérias de E. faecalis e E. faecium (Caprioli & Kasatiya,
1975). Rogers & Sarles em 1963, isolaram bacteri6fagos de enterococos
provenientes de trato de gastrointestinal de roedores.

Atualmente, existem estudos que reconhecem a variedade de fagos

lisogénicos em E. faecalis isolados de diferentes ambientes como esgoto, corpos
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de agua, tratos gastrointestinais e fezes de animais (Rogers & Sarles, 1963;
Mazaheri et al., 2010; Horiuchi et al., 2012; Lee & Park, 2012; Otawa et al.,
2012; Parasion et al., 2012). Em outras espécies como E. casseliflavus e E.
gallinarum tem se encontrado elementos tipo-fago no genoma (Palmer et al.,
2010). Existe evidéncia de que fagos novos possuem a capacidade de infectar
estes bactérias (Mazaheri & Heuzenroeder, 2010; Purnell et al., 2011).

No presente estudo ndo foi detectada a presenca dos bacteriéfagos
SAP6, IME-EF1, VD13, F4 e BC-611 em isolados de E. faecalis. Uma explicagéao
para este resultado seria o fato de que esses fagos séo liticos e como o DNA
empregado era proveniente de bactérias vivas, poderia ser a razdo pela qual eles
ndo estivessem presentes nos isolados. Devido a natureza litica de 3/4
bacteriéfagos, poderia se considerar que a metodologia empregada de PCR foi
limitada. Para os bacteriofagos ®FL2AB, ®FL3AB e ®FL4A foram observadas
frequéncias de 15,11 %, 15,11 % e 32,55 %, dos genes respectivamente nos
isolados de E. faecalis. Em relacdo ao ®FL1AB como ndo houve a amplificacao do
fragmento de DNA de massa molecular esperada, apesar de terem sido realizados
diversos ajustes nas reacdes de PCR e como néo havia um controle positivo para
0 presente gene, os resultados foram definidos como inconclusivos.

Os bacteriofagos ®FL2AB e ®FL4A, de acordo com os resultados
obtidos neste estudo foram detectados em E. faecalis de origem alimentar e
clinico. J& o bacteri6fago ®FL3AB estava presente em isolados de origem animal
e clinico. No trabalho de Yasmin et al. (2010), estes bacteriofagos foram
relacionados como potenciais agentes carregadores de genes viruléncia. Para o
estudo, foram utilizados 47 isolados de amostras clinicas com E. faecalis,
obtiveram-se 34 fagos e depois foram classificados e caracterizados
molecularmente. Na atualidade, existem escassos estudos sob incidéncia destes
bacteriofagos em E. faecalis isolados de amostras de origem ambiental e clinico.

Uma caracteristica deste grupo de bacteriéfagos foi descrita utilizando
genbmica comparada com o bacteriéfago Pb1lA de Streptococcus mitis. O grupo
OFL#ABC tem a capacidade de codificar uma proteina homologa de ligacdo que

poderia ser uma via para adesdo as células (Bensing et al., 2001; Mitchell &
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Sullam, 2009). Em 2011, Solheim et al., realizaram um estudo de gendmica
comparada para bactérias E. faecalis associadas a ambiente hospitalar, aonde
foram encontrados multiplas elementos transferidos entre bacterias. Estes

apresentaram 51 genes associados a fagos.

6.3 Relacdo presenca dos genes CRISPRs, @FL2AB, @FL3AB e @FL4A com
gendtipo e fendtipo de resisténcia dos isolados de Enterococcus faecalis

provenientes de amostras de animais, clinicos e alimentares.

6.3.1 Relacdo CRISPRS, bacteriéfagos e fendtipo.
A relacéo entre presenca de CRISPRs com resisténcia a antibidticos foi

estudada por Palmer & Gilmore (2010), na qual a presenca de CRISPRs em
isolados clinicos pudesse reduzir ou bloquear a presenca de elementos génicos
moveis, 0s quais teriam a possibilidade de carregar genes relacionados a
resisténcia antibidticos e determinantes de viruléncia. No presente estudo, a
relacdo entre a presenca de CRISPRs e auséncia de genes de bacteri6fagos em
amostras de alimentos e animais foi inversamente proporcional. Por outro lado, a
relacdo entre a presenca de CRISPRs e presenca de genes de bacteriéfagos em
isolados de amostras clinicas foi diretamente proporcional. Estes resultados para
os E.faecalis isolados de amostras clinicos foram diferente dos observados por
Palmer & Gilmore (2010). Entéo, para certificar que a metodologia estava correta,
foram selecionados aleatoriamente 15 isolados clinicos que foram cultivados em
meio BHI, submetidos a extracdo de DNA e a uma nova reacdo da PCR para o
gene CRIPRS1-Cas e todos os isolados selecionados apresentaram oS mesmos
resultados anteriormente observados. Dessa forma, a metodologia empregada
estava correta. Uma hipétese entdo levantada para explicar os resultados seria
que, apesar dos E. faecalis terem sido isolados de diferentes pacientes, todas
eram provenientes do mesmo hospital e do mesmo periodo do ano, podendo os
isolados serem clones hospitalares com pequenas diferencas fenotipicas e

