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As atividades impactantes dos seres humanos sobre os ambientes naturais tém
contribuido para a perda gradativa da biodiversidade do planeta.

A fragmentacéo e a destruicdo de habitats, a introducdo de espécies exdticas, a
exploracao excessiva dos recursos naturais e a poluicdo demonstram a nossa falta de

cuidado com o meio ambiente.

O processo de extingdo é um fendmeno natural durante a evolugao das espécies.
Entretanto, o que vem ocorrendo na atualidade é uma aceleragao desses processos

evolutivos e, consequentemente, as taxas de extingao sao superiores as esperadas.

E importante salientar que o que se defende ndo é a excluséo do ser humano da

natureza.

Almejamos um convivio com as demais espécies que integram o meio ambiente
conduzido de forma dindmica (e racional), respeitando algumas limita¢cdes em
detrimento das demais e de nossa propria espécie, utilizando os recursos naturais com
cautela e de forma sustentavel, adotando medidas para diminuir a poluicdo ambiental,

entre outros pontos relevantes ao se tratar da conservagao da biodiversidade.

Isso posto, dedico este trabalho as atuais e as futuras geracdes, esperando que elas
possam compreender o valor intrinseco das diferentes espécies na natureza, ja que

delas dependera a preservacao dos Nnossos ecossistemas naturais nos proximos anos.

Desejo, sobretudo, que elas entendam, experienciem e valorizem a sublime

diversidade marinha, assim como eu tive essa gratificante oportunidade.



Follow, follow the sun

And which way the wind blows
When this day is done

[..]

So follow, follow the sun

The direction of the birds

The direction of love

Breathe, breathe in the air
Cherish this moment

Cherish this breath
Tomorrow's a new day for everyone

brand new moon, brand new sun

When you feel life coming down on you like a heavy weight
When you feel this crazy society adding to the strain

Take a stroll to the nearest water's edge, remember your place
Many moons have risen and fallen long, long before you came
So which way is the wind blowing

And what does your heart say?

So follow, follow the sun

And which way the wind blows

When this day is done.

Xavier Rudd, Follow the sun



Enterococcus spp. associados a animais marinhos selvagens: genémica
comparativa, filogenémica e identificagdo de moléculas bioativas?

RESUMO

Os estudos genémicos tém contribuido muito para o entendimento da viruléncia,
da biologia e da evolucao das bactérias do género Enterococcus. Todavia, o foco
tem sido amplamente direcionado as andlises comparativas de genomas de
linhagens clinicas relevantes, havendo poucos trabalhos sobre enterococos de
ecologias selvagens. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo
realizar uma caracterizacdo em nivel genbmico de Enterococcus spp.
recuperados da microbiota de aves, répteis e mamiferos marinhos selvagens
encontrados na costa sul do Brasil. Bibliotecas de DNA gendmico de 27
Enterococcus spp. isolados de 17 animais marinhos foram preparadas, e 0
sequenciamento do genoma foi realizado usando-se a Plataforma lllumina MiSeq
e HiSeq. Primeiramente, foi realizado um estudo com as linhagens de
Enterococcus spp. provenientes de pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus
magellanicus) e outro estudo relacionando as linhagens provenientes de
diferentes aves (Spheniscus magellanicus e Sterna trudeaui), répteis (Chelonia
mydas e Eretmochelys imbricata) e mamiferos marinhos (Arctocephalus
australis, Grampus griseus e Balaenoptera acutorostrata). Os estudos avaliaram
a diversidade genética e a presenca de elementos associados ao sucesso de
colonizacédo e plasticidade genémica. Foram investigados genes de resisténcia,
viruléncia, CRISPRs, plasmideos e genes que codificam moléculas bioativas. Os
resultados, obtidos por meio de analises filogenbmicas e de gendmica
comparativa, demonstraram que o0s enterococos de animais marinhos selvagens
apresentam poucos determinantes relacionados a viruléncia, ndo estando
intimamente relacionados com linhagens clinicas. Algumas espécies de
enterococos podem, inclusive, servir como bioindicadores do ecossistema
marinho e de impactos antropicos. Além disso, enterococos associados as
espécies marinhas se mostraram uma fonte importante de novos compostos
para aplicacdo biotecnologica. Foi encontrado um numero expressivo de
agrupamentos de genes relacionados a moléculas antimicrobianas, sendo os
mais abundantes os que codificam bacteriocinas, seguidos pelos envolvidos em
rotas de sintese de terpenos e de peptideos nao ribossomais (NRPS). Trinta
diferentes bacteriocinas pertencentes a diferentes classes foram descritas,
incluindo oito novas moléculas com potencial bioativo a ser investigado. A
caracterizacdo em nivel gendmico possibilitou, também, a identificacdo de dois
isolados, um pertencente a espécie E. avium e outro da espécie E. mundtii, com
potencial probiotico. Dessa forma, o grande numero de informagdes geradas por
este trabalho pode ser explorado em varios aspectos, incluindo desde propdsitos
ambientais, ecoldgicos e evolutivos até biotecnologicos, como a identificacdo de
potenciais linhagens probidticas e a elucida¢do de novos compostos bioativos.

Palavras-chave: Enterococcus spp., genbmica comparativa, compostos
bioativos, animais marinhos selvagens.

I Tese submetida ao Programa de P6s-Graduacgdo em Biociéncias — Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil. (244 p.). Janeiro, 2020.



Wild marine animal-associated enterococci: comparative genomics,
phylogenomics, and identification of bioactive molecules?

ABSTRACT

Genomic studies have greatly contributed to the understanding of virulence,
biology and evolution of Enterococcus spp. However, the focus has been largely
on comparative genome analyses of relevant clinical lineages, with few studies
on wild-type enterococci. In this sense, the present study aimed to perform a
genomic characterization of Enterococcus spp. recovered from the microbiota of
birds, reptiles and wild marine mammals found on the Southern coast of Brazil.
Genomic DNA libraries of 27 Enterococcus spp. isolated from 17 marine animals
were prepared and genome sequencing was performed using the MiSeq and
HiSeq lllumina Platforms. Firstly, a study was performed with Enterococcus spp.
from Magellanic penguins (Spheniscus magellanicus) and a second relating
lineages from different sea birds (Spheniscus magellanicus and Sterna trudeaui),
reptiles (Chelonia mydas and Eretmochelys imbricata) and marine mammals
(Arctocephalus australis, Grampus griseus and Balaenoptera acutorostrata).
Studies evaluating genetic diversity and the presence of elements associated
with successful colonization and genomic plasticity. Resistance genes, virulence,
CRISPRs, plasmids and bioactive compounds encoding genes were
investigated. The results, obtained through phylogenomic and comparative
genomic analyses, showed that the enterococci from wild marine animals present
few determinants related to virulence, not being closely related to clinical
lineages. Some species of enterococci may even serve as a sensitive indicator
of marine ecosystem health and anthropic impact. In addition, enterococci
associated with marine species have proved to be an important source of new
compounds for biotechnological application. A significant number of biosynthetic
gene clusters were found, being the bacteriocins encoding genes the most
abundant, followed by those related to terpene and non-ribosomal peptide
(NRPS) synthesis pathways. Thirty different bacteriocins belonging to different
classes were described, including eight new molecules with bioactive potential to
be investigated. The genomic characterization also allowed the identification of
two isolates, one belonging to the species E. avium and another to the species
E. mundtii, with potental probiotic application. Thus, the genomic information
generated by this study can be used in many aspects, ranging from
environmental, ecological and evolutive aspects to biotechnological purposes,
such as the elucidation of new bioactive compounds and the identification of
potential probiotic lineages.

Keywords: Enterococcus spp., comparative genomic, bioactive compounds, wild
marine animals.

2 PhD Thesis of the Graduate Program in Biosciences — Federal University of Health Sciences
of Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brazil. (244 p.). January 2020.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os animais marinhos e a sua relagao com o ambiente costeiro do

Brasil

O Brasil, devido a sua dimensao continental e a sua grande variacao
geomorfoldgica e climatica, € um dos paises com maior diversidade biolégica do
mundo, incluindo mais de 104.546 espécies animais e 43.893 espécies vegetais
ja descritas (BRASIL, 2016). Essas espécies estéo distribuidas em seis biomas
terrestres — Floresta Amazoénica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampa e Mata
Atlantica — e em ecossistemas marinhos — manguezais, recifes de corais, dunas,
restingas, praias arenosas, costdes rochosos, lagoas, estuarios e marismas
(INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE —
ICMBiIo, 2019).

A regido litoranea brasileira se estende da foz do rio Oiapoque, no
Amapa, até o Chui, no Rio Grande do Sul. Essa faixa compreende mais de 8.500
quilémetros, abrangendo 17 estados e mais de 400 municipios, distribuidos do
norte equatorial ao sul temperado do pais, na sua porcao terrestre (BRASIL,
2019a). A regido apresenta, ainda, uma porcdo maritima, que inclui o mar
territorial, zona contigua e zona econdémica exclusiva, ao longo de 370,4
quildbmetros a partir da regido costeira (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, 2011). Por conseguinte, o Brasil sustenta
uma grande diversidade de ecossistemas costeiros e marinhos, que prestam
servicos ambientais e que servem de habitat para diversas espécies, as quais

dependem desses ambientes para o0 seu ciclo bioldgico.
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O Estado do Rio Grande do Sul (RS) esta inserido nessa faixa
litordnea, envolvendo cerca de 620 quildmetros de costa retilinea, ao longo de
46 municipios, no sentido norte-sul (FUNDACAO ESTADUAL DE PROTECAO
AMBIENTAL HENRIQUE LUIZ ROESSLER — FEPAM, c2019). No litoral do RS,
ocorre o encontro de duas correntes maritimas importantes, a Corrente do Brasil
e a Corrente das Malvinas, formando a chamada Zona de Convergéncia
Subtropical do Atlantico Sul Ocidental.

As aguas quentes das correntes do norte (Brasil) em contato com as
aguas frias da corrente do sul (Malvinas) promovem a precipitacdo de muitos
nutrientes nessa regido (ICMBio, 2019). Além disso, 0 mar associa-se a
ambientes estuarinos e a diversos sangradouros, aumentando o aporte
nutricional (MADER, 2010). Por ser caracterizada por uma massa d’agua rica em
nutrientes, a Zona de Convergéncia Subtropical do Atlantico Sul atrai uma
grande diversidade de animais, como aves marinhas, tartarugas, lobos
marinhos, golfinhos e baleias (CENTRO DE ESTUDOS COSTEIROS,
LIMNOLOGICOS E MARINHOS — CECLIMAR, 2019; GRUPO DE ESTUDOS
DE MAMIFEROS AQUATICOS DO RIO GRANDE DO SUL — GEMARS, 2015).

A regido costeira do RS possui areas de importancia ambiental
internacional para animais marinhos, residentes ou migratérios, sendo, assim,
considerada uma regido de importancia extrema no que concerne as
necessidades de conservacéo da diversidade bioldgica. A regiéo abriga um Sitio

Ramsar? (o Parque Nacional da Lagoa do Peixe e a Estacdo Ecolégica do Taim),

8 Sitio Ramsar é uma zona Umida de importancia internacional que serve, principalmente, como
hébitat para aves aquéticas residentes e migratdrias. A Lista de Ramsar € o instrumento adotado
pela Convencdo Ramsar, tratado internacional aprovado em encontro realizado na cidade
iraniana de Ramsar, em 1971, que teve como objetivo promover a cooperacao entre paises na
conservacao e no uso racional das zonas Umidas no mundo. O Tratado Internacional entrou em
vigor em 1975, e o Brasil passou a participar apenas em 1993. O pais apresenta, atualmente, 27
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o Refugio de Vida Silvestre da llha dos Lobos (REVIS da llha dos Lobos) e
diversas areas incluidas na Reserva da Biosfera (BRASIL, 2016; ICMBIo, 2019;
NUCLEO DE EDUCAQAO E MONITORAMENTO AMBIENTAL — NEMA, 2019a).
Por conseguinte, varios estudos salientam a relevancia dos ambientes costeiros
do RS para o ciclo bioldgico de diversos animais marinhos residentes e
migratorios (NAKASHIMA, 2008; ROCHA-CAMPOS; CAMARA, 2011;
RUOPPOLO et al., 2012; PETRY; SCHERER; SCHERER, 2012; OLIVEIRA,

2013; MULLER; BARROS, 2013; SILVA, 2014; MILMANN et al., 2016).

1.2 Aves marinhas

Como forma de aproveitar os recursos disponiveis em ecossistemas
marinhos, algumas aves terrestres se diversificaram em um grupo de espécies
que se adaptaram de maneira eficiente a ambientes costeiros e oceanicos
(BRANCO; BARBIERI; FRACASSO, 2010; LI et al., 2014). Esse grupo de aves
marinhas é formado por cerca de 350 espécies distribuidas em quatro ordens:
Sphenisciformes, Procellariiformes, Pelecaniformes e Charadriiformes (HAMER;
SCHREIBER,; BURGER, 2002; INTERNATIONAL UNION FOR
CONSERVATION OF NATURE - IUCN, 2019; BIRDLIFE, c2019). Mais de cem
espécies de aves marinhas (~150) sdo encontradas no Brasil; entretanto, apenas
18 podem ser encontradas nidificando no pais (BRANCO; BARBIERI;
FRACASSO, 2010). Dessa forma, muitas aves marinhas acabam aparecendo no

litoral do RS, como, por exemplo, os pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus

sitios na Lista de Ramsar; com isso, tem apoio para o financiamento de projetos. Em
contrapartida, o Brasil assumiu o compromisso de manter suas caracteristicas ecoldgicas, os
elementos da biodiversidade, bem como os processos que os mantém (BRASIL, 2019b).
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magellanicus) e trinta-réis-de-coroa-branca (Sterna trudeaui) (CECLIMAR,

2019).

1.2.1 Pinguim-de-Magalh&des (Spheniscus magellanicus Forster, 1781)

Os pinguins evoluiram de aves que voam e, ha cerca de 55 milhdes
de anos, divergiram de seus parentes mais proximos, a ordem Procellariiformes
(representada pelo Fulmarus glacialis), que é especializada em um estilo de vida
marinho (LI et al., 2014). A familia Spheniscidae (Ordem: Sphenisciformes),
conhecida como a familia dos “pinguins”, é constituida por 6 géneros e 18
espécies de pinguins (CERCHIARA, 2018; BIRDLIFE, 2018a). Existem registros
de ocorréncia de quatro espécies de pinguins no litoral sul do Brasil: o pinguim-
rei (Aptenodytes patagonicus), o pinguim-de-penacho-amarelo (Eudyptes
chrysocome), o pinguim-de-testa-amarela (Eudyptes chrysolophus) e o pinguim-
de-Magalh&es (Spheniscus magellanicus) (BENCKE et al., 2010; CECLIMAR,
2019).

Os pinguins-de-Magalhdes sdo conhecidos como embaixadores da
PatagoOnia, devido a sua ampla distribuicdo ao longo da costa sudeste da
Ameérica do Sul (BERTELLOTTI, 2013). Essas aves marinhas sédo nativas do sul
da Argentina, do sul do Chile e das llhas Falkland. No entanto, adultos e jovens
deixam suas colonias e migram milhares de quildbmetros, no inverno, para o
norte, em direcdo as costas do norte da Argentina, do Uruguai e do Brasil,
seguindo o movimento da corrente das Malvinas (PUTZ et al., 2007; BIRDLIFE,

2018a).
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Uma caracteristica marcante desses pinguins é a faixa branca
formada na regido dos olhos e que se estende até o pesco¢o no animal adulto.
A sua plumagem é negra nas costas e nas asas e branca na zona ventral e no
pescoco. Os olhos, o bico e as patas sao negros. Quando adultos, medem cerca
de 70 centimetros e podem pesar até 5 quilogramas. A maturidade sexual é
alcancada entre 4 e 7 anos (VANSTREELS et al., 2012; BIRDLIFE, 2018a).

Os pinguins sdo eximios nadadores, possuem diversas modificacfes
gue Ihes possibilitaram a adaptagédo ao ambiente marinho, como as seguintes:
membros tordcicos modificados em nadadeiras, pés com membranas
interdigitais que atuam como leme, glandulas nasais para excrec¢éo de cloreto de
sédio, ossos densos (ndo pneuméticos) e corpo fusiforme. Além disso,
apresentam penas modificadas, que sdo achatadas e uniformes em seu
tamanho, por todo o corpo. Essas penas aprisionam uma camada de ar na
superficie do animal, ajudando a minimizar a perda de calor para 0 meio externo
(HAMER; SCHREIBER; BURGER, 2002; BERTELLOTTI, 2013).

A dieta desses animais € amplamente carnivora, derivando quase
exclusivamente do mar e sendo composta por peixes, crustdceos e moluscos
(FONSECA; PETRY; JOST, 2001; PINTO; SICILIANO; BENEDITTO, 2007,
BALDASSIN et al., 2010, FERNANDEZ; YORIO; CIANCIO, 2019). A populacéo
mundial dessa espécie esta diminuindo e esta estimada em cerca de 1,3 milh&o
de pares reprodutores, sendo considerada quase ameacada, de acordo com a
International Union for Conservation of Nature — IUCN (Tabela 1) (BIRDLIFE,

2018a).
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1.2.2 Trinta-réis-de-coroa-branca (Sterna trudeaui Audubon, 1838)

O trinta-réis-de-coroa-branca € conhecido como a andorinha do mar.
Essa ave pertence a familia Laridae (Ordem: Charadriiformes), vive em bandos
e raramente sobrevoa o continente. Essa espécie € caracterizada por uma
extensa faixa pés-ocular negra, bico de ponta amarelada (medialmente negro) e
pernas amarelo-avermelhadas. Essas aves medem cerca de 40 centimetros de
comprimento (BINI, 2014).

A alimentacao do trinta-réis-de-coroa-branca € constituida de peixes
pequenos, insetos e crustaceos (BINI, 2014). A espécie se reproduz no sudeste
do Brasil, no Uruguai e ao sul da Patagonia. No inverno, move-se para o norte
até o Peru, na costa oeste, e para o Brasil, na costa leste (MADER, 2011,
BIRDLIFE, 2018b). Estima-se que a populacéo seja de 670 a 6.700 individuos.
A tendéncia populacional parece ser estavel e, portanto, a espécie ndo se
aproxima dos limiares de vulnerabilidade sob o critério de tendéncia populacional
(declinio maior que 30% em dez anos ou trés geracdes) (Tabela 1) (BIRDLIFE,

2018b).

1.3 Répteis marinhos

As tartarugas marinhas compdem uma das mais antigas linhagens de
répteis vivos. Varios estudos de genética e paleontologia tém sido realizados a
fim de elucidar um pouco mais sobre a origem e a evolucéo das tartarugas, que
teria acontecido ha cerca de 250 milhdes de anos (LEE, 2013; LYSON et al.,

2013). O Cretaceo (~140 milhdes de anos atras) foi o periodo de maior
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diversificacdo desses animais, e havia quatro familias: Toxochelyidae,
Protostegidae, Cheloniidae e Dermochelyidae. Todavia, o registro fossil mais
antigo de tartaruga marinha data de aproximadamente 110 milhdes de anos atras
e pertence a espécie Santanachelys gaffneyi (Protostegidae), encontrada no
Ceara, Brasil (HIRAYAMA, 1998). Atualmente, existem duas familias
(Cheloniidae e Dermochelyidae), seis géneros e sete espécies (HAYS, 2008;
IUCN, 2019).

Das sete espécies de tartarugas marinhas existentes, cinco sao
encontradas no Brasil: Dermochelys coriacea (familia: Dermochelyidae) e as
espécies Caretta caretta, Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata e
Lepidochelys olivacea (familia: Cheloniidae). Natator depressus e Lepidochelys
kempii sdo espécies nativas da Australia e da América do Norte (México e

Estados Unidos), respectivamente (ICMBio, 2019; IUCN, 2019).

1.3.1 Tartaruga-verde (Chelonia mydas Linnaeus, 1758)

A tartaruga-verde é caracterizada por apresentar uma coloragao
verde-acinzentada e uma carapaga com quatro pares de placas laterais
justapostas. A cabeca dessa espécie € diferenciada também, visto que possui
um par de placas (ou escudos) pré-frontais e quatro pares de escudos poés-
orbitais (MARQUEZ, 1990). Os animais adultos tém, em média, 1,2 metros de
comprimento, podem chegar a pesar mais de 200 quilogramas, apresentam
maturacédo sexual entre 26 e 40 anos e ciclo de vida longo (MOREIRA, 2003;

SEMINOFF, 2004; FUNDACAO PROJETO TAMAR, c2011b).
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Os habitos alimentares desses animais variam em funcdo de seu
periodo de desenvolvimento, sendo considerados onivoros os animais jovens,
enquanto os adultos possuem dieta predominantemente herbivora (algas e ervas
marinhas) (NAKASHIMA, 2008; ALMEIDA et al., 2011). As tartarugas-verdes sé&o
animais altamente migratérios, apresentam nidificacdo em mais de 80 paises em
todo o mundo e habitam aguas costeiras de mais de 140 paises (SEMINOFF,
2004). Entretanto, segundo a lista vermelha* da IUCN, essa espécie estad em

perigo de extincao (Tabela 1).

1.3.2 Tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata Linneus, 1766)

A tartaruga-de-pente apresenta coloragdo verde-amarelada,
carapaga com quatro pares de placas laterais sobrepostas (imbricadas) e de
coloragdao marrom. A cabega € pequena e alongada, possui dois pares de placas
(ou escudos) pré-frontais e trés pares de pods-orbitais, e seu bico coérneo
assemelha-se ao de uma aguia (MARQUEZ, 1990; FUNDACAO PROJETO
TAMAR, c2011a). No Brasil, ha registros de comprimento curvilineo de carapaca
de até 110 centimetros; esses animais chegam a pesar, em média, 86
quilogramas (MORTIMER; DONNELLY, 2008; FUNDAQAO PROJETO TAMAR,
c2011a).

Estima-se que, como no caso da Chelonia mydas, a maturacéo sexual

desses animais também seja tardia (entre 20 e 40 anos). Essa espécie €,

4 A Unido Internacional para a Conservacédo da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) criou
a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas (em inglés, IUCN Red List ou Red Data List) em 1964.
A lista é um catélogo que fornece informagdes com base cientifica sobre o estado das espécies
e das subespécies em um nivel global, contribuindo com informacdes para orientar acées que
visem a conservacdo da diversidade biologica em todo o planeta.



23

frequentemente, encontrada em recifes de corais e 4guas costeiras rasas e,
ocasionalmente, em aguas profundas. Sua dieta € composta por esponjas,
anémonas, lulas e camardes (MORTIMER; DONNELLY, 2008; FUNDACAO
PROJETO TAMAR, c2011a). As tartarugas-de-pente estdo distribuidas em
aguas tropicais e subtropicais dos oceanos Atlantico, indico e Pacifico. Todavia,
em muitas partes do mundo, as populacdes dessa espécie estdo diminuindo, o
que leva a IUCN a considera-las criticamente ameacadas, com alto risco de

extingdo (Tabela 1) (MORTIMER; DONNELLY, 2008).

1.4 Mamiferos marinhos

Os mamiferos marinhos séo classificados em trés ordens (Classe:
Mammalia). A ordem Cetacea inclui os botos, os golfinhos e as baleias; a Sirenia
compreende 0s peixes-bois e 0os dugongos; a Carnivora abrange as lontras, os
ursos polares e os membros da subordem Pinnipedia (MONTEIRO-FILHO et al.,
2013; SILVA, 2014).

A subordem Pinnipedia compde-se de 34 espécies distribuidas em
trés familias: Otariidae (lobo-marinho e ledo-marinho), Phocidae (foca e elefante-
marinho) e Odobenidae (morsas). Esses animais estao distribuidos em todos os
oceanos, sendo mais numerosos nas aguas frias das regides Artica e Antartica
(MONTEIRO-FILHO et al. 2013; SILVA, 2014).

Na costa brasileira, ha registros de ocorréncia de sete espécies:
Arctocephalus australis, Arctocephalus gazela, Arctocephalus tropicalis,
Hydrurga leptonyx, Lobodon carcinophagus, Mirounga leonina e Otaria

flavescens (ROCHA-CAMPOS; CAMARA,2011; NEMA, 2019b). A espécie de
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lobo-marinho que aparece com maior frequéncia no litoral rio-grandense é
Arctocephalus australis (lobo-marinho-sul-americano), embora ja tenha sido
registrada a ocorréncia de A. tropicalis (lobo-marinho-subantartico) e A. gazella
(lobo-marinho-antartico) (ROCHA-CAMPOS; CAMARA, 2011; CECLIMAR,

2019).

1.4.1 Lobo-marinho-sul-americano (Arctocephalus australis Zimmermann,

1783)

O lobo-marinho-sul-americano € um pinipede (familia: Otariidae),
possui 0s membros anteriores e posteriores modificados em nadadeiras (do
latim, pina = pena; podos = pés), com dedos longos e unidos por membranas
gue auxiliam durante a locomogao na agua (SILVA, 2014). O que diferencia essa
espécie é o focinho afinado (pontiagudo), grandes olhos, orelhas finas e
compridas e pescogo grosso (OLIVEIRA, 2013; MONTEIRO-FILHO et al., 2013).
Além disso, os membros anteriores sdo maiores quando comparados aos de
outras espécies de lobos-marinhos (NEMA, 2019b). Essa espécie apresenta o
corpo delgado, coloragao variando de cinza a marrom (fémeas e jovens com tons
cinza-escuro no dorso e ventre mais claro) e pelagem dupla (camada superior
com pelos escuros e grossos e abaixo pelos mais claros, curtos e macios)
(MONTEIRO-FILHO et al., 2013).

Os animais alcangam, em média, dois metros e 180 quilogramas e
maturam a partir de trés anos (CARDENAS-ALAYZA; OLIVEIRA; CRESPO,
2016). A alimentagao do lobo-marinho-sul-americano é composta, basicamente,

por peixes, crustaceos, cefalépodes e outros invertebrados marinhos (OCEANA,
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2019). A distribuicdo da espécie ocorre no sul da América do Sul, nos oceanos
Atlantico e Pacifico. No Brasil, ha dois locais de concentracdo invernal para
descanso: o Reflugio de Vida Silvestre da llha dos Lobos (Torres) e o Refugio de
Vida Silvestre do Molhe Leste (Sao José do Norte), ambos no Estado do Rio
Grande do Sul (ROCHA-CAMPOS; CAMARA, 2011; MONTEIRO-FILHO et al.,
2013). A espécie é considerada de baixo risco pela IUCN, como pode ser visto

na Tabela 1 (CARDENAS-ALAYZA; OLIVEIRA; CRESPO, 2016).

1.4.2 Golfinho-de-Risso (Grampus griseus G. Cuvier, 1812)

O golfinho-de-Risso é um cetaceo da familia Delphinidae. Essa
espécie apresenta uma cabeca globosa com um sulco na regido anterior e nao
possui o rostro (estrutura que se assemelha a um bico) proeminente
caracteristico dos golfinhos. A linha da boca tem o contorno inclinado para cima
(criando a ilusdo de que o animal esta sorrindo). Além disso, a espécie apresenta
uma area branca em forma de ancora entre os peitorais e ao redor da boca. A
estrutura do corpo é robusta, especialmente a metade anterior, visto que o
pedunculo caudal é mais estreito (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
DO SUL — UFRGS, c2019; INSTITUTO DA CONSERVAC}AO DA NATUREZA E
DAS FLORESTAS — ICNF, 2019b; MIRANDA et al., 2019).

Os padrbées de coloracio mudam ao longo do estagio de
desenvolvimento. Individuos jovens apresentam tonalidade acinzentada na
regido dorsal, enquanto a parte ventral, entre a mandibula inferior e a zona
genital, € esbranquicada. Ja nos adultos, a coloracéo torna-se mais clara e com

cicatrizes brancas bem salientes. Os adultos alcancam uma média de trés



26

metros de comprimento e chegam a pesar 500 quilogramas (ICNF, 2019a;
KISZKA; BRAULIK, 2018).

Os golfinhos-de-Risso alimentam-se principalmente de cefalépodes
mesopelagicos e bénticos, incluindo lulas, chocos e polvos (UFRGS, c2019;
OBSERVATORIO MARINHO DE ESPOSENDE — OMARE, 2019). A espécie
estd amplamente distribuida em aguas tropicais e temperadas nos oceanos
Atlantico, Pacifico e indico. Todavia, estudos ressaltam que esses animais sdo
relativamente raros ao longo da costa atlantica da América do Sul (JEFFERSON
et al., 2014; THE SOCIETY FOR MARINE MAMMALOGY, 2019c). A estimativa
de distribuicdo da espécie é de cerca de 350.000 individuos, o que é considerado
pela IUCN como categoria de risco menos preocupante (Tabela 1) (KISZKA;

BRAULIK, 2018).

1.4.3 Baleia-minke (Balaenoptera acutorostrata Lacépéde, 1804)

A Dbaleia-minke (ou baleia-and) € um cetaceo da familia
Balaenopteridae. Essa espécie é considerada a menor e mais abundante das
baleias. Os animais apresentam cabeca triangular e pontuda, o rostro achatado
e pregas gulares (~50 a 70) que se estendem até as nadadeiras peitorais. Estas
Sao estreitas e curtas e apresentam uma larga mancha branca. A nadadeira
caudal possui delicada reentrancia mediana e borda levemente cdncava. Além
disso, as baleias apresentam coloracdo cinza-escura na regido dorsal e branca-
acinzentada na parte ventral. Os adultos alcangcam uma média de 10 metros de
comprimento e chegam a pesar 10 toneladas (ICNF, 2019a; MIRANDA et al.,

2019).
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A dieta desses animais inclui, predominantemente, peixes, mas
também se alimentam de crustdceos e cefalépodes (THE SOCIETY FOR
MARINE MAMMALOGY, 2019b). A baleia-minke é uma espécie cosmopolita
encontrada em todos 0s oceanos e em quase todas as latitudes, de quase 70°S
a 80°N. Nao hé estimativa do tamanho da populacédo global e, embora o declinio
tenha ocorrido em algumas regides no passado devido a superexploracao,
segundo a IUCN a espécie é considerada como categoria de risco menos

preocupante (Tabela 1) (COOKE, 2018).

Tabela 1. Espécies de animais marinhos, nomes populares e categorias de risco
segundo alista vermelha da IUCN (2019).

Animais Espécies Nomes populares Categorias de
Marinhos risco
Spheniscus magellanicus pinguim-de-Magalhées NT
Aves Sterna trudeaui trinta-réis-de-coroa-branca LC
Chelonia mydas tartaruga-verde EN
Répteis
Eretmochelys imbricata tartaruga-de-pente CR
Arctocephalus australis lobo-marinho-sul-americano LC
Mamiferos Grampus griseus golfinho-de-Risso LC
Balaenoptera acutorostrata baleia-minke LC

CR: “Critically Endangered” — alto risco de extingado

EN: “Endangered” — em perigo de extin¢ao

VU: “Vulnerable” — vulneravel

NT: “Near Threatened” — quase ameacado

LC: “Least Concern” — menos preocupante

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados da IUCN (2019).

No contexto atual, segundo a lista vermelha da IUCN, a maioria dos
animais marinhos enfrenta sérias ameacas e encontra-se em declinio
populacional, tais como as espécies que foram salientadas neste trabalho

(Tabela 1). Além disso, os dados que avaliam a extensdo das ameacas as
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diversas espécies marinhas sao insuficientes. Outrossim, o0s vertebrados
marinhos apresentam caracteristicas biolégicas que os tornam mais vulneraveis
gue outros grupos taxondmicos, visto que sdo espécies com maturacdo sexual
tardia, baixas taxas reprodutivas, crescimento lento e potencial bioacumulador
(ROCHA-CAMPOS; CAMARA, 2011).

Fendmenos climéaticos naturais, como, por exemplo, El Nifio e La
Nifia, acarretam mudancas na circulacdo de correntes marinhas e ventos e,
consequentemente, influenciam em fatores demograficos (numero de
nascimentos) e na disponibilidade de recursos alimentares. Por conseguinte,
esses fatores podem comprometer o complexo ciclo de vida dos animais
marinhos (GUINET; JOUVENTIN; GEORGES, 1994; MADER; SANDER; CASA
JR., 2010; ROCHA-CAMPOS; CAMARA, 2011; ICMBio, 2019).

Contudo, a interferéncia humana em escala global constitui a principal
ameaca para a diversidade biolégica marinha, ressaltando-se a intensa atividade
de comércio, transporte e exploragao de petréleo em zonas costeiras. Além
disso, essas areas incluem regidées metropolitanas (por exemplo, faixa de 200
quildmetros do litoral brasileiro concentra cerca de 58% da populagao total do
Brasil), onde vivem milhdes de pessoas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, 2019). Esses fatores corroboram o
desenvolvimento desordenado, o trafego e os acidentes de embarcacbes
marinhas, causando, consequentemente, o declinio de recursos naturais nos
biomas marinhos e gerando um aumento na exposi¢cao dos animais a diversos
poluentes (FLEMING et al., 2006; MORTIMER; DONNELLY, 2008; RUOPPOLO
et al., 2012; COOKE, 2018; KISZKA; BRAULIK, 2018; BRASIL, 2017; ROPERT-

COUDERT et al., 2019). O ambiente marinho também pode servir como via de



29

disseminacgdo de poluentes quimicos (6leos e compostos organopersistentes) e
microbiolégicos (virus, protozoarios e bactérias), carreadores de tracos
adquiridos em outros ambientes seletivos e com potencial de patogenicidade
para seres humanos e outros animais (YORIO; BOERSMA, 1992; GARCIA-
BORBOROGLU et al.,, 2006; BOERSMA, 2008; OLIVEIRA; PINHATA, 2008;
MICHELS-SOUZA et al., 2010; STEWART et al. 2014; SANTESTEVAN et al.;
2015; PRICHULA et al., 2016b).

No contexto atual, os dados referentes a ocorréncia, a biologia e a
ecologia de espécimes da fauna costeira e marinha sao oriundos de centros que
atuam realizando monitoramento, resgate e reabilitacdo nas regides costeiras.
Entre os principais centros de informagdes e cuidados com animais marinhos no
RS destacam-se os seguintes: o Centro de Recuperacdo de Animais Marinhos
(CRAM, Museu Oceanografico da Fundacdo Universidade Federal do Rio
Grande — FURG) e o Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres e Marinhos
(CERAM), vinculado ao Centro de Estudos Costeiros, Limnolégicos e Marinhos
(CECLIMAR), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS
(CECLIMAR, 2019; CENTRO DE RECUPERAQAO DE ANIMAIS MARINHOS —
CRAM, c2019).

Entretanto, informac¢Bes sobre os aspectos clinicos, laboratoriais, de
dieta e rotas migratorias, por exemplo, tém sido perdidas devido a falta de
metodologias adequadas e de coletas sistematicas de carater cientifico. Ha
poucos estudos relacionados a subareas como hematologia, bioquimica clinica,
microbiologia e toxicologia com animais marinhos (DANTAS et al., 2013). Essas
informacdes sdo necessarias para o conhecimento do estado geral desses

animais e para decisdes sobre manutencao, reabilitacdo ou soltura. Além disso,
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essas analises podem gerar informagfes importantes sobre impactos sofridos
por essas espécies em longo prazo, uma vez que elas sdo excelentes
indicadoras da qualidade ambiental dos oceanos (BOERSMA, 2008; MADER;

SANDER; CASA JR., 2010; SILVA, 2013; HICKCOX et al., 2019).

1.5 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal é definida como a populacao total de espécies
microbianas que compdem o trato gastrointestinal (TGI) (MARCHESI; RAVEL,
2015). A comunidade microbiana do TGI pode variar, dependendo da idade, da
dieta e do estado de saude do hospedeiro (YEOMAN et al., 2011; SCOTT et al.,
2013; KOSTIC; HOWITT; GARRETT, 2013; NELSON; ROGERS; BROWN,
2013; ZHERNAKOVA et al., 2016; GRUBER; KENNEDY, 2017).

Nas aves e nos répteis, os filhotes recém-nascidos adquirem parte de
sua microbiota a partir da superficie do ovo, circundante no meio ambiente
(ninho) e em sua primeira refeicdo. O modo de alimentagdo de algumas aves —
por exemplo, por regurgitacdo — também pode aumentar a probabilidade de
transmissao vertical bacteriana dos pais para o trato intestinal dos filhotes. Em
contrapartida, no caso dos mamiferos, os micro-organismos sao adquiridos,
inicialmente, pelo leite materno e, a medida que ocorre o desenvolvimento do
animal, a microbiota intestinal torna-se cada vez mais diversificada, devido a
mudanca na dieta do leite para os alimentos solidos (LEY et al., 2008; KOSTIC;
HOWITT; GARRETT, 2013; JIMENEZ et al., 2013).

Os animais marinhos, quando adultos, podem adquirir parte de suas

comunidades bacterianas também a partir da dgua do mar, que pode funcionar
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tanto como um meio para o transporte quanto para o crescimento de micro-
organismos (FONSECA; PETRY, JOST, 2001; ISLAM; TANAKA, 2004; DEWAR,
2012). Dessa forma, por meio de sucessao ecoldgica, o TGl é formado por uma
comunidade microbiana densa e complexa.

Estudos tém salientado a influéncia da microbiota nos processos de
obtencdo de energia, metabolismo de gorduras, secrecdo e sintese de
nutrientes, vitaminas e aminoacidos do hospedeiro. Dessa forma, os micro-
organismos sdo fundamentais para a saude do hospedeiro, atuando nos
processos nutricionais, fisioldégicos, imunoldgicos e metabolicos (DEWAR, 2012;
HAND et al., 2013). A microbiota nativa suprime a colonizacdo de bactérias
invasoras, fornecendo protecdo para o hospedeiro contra espécies patogénicas
(SOLER et al., 2010; DEWAR, 2012). Bactérias patogénicas geram gastos
energéticos dispendiosos para o sistema imunitario e, consequentemente, iSSo
pode atrasar o crescimento/desenvolvimento do hospedeiro (STECHER;
HARDT, 2008; BOGOMOLNI et al.,, 2008; CAMPOS et al., 2013). Sob essa
perspectiva, alguns agentes bioldgicos isolados a partir de animais marinhos
selvagens poderiam ser utilizados como indicadores da saude animal e de

perturbacdes do ecossistema marinho.

1.6 O género Enterococcus spp.

1.6.1 Taxonomia

Os enterococos séo bactérias Gram-positivas com baixo contetdo GC

(varia de 37% a 45%) que compdem o Filo Firmicutes (TEIXEIRA et al., 2011).
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O género pertence a familia das Enterococcaceae, que compreende também
outros géneros bacterianos, tais como Melissococcus, Bavariicoccus, Pilibacter,
Catellicoccus, Tetragenococcus e Vagococcus (LEBRETON; WILLEMS;
GILMORE, 2014; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

Em 1899, Thiercelin descreveu um micro-organismo diplococo Gram-
positivo saprofitico de origem entérica causador de infeccdo, o qual denominou
“‘entérocoque” (THIERCELIN; JOUHAUD, 1899; THIERCELIN, 1899). Ainda
naquele ano, um estudo detalhado sobre um caso de endocardite aguda
causada por um micro-organismo chamado de “Micrococcus zymogenes”
(posteriormente, reconhecido como um Enterococcus faecalis) foi publicado por
MacCallum e Hastings (1899). Inicialmente, os enterococos foram classificados
como pertencentes ao género Streptococcus e eram diferenciados dos outros
componentes desse grupo por suas caracteristicas fisiol6gicas e soroldgicas.
Mas, com o passar do tempo, foram sendo realizadas importantes mudancas em
sua taxonomia.

Em 1906, o nome Streptococcus faecalis foi usado por Andrewes e
Horder para caracterizar um micro-organismo de origem fecal. Os autores
escolhneram o nome “faecalis” para enfatizar que esse estreptococo era
caracteristico do intestino humano, embora o organismo tenha sido isolado de
um paciente com endocardite (ANDREWES; HORDER, 1906). Em 1937, com o
intuito de melhorar o esquema de classificacdo dos estreptococos, Sherman
dividiu o grupo em quatro subgrupos: estreptococos de laticinios, viridans,
piogénicos e fecais — Enterococccus (SHERMAN, 1937).

Em 1970, com base no arranjo celular e em caracteristicas fenotipicas

das espécies pertencentes ao grupo estreptococos fecais, Kalina (1970) propos
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a criacdo de um tédxon Enterococccus. Contudo, o género Enterococcus foi
estabelecido somente em 1984, por Schleifer e Kilpper-Balz, que demonstraram,
por meio de estudos moleculares, que esse grupo era suficientemente diferente
dos outros Streptococcus. Dessa forma, as bactérias anteriormente
consideradas como Streptococcus do Grupo D foram revisadas (MURRAY,
1990). Em 2002, uma extensa revisao da literatura ja relatava a existéncia de 23
espécies distintas de Enterococcus (FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002).

Atualmente, mais de 50 espécies de enterococos ja foram descritas
(EUZEBY, ¢2019). Algumas abordagens moleculares, associadas a ensaios
fenotipicos, contribuiram muito para a identificacdo/confirmacéo de espécies de
enterococos nos Ultimos anos. Entre elas, cabe salientar o DNA polimorfico
amplificado aleatoriamente (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA), o
sequenciamento de genes codificadores da subunidade alfa da RNA polimerase
(rpoA — RNA polymerase, alpha subunit), da fenilalanil-tRNA sintase (pheS —
phenylalanine tRNA synthase), o fator de elongacdo Tu (tufA), a analise dos
perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por meio da eletroforese em
campo pulsado (PFGE — Pulsed-Field Gel Electrophoresis) e a ionizacao por
dessorcéo a laser assistida por matriz seguida pela deteccdo em um analisador
do tipo de tempo de voo (MALDI-TOF MS - Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization  Time-Of-Flight Mass  Spectrometry) (TEIXEIRA;
MERQUIOR, 2013; LEBRETON; WILLEMS; GILMORE et al., 2014; GARCIA-
SOLACHE; RICE, 2019).

O sequenciamento de multiplos loci (MLST — Multilocus sequence
typing) se baseia na identificacdo de sete genes constitutivos (housekeeping

genes) e tem sido ainda muito usado, principalmente, em estudos de
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epidemiologia molecular e elucidacdo de surtos, substituindo amplamente a
andlise por PFGE, devido a maior reprodutibilidade e facilidade de
implementacdo (HOMAN et al., 2002; MCBRIDE et al., 2007; GARCIA-
SOLACHE; RICE, 2019). Além disso, o sequenciamento do gene 16S rRNA tem
contribuido muito na elucidacdo da maioria das espécies de enterococos.
Todavia, essa abordagem nado é suficiente para distinguir algumas espécies,
como, por exemplo, aquelas que compartilham poucas diferencas nucleotidicas
individuais (SNP — Single-Nucleotide Polymorphism), tais como: E. casseliflavus
e E. gallinarum, E. caccae e E. haemoperoxidus (LEBRETON et al., 2017). Sob
essa perspectiva, com o advento das tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo (NGS - Next Generation Sequencing), a partir de 2005, o
sequenciamento completo de genomas (WGS — Whole Genome Sequencing)
passou a ser realizado. A comparacao entre sequéncias de DNA tem sido
considerada a melhor metodologia para confirmacdo de espécies de
enterococos, por meio da média de identidade de nucleotideos (ANI — Average
Nucleotide Identity), da andlise bayesiana da estrutura populacional (BASP —
Bayesian Analysis of Population Structure) e do cgMLST (core genome
MultiLocus Sequence Typing), que visa combinar o poder discriminatério do
MLST classico com os extensos dados genéticos derivados do WGS (WILLEMS
et al.,, 2012; RAVEN et al., 2016a; LEBRETON et al., 2017; LYTSY et al., 2017;

NEUMANN et al., 2019).
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1.6.2 Biologia

Os Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, arranjados em
cadeias curtas, aos pares ou, ainda, como células Unicas. Esses micro-
organismos séo anaeroébios facultativos, catalase negativos, capazes de crescer
em meio de cultura contendo alta concentracdo de cloreto de sddio (6,5%) e sais
biliares (40%). Essas bactérias toleram também grandes variagées de pH (4,5 -
10,0) e temperatura (10 - 45 °C), sobrevivem a dessecacdo e sao adaptadas as
mais adversas condi¢des ambientais (TEIXEIRA et al., 2011; BYAPPANAHALLI
et al., 2012; LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014; GACA; LEMOS, 2019).