genotipicas.
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Palmer & Gilmore em 2010, realizaram o estudo comparativo de
CRISPRs provenientes de bactérias de origem clinica com genes de resisténcia
como aph2, erm, cat, tetM, tetL, blaz e van A/B.

Para avaliar a presenca de CRISPRs de isolados de animais ou clinicos
com genes de viruléncia gelE, esp, agg e ace, existe caréncia estudos devido a
complexidade do tema. Neste estudo, a presenca de CRISPRs em isolados
alimentares e clinicos e genes de viruléncia foram pouco conclusivos porque
existe presenca de um ou varios genes de viruléncia com a presenca de CRISPRs
e bacteriofagos.

A resisténcia aos antibiéticos tem se relacionado com mutacdes
espontaneas ou adquiridas pela incorporacédo de genes (Lupo et al., 2012). Estes
altimos utilizam plataformas genéticas conhecidas como elementos genéticos
moveis, entre 0s quais encontram-se 0s plasmideos, transposones, integrdes e
bacteriéfagos (Zhang et al, 2009). Os bacteriéfagos possuem a capacidade de
carregar elementos méveis em bactérias Gram-positivas (Ubukata et al., 1975;
Schuch et al., 2006; Mazaheri et al.,, 2011; Varga et al., 2012). Existe a
probabilidade que alguns fagos tenham a capacidade de levar estes elementos
genéticos a ambientes, além do hospitalar, como agua contaminada com fezes
(Zhang et al., 2009). A deteccao de elementos genéticos méveis nos bacteriéfagos
provenientes de ambientes contaminados com fezes levanta a evidéncia de que
os fagos sao transportadores destes elementos (Muniesa et al., 2004; Colomer-
Lluch et al., 2011)

Para este estudo, a relagdo do grupo de bacteriofagos ®FL#ABC com
genes de resisténcia e viruléncia ndo teve relacdo direta entre os E. faecalis em
isolados de animais, alimentos e clinicos. Com base nos resultados, a presenca
de um maior niumero de sequéncias de bacteriéfagos e caracteristicas genotipicas
(genes) e fenotipicas foram observadas nos isolados de ambiente hospitalar, o
que poderia incrementar a aquisicdo elementos genéticos relacionados a
resisténcia a antibioticos, devido a maior pressdo de selegcdo do ambiente
hospitalar (Leclercq et al., 1988; Murray et al., 1988; Uttley et al.,1989; Arthur et al,
1993; Palmer & Gilmore, 2010; Liu et al., 2013; Clewell et al, 2014).
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6. CONCLUSOES

Foi identificada a presenga dos genes CRISPRs em Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium a partir de isolados de amostras clinicas,

alimentares e de fezes de animais;

Foi detectada a presenca dos genes dos bacteriofagos ®FL2AB,
OFL3AB e ®FL4A em Enterococcus faecalis a partir de isolados de amostras

clinicas, alimentares e de fezes de animais.
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7. PERSPECTIVAS

Analisar o perfil de expressdo de genes dos CRISPR1 e CRISPR3
relacionados com DNA exdgeno.

Identificar possiveis mecanismos de funcionalidade entre CRISPR1-
CRISPR2 e CRISPR1-CRISPR3.

Realizar estudos que relacionem CRISPRs com plasmideos
relacionados a resisténcia a antibioticos.

Analisar 0 nivel de expressdo génica de Proteinas cas presentes em
diferentes CRISPRs de E. faecalis.

Detectar a presenca de bacteriéfagos especificos para E. faecium.

Realizar um estudo que relacione as principais espécies de
Enterococcus com CRISPRs, bacteriéfagos, plasmideos e expligue mecanismos
de defesa.

Realizar estudos de presenga molecular do CRISPR4 e identificar as
possiveis Proteinas Cas funcionais.
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9 APENDICE

9.1 Estruturas 3D da Proteina cas9 para E. faecalis e E. faecium

SWISS-MODEL: modelling protein SWISS-MODEL: modelling protein
CRISPR-associated endonuclease Cas9. CRISPR-associated endonuclease Cas9.
Enterococcus faecalis TX0027. Enterococcus faecium 1, 231,408.
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