Os enterococos apresentam crescimento rapido em meios de cultura
enriquecidos, produzindo colbnias brancas ou amareladas, dependendo da
espécie, apls 18-24 horas de incubacdo. Com base em suas capacidades
metabdlicas, diferentes meios de cultura seletivos séo utilizados para o
isolamento de enterococos, tais como meios contendo sais biliares, azida de
sédio, antibidticos e bile esculina. Nem todas as espécies enterocdcicas sao
capazes de crescer nesses meios seletivos, mas aquelas mais clinicamente
relevantes crescem bem (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019). E. columbae e E.
saccharoylticus, duas espécies filogeneticamente distantes, parecem ter perdido
a resisténcia a azida de soédio, aumentando a possibilidade de que novas
espécies de enterecocos possam ser perdidas ao usar o agar bile-esculina-azida
para isolamento (LEBRETON et al., 2017). As colonias sdo ndo hemoliticas,
apresentando raramente casos de alfa ou beta-hemdlise. Ensaios fenotipicos
especificos auxiliam na identificacdo das espécies de enterococos. Alguns

exemplos sé@o o0s seguintes: reacdes de fermentacdo de carboidratos sem
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producdo de gas (L-arabinose, manitol, metil-a-D-glicopiranosideo (MGP), D-
rafinose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose), hidrélise da arginina, da leucina-B-
naftilamina, da L-pirrolidonil-B-naftilamida, motilidade e produg&o de pigmento. A
maioria das espécies de enterococos produz &cido teicoico glicerol associado a
parede celular, que é identificado como antigeno do grupo D, mas alguns
também reagem com o grupo Q (MURRAY, 1990; MANERO; BLANCH, 1999;
TEIXEIRA et al., 2011, RAMSEY; HARTKE; HUYCKE, 2014; GARCIA-
SOLACHE; RICE, 2019). Essas propriedades permitem distinguir Enterococcus
spp. de outros cocos Gram-positivos catalase negativos género-espécie

relacionados.

1.6.3 Ecologia

Os Enterococcus spp. sdo micro-organismos bastante antigos que
parecem ter proliferado quando os animais passaram a rastejar em terra ha
centenas de milhdes de anos (~450) e diversificaram-se junto aos seus
hospedeiros terrestres (LEBRETON et al., 2017). O género Enterococcus incluli,
atualmente, 58 espécies encontradas em diversos nichos ecoldgicos (EUZEBY,
c2018). Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo as espécies mais
estudadas por serem frequentemente portadoras de fatores de viruléncia. As
espécies E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens e E. sulfureus
apresentam colbnias pigmentadas. Ha espécies como E. casseliflavus, E.
gallinarum e E. massiliensis, que apresentam motilidade, e espécies capazes de
hidrolisar a L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR), como E. cecorum, E. columbae, E.

pallens, E. saccharolyticus, E. canintestini, E. termitis, E. viikiensis e E. devriesei
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(variando entre as linhagens) (TEIXEIRA et al., 2011; GACA; LEMOS, 2019).
Caracteristicas peculiares de cada espécie, como as que foram salientadas, tém
contribuido para a adaptabilidade e a ampla distribuicdo desse género na
natureza.

Como reflexo da adaptacao para a vida terrestre ao longo de milhdes
de anos de coevolucdo, as espécies de enterococos passaram a adquirir
nutrientes necessarios para 0 seu crescimento e sua sobrevivéncia em seus
hébitats como uma vantagem seletiva, tanto por meio da dieta do hospedeiro
quanto por relagcdes de alimentag&o cruzada com outros micro-organismos. ISso
permitiu que 0s enterococos ndo necessitassem carrear material genético
adicional necessario para a biossintese de muitos precursores mais simples
(LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014; LEBRETON et al., 2017). Por
conseguinte, estudos tém demonstrado que os Enterococcus podem ser
encontrados na &gua, no solo, em plantas, em diversos alimentos e,
principalmente, no trato gastrointestinal de humanos e outros animais (FISHER;
PHILLIPS, 2009; BYAPPANAHALLI et al., 2012; LEBRETON; WILLEMS;
GILMORE, 2014; FIORE; VAN TYNE, GILMORE, 2019).

Os primeiros estudos envolvendo Enterococcus acreditavam que 0s
“‘cocos Gram-positivos de origem entérica” poderiam estar relacionados a
infeccbes humanas e que seu principal nicho eram as fezes (THIERCELIN;
JOUHAUD, 1899; ANDREWES; HORDER, 1906). Todavia, estudos posteriores
demonstraram que 0s enterococos, em menor ou maior numero, dependendo da
espécie, constituem a microbiota comensal do trato gastrintestinal, da cavidade

oral e do trato geniturinario de humanos e outros animais.
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Ostrolenk e Hunder (1946) verificaram que o TGl de gatos,
camundongos, porcos-da-india, coelhos, cédes, ratos, morcegos, galinhas,
macacos e moscas podem também representar um 6timo reservatorio de
enterococos. Mundt (1963a) recuperou enterococos de fezes de aves, répteis e
mamiferos de ambientes selvagens. Posteriormente, Martin e Mundt (1972)
encontraram enterococos em varias espécies de insetos.

Devriese et al. (1987) verificaram que E. faecalis, E. faecium, E. hirae
e E. durans eram as espécies mais prevalentes no trato intestinal de bovinos,
suinos, equinos, ovinos, caprinos, caes, coelhos e aves domeésticas. Em 1991,
Devriese et al., (1991) avaliaram a distribuicdo de enterococos na microbiota
intestinal de frangos durante varios estagios de desenvolvimento e verificaram a
ocorréncia de sucessao ecoldgica de espécies de enterococos de acordo com a
idade das aves.

H& varios estudos envolvendo animais domeésticos e de interesse
econdmico, como aves, suinos e gado de corte, com o intuito de verificar se a
adicao de antimicrobianos, como forma de promover o crescimento e prevenir e
tratar doencas nesses animais, poderia estar selecionando linhagens de
enterococos resistentes que apresentava risco a salde humana (AARESTRUP
et al.,, 2000; RUZAUSKAS et al., 2009; CASSENEGO et al., 2011; GARCIA-
MIGURA et al., 2014; LI et al., 2014). No ano de 1993, foi relatado o primeiro
caso de enterococos resistente a vancomicina isolado de fonte ndo humana, um
E. faecium, isolado de animais de fazenda no Reino Unido (BATES; JORDENS;
SELKON, 1993).

Nas ultimas décadas, pesquisas envolvendo animais marinhos

passaram a ganhar destaque, por este ser um grupo pouco estudado e pelo alto
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potencial de apresentar novas espécies (SVEC et al., 2005). A ocorréncia de
enterococos em espécies marinhas selvagens foi relatada pela primeira vez em
lebes-marinhos (Zalophus californianus), focas (Phoca vitulina) e elefantes-
marinhos (Mirounga angustirostris) ao longo da costa da Califérnia (JOHNSON;
NOLAN; GULLAND, 1998; THORNTON; NOLAN; GULLAND, 1998).

Enterococos foram também recuperados de fezes de foca coletadas
da superficie do gelo marinho na Estacdo McMurdo, Antértica (LISLE et al.,
2004). Lockwood, Chovan e Gaydos (2006) isolaram Enterococcus spp. de
feridas, umbigo, orelhas, conjuntiva e narinas de filhotes e desmamados de focas
(Phoca vitulina) localizados nas regides norte de Puget Sound e San Juan
Islands, em Washington. Layton et al. (2010) rastrearam enterococos nas fezes
de gaivotas, focas e ledes-marinhos da regido da Baia de Sao Francisco
(Califérnia, EUA).

Barros et al. (2011) isolaram E. faecium e E. faecalis de amostras
fecais de dourada (Sparus aurata) na costa oeste de Portugal. Marinho et al.
(2013) recuperaram E. faecium, E. hirae, E. faecalis e E. gallinarum de amostras
fecais de cinco espécies de equinodermos no arquipélago dos Acores. Spence
et al. (2014) sequenciaram o genoma de E. faecalis (PF3) isolado de amostras
fecais de pinguins-de-Adélia (Pygoscelis adeliae), coletadas na llha Warriner,
Antartica. Rahman et al. (2015) verificaram também que enterococos fazem
parte da comunidade microbiana intestinal de pinguins-de-Adélia que habitam a
regido de Lutzow-Holm Bay, na Antartida.

Santestevan et al. (2015) observaram a presenca de seis diferentes
espécies de enterococos (E. faecalis, E. hirae, E. casseliflavus, E. gallinarum, E.

mundtii e E. faecium) em amostras fecais de espécies de lobos marinhos sul-
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americanos (Arctocephalus australis) e de lobos subantarticos (Arctocephalus
tropicalis). Prichula et al. (2016a) sequenciaram o genoma completo de um E.
faecalis (P8-1) obtido de suabes fecais de pinguins-de-Magalhaes (Spheniscus
magellanicus) recuperados no Litoral Norte do sul do Brasil. O mesmo grupo de
pesquisa verificou, em outro estudo, a presenca de E. faecalis, E. faecium, E.
hirae, E. mundtii e E. casseliflavus em amostras fecais de tartarugas (Chelonia
mydas e Eretmochelys imbricata), aves (Spheniscus magellanicus, Sterna
trudeaui e Himantopus melanurus) e mamiferos marinhos (Balaenoptera
acutorostrata, Megaptera novaeangliae e Grampus griseus) (PRICHULA et al.,
2016b).

Posteriormente, Guass et al. (2016) relataram a presenca de E.
faecalis em material fecal de uma baleia-azul (Balaenoptera musculus). Mais
recentemente, a diversidade de enterococos foi estimada em amostras de fezes
de animais marinhos selvagens por PCR em tempo real (MEDEIROS et al.,
2017). O estudo verificou que E. faecalis e E. mundtii foram os mais abundantes
em mamiferos marinhos (Arctocephalus australis e Arctocephalus tropicalis).
Enterococcus faecalis foi frequente em tartarugas-verdes (Chelonia mydas),
pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus), andorinha-do-mar (Sterna
trudeaui), macarico-de-papo-vermelho (Calidris canutus) e albatroz-de-
sobrancelha-negra (Thalassarche melanophris). Enterococcus hirae e
Enterococcus gallinarum apresentaram ocorréncia elevada em pernilongo-de-
costas-brancas (Himantopus melanurus) e Enterococcus faecium, em pardeléo-
de-queixo-branco (Procellaria aequinoctialis) (MEDEIROS et al., 2017). Dessa
forma, a ocorréncia e a frequéncia de algumas espécies de enterococos podem

estar diretamente relacionadas a dieta, a idade e a espécie do
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animal/hospedeiro, bem como a suas variacbes sazonais e localizacdo
geografica (LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014).

Apesar de os enterococos serem mais comumente encontrados no
TGI, seu potencial intrinseco permite que persistam e se disseminem também
no solo, na agua e nas plantas (MUNDT, 1961, 1963b; SVEC; SEDLACEK, 1999;
BADGLEY; NAYAK; HARWOOD, 2010; NACHTIGALL et al., 2013; AHMAD et
al., 2014). A ocorréncia de enterococos nesses ambientes pode decorrer de
contaminacgao fecal, de necessidades nutricionais ou de adaptacfes a esses
diversos habitats (MARACCINI; FERGUSON; BOEHM, 2012; DADA et al., 2013;
LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014). Habitats extraentéricos apresentam
temperaturas variaveis (heterotérmicos), em contraste com o TGl de animais de
sangue quente, nos quais a temperatura é relativamente constante. Além disso,
a radiacdo UV, a salinidade, a escassez de nutrientes e a predacao sao alguns
dos estressores ambientais que podem impactar negativamente na
sobrevivéncia dos micro-organismos nesses ambientes (BYAPPANAHALLI et
al., 2012; LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014). Dessa forma, as funcoes
ecoldgicas de enterococos em habitats extraintestinais podem estar
relacionadas com a decomposicdo da matéria organica, com a protecdo de
plantas de agentes patogénicos ou contribuindo para a estabilidade da
comunidade microbiana (BYAPPANAHALLI et al., 2012).

Os enterococos séo também conhecidos como bactérias acido-laticas
(LAB — Lactic Acid Bacteria), por serem anaerdbios facultativos, quimio-
organotréficos e com metabolismo homofermentativo que resulta na producéo
de L-(+)-acido-latico como produto final predominante da fermentacao da glicose

(TEIXEIRA et al., 2011). Dessa forma, representam uma importante ferramenta
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na tecnologia de producédo de alimentos fermentados, uma vez que contribuem
para o amadurecimento e o desenvolvimento de sabor de muitos queijos,
logurtes e manteiga, por exemplo (GIRAFFA, 2002; FRANZ et al., 2003;
PRICHULA et al., 2013). Na industria alimenticia, também sao utilizados como
culturas starter, probiéticos e inibidores de espécies patogénicas, tais como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, devido a
producdo de bacteriocinas (GOMES; FRANCO; MARTINIS, 2010; MORAIS et
al., 2012; NES; DIEP; IKE, 2014; SETTANNI; CORSETTI, 2008).

A partir da década de 1970, os enterococos emergiram como
patégenos associados a Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude — IRAS
(MURRAY, 1990; MUNDY et al., 2000; KOCH et al., 2004; BENDER et al., 2009;
CDC, 2019). Devido a natureza oportunista dessas bactérias, estudos
epidemioldgicos salientam que os enterococos estdo relacionados a infecgbes
como endocardite, infeccdo pélvica, intra-abdominal e urindria, meningite e
septicemia (JOHANSSON; RASMUSSEN, 2013; HIGUITA; HUYCKE, 2014;
CDC, 2019).

Enterococcus faecalis € a espécie mais comumente associada a
infecgbes em humanos, representando mais de 90% dos isolados clinicos. A
segunda espécie é E. faecium, correspondendo a cerca de 5% dos enterococos
isolados. E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii.
E. raffinosus, E. pallens, entre outras, também ja foram relatadas em amostras
clinicas (MURRAY, 1990; HIGASHIDE et al., 2005; DE PERIO et al., 2006;
D’AZEVEDO et al., 2006; LEVESQUE et al., 2016; GARCIA-SOLACHE; RICE,
2019). E. durans, E. hirae e E. mundtii, apesar de terem sido ja relatadas em

casos clinicos e serem filogeneticamente relacionadas a espécie E. faecium, ndo
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apresentam arsenais de viruléncia comumente encontrados em E. faecium
(LEBRETON et al. 2017; BEUCKERS et al., 2017; BONACINA et al, 2017). E.
pallens foi associado a peritonite espontanea em pacientes com cirrose hepética
e foi isolado do liquido da ascite, até o momento limitado a quatro casos
relatados na provincia de Quebec, Canada (LEVESQUE et al., 2016). A
importdncia desse organismo como patdgeno humano ainda néo foi
determinada. E importante salientar que as espécies E. casselaflavus e E.
gallinarum, devido a presenca do gene vanC, sdo conhecidas por apresentar
resisténcia intrinseca a vancomicina, antimicrobiano utilizado como uma das
ltimas opc¢des terapéuticas em casos de infecgbes causadas por enterococos e
outros cocos Gram-positivos (TEIXEIRA; MERQUIOR, 2013; LEBRETON;
WILLEMS; GILMORE, 2014).

De acordo com o relatério recente do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2019), mais de 2,8 milhdes de infecgdes resistentes a
antibioticos ocorrem nos EUA a cada ano, com mais de 35.000 6bitos. O relatorio
ainda evidencia 54.500 casos de enterococos resistentes a vancomicina (VRE)
em pacientes hospitalizados e aponta que pelo menos 5.400 pessoas morreram
por essas infecgcbes em 2017.

Entre os pacientes com alto risco de infec¢cdes por VRE estdo
incluidos aqueles que recebem cuidados de saude complexos ou prolongados
(como pacientes em hospitais de terapia intensiva ou UTIS) ou que estdo com o
sistema imunitario enfraquecido (por exemplo, em tratamento de cancer ou
transplantados). Cerca de 30% de todas as infec¢bes enterocOcicas associadas
a assisténcia médica sao resistentes a vancomicina, o que reduz as opgoes de

tratamento. Mais de 70% dos E. faecium sao resistentes a vancomicina, o que
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torna os profissionais de salde dependentes de outros antibiticos. Os
enterococos estdo entre as trés bactérias mais resistentes a antimicrobianos, e
os VRE foram incluidos como de prioridade alta na lista de “agentes patogénicos
prioritarios” resistentes aos antibidticos publicada pela OMS em 2017
(WILLYARD, 2017). Essa lista foi divulgada com o objetivo de orientar e
promover a pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos visando combater
a crescente resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos. Em vista
disso, tem-se considerado os Enterococcus como um dos principais géneros
microbianos com elevado impacto clinico (MAGIORAKOS et al.,, 2012;

WILLYARD, 2017; CDC, 2019).

1.6.4 Genoma

Por mais de um século, o estudo dos enterococos foi direcionado por
técnicas de cultivo, com a necessidade de obtencdo de culturas puras e de
ensaios fenotipicos especificos associados ao estudo de poucos genes. Com a
evolucao das técnicas de sequenciamento e de ferramentas computacionais, 0s
estudos genbmicos aumentaram significativamente e tém contribuido para o
melhor entendimento sobre diversidade, biologia, viruléncia e evolugdo dos
enterococos (PALMER et al., 2014; LEBRETON et al., 2017; GACA; LEMOS,
2019).

Estudo recente demonstrou que a origem dos enterococos teria
ocorrido concomitantemente a terrestrializacdo animal, ha cerca de 450 milhdes
de anos. Enterococos comensais teriam surgido de ancestrais adaptados a

ambientes e hospedeiros marinhos — 0s Vagococcus. A aquisicdo de cerca de
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126 genes teria resultado em espessamento da parede celular e na habilidade
de suportar condigbes de estresse ambiental. Por conseguinte, esses novos
genes teriam possibilitado a sobrevivéncia dos enterococos, permitindo a
resisténcia a dessecacgéo, a desnutricdo e, atualmente, a desinfec¢éo hospitalar.
Os autores salientaram, ainda, que a especiacdo enterocOcica parece ter
acontecido paralelamente a diversificacdo dos hospedeiros terrestres, a partir da
utilizacdo de novas fontes de carboidratos (LEBRETON et al., 2017).

Os representantes do género Enterococcus apresentam genomas de
2,3 Mb (espécie E. sulfureus) até 5,4 Mb (espécie E. pallens), com cerca de
2.154 a 5.107 genes previstos (PALMER et al., 2012; LEBRETON et al., 2017;
ZHONG et al., 2017). As diferencas encontradas no tamanho do genoma de
enterococos podem indicar que a evolucao dessas bactérias esteve associada a
diferentes niveis de transferéncia horizontal de genes (HGT — Horizontal Gene
Transfer), por meio da aquisi¢cao e da perda génica (ZHONG et al., 2017).

Com o intuito de entender mais sobre a diversidade gendmica
interespécies, alguns estudos estimaram o pangenoma (o total de genes
esperados para o género), 0s genes incluidos no genoma central ou core
genome (que compreende genes presentes em todas as espécies) e 0s
pertencentes ao genoma acessorio ou auxiliar (genes unicos) (ZHONG et al.,
2017). Zhong et al. (2017) verificaram que o pangenoma de 37 Enterococcus
spp., representantes de 34 diferentes espécies, continha 29.545 familias génicas
e que o tamanho do pangenoma crescia continuamente a medida que genomas
eram adicionados a analise. O core genome do género Enterococcus esta
estimado entre 605 e 1.037 genes, dependendo do conjunto de dados e critérios

utilizados para analise (PALMER et al., 2012; ZHONG et al., 2017; LEBRETON
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et al.,, 2017). Por conseguinte, o pangenoma dos enterococos € considerado
aberto, o que reflete a natureza altamente ubiqua dessas bactérias adaptadas a
diversos nichos ambientais (LEBRETON; WILLEMS; GILMORE, 2014; ZHONG
et al., 2017). Segundo analises evolutivas dos genomas procaribticos, alteracdes
no core genome estao frequentemente associadas com transmisséo vertical e
recombinacdo homoéloga, enquanto mudancas no genoma acessorio sao
associadas a HGT e a recombinacdes especificas envolvendo elementos
genéticos moveis (GONZALEZ-TORRES et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas, uma grande quantidade de informacdes
foi publicada sobre E. faecalis e E. faecium. Em 2003, foi publicado o primeiro
genoma completo de enterococos (E. faecalis V583), uma das primeiras
linhagens resistentes a vancomicina nos Estados Unidos (PAULSEN, et al.,
2003). Em 2008, o segundo genoma completo foi publicado (E. faecalis OG1RF),
gerado em laboratério, resistente a rifampicina e ao &cido fusidico, derivado de
um isolado oral humano néao resistente a antibiéticos (OG1) de 1975 (GOLD;
JORDAN; VAN HOUTE, 1975; BOURGOGNE et al., 2008). Posteriormente,
diversos genomas de E. faecalis de importancia clinica e ambiental foram
sequenciados e estudados (PALMER et al., 2012; RAVEN et al., 2016b, HE et
al., 2018).

Em contrapartida, os primeiros genomas completos de E. faecium
foram obtidos somente em 2012. A linhagem E. faecium Aus0004 resistente a
vancomicina foi isolada da corrente sanguinea de um paciente em Melbourne,
na Australia, em 1998 (LAM et al., 2012), enquanto a linhagem E. faecium TX16
(TX0016 ou DO) foi isolada do sangue de um paciente com endocardite, em

1992, nos Estados Unidos (QIN et al., 2012). Em 2013, uma colecéo global de
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73 E. faecium oriundos de varias fontes demonstrou que os E. faecium
apresentam uma associacgao significativa com base em sua origem, mostrando
uma separacdo entre isolados clinicos e comensais: clado Al (associados,
principalmente, a isolados clinicos), clado A2 (compreendendo, principalmente,
isolados animais e ambientais) e clado B (comensais humanos) (LEBRETON et
al. 2013). Os E. faecium do clado A1 emergiram na clinica a partir de 1980, por
Isso tém sido alvo da maioria dos estudos baseados em WGS, sendo a maioria
resistente & vancomicina (KIM; MARCO, 2014; HOWDEN et al. 2013;
LEBRETON et al. 2013; PINHOLT et al. 2015; VAN HAL et al., 2016; RAVEN et
al., 2016a; LEONG et al., 2018).

Ainda que tenham sido feitos vérios e significativos avancos nessa
area, ainda ha muito a ser compreendido com os dados genémicos existentes
(PALMER et al., 2014). O numero de genomas sequenciados de diferentes
espécies de enterococos contidos em bases de dados publicos, tais como o
GenBank (3763 genomas de enterococos), difere muito. O maior nidmero de
genomas encontrados é de E. faecium (1827), seguido por E. faecalis (1482).
Isso se deve, principalmente, a relevancia clinica dessas espécies, e pouco se
sabe sobre as demais espécies de enterococos (BEUCKERS et al. 2017,
BONACINA et al., 2017; GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019). Além disso, a maioria
dos genomas de enterococos estudados é de origem terrestre e poucos sao
aguaticos. Destes, apenas dez sdo marinhos (E. faecalis TY1, E. faecalis OG1X,
E. faecalis PF3, E. faecalis P8-1, E. faecalis P9-1, E. faecium 11F9-MSG5001,
E. faecium 11F10_MSG5009, E. faecium ICBEf1B, E. faecium 11C6-DIV0699 e
E. aquimarinus API 8407116). Isso demonstra a importancia de mais estudos

gendmicos envolvendo enterococos de diferentes espécies e de diversas fontes



48

ambientais, para melhor compreender-se o papel desse género na natureza,
bem como para elucidar a evolugéo de linhagens de enterococos resistentes e
virulentas (PALMER; GILMORE, 2010; GILMORE; LEBRETON; VAN SCHAIK,

2013; PALMER et al., 2014; LEBRETON et al., 2017).

1.6.5 Plasticidade genGmica e determinantes associados com viruléncia

Os estudos gendmicos de enterococos relacionados a infecgbes
hospitalares tém demonstrado que algumas linhagens virulentas sao
caracterizadas pela presenca de DNA celular abundante, incluindo numerosos
fagos, plasmideos e transposons que codificam varios determinantes de
viruléncia (PAULSEN et al., 2003; PALMER; GILMORE, 2010; LEBRETON et
al., 2017). O genoma do isolado clinico E. faecalis V583 apresenta cerca de 25%
de DNA movel e/ou DNA exdgeno, incluindo sete profagos, varios plasmideos
integrados, trés plasmideos extracromossémicos (pTEF1, pTEF2 e pTEF3), ilhas
gendmicas e ilhas de patogenicidade (PAI — Pathogenicity Island — contendo
genes para substancias de agregacao, citolisina e outros possiveis genes de
viruléncia), um transposon conjugativo do tipo vanB que carreia resisténcia a
vancomicina e outro que codifica varios genes de resisténcia a antibioticos e 38
elementos de insercéo (IS — Insertion Sequences), sendo trés predominantes
ISEf1, 1S256, e IS1216 (LEPAGE et al., 2006; MCBRIDE et al., 2007; PAULSEN
et al., 2003; PALMER et al., 2014). Em contrapartida, o0 genoma comensal
OG1RF possui pouco conteudo movel, ndo possui plasmideos e PAI. Além disso,
possui apenas um profago que € essencial para as espécies de E. faecalis

(profago 2), bem como um transposon que ndo possui genes de resisténcia a
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antibiéticos (MCBRIDE et al., 2007; BOURGOGNE et al., 2008). Dessa forma, a
abundéancia de DNA adquirido por transferéncia horizontal em V583, em
comparacdo com OGILRF, resulta em uma grande discrepéncia de tamanho
entre seus genomas, variando de 2,74 Mb (OG1RF) a 3,36 Mb (V583).

O genoma de E. faecium Aus0004, de 3,0 Mb, apresenta uma
abundéancia de elementos genéticos moveis e/ou DNA exdgeno (sendo 38% de
genoma acessorio), incluindo 21 diferentes elementos IS (com o predominio de
ISL3 e ISEfl), multiplos profagos, trés plasmideos (Aus0004pl, Aus0004p2,
Aus0004p3), duas grandes ilhas gendmicas (carreando alguns genes de
viruléncia, como o gene que codifica a proteina de superficie de enterococos —
Esp — Enterococcal surface protein) e a localizagéo do transposon que codifica
a resisténcia a vancomicina (vanB), semelhante ao Tn1549 (LAM et al., 2012).
Consequentemente, essas linhagens clinicas tendem a ter tamanhos maiores de
genoma quando comparadas com isolados ambientais. Os trabalhos sugerem
que isso ocorre devido ao sistema CRISPRs (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) (PALMER; GILMORE, 2010; GILMORE;
LEBRETON; VAN SCHAIK, 2013).

Os CRISPRs séo conhecidos devido ao seu papel como um “sistema
imunitario” procariético. Dois tipos de CRISPRs sao relatados em procariotos: os
associados com genes funcionais (CRISPR-Cas) e aqueles sem genes
funcionais (0rfao-CRISPR) (MARRAFFINI; SONTHEIMER, 2010; KATYAL et al.,
2013; PRICE et al., 2019). Em enterococos, trés tipos de CRISPRs ja foram
identificados em amostras ambientais e clinicas, dois com genes funcionais
associados (CRISPR1-Cas e CRISPR3-Cas) e um o0rfao-CRISPR (CRISPR2)

(PALMER; GILMORE, 2010; KATYAL et al., 2013; HUESCAS et al., 2019). Os
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loci CRISPRs podem apresentar diferentes polimorfismos entre as cepas,
dependendo da espécie; a extensdo dos CRISPRs contém de 24 a 47 pares de
base (pb) (GRISSA; VERGNAUD; POURCEL, 2007).

O mecanismo de acao dos CRISPRs, em geral, é ativado quando um
pequeno segmento de DNA penetra em uma célula bacteriana. Esse DNA é
incorporado entre as sequéncias palindrémicas repetidas do sistema CRISPRs,
transcrito e processado para gerar um pequeno RNA, denominado crRNA, que
se associa a nucleases-CRISPR, codificadas por genes associados aos
CRISPRs (genes cas). Quando outro fragmento de DNA invade a célula, o
crRNA o reconhece, impedindo que bacteriéfagos e outros fragmentos de DNA
sejam incorporados dentro do genoma da bactéria, atuando como importante
“‘mecanismo de defesa” contra DNAs invasores (PALMER; GILMORE, 2010).
Dessa forma, o sistema CRISPRs-Cas seria responsavel por impedir as
bactérias (portadoras de genes CRISPRs-Cas) de trocar material genético entre
si por meio de elementos genéticos moveis, funcionando como uma “imunidade
adaptativa” contra a aquisicdo de material genético exdgeno.
Consequentemente, essas bactérias portadoras de CRISPRs apresentariam um
genoma menor. Estudos demonstram que esses genes sao mais encontrados
em bactérias ambientais do que em isolados clinicos (MARRAFFINI;
SONTHEIMER, 2010; GILMORE; LEBRETON; VAN SCHAIK, 2013).

Portanto, linhagens virulentas de enterococos parecem ter perdido os
genes associados com o nicho gastrointestinal de comensais, movendo-se em
direcdo a um nicho de patogenicidade durante 0 seu processo evolutivo. As
linhagens que ndo possuem os elementos CRISPRs-Cas sdo capazes de

adquirir sequéncias de insercéo e elementos genéticos méveis contendo genes
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de resisténcia aos antibiéticos e de viruléncia, o que resulta em aumento de
patogenicidade (PRICE et al., 2019). Ha fortes evidéncias de uma associacdo
entre o acumulo de sequéncias de insercdo e o aumento da viruléncia dos
enterococos (PALMER; GILMORE, 2010; GILMORE; LEBRETON; VAN
SCHAIK, 2013). Investigacdes sobre distribuicédo e caracterizacao dos CRISPRs
tém sido centradas em bactérias patogénicas, enquanto pouco se conhece sobre
CRISPRs em bactérias comensais. Neste caso, eles podem ter um papel
significativo na ecologia da microbiota de seres humanos e outros animais
(KATYAL et al., 2013; SPENCE et al., 2014; PRICHULA et al., 2016a; HUESCAS
et al., 2019).

Estudos tém salientado que isolados de E. faecalis clinicos séo
comumente enriquecidos por PAIls, que abrigam fatores de viruléncia e outras
caracteristicas que contribuem para uma melhor adaptacdo ao hospedeiro
(SHANKAR; GILMORE, 2002; PALMER et al., 2014; GARCIA-SOLACHE; RICE,
2019). O operon da citolisina (composto de oito genes: cylLL, cyILS, cylA, cyIB,
cylM, cylL, cylR1 e cylR2) e o gene de substancia de agregacao (Agg —
Aggregation substance) estdo normalmente localizados em PAI e,
frequentemente, sdo encontrados em associacdo (CHOW et al.,, 1993;
PAULSEN, et al., 2003).

A citolisina é uma toxina bacteriana com atividade hemolitica e
bactericida contra células procaridticas e eucaridticas (COBURN; GILMORE,
2003; SHANKAR et al., 2004; MEDEIROS et al., 2014). A Agg € uma proteina
de superficie dos enterococos, conhecida por facilitar a translocagado de E.
faecalis através do epitélio intestinal, mediar a aderéncia as células epiteliais

renais e a componentes da matriz extracelular, bem como aumentar a
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sobrevivéncia em leucocitos polimorfonucleares e macréfagos (SUBMUTH et al.,
2000; SHEPARD; GILMORE, 2002b; DUNNY; HANCOCK; SHANKAR, 2014).
Outro fator de viruléncia que aumenta a capacidade de E. faecalis de causar
doencas é a gelatinase. Essa protease, codificada pelo gene gelE
(cromossomal), é classificada como enzima metaloendopeptidase extracelular,
capaz de hidrolisar substratos como a gelatina, o colageno, a caseina, a
hemoglobina e outros pequenos peptideos biologicamente ativos (EATON;
GASSON, 2001; FISHER; PHILLIPS, 2009). A gelatinase contribui na
patogénese enterococica, uma vez que degrada os tecidos do hospedeiro (para
fornecimento de nutrientes peptidicos para 0 micro-organismo) e também pode
auxiliar na formacéo de biofilme (MARRA et al., 2007; FISHER; PHILLIPS, 2009).
A Esp contribui para a adesdo celular em E. faecalis e E. faecium,
desempenhando um papel na colonizacgéo uretral, endocardites e promovendo a
formac&o de biofilme (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).

Plasmideos, de modo geral, ndo constituem o core genome das
espécies. Contudo, s&o responsaveis por carregar uma ampla gama de genes
relacionados a resisténcia a antimicrobianos e outros fatores que potencializam
a plasticidade e a adaptabilidade do genoma. Portanto, alguns plasmideos séo
conhecidos em enterococos por carregar genes de relevancia clinica que podem
ser transferidos por conjugacéo, tais como os plasmideos pCF10 e pAD1
(FRANCIA et al 2001; HIRT et al., 2005; DUNNY, 2007; CLEWELL, 2007). Os
plasmideos pCF10 s&o conhecidos por veicular genes de resisténcia a
antibidticos (HIRT et al., 2005; DUNNY, 2007), enquanto os plasmideos pAD1
carregam citolisina, hemolisinas e resisténcia a luz ultravioleta (CLEWELL, 2007;

GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019). Alguns plasmideos ja foram bem descritos
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como responsaveis pela codificagado da proteina Agg em E. faecalis, tais como
pAD1, pCF10, pAM373, pPD1. Os genes relacionados a esses plasmideos s&o,
respectivamente, asal, asclO, asa373 e aspl (CAMARGO et al., 2008;
HANCOCK; MURRAY; SILLANPAA, 2014). Estudos demonstram que o0s
enterococos podem, facilmente, adquirir plasmideos contendo genes que
codificam toxinas disseminadas por outras bactérias, tais como a toxina
botulinica, que foi encontrada em um E. faecium em estudo recente (ZHANG et
al., 2018). Profagos tém sido relatados também como fundamentais no aumento
da viruléncia ou da resisténcia aos antibioticos, podendo converter bactérias
comensais em patogénicas (BONACINA etal., 2017; CHATTERJEE et al., 2019).

A resisténcia a diversos antimicrobianos usados comumente na
clinica médica e veterindria € uma caracteristica marcante dos Enterococcus
spp. Os enterococos s&o intrinsecamente resistentes a cefalosporinas,
sulfonamidas, clindamicina, baixos niveis de p-lactdmicos e de
aminoglicosideos. Todavia, tém apresentado resisténcia a muitos outros
antimicrobianos devido a aquisicdo de novos genes, tais como os que codificam
resisténcia a cloranfenicol (cat), tetraciclinas (tet), macrolideos (erm, efrA e efrB),
estreptograminas (msrC), niveis elevados de aminoglicosideos (aac-2’-aph-2”-
le,aph-3’llla), B-lactdmicos (pbp4 em E. faecalis e pbp5 em E. faecium),
glicopeptideos (van) e quinolonas (gyrA e parC) (SHEPARD; GILMORE, 2002a,
TEIXEIRA et al., 2011; KRISTICH; RICE; ARIAS, 2014, GARCIA-SOLACHE;
RICE, 2019; CLSI, 2019). Dessa forma, isolados de enterococos exibindo
resisténcia adquirida a diversos antimicrobianos tém sido descritos com

frequéncia em diferentes hospedeiros e locais (POETA et al., 2005;
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D’AZEVEDO; DIAS; TEIXEIRA, 2006; GALES et al., 2009; BENNANI et al., 2012;
LEBRETON et al., 2013).

Os antibioticos glicopeptidicos — vancomicina e teicoplanina — sao
farmacos de primeira linha no tratamento de infecgbes por bactérias Gram-
positivas com resisténcia a diversos antimicrobianos. Entretanto, nove fenotipos
de resisténcia a vancomicina ja tém sido relatados em enterococos (VanA, VanB,
VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM e VanN), sendo cada tipo associado a
diferentes elementos génicos. Entre os mais importantes, o fenétipo VanA é
caracterizado pela resisténcia a niveis elevados de vancomicina e teicoplanina,
e o fenodtipo VanB estd associado a resisténcia em niveis variados de
vancomicina e suscetibilidade a teicoplanina. Por outro lado, o fenétipo VanC
esta relacionado a resisténcia intrinseca (cujo gene estd localizado no
Cromossomo) e é caracterizado pela resisténcia em niveis baixos a vancomicina
e pela suscetibilidade a teicoplanina. Em contrapartida, o fenétipo VanC pode
resultar da expressdo de quatro determinantes genéticos — vanCl, vanCz2,
vanC3 e vanC4 —, sendo vanCl caracteristico da espécie E. galllinarum,
enquanto os gendtipos vanC2-C4 foram detectados em E. casseliflavus
(TEIXEIRA; MERQUIOR, 2013; CATTOIR; LECLERCQ, 2013; KRISTICH; RICE;
ARIAS, 2014). Os principais operons relacionados a surtos hospitalares
causados por enterococos resistentes a vancomicina (VRE) sdo vanA e vanB. O
operon vanA é transportado pelo transposon Tn1546, da familia Tn3, que pode
estar localizado no cromossomo ou em plasmideos transferiveis. JA 0 operon
vanB €& mais comumente transportado por Tn1549 (conhecido também como
Tn5382), um elemento da familia Tn916 que também pode ser incorporado no

cromossomo ou plasmideo (GARCIA-SOLACHE; RICE, 2019).
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Nesse sentido, a resisténcia a vancomicina representa uma das

principais causas de aumento nos custos das internagdes e nos casos de

mortalidade por infeccbes hospitalares (CATTOIR; LECLERCQ, 2013;

KRISTICH; RICE; ARIAS, 2014; CDC, 2019). Os primeiros isolados de VRE

surgiram cerca de 15 anos apés a introdugcdo da vancomicina na clinica, na

Europa e nos Estados Unidos. No Brasil, o primeiro relato de VRE ocorreu em

Curitiba, no Estado do Paranad (DALLA-COSTA et al., 1998). Desde entéao,

linhagens de enterococos desse fenoétipo tém sido isoladas de diferentes fontes

(D’AZEVEDQO; DIAS; TEIXEIRA, 2006; NACHTIGALL et al., 2013).
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First description of Conjugal Enterococcus genus E. faecium E. faecalis
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FIGURA 1. Linha do tempo de eventos relevantes na historia dos enterococos
como patégenos humanos (retdngulos azuis), aparecimento de resisténcia a
antibiéticos (retangulos verdes) e utilizagdo clinica de antibidticos (retangulos
vermelhos).

A linha do tempo comeg¢a em 1899, com a primeira descrigdo formal de enterococos. A
linha salta para 1964, para a primeira descricdo da transferéncia de resisténcia ao
cloranfenicol, apenas 15 anos ap0s sua introdugdo clinica. Histérias semelhantes
ocorreram para aminoglicosideos e glicopeptideos. Desde o final dos anos 1980, a
prevaléncia de E. faecium resistente a vancomicina tem aumentado, assim como a
porcentagem geral de IRAS. A resisténcia aos mais novos antibidticos introduzidos,
linezolida e daptomicina, emergiu muito rapidamente apos a introducgédo clinica, mas a
maioria dos enterococos ainda permanece suscetivel.

Fonte: Garcia-Solache e Rice (2019, p. 5).
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1.6.6 Bacteriocinas

O uso desordenado de antibidticos em varios ecossistemas tem sido
responsavel pela retencdo e pela expansdo do numero e da diversidade de
micro-organismos resistentes a antibidticos. O numero de mortes causadas por
infeccbes aumentou em todo o mundo, afetou a vida selvagem e tem trazido
altos custos a economia global. Nesse contexto, novas estratégias para o
tratamento de infec¢Bes causadas por micro-organismos multirresistentes tém
sido investigadas (OKUDA et al., 2013; DISCHINGER; CHIPALU; BIERBAUM,
2014; YANG et al., 2014). Isso inclui compostos derivados de plantas,
bacteriéfagos e lisinas de fagos, terapias baseadas em RNA, probioticos e
bacteriocinas de diferentes fontes (COTTER; ROSS; HILL, 2013;
HASHEMPOUR-BALTORK et al., 2019; FRAZZON; MANN; FRAZZON, 2019).

As bacteriocinas sao peptideos catibnicos produzidos por muitas
espécies de bactérias. Esses compostos antimicrobianos sdo ativos contra
outras bactérias, sendo que a bactéria produtora possui um mecanismo de
imunidade contra essa substancia (COTTER; ROSS; HILL, 2013; KAUR; KAUR,
2015). As bacteriocinas variam em relacdo ao seu modo de acéo, espectro de
atividade (restrito ou amplo), massa molecular, propriedades bioquimicas e
origem genética (CHEN; HOOVER, 2003; GALVEZ et al., 2008; NES; DIEP; IKE,
2014).

A primeira bacteriocina descoberta foi a colicina, isolada a partir de
Escherichia coli por André Gratia em 1925 (GRATIA, 1925). Desde entédo, foram
identificadas varias outras bacteriocinas de diversas espécies bacterianas

encontradas em ambientes diversos (NES; DIEP; IKE, 2014; KAUR; KAUR,
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2015). As bacteriocinas produzidas por espécies de enterococos sao
comumente chamadas de enterocinas. Essas séo, geralmente, ativas contra
outros Enterococcus spp. e alguns géneros bacterianos, tais como Clostridium,
Staphylococcus, Lactobacillus e Listeria (NES; DIEP; IKE, 2014).

Vérias enterocinas de diferentes espécies tém sido caraterizadas a
partir de diversas fontes, como alimentos, lixo, fezes e TGI de humanos e outros
animais (TODOROV et al., 2005; NES; DIEP; IKE, 2014). A maior parte dessas
enterocinas € proveniente de E. faecium e E. faecalis, mas esses peptideos
também sdo isolados de E. mundtii, E. avium, E. hirae e E. durans (NES; DIEP;

IKE, 2014; CAVICCHIOLI et al., 2018).

1.6.6.1 Classificacéo das enterocinas

Diversas classificacdes para bacteriocinas ja foram propostas (HENG
et al. 2007; COTTER; ROSS; HILL, 2013) e alguns esquemas especificos de
classificacdo para bactérias acido-lacticas (NES; DIEP; IKE, 2014; PEREZ;
ZENDO; SONOMOTO, 2014; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016). Os enterococos,
por serem bactérias &cido-laticas, enquadram-se nesses sistemas. Nessa
classificacdo, duas classes maiores de peptideos antimicrobianos, sintetizados
ribossomicamente e termoestaveis, estdo bem definidas para enterococos:
Classe | (constituem os lantibioticos) e Classe Il (peptideos ndo modificados e

nao lantibiéticos).
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1.6.6.1.1 Classe I: Lantibi6ticos

Os lantibidticos possuem o aminoacido lantionina (Lan) na sua
estrutura. Esse grupo é raramente encontrado em enterococos. Apenas dois
lantibidticos foram purificados e caracterizados geneticamente nesse género,
ambos de E. faecalis: a citolisina e a enterocina W (BOOTH et al., 1996; SAWA
et al., 2012).

A citolisina (hemolisina) exerce uma atividade antimicrobiana contra
um largo espectro de bactérias Gram-positivas, mas também é uma substancia
antagonista de certas células eucarioticas, tais como eritrocitos de diferentes
animais, células da retina, leucdcitos polimorfonucleados e células epiteliais
intestinais humanas. O segundo lantibiético caracterizado em enterococos € a
enterocina W, composta por dois peptideos (Wa e W) e também ativa contra

varias bactérias Gram-positivas (NES; DIEP; IKE, 2014).

1.6.6.1.2 Classe II: Peptideos ndo modificados e néo lantibioticos

A classe Il compreende um grupo diverso de bacteriocinas cuja
classificacdo ainda estd em discussdo. Esse grupo € dividido em quatro
subclasses: lla (enterocinas tipo pediocina e anti-Listeria), llb (bacteriocinas com
dois peptideos), bacteriocinas leaderless e bacteriocinas circulares (NES; DIEP;
IKE, 2014). As bacteriocinas da subclasse lla (enterocinas tipo pediocina e anti-
Listeria) sdo as mais abundantes entre as produzidas por espécies de
enterococos. Essas bacteriocinas apresentam duas cisteinas na sequéncia

consenso N-terminal, formando uma ponte disulfeto que é pré-requisito para a
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atividade microbiana. Essas enterocinas sdo de interesse particular porque
inibem fortemente o crescimento de L. monocytogenes e Enterococcus spp.
Segundo Nes, Diep e lke (2014), treze bacteriocinas dessa subclasse foram
isoladas e caracterizadas em diferentes espécies de enterococos. E. faecium é
a espécie mais frequentemente produtora dessas bacteriocinas (enterocina A,
enterocina P, bacteriocina GM-1, bacteriocina T8, bacteriocina RC714,
bacteriocina 43), seguida por E. faecalis (bacteriocina 31, enterocina SE-K4,
enterocina MC4-1), E. mundtii (munditicina KS, enterocina CRL-35, munditicina
QU2), E. hirae (hiracina JM79), E. avium (avicina A) e E. durans (duracina GL).

As bacteriocinas da classe Ilb sdo compostas por dois peptideos que
ndo apresentam sequéncias idénticas. Entretanto, as duas modleculas séo
necessarias para haver atividade antimicrobiana. Em alguns casos, os peptideos
individuais mostram alguma atividade antimicrobiana, mas esta é muito menor
quando comparada com a atividade combinada de ambos os peptideos em
concentracdo molar equivalente. Trés importantes bacteriocinas pertencem a
classe llb: enterocina C (composta pelos peptideos C1 e C2), enterocina 1071
(composta pelos peptideos A e B) e enterocina X (composta pelos peptideos alfa
(EntXa) e beta (EntXg)) (NES; DIEP; IKE, 2014).

Em contrapartida, os peptideos das bacteriocinas leaderless
apresentam sequéncias praticamente idénticas, e os peptideos individuais séo
capazes de exercer atividade antimicrobiana significativa (NES; DIEP; IKE,
2014). J4 as bacteriocinas circulares ndo sdo muito encontradas entre as
bactérias acido-laticas. A enterocina AS-48 foi originalmente isolada a partir de

E. faecalis, e a sua genética tem sido estudada em grande detalhe, além das
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caracteristicas bioguimicas, estrutura e modo de acao (ALVAREZ-SIEIRO et al.,

2016).

1.6.6.2 Aplicacdes biotecnolédgicas

As bacteriocinas produzidas por enterococos tém apresentado grande
potencial para utilizacdo na inddstria de alimentos, seja como biopreservantes
ou como probidticos. Por outro lado, hd poucos estudos voltados para sua
aplicacé@o na area da saude, como potenciais moléculas antibidticas ou agentes

antitumorais.

1.6.6.3 Tecnologia de alimentos

Os enterococos sao comumente utilizados na industria de alimentos,
uma vez que sao capazes de produzir uma série de substancias, incluindo acido
latico, perdxido de hidrogénio, diacetil e outros acidos orgéanicos. Dessa forma,
essas bactérias representam uma importante ferramenta na tecnologia de
producéo de alimentos fermentados (GIRAFFA, 2002; FRANZ et al., 2003).

A necessidade de se obterem alimentos de forma segura e livre de
xenobidticos tem sido amplamente reconhecida. Nesse sentido, o estudo das
bacteriocinas produzidas por enterococos tem atraido também grande interesse,
nos ultimos anos, pelo seu potencial como biopreservantes na industria de
alimentos. Algumas espécies de enterococos tém sido identificadas como

produtoras de enterocinas que inibem bactérias deteriorantes de alimentos e
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patogénicas, tails como L. monocytogenes, S. aureus, Vibrio cholerae,
Clostridium spp. e Bacillus spp. (GIRAFFA, 2003).

As bacteriocinas podem ser adicionadas como preparacdes ex situ ou
ser produzidas por cepas bacteriocinogénicas in situ, ou seja, no proprio
alimento. Preparagbes de bacteriocina ex situ podem encontrar muitas
aplicacdes, como, por exemplo, desenvolvimento de embalagens alimentares
bioativas. Em alguns casos, a eficacia de bacteriocinas em sistemas alimentares
€ aparentemente limitada, com apenas uma reducéo parcial da carga microbiana
ou inibicdo do crescimento das bactérias. No entanto, isso ja pode ser suficiente
para prolongar o tempo de conservacao de alimentos, sem comprometer as suas
propriedades organolépticas, como no caso de bactérias deteriorantes de
alimentos (GALVEZ et al., 2008).

Embora a maioria dos estudos tenham sido dedicados a preservacéo
de produtos lacteos e carnes, as enterocinas também oferecem um grande
potencial de preservacdo para outros alimentos (GALVEZ et al.,, 2008;
SETTANNI; CORSETTI, 2008). Laukova e Czikkova (1999) verificaram que a
enterocina CCM 4231 apresentava a¢ao bactericida contra L. monocytogenes e
efeito bacteriostatico contra S. aureus em leite de soja. De outra forma, a
enterocina AS-48 tem sido usada em sucos de cidra, frutas e vegetais para a
inibicdo e o controle de estruturas esporulantes de bactérias deteriorantes como
Bacillus licheniformis, L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus e B. coagulans
presentes nesses alimentos. Por sua vez, a enterocina EJ97 apresenta um
potencial para preservar alimentos contaminados por isolados de Bacillus

macroides e Bacillus maroccanus (SETTANNI; CORSETTI, 2008).
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1.6.6.4 Probibticos

Na natureza, as bactérias sdo encontradas em todos os lugares e,
com a disponibilidade de nutrientes, sédo capazes de colonizar novos habitats,
incluindo o trato gastrointestinal. Os estudos tém mostrado que a microbiota do
TGI tem uma grande influéncia sobre os processos nutricionais, fisioldgicos,
imunoldgicos e metabdlicos do hospedeiro. Os micro-organismos possuem um
papel significativo na obtencdo de energia, no metabolismo de gorduras, na
secrecao e na sintese de nutrientes, vitaminas e aminoacidos (FRANZ et al.,
2011).

Nesse sentido, as bactérias tém um papel fundamental na saude do
hospedeiro, uma vez que a microbiota nativa suprime a colonizagéo de bactérias
invasoras patogénicas. Dessa forma, muitos géneros bacterianos podem trazer
efeitos benéficos, tais como os Lactobacillus, Bifidobacterium e os Enterococcus
(probidticos), ou efeitos prejudiciais a saude, como as infec¢des por Salmonella
e Escherichia coli que acarretam gastos energéticos dispendiosos para o
sistema imunitario do hospedeiro, podendo atrasar seu
crescimento/desenvolvimento (GIRAFFA, 2003; SOLER et al., 2010; CAMPOS
et al.,, 2013). Sob essa perspectiva, muitos enterococos isolados a partir de
diferentes fontes vém sendo utilizados como probidticos, contribuindo para o
balanco microbiano do TGl e para o tratamento de gastroenterites em humanos
e animais (FRANZ et al., 2011; YANG et al., 2014; LAUKOVA; KANDRICAKOVA;

SCERBOVA, 2015; GHOMRASSI et al., 2016).
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1.6.6.5 Potenciais agentes anticancer

O céancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade
em todo o mundo. Sob condi¢gbes normais, a renovacao celular e a morte celular
se mantém em equilibrio no organismo. Todavia, devido a fatores ambientais ou
mutacdes genéticas herdadas, algumas células param de responder aos
mecanismos de controle de crescimento normais e ddo origem a clones de
células que se expandem consideravelmente, produzindo um tumor ou neoplasia
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; KAUR; KAUR, 2015).

Alguns estudos de revisao tém reportado o potencial terapéutico das
bacteriocinas contra varios tipos de céanceres (KAUR; KAUR, 2015). A
citotoxicidade das bacteriocinas para células cancerigenas € seletiva. Os
mecanismos de acdo ainda ndo estdo muito claros; entretanto, alguns fatores
gue parecem contribuir para a atividade das bacteriocinas vém sendo relatados.
A membrana das células cancerigenas é conhecida por apresentar,
predominantemente, carga negativa, devido aos altos niveis de fosfatidilserina
anibnica, mucinas O-glicosiladas, sulfatos de heparina e gangliosideos sialilados
(UTSUGI et al., 1991; SCHWEIZER, 2009; RIEDL et al., 2011). As bacteriocinas,
por outro lado, sdo peptideos catidnicos por natureza e, portanto, ligam-se,
preferencialmente, a membrana celular carregada negativamente das células
cancerosas, quando comparadas com as membranas celulares das células
normais, que apresentam carga neutra (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008).
Além disso, as células com cancer apresentam maior fluidez na membrana em

comparacdo com as células normais. Isso favorece a desestabilizagdo de

membrana, o que também colabora para a ligacdo de bacteriocinas as células
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cancerosas (SOK; SENTJURC; SCHARA, 1999). Nao obstante, as membranas
de células cancerosas contém um nudmero significativamente maior de
microvilosidades em comparacdo com as células normais (CHAUDHARY;
MUNSHI, 1995), resultando na ligacdo de um numero maior de peptideos
antimicrobianos nessas células (CHAN et al., 1998).

Microcin E492 (M-E492) é uma bacteriocina de baixa massa
molecular (7.887 Da) que é secretada por Klebsiella pneumoniae RYC492. Essa
bacteriocina € conhecida por ter atividade antimicrobiana potente contra
bactérias patogénicas, tais como E. coli, Klebsiella, Salmonella, Citrobacter e
Enterobacter (LORENZO, 1984). A M-E492 atua com a formacao de poros na
membrana celular de células-alvo, interrompendo o potencial de membrana
celular (LORENZO; PUGSLEY, 1985; LAGOS et al., 2009). Além disso, a M-
E492 tem uma estrutura modular, e cada médulo tem uma funcao especifica. A
regido N-terminal é o modulo responsavel pela atividade antibacteriana,
enquanto a C-terminal € necesséria para o reconhecimento do receptor.

O efeito toxico de M-E492 foi avaliado contra varias linhas de células
humanas malignas, tais como a linhagem HelLa (adenocarcinoma cervical
humano), Jurkat (células T derivadas de leucemia aguda), RJ2.25 (uma variante
de linfoma de Burkitt) e células de carcinoma de colo retal. Por outro lado, ndo
foi observado efeito contra células normais de medula 6ssea, esplendcitos, KG-
1, células de tonsilas humanas e macrofagos derivados de células ndo tumorais

(HETZ; BONO; BARROS, 2002).
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1.6.6.6 Potenciais agentes antibiéticos

Moléculas alternativas para o tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias multirresistentes e virus tém despertado o interesse de diversos grupos
de pesquisa (TODOROV et al.,, 2005; OKUDA et al., 2013; DISCHINGER;
CHIPALU; BIERBAUM, 2014; YANG et al., 2014; CAVICCHIOLI et al., 2018). As
bacteriocinas tém muitas propriedades e caracteristicas que sugerem que elas
possam ser uma alternativa viavel para o tratamento de doencgas infecciosas, tais
como a baixa toxicidade, disponibilidade de peptideos de amplo/restrito
espectro, possibilidade de producdo in situ por linhagens probiéticas. Esses
peptideos podem ser sintetizados ou expressados utilizando vetores de
expressdo (BASANTA et al.,, 2010; COTTER; ROSS; HILL, 2013; PEREZ;
ZENDO; SONOMOTO, 2014).

O potencial das bacteriocinas contra importantes patégenos clinicos
varia de acordo com a subclasse dos peptideos. Em geral, a classe | de
bacteriocinas (lantibioticos) € mais ativa contra bactérias Gram-positivas, tais
como Streptococcus pneumoniae, S. aureus (incluindo os S. aureus resistentes
a meticilina — MRSA), enterococos resistentes a vancomicina (VRE), Clostridium
difficile, entre outras espécies (COTTER; ROSS; HILL, 2013). Ha& muitas
bacteriocinas da classe Il com potencial atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes, principalmente as bacteriocinas da classe lla (COTTER; ROSS;
HILL, 2013). Além disso, outras bacteriocinas da classe Il, como a AS-48
(bacteriocina circular), apresentam atividade antimicrobiana contra isolados
ambientais. Entretanto, sua atividade ainda nao foi investigada contra isolados

clinicos (COTTER; ROSS; HILL, 2013).
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Wachsman et al. (1999) foram os primeiros a descrever um peptideo
antiviral (enterocina CRL35) produzido por cepas de E. faecium. A enterocina
CRL35 inibiu as fases tardias do ciclo de multiplicacdo do HSV-1 e do HSV-2
(WACHSMAN et al., 2003). Mais tarde, Todorov et al. (2005) revelaram que uma
cepa de E. mundtii ST4V, isolada a partir de sementes de soja, produzia um
peptideo antibacteriano ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
incluindo E. faecalis, Streptococcus spp., S. pneumoniae e S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Além disso, Todorov et al.
(2005) verificaram também que o peptideo inativava os virus Herpes simplex
HSV-1 (linhagem F) e HSV-2 (estirpe G), um virus da poliomielite (PV3, a estirpe
Sabin) e um virus do sarampo (estirpe MV/BRASIL/001/91, uma cepa atenuada
de VM). O mecanismo envolvido na atividade antiviral ndo foi bem esclarecido
no trabalho, mas os autores sugerem que possa estar relacionado a agregacao
de particulas de virus ou ao bloqueio dos seus sitios receptores (TODOROV et
al., 2005).

Estudos demonstraram, ainda, que as bacteriocinas poderiam ter sua
atividade melhorada a partir da combinacdo com outros agentes
antimicrobianos. A nisina mostrou atividade sinérgica com o0s antibioticos
polimixina E e claritromicina contra isolados de Pseudomonas aeruginosa, e a
enterocina CRL35 apresentou maior atividade contra isolados de L.
monocytogenes quando combinada com outros antibiéticos (GIACOMETTI et al.,
2000; SALVUCCI et al., 2010; COTTER; ROSS; HILL, 2013).

Outrossim, devido a possibilidade de acéo especifica para um micro-
organismo-alvo, as bacteriocinas se tornam menos prejudiciais para a microbiota

do TGI do hospedeiro. Essa é uma das principais vantagens frente ao uso de
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antibioticos convencionais (COTTER; ROSS; HILL, 2013; PEREZ; ZENDO;
SONOMOTO, 2014).

Na busca por novos compostos, 0s ecossistemas marinhos estao
recebendo maior atencdo e tém provado ser uma rica fonte de moléculas
biologicamente ativas que podem ser aplicadas ndo apenas contra bactérias,
mas também contra indmeras doencas, como cancer, disturbios do sistema
imunoldgico, virus e fungos (DEMAYO, 2016; BREDHOLDT et al., 2017; VADEN
et al., 2017). As estratégias de investigacdo estao sendo diversificadas, desde
as abordagens classicas de triagem in vitro, que séo laboriosas e demoradas,
até as abordagens de sequenciamento, que fornecem acesso a muitos clusters
de genes aparentemente silenciosos que podem ser identificados por inspecéo
in silico de dados genbmicos e metagendmicos (HEIDELBERG; GILBERT;
JOINT, 2010; ZHANG et al.,, 2017; GREGORY et al.,, 2019). Uma grande
variedade de novos agrupamentos de genes que codificam potenciais
lantibiéticos ndo caracterizados, tiopeptideos, linardinas, glicocinas,
bacteriocinas cianobacterianas e bacteriocinas de classe Il tem sido descoberta
pela analise in silico, representando novas possibilidades para o
desenvolvimento de farmacos (ZHAO et al., 2011; COTTER; ROSS; HILL, 2013;
NEWMAN, 2017).

Sob essa perspectiva, a diversidade biolégica fornecida pelo ambiente
marinho expande as possibilidades de novos compostos. O potencial genético
dos enterococos para produzir bacteriocinas pode ser determinado por meio de
screening gendmico. Tendo em vista a necessidade urgente de solucdes para o
crescente numero de infec¢cdes causadas por bactérias resistentes a antibioticos,

essas abordagens em larga escala podem contribuir para a investigacédo e a
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elucidagdo mais eficientes de novos antibidticos naturais para uso animal e

humano.

1.7 Pipelines para anélise de dados gendmicos

O numero de estudos gendbmicos de procariotos tem aumentado
consideravelmente com a expanséo das tecnologias de sequenciamento de DNA
e a diminuicdo no custo dos métodos. Entretanto, trabalhar com uma grande
quantidade de dados ainda € um grande desafio para os pesquisadores.

Nessa direcdo, o desenvolvimento de software para auxiliar nas
analises, na apresentagao e na discussao dos dados biolégicos tem se tornado
cada vez mais importante (OLSHANNIKOVA et al.,, 2015). Pipelines que
integrem diferentes ferramentas, que possibilitem a andlise de um conjunto
extenso de dados, tém se mostrado extremamente Uteis para facilitar e reduzir o
tempo empregado nas andlises gendmicas. Além disso, o conjunto de dados
pode ser facilmente observado quando representado graficamente. Sob essa
prerpectiva, estudos tém enfatizado a importancia de se destacarem e
relacionarem de forma ilustrativa e automatizada dados in silico, visto que esses
dados sao comumente gerados como planilhas de texto e as anotagdes séo
feitas manualmente (ROBERT, 2007; KRZYWINSKI et al., 2014). Portanto, a
organizagao espacial e visual dos dados permite realizar de forma mais eficiente
as analises para tomada de decisao ou para obterem-se informagdes que seriam
imperceptiveis se esses dados estivessem apenas no formato de planilha.

Nesse contexto, algumas ferramentas tém sido muito utilizadas para

gerar graficos circulares a partir de dados genémicos. Todavia, necessitam ser
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configuradas de forma pouco amigavel, como, por exemplo, o Circos
(KRZYWINSKI et al., 2009), ou dependem da instalagdo de ferramentas de
apoio, como o BRIG (ALIKHAN et al., 2011). O BRIG gera as figuras apos a
comparagao entre um alinhamento de sequéncias utilizando-se o BLAST, que
precisa estar instalado e configurado corretamente. Além disso, ferramentas que
possam gerar imagens automaticamente em ambiente web e que sejam
relacionadas com representacao de elementos de plasticidade gendémica fazem
parte da apresentacao dos resultados de algumas plataformas de analise, como
nos casos do Phaster (ARNDT et al., 2016) e do IslandViewer4 (BERTELLI et
al., 2017). Entretanto, ndo ha ferramentas que integrem os dados de varias
analises em uma unica imagem, o que refor¢a a importancia de investirmos no
desenvolvimento de mais ferramentas para representacdo de analises
genOGmicas de procariotos por meio de figuras com referéncias posicionais
completas e autoexplicativas.

No contexto atual, o grande volume de dados bioldgicos resultantes
de analises gendbmicas ainda requer tratamento e elaboragao de objetos graficos
representativos; contudo, continua sendo uma grande dificuldade no ambito das
pesquisas cientificas. A capacidade de tratamento desses dados e de criagao de
imagens que exponham os resultados de forma didatica e atrativa ndo € algo
facil, uma vez que requer conhecimento especifico de tecnologia da informacao,
pratica em configuragédo de ferramentas por meio de interfaces por terminais de
linhas de comando ou, ainda, a configuragdo de parametros gravados em
arquivos de texto. Diante disso, destaca-se a necessidade de construgao de mais
ferramentas de cédigo aberto, de integragao facilitada e que sejam capazes de,

a partir de resultados gerados de analise gendbmica comparativa, construir
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visualizagdes integrativas que reunam diferentes analises numa mesma

representacgao grafica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi verificar a diversidade genética, a
presenca de determinantes de viruléncia e resisténcia, elementos genéticos
moveis e genes que codificam moléculas bioativas em genomas de bactérias do
género Enterococcus spp. associadas a microbiota de animais marinhos

selvagens.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar um grupo representativo de bactérias pertencentes ao
género Enterococcus, a partir de uma colecao proveniente de fezes
de animais marinhos selvagens recuperados no Litoral Norte do Rio
Grande do Sul, Brasil;

e Sequenciar o genoma completo dos Enterococcus spp. selecionados;

e Realizar a montagem, a anotacdo e o0 depoésito dos genomas
bacterianos sequenciados;

e Realizar a confirmacao das espécies bacterianas;

e Determinar o resistoma e o viruloma das linhagens de enterococos de
animais marinhos selvagens em estudo;

e Verificar a presenca de elementos méveis associados a viruléncia e a

plasticidade gendmica no genoma dessas bactérias;
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Identificar, nos Enterococcus spp. de animais marinhos, a presenca
de clusters de genes precursores de moléculas bioativas;
Caracterizar in silico potenciais enterococos probiéticos;

Realizar estudos de gendmica comparativa e filogenbmica para
melhor compreender a histdria evolutiva de linhagens marinhas de
Enterococcus e sua relacdo com linhagens de importancia clinica;
Desenvolver ferramentas de bioinformética aplicadas a

caracterizacdo gendémica de enterococos.
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3 METODOLOGIA

Os materiais e os métodos utilizados nesta pesquisa estdo descritos
nos artigos cientificos (1, 2, 3 e 4) apresentados na secdo de resultados deste

trabalho.
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4 RESULTADOS

Conforme as normas para elaboragéo de teses do Programa de Pos-
Graduagao em Biociéncias da UFCSPA, os resultados obtidos neste estudo
serao apresentados na forma de artigos cientificos, redigidos em inglés e
formatados de acordo com as normas das revistas as quais serdo submetidos

para publicagéo.
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4.1. Enterococos de pinguins-de-Magalhaes selvagens (Spheniscus
magellanicus) fornecem um indicador sensivel da saude do

ecossistema marinho e do impacto humano

Artigo 1 — Enterococci from wild Magellanic penguins (Spheniscus magellanicus)

provides a sensitive indicator of marine ecosystem health and human impact

Periédico escolhido para submissao:

mBio (ISSN: 2150-7511)

indice de impacto:

6.747 (2018-2019)

Qualis CAPES (Ciéncias Biolégicas I):

Al

Normas para submissao:

O manuscrito foi redigido de acordo com as orientagbes e as normas
disponibilizadas pelo periédico para a categoria de artigos originais de pesquisa
(Research Article), disponiveis no seguinte endereco:

https://mbio.asm.org/sites/default/files/additional-assets/mbio-ITA.pdf.


https://mbio.asm.org/sites/default/files/additional-assets/mbio-ITA.pdf
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4.2 Minerag&o de genomas de enterococos associados a animais
marinhos selvagens por compostos antimicrobianos

Artigo 2 — Genome mining for antimicrobial compounds in wild marine animals-

associated enterococci

Periédico escolhido para submissao:

Antibiotics (ISSN 2079-6382)

indice de impacto:

2.921 (2018)

Qualis CAPES (Ciéncias Biolégicas I):

Al

Normas para submissao:

O manuscrito sera encaminhado para a edi¢do especial Marine Antimicrobials
(https:/iwww.mdpi.com/journal/antibiotics/special_issues/Marine_Antimicrobials
_Antibiotics) e foi redigido de acordo com as orientacdes e as normas
disponibilizadas pelo periodico para a categoria de artigos originais de pesquisa
(Original Research Manuscript), disponiveis no seguinte endereco:

https://www.mdpi.com/journal/antibiotics/instructions).


https://www.mdpi.com/journal/antibiotics/special_issues/Marine_Antimicrobials_Antibiotics
https://www.mdpi.com/journal/antibiotics/special_issues/Marine_Antimicrobials_Antibiotics
https://www.mdpi.com/journal/antibiotics/instructions
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4.3 JAMIRA: um pipeline reprodutivel e escalavel para analise genémica de

procariotos

Artigo 3 — JAMIRA: a reproducible and scalable pipeline for genomic analysis of

prokaryotes

Periédico escolhido para submissao:

Bioinformatics (ISSN 1460-2059)

indice de impacto:

4.531 (2018)

Qualis CAPES (Ciéncias Biolégicas I):

Al

Normas para submissao:

O manuscrito foi redigido de acordo com as orientacbes e as normas
disponibilizadas pelo peridédico para a categoria de artigos “Application Notes”,
disponiveis no seguinte enderego:

https://academic.oup.com/bioinformatics/pages/instructions_for_authors.


https://academic.oup.com/bioinformatics/pages/instructions_for_authors
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4.4 Uma ferramenta simples para visualizagcao posicional dos resultados
gerados pelas plataformas de anélise genémica comparativa de

procariotos

Artigo 4 — A simple tool for positional view of results generated by comparative

genomic analysis platforms of prokaryotes

Periédico escolhido para submissao:

Bioinformatics (ISSN 1460-2059)

indice de impacto:

4.531 (2018)

Qualis CAPES (Ciéncias Biologicas I):

Al

Normas para submisséo:

O manuscrito foi redigido de acordo com as orientacbes e normas
disponibilizadas pelo peridédico para a categoria de artigos “Application Notes”,
disponiveis no seguinte endereco:

https://academic.oup.com/bioinformatics/pages/instructions_for_authors.
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5 DISCUSSAO

O ambiente marinho apresenta uma grande diversidade de espécies,
macro e microscopicas, que prestam servicos ecossistémicos de relevancia
ambiental e que apresentam alto potencial de abrigar fontes de novos compostos
biativos. Contudo, h& evidéncias extensas de que o impacto antropico e a
poluicdo vém afetando e gerando riscos as populacdes desses ambientes
naturais.

Nesse sentido, estudos vém sendo desenvolvidos para entender a
microbiota presente nas espécies marinhas selvagens, e agentes biol6gicos
isolados a partir desses animais vém sendo utilizados como indicadores da
saude animal e de perturbacdes do ecossistema marinho (JOHNSON; NOLAN;
GULLAND, 1998, THORNTON; NOLAN; GULLAND, 1998; LISLE et al., 2004,
LOCKWOOD; CHOVAN; GAYDOS, 2006,; RAHMAN et al., 2015; GUASS et al.,
2016; MEDEIROS et al., 2016). Além disso, as bactérias encontradas no trato
gastrointestinal dos animais tém sido relacionadas a complexos clonais
virulentos e até mesmo conhecidos mundialmente por surtos hospitalares,
constituindo, assim, um potencial risco a saude de animais marinhos, de
humanos e/ou ao ambiente marinho em geral (ROSE et al., 2009; STEWART et
al. 2014; DUFF et al., 2016; MARCELINO et al., 2019).

Apesar das dificuldades em se obterem amostras de espécies
marinhas, em decorréncia dos habitos migratorios desses animais e da
dificuldade inerente de se acessar esses ambientes, estudos envolvendo o
género Enterococcus associados a espécies marinhas selvagens tém sido

realizados (BARROS et al., 2011, MARINHO et al., 2013; SANTESTEVAN et al.,
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2015, PRICHULA et al., 2016a; MEDEIROS et al., 2017; COMERLATO et al.,
2016; GHOMRASSI et al., 2016). Alguns estudos tém identificado genes de
resisténcia antimicrobiana e viruléncia em enterococos, por meio de
metodologias convencionais, tais como a associacdo de testes fenotipicos e
PCR gene-especificos, a fim de inferir sobre a viruléncia dessas bactérias
(BARROS et al., 2011, MARINHO et al., 2013; SANTESTEVAN et al., 2015,
PRICHULA et al., 2016a).

Com a crescente evolucao dos métodos de sequenciamento, estudos
envolvendo gendmica comparativa e filogendmica tém revelado informagdes
acerca da organizacao do genoma do género Enterococcus, permitindo elucidar
melhor linhagens comensais e virulentas (LEBRETON et al., 2013; RAVEN et
al., 2016a; LEBRETON et al., 2017; BONACINA et al., 2017; BEUCKERS et al.,
2017). Apesar do crescente aumento no niumero de genomas de enterococos
disponiveis (~ 3.763), ha apenas dez genomas oriundos de ecossistemas
marinhos disponiveis em bancos de dados publicos. Destes dez genomas, cinco
pertencem a espécie E. faecalis, sendo um genoma completo
(GCA_003345275.1) e qguatro incompletos (GCA_000320305.1;
GCA_000505585.1; GCA_001400055.1 e GCA_001400065.1), quatro
pertencem a espécie E. faecium (GCA_002141115.1; GCA _002140375.1;
GCA_002233655.1 e GCA _002140315.1) e apenas um a especie E.
aguamarinus (GCA_001885765.1). Dos genomas depositados, apenas dois
foram caracterizados em trabalhos publicados (SPENCE et al., 2014; PRICHULA
et al., 2016b). Spence et al. (2014) elucidaram o genoma de E. faecalis (PF3)
isolado de fezes de pinguim-de-Adélia (Pygoscelis adeliae) da ilha de Warriner,

na Antartica. O estudo revelou que o genoma apresentava uma ilha de
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patogenicidade, varias sequéncias de plasmideos e trés CRISPRs. Em um
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, foi relatado um isolado de E.
faecalis (P8-1) proveniente de fezes de pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus
magellanicus) apresentando sequéncias de fagos, bacteriocinas e dois CRISPRs
no genoma (PRICHULA et al., 2016b).

Sob essa perspectiva, 0 presente estudo contribuir com mais
informagdes sobre enterococos oriundos de animais marinhos selvagens. Com
base na analise de informacdes obtidas de 27 genomas de enterococos
associados a aves, répteis e mamiferos, buscou-se investigar a diversidade
genética dessas bactérias, bem como identificar novas caracteristicas, tais como
elementos genéticos méveis e genes codificantes de moléculas bioativas que
possam ter papel importante para a adaptacdo dessas bactérias no TGl de
vertebrados marinhos, assim como demonstrar o nivel de impacto antrépico e a
influéncia de linhagens patogénicas nesse habitat.

No primeiro artigo cientifico apresentado neste trabalho, foram
avaliadas a relacé@o genética e a presenca de caracteristicas de viruléncia entre
172 enterococos isolados a partir fezes de pinguins-de-Magalhdes selvagens
encontrados na costa brasileira. Dezessete perfis clonais foram identificados por
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), cinco perfis clonais diferentes
para E. faecalis (n = 74), seis para E. faecium (n = 58), cinco para E. hirae (n =
22) e um para E. mundtii (n = 18). Um tnico grupo de linhagens (L3) de E. faecalis
foi obtido de trés pinguins diferentes, enquanto a maioria dos enterococos de
pinguins representava um unico perfil PFGE. Poucos determinantes de viruléncia

foram encontrados entre as diferentes espécies de enterococos.
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Os genomas dos principais perfis de grupos de linhagens de E.
faecalis foram sequenciados e comparados filogeneticamente com 51 E. faecalis
recuperados de diversas origens nos ultimos 100 anos. Como resultado,
verificou-se que os E. faecalis ndo estavam intimamente relacionados aos
isolados clinicos e ndo carreavam potenciais determinantes de viruléncia,
sugerindo que essas linhagens possam ser endémicas do ambiente colonizado
pelos pinguins. Nossas descobertas também revelam a presenca de plasmideos
em diferentes linhagens de E. faecalis, pressupondo que esses genomas
acessorios possam ser um recurso para melhorar a aptiddo e a adaptacédo ao
ambiente marinho. Por fim, o estudo propde que essas linhagens que
representam a diversidade natural de E. faecalis em pinguins continuem sendo
monitoradas, a fim de verificar-se possivel relacdo com as linhagens adaptadas
ao ambiente hospitalar, utilizando como indicadores sensiveis da saude do
ecossistema marinho e do nivel de impacto humano.

A diversidade bioldgica fornecida pelo ambiente marinho expande as
possibilidades de novos compostos. A biotecnologia azul (ou biotecnologia
marinha) é uma area crescente na investigacao da rica diversidade de moléculas
bioativas produzidas por organismos marinhos com aplicacdes industriais e
terapéuticas (BUONOCORE, 2012; REEN, 2015; DE LA CALLE, 2017; SMITH
et al., 2019). Uma rica fonte de compostos naturais biologicamente ativos
provenientes de esponjas, cianobactérias, fungos, algas e bactérias tem sido
aplicada na medicina humana contra diversas doengas, como cancer, disturbios
do sistema imunitario e infec¢des virais, fungicas e bacterianas (DEBBAB et al.,

2010; BARONE et al., 2014; ROYAL SOCIETY, 2017; ROMANO et al., 2017).
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O segundo artigo cientifico contemplou o estudo de 22 enterococos
recuperados de amostras de fezes de aves, tartarugas e mamiferos marinhos
selvagens, visando avaliar o potencial biotecnolégico dessas espécies a partir
da identificagdo de genes codificantes de moléculas bioativas. Estudos
anteriores destacam que 0S micro-organismos marinhos representam uma
valiosa fonte de moléculas biologicamente ativas que podem refletir o potencial
biossintético desses ecossistemas (DESRIAC et al., 2010; BREDHOLDT et al.,
2007, CHEN; WONG; BURNS, 2019). As facilidades geradas pelos novos
métodos de sequenciamento disponiveis forneceram aos pesquisadores o
acesso a muitos clusters de genes de moléculas bioativas, como, por exemplo,
os codificantes de bacteriocinas, os quais tém sido identificados por meio de
metodologias de triagem in silico de dados gendmicos e metagendmicos
bacterianos (HEIDELBERG; GILBERT,; JOINT, 2010; ZHANG et al., 2017;
GREGORY et al.,, 2019). Uma grande variedade de novos agrupamentos de
genes potencialmente codificantes de lantibiéticos n&o caracterizados,
tiopeptideos, linardinas, glicocinas, bacteriocinas cianobacterianas tem sido
revelada em genomas bacterianos (ZHAO et al., 2011; COTTER; ROSS; HILL,
2012; NEWMAN, 2017).

Nosso estudo forneceu evidéncias da biodiversidade significativa de
clusters codificantes de compostos antimicrobianos presentes em enterococos
isolados de animais marinhos selvagens, incluindo bacteriocinas, terpenos e
NRPS, usando as aplicacdes antiSMASH 5.0 e Bagel4. O potencial terapéutico
de bacteriocinas produzidas por enterococos tem sido relatado na literatura e
compreende atividade contra virus (ERMOLENKO et al., 2018) e diferentes

géneros bacterianos Gram-positivos (Listeria, Clostridium, Staphylococcus,
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Streptococcus e Propionibacterium) e Gram-negativos (Pseudomonas e
Salmonella) (CALY etal., 2017; COTTER; ROSS; HILL, 2013; JENNES; DICKS;
VERWOERD, 2000). As bacteriocinas também foram descritas por
apresentarem atividade antimicrobiana contra bactérias resistentes a
antibiéticos, tais como enterococos resistentes a vancomicina (VRE),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterobacteriaceae
produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) (HANCHI et al.,
2018). As propriedades imunomoduladoras e anticancer das enterocinas séo
outras aplicacdes muito promissoras; entretanto, essas atividades devem ser
mais exploradas (AL-FAKHARANY et al., 2018; ANKAIAH et al., 2018).

Adicionalmente, a andlise do genoma dos enterococos provenientes
de animais marinhos pode revelar potenciais linhagens probidticas. Com a ajuda
desses marcadores gendmicos, linhagens que abrigam genes que codificam
atributos probidticos, como toleréncia a 4cidos e a sais biliares, adesao epitelial
e producéo de bacteriocinas, podem ser identificadas rapidamente, podendo ser
aplicadas na industria de farmacos e alimentos ou usadas como biomarcadores
para selecdo de novos probiéticos (HANCHI et al., 2018). Portanto, nosso estudo
contribui com informacdes para o desenvolvimento futuro de farmacos a base de
moléculas naturais que possam vir a ser utilizadas na saude animal e humana
ou mesmo como aditivos para a preservacao de alimentos.

Ainda neste contexto focado em estudos gendémicos, no terceiro € no
quarto artigos desta tese foram apresentados dois pipelines reprodutiveis e
escalonaveis desenvolvidos para analise de dados gendmicos de procariotos. O
primeiro software (artigo cientifico 3) foi projetado, especificamente, para o

género Enterococcus e combina a predigdo de elementos genéticos méveis e a
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identificacdo de genes de resisténcia e viruléncia que podem estar associados a
adaptacdo de bactérias comensais e clinicas. Com essa estrutura-base
desenvolvida, serd realizada a adaptacao desse pipeline para outros géneros
microbianos, buscando facilitar e agilizar a analise de um grande numero de
genomas, tornando-a fécil e integrando as perspectivas deste trabalho. O
segundo pipeline (artigo cientifico 4) propde outra ferramenta que possibilita a
construgcédo de representagdes graficas para apresentacdo dos resultados de
analise de genomas completos, como os gerados pela primeira ferramenta,
propiciando a apresentacdo e o posicionamento dos elementos de plasticidade
nos genomas procariotos em estudo.

Diante do exposto, neste estudo foram obtidas informacgbes
importantes sobre os genomas de enterococos associados a animais marinhos
selvagens. Estudos em nivel genémico de linhagens pouco conhecidas como
estas sdo pioneiros e contribuem para 0s avan¢os nos conhecimentos na area.
Os dados gerados com este trabalho contribuem em varios aspectos, incluindo
0s ambientais, ecoldgicos e evolutivos, bem como os aplicados a biotecnologia.
Além disso, este trabalho tornara disponiveis duas ferramentas robustas e
escalonaveis que poderdao ser usadas para facilitar o trabalho dos
pesquisadores, auxiliando na automacédo de tarefas, reprodutibilidade e
apresentacao de dados gendmicos como os gerados neste estudo.

Cabe salientar a importancia da realizacdo de mais estudos voltados
para a compreenséao das relacdes entre 0s micro-organismos e os hospedeiros
marinhos, a fim de auxiliar no manejo e na conservagcao das espécies animais

marinhas, assim como de todo o habitat.
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6 CONCLUSAO

Por meio deste trabalho de pesquisa, foi possivel obter informacdes
importantes sobre o genoma de linhagens de Enterococcus spp. associadas a
microbiota intestinal de animais marinhos selvagens. O estudo apresentado
fornece novos conhecimentos a respeito da diversidade genética de enterococos
isolados de espécies marinhas selvagens, com analises que contribuem para a
compreensdo da historia evolutiva desses Enterococcus e sua relacdo com
linhagens clinicamente relevantes. O estudo demonstrou que a presenca de
algumas linhagens resistentes aos antibidticos em espécies marinhas selvagens
pode estar relacionada com as interagbes na cadeia alimentar, os poluentes
aquaticos ou o resistoma ambiental. Isso sugere que Enterococcus isolados de
animais marinhos selvagens podem servir como bioindicadores do ecossistema
marinho e dos impactos antrépicos, podendo ser utilizados como linha de base
importante para futuros estudos de conservacédo e monitoramento.

Além disso, 0s enterococos associados a esses animais podem
representar uma fonte valiosa de novos compostos para aplicacao
biotecnolégica e geracdo de novos farmacos. Demonstraram-se também a
possibilidade e a importancia do desenvolvimento de pipelines robustos e
escalonaveis para a automacao de tarefas na analise de grande volume de
dados gendmicos, assim como para garantir a reprodutibilidade dos dados
gerados pelos pesquisadores, como os obtidos neste trabalho.

Em conclusédo, este estudo contribui de forma robusta para a
compreensao de varios aspectos relacionados as bactérias pertencentes ao

género Enterococcus que colonizam o intestino de animais marinhos, trazendo
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cerca de trés vezes mais informacdes genémicas do que o disponivel em bancos
de dados publicos até o momento. Atualmente, apenas dez genomas de
enterococos marinhos encontram-se disponiveis em bancos publicos, sendo
estes das espécies E. faecalis, E. fecium e um da espécie E. aquamarinus. Com
a concluséo deste estudo, 27 novos genomas serao publicados, contemplando
diversas espécies do género, incluindo E. avium, E. casseliflavus, E. faecalis, E.
fecium, E. hirae e E. munditii. As informagOes obtidas neste estudo serao
importantes para futuros estudos, tanto os voltados para propdsitos ambientais,
ecolégicos e evolutivos como os que tenham por finalidade a bioprospeccédo
voltada para a elucidacdo de novos compostos bioativos e para a identificacao
de potenciais linhagens probidticas. Ademais, os pipelines desenvolvidos
contribuirdo para automatizar a andlise de dados comparativa de genomas
completos, bem como para elucidar mecanismos biolégicos de enterococos

associados a riscos para a saude publica.
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil
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Fundacgéo Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, UFCSPA, Porto Alegre, Brasil

Proficiéncia em Lingua Inglesa. .
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil
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Escola Estadual Técnica José Cafiellas, EETJC, Frederico Westphalen, Brasil

Atuacao profissional

1. Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre - UFCSPA

Vinculo
institucional

2019 - Atual Vinculo: Pesquisador colaborador , Enquadramento funcional: Pesquisador colaborador, Regime: Parcial
Qutras informagdes:
Pesquisador colaborador no projeto: Como as larvas de Galleria mellonella séo capazes de degradar
plastico sintético? (Call 02/2018 - Instituto Serrapilheira). Coordenado pela Profa. Dra. Danielle da Silva
Trentin.

2016 - Atual Vinculo: Aluno de Pés-Graduagéo , Enquadramento funcional: Doutorado académico , Carga horaria: 40,
Regime: Integral
Outras informagdes:
Doutorado académico: Enterococcus spp. associados a animais marinhos selvagens: genémica
comparativa, filogenémica e identificagdo de moléculas bioativas com potencial aplicagéo biotecnoldgica.
Orientado pela Profa. Dra. Adriana Seixas.

2010 - Atual Vinculo: Servidor publico , Enquadramento funcional: Técnica de Laboratério , Carga horaria: 40, Regime:
Integral

Atividades
11/2018 - Atual Conselhos, Comissdes e Consultoria, Niicleo de Gestdo Ambiental

Especificagdo:

Responsavel por agdes, projetos e programas de educagdo continuada na UFCSPA, relacionados ao uso
racional de recursos, préticas de sustentabilidade socioambiental e melhorias da qualidade de vida ,
Coordenadora do Nucleo de Gestdo Ambiental

09/2017 - 09/2018 Conselhos, Comissdes e Consultoria, Comisséo de Pés-Graduagéo

Especificagdo:
Representante Discente do Nivel de Doutorado da UFCSPA , Representar o interesse de todos os alunos
de Doutorado da Universidade nas reuniées da Comisséo de Pés-Graduagdo da UFCSPA

02/2010 - Atual Servigo Técnico Especializado, Departamento de Parasitologia e Microbiologia

Especificagéo:
Assessorar nas atividades de ensino, pesquisa e extenséo relacionadas com as areas de Microbiologia e
Biotecnologia na Instituicdo

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Vinculo
institucional

2013 - 2015 Vinculo: Aluno de Pés-Graduagéo , Enquadramento funcional: Mestrado Académico , Carga horaria: 40,
Regime: Integral
Outras informagdes:
Mestrado Académico: Caracterizagéo fenotipica e genotipica de Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de pinguins-de-magalhaes (Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande
do Sul, Brasil. Orientado pela Profa. Dra. Ana Paula Guedes Frazzon.

2012 - Atual Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Pesquisador colaborador , Carga horaria: 20, Regime:
Parcial
Outras informagdes:
Pesquisador colaborador no projeto: Identificagao dos principais filos bacterianos e isolamento de
Enterococcus spp. a partir de amostras fecais de animais marinhos recuperados no Litoral Norte do Rio
Grande do Sul. Coordenado pela Profa. Dra. Ana Paula Guedes Frazzon.

2010 - 2010 Vinculo: Estagio voluntario , Enquadramento funcional: Iniciagao Cientifica voluntario , Carga horaria: 20,
Regime: Parcial
Outras informagdes:
Estagio extracurricular de Iniciagcdo Cientifica em projeto de pesquisa: Produgéo de etanol (bioetanol) a
partir de residuos lignoceluloliticos da soja e outros residuos agroindustriais. Coordenado pelo Prof. Dr.
Marco Antonio Zachia Ayub.

2007 - 2009 Vinculo: Colaborador , Enquadramento funcional: Bolsista , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Estagio extracurricular de Iniciagéo Cientifica em projeto de pesquisa: Bioconverséo de residuos
agroindustriais em bioprocessos: produgéo de enzimas e outros bioprodutos com aplicagdes
tecnoldgicas.Coordenado pelo Prof. Dr. Marco Antonio Zachia Ayub.

3. SCHMITT'S CERVEJAS ESPECIAIS - SCHMITT'S

Vinculo
institucional

2009 - 2009 Vinculo: Trabalho , Enquadramento funcional: Técnica em Biotecnologia , Carga horaria: 20, Regime:
Parcial
QOutras informagdes:
Auxiliar no controle do processo e da qualidade durante a produgéo da bebida, bem como em atividades
de microbiologia, fisico-quimico e laboratorial. Atividades de produgdo em chao de fabrica. Propor
melhorias e/ou modificagdes em processos produtivos ja existentes.
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Projetos de
pesquisa

2019 - Atual Call 02/2018 - Instituto Serrapilheira - Como as larvas de Galleria mellonella s&o capazes de degradar
plastico sintético?

Descricdo: A eliminagédo de residuos plasticos € uma importante questdo ambiental que a nossa
sociedade enfrenta hoje. Polietileno (PE), presente em sacos plasticos e embalagens, € um material inerte
amplamente resistente a biodegradacgéo e representa uma ameaca ecoldgica crescente para a vida
selvagem terrestre e marinha. A rapida degradagéo de PE em etilenoglicol por larvas de Galleria
mellonella foi relatada em 2017; no entanto, ndo esta claro se a atividade provém das larvas ou da
atividade enzimatica da microbiota. Essa proposta visa entender o processo de degradagéo natural do
plastico por G. mellonella, o que poderia fornecer solugdes para gerenciar o problema desse residuo.
Para responder a essa grande questdo, propomos analises culturais e metagenémicas da microbiota,
analises de transcriptdmica comparativa, purificagéo e caracterizagdo de enzimas larvais e/ou microbiana
e, analises fisico-quimicas do PE para comprovar sua degradagéo

Situagao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Mestrado académico (1);

Integrantes: Janira Prichula; Adriana Seixas; Danielle da Silva Trentin (Responsavel); Gabriel Vieira
Soares; Denise Brentan da Silva

2016 - Atual Doutorado académico: Enterococcus spp. associados a animais marinhos selvagens: genomica
comparativa, filogenémica e identificagdo de moléculas bioativas com potencial aplicagdo biotecnolégica.

Descri¢do: Estudo em nivel genémico da diversidade de bactérias do género Enterococcus spp.
provenientes da microbiota de animais marinhos selvagens da costa brasileira, em relagdo a presenca de
determinantes de viruléncia e resisténcia, elementos genéticos méveis, relagdes filogenéticas e potencial
produgdo de moléculas bioativas

Situagado: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduagéo (2); Doutorado (1);

Integrantes: Janira Prichula; Ana Paula Guedes Frazzon; Pedro Alves d'Azevedo; Adriana Seixas
(Responsavel); Romeu Carlos Zimmer da Luz; Icaro Maia Santos de Castro

2014 - Atual Identificagdo dos principais filos bacterianos e isolamento de Enterococcus spp. a partir de amostras
fecais de animais marinhos recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul.

Descrigdo: Estudos tém observado a prevaléncia de micro-organismos resistentes aos antibidticos,
utilizados na clinica médica e veterinaria, em amostras alimentares, clinicas, ambientas. Entretanto,
pesquisas sobre os perfis de resisténcia de bactérias isoladas a partir de amostras de animais marinhos
ndo sdo muito noticiadas, devido a dificuldade em se obter amostras dos ambientes marinhos e por esse
ambiente nao estar relacionado com fontes de infecgdo humana, como os ambientes de dgua doce e
sistemas de distribuicdo de agua e esgotos que costumam receber maior atengéo. Nesse sentido, o
objetivo desse projeto é avaliar a diversidade, o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e os fatores
de viruléncia de micro-organismos isolados de animais marinhos. Além disso, pretende-se avaliar a
sensibilidade dessas cepas frente a antibiéticos comumente utilizados como tratamento medicamentoso,
alguns aspectos que contribuam para a aquisicdo dessa resisténcia, e genes relacionados a viruléncia em
bactérias para melhor compreender a ecologia desses animais marinhos e elucidar a trajetéria de
propagacéo de linhagens bacterianas resistentes e virulentas no ecossistema marinho.

Situagao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (9);

Integrantes: Janira Prichula; Rebeca Inhoque Pereira; Aline Medeiros; Ana Paula Guedes Frazzon
(Responsavel); Mauricio Tavares; Tiane M. de Moura; Ana Claudia Franco; Fabricio Souza Campos;
Jeverson Frazzon; Pedro Alves d'Azevedo; Derek Blaese de Amorim

2013 - 2015 Mestrado Académico: Caracterizag&o fenotipica e genotipica de Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de pinguins-de-magalhaes ( Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande
do Sul, Brasil

Descrigdo: Os Enterococcus spp. apresentam uma natureza ubiquitaria que Ihes permite sobreviver em
diversos nichos ecoldgicos. Estudos envolvendo enterococos isolados de animais marinhos sdo escassos.
Em razéo disso, esse trabalho teve como objetivo isolar, identificar, avaliar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos, a presenca de fatores de viruléncia e a diversidade genética de enterococos isolados de
amostras fecais de pinguins-de-magalhaes (Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do
Rio Grande do Sul, Brasil. No total, 172 enterococos foram isolados e identificados como E. faecalis, E.
faecium, E. hirae e E. mundtii. Cento e quatorze isolados foram sensiveis aos dez antimicrobianos
testados. Fendtipos de resisténcia foram encontrados para ciprofloxacina, eritromicina, norfloxacina e
tetraciclina. Todos os isolados resistentes a tetracilina apresentavam o gene tet(M) e apenas dois ndo
apresentaram o tet(L). Genes de viruléncia, gelE, ace e asa foram detectados nos E. faecalis. A atividade
de gelatinase foi verificada em 64 isolados. A maioria dos enterococos foi fraco formador de biofilme. A
analise dos perfis gerados por PFGE revelou um grande nimero de clones. Em concluséo, verificou-se
que o género Enterococcus spp. compdem a microbiota do trato gastrintestinal dos pinguins-de-
magalh&es e a detecgéo de determinantes de resisténcia e viruléncia indica que os enterococos podem
constituir um reservatdrio de tais caracteristicas e, sendo o ambiente marinho um meio de disseminacéo,
é importante considerar o potencial desse género em ocasionar riscos a saude desses animais e ao
ecossistema marinho em geral.

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Janira Prichula; Naiara Aguiar Santestevan; Rebeca Inhoque Pereira; Pedro Alves d”
Azevedo; Ana Paula Guedes Frazzon (Responsavel); Mauricio Tavares; Guilherme Raffo Wachholz;
Leonardo Almansa Cardoso

2010 - 2010 Produgéo de etanol (bietanol) a partir de residuos lignoceluloliticos da soja e outros residuos
agroindustriais

Descri¢do: O presente projeto visa ampliar os conhecimentos sobre bioprocessos para a produgéo de
etanol mediante o cultivo de leveduras sobre hidrolisados de residuos agroindustriais, tais como as
cascas e as fibras de soja, arroz, cevada, trigo e milho. Sao estudadas as hidrélises quimicas e
enzimaticas desses materiais. A fermentabilidade e possibilidade de produgédo de etanol séo estudadas a
partir de experimentos cultivando-se linhagens de leveduras osmofilicas selecionadas pelo grupo e
cultivadas em SHH. Além disso, sdo estudados parametros de otimizagéo de processo, tais como a
influéncia do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio na formagao de etanol e biomassa
nesses cultivos. Esse projeto, portanto, apresenta uma alternativa para a degradacéo de residuos
agroindustriais, gerando produtos com valor econémico, tornando o processamento de alimentos mais
rendoso e menos danoso ao ambiente e podendo ser estendida a outros residuos agro-industriais ricos
em fibras vegetais ligno-celuloliticos

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Janira Prichula; Priscila Brasil de Souza Cruz; Marco Anténio Zachia Ayub (Responsavel);
Angela Machado

2007 - 2009 Bioconversdo de residuos agroindustriais em bioprocessos: produgdo de enzimas e outros bioprodutos
com aplica¢des tecnologicas.

Descrigdo: Bioconverséo de residuos agroindustriais por meio de bioprocessos. Produgdo de enzimas e
outros bioprodutos com aplicagdes tecnoldgicas. Estudo para a utilizagéo de residuo agroindustrial da
indUstria da soja (residuos lignoceluloticos) como matéria-primas utilizada em processo biotecnoldgico de
producéo de xilitol, enzimas e outras biomoléculas com aplicagdo industrial. Parcerias com a industria a
partir de sistemas tecnoldgicos para a hidrélise fisico-quimica ou enzimatica dos residuos lignoceluloticos
da fibra de soja. Desenvolvimento de processos fermentativos utilizando-se essa matéria-prima para a
producdo em escala industrial de xilanases, acido poliglutamico, transglutaminase, xilitol e outras
biomoléculas com aplicagéo industrial. Estudo da fisiologia microbiana para a otimizagéo deste processo.
Padronizagéo de condigbes para processos de cultivo, geometria, operagéo e controle de biorreatores que
sejam economicamente viaveis. Determinagao das melhores condigdes para a condugéo de cultivo (pH,
temperatura, transferéncia de oxigénio, regime de operacgéo), a fim de se obterem um melhor
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aproveitamento das matérias-primas e um menor gasto de energia. Escalonamento dos processos para
adequacao dos parametros determinados no laboratério para a escala piloto ou industrial

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Janira Prichula; Priscila Brasil de Souza Cruz; Marco Antonio Zachia Ayub (Responsavel);
Angela Machado

Areas de atuacio

1.

d> wN

Idiomas
Inglés
Espanhol

Portugués

Biologia e Fisiologia dos Microorganismos
Genética Molecular e de Microorganismos
Microbiologia Molecular

Biotecnologia

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem
Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé Bem

Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2019

2018

Producdo

Producao bibliografica

Destaque de sessao no Congresso UFCSPA (aluno: icaro Maia Santos de Castro), Universidade Federal
de Ciéncias da Salde de Porto Alegre

Destaque de sessdo da IV Mostra de Trabalhos de Ensino, Pesquisa e Extensdo da UFCSPA (aluno: Luis
Eduardo Silva Barbosa), Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre

Artigos completos publicados em periédicos

N\
o HUESCAS, C. G. Y,; PEREIRA, R. |; PRICHULA, J.; AZEVEDO, P. A;; FRAZZON, J ;
FRAZZON, A. P. G.
Frequency of Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPRs) in non-clinical
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium strains. BRAZILIAN JOURNAL OF BIOLOGY (ONLINE).
EER V.1, p.1-6 -, 2018.
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

FRAZZON, ANA PAULA GUEDES; PEREIRA, REBECA INHOQUE; PRICHULA, JANIRA;
SANTESTEVA, NAIARA. AGUIAR; D'AZEVEDO, PEDRO ALVES; MOTTA, AMANDA DE SOUZA
Virulence Profiles in Enterococcus spp. Isolated from Raw Buffalo's Milk in South Brazil. JOURNAL OF
MICROBIOLOGY (FAISALABAD). , v.12, p.248 - 254, 2017.

Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[d0i:10.3923/jm.2017.248.254]

A\,
o PRICHULA, J.; CAMPOS, F. S.; PEREIRA, R. |.; CARDOSO, L. A;; WACHHOLZ, G. R; PIETA,
L.; MARIOT, R. F.; MOURA, T. M.; TAVARES, M.; d’AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, J.; FRAZZON, A. P. G.
Complete genome sequence of Enterococcus faecalis strain P8-1 isolated from wild Magellanic penguin
(Spheniscus magellanicus) feces in the South Coast of Brazil. Genome Announcements. , v.4, p.e01531-
15. -, 2016.
Palavras-chave: Enterococcus faecalis, feces, Magellanic penguin, genomics
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4714110/pdf/e01531-15.pdf]

PAIM, THIAGO G. S.; PIETA, LUIZA; PRICHULA, JANIRA; SAMBRANO, GUSTAVO E ;
SOARES, RENATA; CAIERAO, JULIANA; FRAZZON, JEVERSON; D’AZEVEDO, PEDRO A.
Draft Genome Sequence of Brazilian Escherichia coli Uropathogenic Strain E2. Genome Announcements.
, V.4, p.e01085-16 -, 2016.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[http://genomea.asm.org/content/4/5/e01085-16.full.pdf+html][doi:10.1128/genomea.01085-16]

PAIM, THIAGO G. S.; PIETA, LUIZA; PRICHULA, JANIRA; SAMBRANO, GUSTAVO E;
SOARES, RENATA; BELLO, ALINE DALL; FRAZZON, JEVERSON; D’AZEVEDO, PEDRO A.
Draft Genome Sequence of Enterococcus faecalis Strain F165 Isolated from a Urinary Tract Infection.
GENOME ANNOUNCEMENTS. , v.4, p.e01084-16 - , 2016.
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[http://genomea.asm.org/content/4/5/e01084-16.full]

N\,
T—’.f PRICHULA, JANIRA; PEREIRA, REBECA INHOQUE; WACHHOLZ, GUILHERME RAFFO;
CARDOSO, LEONARDO ALMANSA; TOLFO, NEIDIMAR CEZAR CORREA; SANTESTEVAN, NAIARA
AGUIAR; MEDEIROS, ALINE WEBER; TAVARES, MAURICIO; FRAZZON, JEVERSON; D'AZEVEDO,
PEDRO ALVES; FRAZZON, ANA PAULA GUEDES
Resistance to antimicrobial agents among enterococci isolated from fecal samples of wild marine species
in the southern coast of Brazil. Marine Pollution Bulletin.. EEEN, v.103, p.1-7,2016.
Palavras-chave: Wild marine species, Enterococci resistant, Resistance genes
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X16301230]

\
o SANTESTEVAN, NAIARA AGUIAR; DE ANGELIS ZVOBODA, DEJOARA; PRICHULA,
JANIRA; PEREIRA, REBECA INHOQUE; WACHHOLZ, GUILHERME RAFFO; CARDOSO, LEONARDO
ALMANSA; DE MOURA, TIANE MARTIN; MEDEIROS, ALINE WEBER; DE AMORIN, DEREK BLAESE;
TAVARES, MAURICIO; D’AZEVEDO, PEDRO ALVES; FRANCO, ANA CLAUDIA; FRAZZON, JEVERSON;
FRAZZON, ANA PAULA GUEDES
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Antimicrobial resistance and virulence factor gene profiles of Enterococcus spp. isolates from wild
Arctocephalus australis (South American fur seal) and Arctocephalus tropicalis (Subantarctic fur seal).
World Journal of Microbiology & Biotechnology Incorporating the MIRCEN Journal of Applied Microbiology
and Biotechnology (Dordrecht. Online). Ef v.31, p.1- 12, 2015.

Palavras-chave: Wild fur seals, Enterococci species, Antimicrobial susceptibility, Virulence genes
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http:/link.springer.com/article/10.1007%2Fs11274-015-1938-7]

PIETA, L.; CAMPOS, F. S.; MARIOT, R. F;; PRICHULA, J.; MOURA, T. M.; FRAZZON, A.P. G.;
FRAZZON, J.
Complete Genome Sequences of Two Serovars, 1/2a and 4b, Isolated from Dairy Products in Brazil.
GENOME ANNOUNCEMENTS. , v.3, p.e01494-15 -, 2015.
Palavras-chave: Listeria monocytogenes, serovars 1/2a and 4b, food contamination, genomics
Referéncias adicionais: Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital

N\
©f PRICHULA, J.; ZVOBODA, D. A.; PEREIRA, R. I|.; SANTESTEVAN, N. A.; MEDEIROS, A. W.;
MOTTA, A. S.; d'AZEVEDO, P. A. ; GIORDANI, A. R.; FRAZZON, A. P. G.
Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e diversidade das espécies de enterococos isolados de leite
cru de bufalas no Sul do Brasil. Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria. , v.20, p.104 - 109, 2013.
Palavras-chave: enterococos, leite bubalino, resisténcia
Areas do conhecimento: Microbiologia de Alimentos
Referéncias adicionais: Portugués. Meio de divulgagcdo: Meio digital. Home page:
[http://www.uff.br/rbev/ojs/index.php/rbev/article/view/170/pdf]

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1.

SEHNEM, N. T.; PRICHULA, J.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.
Avaliagéo da diversidade de fungos de solos expostos a fungicidas do grupo dos triazois e selegdo de
individuos resistentes a estes xenobidticos In: Il Workshop Internacional sobre Microbiologia Ambiental,
2008, Aracaju.

Il Workshop Internacional sobre Microbiologia Ambiental. , 2008.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagédo: Meio digital

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

PRICHULA, J.; VAN TYNE, D.; LEBRETON, F.; LUZ, R. C. Z.; CASTRO, |. M. S.; TAVARES, M,;

d'AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A. P. G.; GILMORE, M. EIXAS, A.

Phylogenetic and comparative genomics of marine animal-associated Enterococcus from the southern

coast of Brazil In: | Escola latino-americana de bioinformatica para as ciéncias 6micas, 2019, Petropdlis.
| Escola latino-americana de bioinformatica para as ciéncias “6micas” - Apresentagao de

posteres. , 2019.

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagédo: Impresso

CUNHA, G. R.; MOTT, M.; COELHO, N.; URGELL, A.; PRICHULA, J.; dAZEVEDO, P. A.; CANELLAS,
E.; BISPO, P; VAN TYNE, D.; LEBRETON, F.; DIAS, C.; GILMORE, M. S.
Comparative genomics of serotype 20B isolates from invasive disease before and after PCV10
introduction in Southern Brazil In: 11th International Symposium on Pneumococci & Pneumococcal
Diseases, 2018, Melbourne.

11th International Symposium on P i & Pr | Di -ISPPD-11 Programme
Book. , 2018. v.1. p.37 - 37
Referéncias adicionais: Austrélia/Inglés. Meio de divulgagdo: Vérios. Home page:
[http://https://web.kenes.com/klead/ISPPD18AbstractCD/ISPPD2018/data/HtmlIApp/main.htmi#2]

CUNHA, G. R;; COELHO, N.; MOTT, M,; FLORES, G.; LUZ, R. C. Z,; URGELL, A.; PRICHULA, J.;
HERBERT, J.; CANELLAS, E.; LEBRETON, F.; VAN TYNE, D.; BISPO, P,; GILMORE, M. S.; DIAS, C.
Development of an online platform to analysis of epidemiological features of Streptococcus pneumoniae
from whole genome sequencing data In: 11th International Symposium on Pneumococci & Pneumococcal
Diseases, 2018, Melbourne.
11th Internati | Symposium on Pr i & Pr I Di -ISPPD-11 Programme
Book. , 2018. v.1. p.58 - 58
Referéncias adicionais: Austrélia/Inglés. Meio de divulgag&o: Varios. Home page:
[http://https://web.kenes.com/klead/ISPPD18AbstractCD/ISPPD2018/data/HtmlIApp/main.htmi#1]

SOARES, R. O.; ROSSATO, A. M.; RAMOS, F. S; PRICHULA, J.; ’AZEVEDO, P. A.
Effects of human serum on biofilm formation of Enterococcus faecalis clinical isolates In: 5th International
Conference on Enterococci, 2018, Chamonix.

5th International Conference on Enterococci - Posters Abstracts. , 2018. v.1. p.25 - 25
Referéncias adicionais: Franga/Inglés. Meio de divulgagdo: Impresso

PRICHULA, J.; VAN TYNE, D.; LEBRETON, F.; VEDOVATTO, M. M.; PAIM, T. G. S.; TAVARES, M.;
THOMPSON, C. E.; SEIXAS, A.; d'/AZEVEDO, P. A.; FRAZZON, A. P. G,; GILMORE, M. S.
Genomic characterization of wild marine animal-associated Enterococcus from the southern coast of Brazil
In: 5th International Conference on Enterococci, 2018, Chamonix.

5th International Conference on Enterococci: Posters Abstracts. , 2018. v.1. p.39 - 39
Referéncias adicionais: Franga/Inglés. Meio de divulgagédo: Impresso

PRICHULA, J.; BARBOSA, L. E. S;; LUZ, R. C. Z,; PEREIRA, R. |.; TAVARES, M.; THOMPSON, C. E;
d’AZEVEDO, P. A.; FRAZZON, A. P. G.; GILMORE, M. S.; SEIXAS, A.
Identification of bioactive molecules in Enterococcus spp. from wild marine animals: Bioprospecting new
compounds In: 5th International Conference on Enterococci, 2018, Chamonix.

5th International Conference on Enterococci - Posters Abstracts. , 2018. v.1. p.38 - 38
Referéncias adicionais: Franga/Inglés. Meio de divulgagdo: Impresso

CUNHA, G. R.; BISPO, P.; MOTT, M.; COELHO, N.; PRICHULA, J.; CANELLAS, E.; VAN TYNE, D.;
LEBRETON, F.; DIAS, C.; GILMORE, M. S.
Molecular characterization of Streptococcus pneumoniae causing ocular and otolaryngology infections In:
11th International Symposium on Pneumococci & Pneumococcal Diseases, 2018, Melbourne.

11th Internati | Symposium on Pr i & Pr I Di - ISPPD-11 Programme
Book. , 2018. v.1. p.446 - 446
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Varios. Home page:
[http://https://web.kenes.com/klead/ISPPD18AbstractCD/ISPPD2018/data/HtmIApp/main. htmi#0]

FRAZZON, A. P. G,; PRICHULA, J.; PEREIRA, R. |.; WACHHOLZ, G. R.; CARDOSO, L. A;;
SANTESTEVAN, N. A;; MEDEIROS, A.; TAVARES, M.; d'AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, J.
Antimicrobial resistance profiles of enterococci isolated from fecal samples of wild marine animals in the
Southern Coast of Brazil In: Il International Caparica Conference in Antibiotic Resistance, 2017, Caparica,
Portugal.

IC2 AR 2017 Proceedings Book. , 2017.v.1. p.1 - 50
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.ic2ar2017.com/wp-content/uploads/2017/05/IC2AR_PB2017.pdf]

PRICHULA, J.; CARDOSO, L. A;; PEREIRA, R. |.; TAVARES, M.; d’AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A. P.
G.; GILMORE, M. S.; SEIXAS, A.
Genomic analysis in silico and identification of bioactive molecules in Enterococcus spp. from wild marine
animals: bioprospecting new compounds In: Il Encontro do PPG Biociéncias & Encontro de Pesquisa em
Fisiologia do RS, 2017, Porto Alegre.

Divulgagao de trabalhos desenvolvidos no PPG Biociéncias da UFCSPA. , 2017.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Impresso
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Curriculo Lattes

1.

20.

21.

22.

YERENA, C,; TAVARES, M.; FRAZZON, J.; FRAZZON, A. P. G.; PEREIRA, R. |.; PRICHULA, J.;
d"'AZEVEDO, P. A.
Deteccion y comparacién de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas en Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium aislados de muestras clinicas, alimenticias, animales y ambientales In: XXIII
CONGRESO LATINOAMERICANO DE MICROBIOLOGIA, 2016, Rosario.

Microbiologia Ambiental. , 2016.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page: [http://www.alam-
cam2016.aam.org.ar/descarga/LibroCAMALAM2016.pdf)]

PEREIRA, R. |.; PRICHULA, J.; CARDOSO, L. A;; WACHHOLZ, G. R.; TOLFO, N. C. C.; TAVARES, M.;
SANTESTEVAN N.A;d AZEVEDO P.A; FRAZZON JEVERSON; FRAZZON A.P.G.
Antimicrobial susceptlblllty profile of Enterococcus spp. isolated from fecal samples of marine animals
recovered on the North Coast of Rio Grande do Sul, BrazillL In: 28° Congresso Brasileiro de Microbiologia,
2015, Florianépolis.

ANAIS DO 28° CBM 2015. , 2015. v.1. p.1 -1
Palavras-chave: enterococci, profile of susceptibility, marine animals
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.sigeventos.com.br/sigeventos/sbmicrobiologia/inscricao/resumos/0009/R1060-1.PDF]

PRICHULA, J.; PEREIRA, R. |.; CARDOSO, L. A;; WACHHOLZ, G. R.; SANTESTEVAN, N. A.; CUNHA,
G. R.; TAVARES, M.,; d’AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A. P. G.
Genetic diversity of Enterococcus spp. from fecal samples of magellanic penguins from the North Coast of
Rio Grande do Sul, Brazil In: 28° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2015, Florianépolis.

ANAIS DO 28° CBM 2015. Florianopolis: , 2015. v.1. p.1 -
Palavras-chave: enterococci, genetic diversity, magellanic penguins, PFGE
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital. Home page:
[http://www.sigeventos.com.br/sigeventos/sbmicrobiologia/inscricao/resumos/0009/R1062-1.PDF]

FRAZZON, A. P. G.; SANTESTEVAN, N. A;; ZVOBODA, D. A;; PRICHULA, J.; PEREIRA, R. |.; MOURA,
T. M;; TAVARES, M.; d'AZEVEDO, P. A.
Diversity and antimicrobial susceptibility testing of enterococci isolated from fecal samples of fur seal
(OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) from the north coast of Rio Grande do Sul, Brazil. In: 4th ASM
Conference on Enterococci - In conjunction with the 8th International Symposium on Antimicrobial
Resistance (ISAR), Cartagena.

Anais da 4th ASM Conference on Enterococci - In conjunction with the 8th International
Symposium on Antimicrobial Resistance (ISAR). , 2014. v.1.
Palavras-chave: enterococci, diversity, antimicrobial susceptibility testing, fur seal
Referéncias adicionais: Colémbia/lnglés. Meio de divulgacéo: Impresso

PRICHULA, J.; PEREIRA, R. I.; WACHHOLZ, G. R.; CARDOSO, L. A;; SANTESTEVAN, N. A.; TAVARES,
M.; d'AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A. P. G.
Diversity of enterococci isolated from fecal samples of wild marine animals in north coast of Rio Grande do
Sul, Brazil. In: XIX Lancefield - International Symposium on Streptococci and Streptococcal Diseases,
2014, Buenos Aires.

Book of Abstracts - XIX Lancefield - International Sy
Diseases. , 2014. v.1.
Palavras-chave: diversity, enterococci, marine animals
Referéncias adicionais: Argentina/Inglés. Meio de divulgagéo: Varios. Home page:
[http://www.lancefield2014.com/downloads/Lancefield2014_BookOfAbstracts.pdf]

ium on Str i and Strep I

PRICHULA, J.; WACHHOLZ, G. R.; CARDOSO, L. A;; PEREIRA, R. |.; SANTESTEVAN, N. A;
d'AZEVEDO, P. A. ; TAVARES, M.; FRAZZON, A. P. G.
Genes relacionados a fatores de viruléncia em Enterococcus spp.isolados de amostras fecais de
Spheniscus magellanicus recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil In: XXII Congresso
Latinoamericano de Microbiologia y 4 Congreso Colombiano de Microbiologia, 2014, Cartagena.

Anais do XXII CLM Y 4 CCM. , 2014. v.5. p.61 - 62
Palavras-chave: fatores de viruléncia, Enterococcus spp., Spheniscus magellanicus
Referéncias adicionais: Colémbia/Portugués. Meio de divulgagdo: Impresso

FRAZZON, A. P. G.; PEREIRA, R. |; PRICHULA, J.; SANTESTEVAN, N. A; d’'AZEVEDO, P. A.
Genotypic characterization and identification of virulence factors in Enterococcus spp. isolated from raw
buffalo milk in southern region of Brazil. In: 4th ASM Conference on Enterococci - In conjunction with the
8th International Symposium on Antimicrobial Resistance (ISAR), 2014, Cartagena.

Anais da 4th ASM Conference on Enterococci - In conjunction with the 8th International
Symposium on Antimicrobial Resistance (ISAR). , 2014. v.1.
Palavras-chave: enterococci, virulence factors, buffalo milk
Referéncias adicionais: Colémbia/lnglés. Meio de divulgacdo: Impresso

PRICHULA, J.; PEREIRA, R. |.; SANTESTEVAN, N. A;; TAVARES, M.; d'AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A.
P.G

Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de tartarugas marinhas recuperadas no Litoral Norte do
Rio Grande do Sul In: 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, Natal.

Microbiologia Ambiental - Divisao B. , 2013. v.1. p.72 -
Palavras-chave: enterococos, amostras fecais, tartarugas marinhas, Rio Grande do Sul
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.sigeventos.com.br/sigeventos/sbmicrobiologia/inscricao/mostra_resumo.asp ?trald=1]

ZVOBODA, D. A.; SANTESTEVAN, N. A,; PRICHULA, J.; PEREIRA, R. |I.; MOURA, T. M.; TAVARES, M,;
FRANCO, A. C.; FRAZZON, A. P. G
Isolamento e identificagdo de Enterococcus sp. a partir de amostras fecais de lobos marinhos In: 12
Mostra do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, 2013, Porto Alegre.

Resumos do 12 Mostra do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude. , 2013. v.1.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Impresso

PRICHULA, J.; PEREIRA, R. I.; SANTESTEVAN, N. A;; TAVARES, M.; d’AZEVEDO, P. A. ; FRAZZON, A.
P.G.
Selegéo e isolamento de Enterococcus spp. presentes em amostras fecais de Spheniscus magellanicus
recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul In: 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013,
Natal.

Microbiologia Ambiental - Divisdo B. , 2013. v.1. p.72 -
Palavras-chave: enterococos, amostras fecais, Spheniscus magellanicus, Rio Grande do Sul
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.sigeventos.com.br/sigeventos/sbmicrobiologia/inscricao/mostra_resumo.asp ?trald=2]

PRICHULA, J.; AYUB, M. A. Z.
Biodegradagao de casca de arroz por Ceriporiopsis Subvermispora em cultivos em estado sélido In: XXII
Salao de Iniciagdo Cientifica da UFRGS, 2010, Porto Alegre.

XXII Saldo de Iniciagdo Cientifica da UFRGS. , 2010.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/46201]

PRICHULA, J.; SOUZA-CRUZ, P. B.; SEHNEM, N. T.; AYUB, M. A. Z.
Avaliagédo da capacidade de biodegradacéo de tebuconazole por consércios bacterianos isolados de solos
contaminados por triazdis In: XXI Saldo de Iniciagao Cientifica da UFRGS, 2009, Porto Alegre.

Anais do XXI Salao de Iniciagcao Cientifica da UFRGS. , 2
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Varios. Home page:
[http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/42440]

PRICHULA, J.; MACHADO, A.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.
Extracéo e determinagdo de enzimas produzidas por Ceriporiopsis subvermispora em cultivos em estado
solido sobre casca de arroz. In: Simpdsio de Hidrolise Enzimatica de Biomassas - IX SHEB, 2009,
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Curriculo Lattes

23.

24.

Maringa - PR.

Simpésio de Hidrolise Enzimatica de Biomassas - IX SHEB. , 2009.
Palavras-chave: Produgdo de enzimas, microrganismos
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

PRICHULA, J.; SEHNEM, N. T.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.
Diversidade e resisténcia de fungos isolados de solos expostos a fungicidas do grupo dos triazdis In: XX
Saléo de Iniciagdo Cientifica da UFRGS, 2008, Porto Alegre.

XX Saldo de Iniciagdo Cientifica da UFRGS. , 2008. p.322 -
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/50759]

PRICHULA, J.; SEHNEM, N. T.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.
Avaliagéo de diferentes técnicas de extragdo de microrganismos de solos expostos a fungicidas do grupo
dos triazdis In: XIX Saldo de Iniciagéo Cientifica da UFRGS, 2007, Porto Alegre.

Anais do XIX Saldo de Iniciagdo Cientifica da UFRGS. , 2007. p.389 -
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
[http://www.lume.ufrgs.br/handle/10183/57983]

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1.

CASTRO, |. M. S.; PRICHULA, J.; SEIXAS, A.; HERBERT, J.; VEDOVATTO, M. M,; LUZ,R. C. Z,;
FRAZZON, A. P. G.; d’AZEVEDO, P. A.
JAMIRA: uma plataforma para andlise de dados de sequenciamento de genomas de Enterococcus spp.
In: Escola Gaulcha de Bioinformatica - IGB, 2019, Porto Alegre.

Resumos expandidos. , 2019.
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagédo: Outro

SANTESTEVAN, N. A;; ZVOBODA, D. A,; PRICHULA, J.; PEREIRA, R. I.; MOURA, T. M.; d'AZEVEDO,
P.A.; TAVARES, M.; FRAZZON, A. P. G.
Detecgéo de genes relacionados a fatores de viruléncia em Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de lobos-marinhos do Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. In: VIl Simpésio Brasileiro de
Microbiologia Aplicada, Il Encontro Latino Americano de Microbiologia, IX Encontro Nacional de
Estudantes de Pés-Graduagdo em Microbiologia da Area Agricola, 2014, Porto Alegre.

Anais do VIl SBMA, Ill ELAM. , 2014. v.1. p.127 - 128
Palavras-chave: Enterococcus spp., fatores de viruléncia, lobos-marinhos
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagado: Impresso

PRICHULA, J.; PEREIRA, R. I.; CARDOSO, L. A.;; WACHHOLZ, G. R.; SANTESTEVAN, N. A;
d'AZEVEDO, P. A. ; TAVARES, M.; FRAZZON, A. P. G.
Diversidade e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de pinguins-de-magalhaes recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. In: VII
Simpésio Brasileiro de Microbiologia Aplicada, Il Encontro Latino Americano de Microbiologia, IX
Encontro Nacional de Estudantes de Pés-Graduagédo em Microbiologia da Area Agricola, 2014, Porto
Alegre.

Anais do VIl SBMA, Il ELAMA. , 2014. v.1. p.93 - 94
Palavras-chave: Enterococcus spp., diversidade, pinguins-de-magalhaes
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagédo: Impresso

PRICHULA, J.; ZVOBODA, D. A.; PEREIRA, R. I.; SANTESTEVAN, N. A;; MEDEIROS, A.; d'AZEVEDO,
P.A.; MOTTA, A. S.; FRAZZON, A. P. G.
Selecdo e isolamento de Enterococcus sp. de leite bubalino In: VI Simpésio de Microbiologia Aplicada e Il
Encontro Latino Americano de Microbiologia Aplicada., 2012, Porto Alegre.

Anais do VI SMA e Il ELAMA - Microbiologia de Alimentos e Industrial. , 2012. v.1. p.220 - 223
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Meio digital

PRICHULA, J.; LONDERO, G. L; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.
Avaliagéo da produgédo de enzimas de interesse biotecnoldgico por fungos da Amazénia In: Il Simpésio
de Microbiologia Aplicada, 2009, Porto Alegre - RS.
Anais do Il Simpésio de Microbiologia Aplicada. , 2009. v.1. p.147 - 150
Palavras-chave: fungos, enzimas, biotecnologia, Amazénia
Areas do conhecimento: Microbiologia
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

Apresentagao de trabalho e palestra

1.

CASTRO, I. M. S.; PRICHULA, J.; FRAZZON, A. P. G.; LUZ, R. C. Z.; SEIXAS, A.

Uma plataforma para caracterizagdo genémica de cepas do género Enterococcus spp., 2019.
(Congresso,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto
Alegre; Cidade: Porto Alegre, RS; Evento: Congresso UFCSPA; Inst.promotora/financiadora: Universidade
Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre

PRICHULA, J.; VEDOVATTO, M. M.; LUZ, R. C. Z;; CASTRO, I. M. S.; GILMORE, M. S.; FRAZZON, A. P.
G.; d'AZEVEDO, P. A.; SEIXAS, A.

Caracterizagdo gendmica e identificagdo de moléculas bioativas de Enterococcus spp. de animais
marinhos selvagens, 2018. (Outra,Apresentacdo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Vérios; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: Ill Encontro do PPG Biociéncias &
Encontro de Pesquisa em Biologia Celular; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre

CASTRO, |. M. S.; PRICHULA, J.; HERBERT, J.; SEIXAS, A.; VEDOVATTO, M. M,; LUZ,R. C. Z,;
d’AZEVEDO, P. A.; FRAZZON, A. P. G.

Desenvolvimento de uma plataforma web para caracterizagcdao gendémica de cepas de Enterococcus
spp., 2018. (Outra,Apresentagéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio magnético; Local: Universidade
Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: IV Mostra de Trabalhos de
Ensino, Pesquisa e Extens&o da Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre

VEDOVATTO, M. M.; PRICHULA, J.; CASTRO, |. M. S.; LUZ, R. C. Z.; FRAZZON, A. P. G.; d'AZEVEDO,
P. A.; SEIXAS, A.

Gendmica comparativa de Enterococcus spp. isolados de fezes de pinguins-de-magalhdes
selvagens (Spheniscus magellanicus) do Litoral Norte do Sul do Brasil, 2018. (Outra,Apresentacéo
de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Vérios; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: IV Mostra de Trabalhos de Ensino,
Pesquisa e Extensado da Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre

BARBOSA, L. E. S;; PRICHULA, J.; FRAZZON, A. P. G.; d’AZEVEDO, P. A;; SEIXAS, A.

Producgédo de moléculas antimicrobianas por Enterococcus spp. de animais marinhos selvagens,
2018. (Outra,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Vérios; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: IV Mostra de Trabalhos de Ensino,
Pesquisa e Extensado da Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre
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Curriculo Lattes

6.

1.

PRICHULA, J.

Relatos de experiéncia de estrangeiros estudando na UFCSPA e estudantes da UFCSPA que
realizaram mobilidade no exterior, 2018. (Seminario,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Varios; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: | Seminario de Internacionalizagéo da
UFCSPA; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre

LUZ, R. C. Z.; PRICHULA, J.; VEDOVATTO, M. M.; CASTRO, |. M. S.; FRAZZON, A. P. G.; d'AZEVEDO,
P.A; SEIXAS, A.

Uma visdo gendmica de isolados de Enterococcus spp. associados a animais marinhos selvagens,
2018. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Varios; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: IV Mostra de Trabalhos de Ensino,
Pesquisa e Extensao da Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre

PRICHULA, J.

Caracterizagao fenotuplca e genotlplca de Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de
pinguins-d iscus Illanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, Brasil, 2015. (Conferenma ou palestra,Apresentacdo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Outro; Local: Universidade Federal de
Ciéncias da Satde de Porto Alegre; Cidade: Porto Alegre; Evento: Disciplina de Seminarios em
Microbiologia Clinica I; Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre

PRICHULA, J.

Experiéncias vivenciadas durante a pratica de estagio docente, 2011. (Conferéncia ou
palestra,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagado: Impresso; Local: Universidade Federal do
Rio Grande do Sul; Cidade: Porto Alegre; Evento: Disciplina de Introdugdo aos Estéagios de Ciéncias e
Biologia (EDU (02031); Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

PRICHULA, J.; AYUB, M. A. Z.

Biodegradacgao de casca de arroz por Ceriporiopsis Subvermispora em cultivos em estado sélido,
2010. (Outra,Apresentag&o de Trabalho)

Areas do conhecimento: Microbiologia Ambiental

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: Universidade Federal do
Rio Grande do Sul; Cidade: Porto Alegre; Evento: XXl Saldo de Iniciagdo Cientifica da UFRGS;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

PRICHULA, J.; SOUZA-CRUZ, P. B.; SEHNEM, N. T AYUB, M. A. Z.

Avaliagao da idade de blodegr dacao de teb 1azole por consoércios bacterianos isolados
de solos contammados por triazéis, 2009. (Outra,Apresentacéo de Trabalho)

Areas do conhecimento: Microbiologia

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: Universidade Federal do
Rio Grande do Sul; Cidade: Porto Alegre; Evento: XXI Saldo de Iniciagédo Cientifica;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

PRICHULA, J.; SEHNEM, N. T.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A Z.

Diversidade e resi ia de fungos lados de solos (5] a fungici do grupo dos triazoéis,
2008. (Outra,Apresentag&o de Trabalho)

Areas do conhecimento: Microbiologia

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: Universidade Federal do
Rio Grande do Sul; Cidade: Porto Alegre; Evento: XX Saldo de Iniciagao Cientifica;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

PRICHULA, J.; SEHNEM, N. T.; SOUZA-CRUZ, P. B.; AYUB, M. A. Z.

Avaliagao de diferentes técnicas de extragdo de microrganismos de solos expostos a fungicidas
do grupo dos triazoéis, 2007. (Outra,Apresentagao de Trabalho)

Areas do conhecimento: Microbiologia

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: Universidade Federal do
Rio Grande do Sul; Cidade: Porto Alegre; Evento: XIX Saldo de Iniciagdo Cientifica;
Inst.promotora/financiadora: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

12/8/19, 11:50 PM

Produgao técnica

Trabalhos técnicos

1.

STEIN, A. T.; RASIAFILHO, A. A.; OLIVEIRA JUNIOR, A. A;; ESPERANDIO, I. B.; PRICHULA, J.; DEUS,
A. C.; MAUES, J. L.
Plano de Internacionalizagdo da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, 2018

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagao: Varios. Home page:
https://www.ufcspa.edu.br/ufcspa/institucional/escritorio-internacionalizacao/plano-institucional-
internacionalizacao.pdf

ZANETI, I. C. B. B.; VIGNOLI-SILVA, M.; REIS, N. G.; PRICHULA, J.; FLECK, A. S.; CUNHA, A.C. B;;
DANNI, M. R. M.

Plano de Gestao de Logistica Sustentavel na Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre, 2013

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Varios. Home page:
http://www.ufcspa.edu.br/ufcspa/institucional/plano-de-gestao-de-logistica-sustentavel.pdf

Demais produgoes técnicas

1.

PRICHULA, J.; TOLFO, A.
Separagao e Descarte de Residuos, 2015. (Outro, Curso de curta duragdo ministrado)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. 4 horas. Meio de divulgagdo: Impresso

KROB, A.; BOHRER, P.; XIMENES, S.; PRICHULA, J.; SANTESTEVAN, N. A;; RODRIGUES, F.;
ROSARIO, F.

I Minicurso de Educagdo Ambiental, 2010. (Outro, Curso de curta duragdo ministrado)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. 28 horas. Meio de divulgacdo: Impresso

Orientacdes e Supervistes

Orientagoes e supervisoes

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/pkg_impcv.trata
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Orientagées e supervisées concluidas

Trabalhos de concluséo de curso de graduacao

1. @
Romeu Carlos Zimmer da Luz. Desenvolvimento de uma ferr para vist
dos resultados gerados por plataformas de anélise genémica comparativa de procanotos 2019.
Curso (Informatica Biomédica) - Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Salude de Porto Alegre
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

icaro Maia Santos de Castro. Uma plataforma para caracterizagdo genémica de bactérias do género
Enterococcus spp.. 2019. Curso (Informatica Biomédica) - Fundagao Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Orientagdes e supervisdes em andamento

Trabalhos de concluséo de curso de graduacao

1. @
Tiago de Oliveira Gongalves. Desenvolvimento de um pipeline para caracterizagado funcional de
proteinas hipotéticas. 2019. Curso (Informatica Biomédica) - Fundagéo Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Eventos

Participagcdo em eventos

1. 29th European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), 2019.
(Congresso)

2. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) | Escola Latino-Americana de bioinformatica para as ciéncias
6micas, 2019. (Outra)
Phylogenetic and comparative genomics of marine animal-associated Enterococcus from the southern
coast of Brazil.

3. 28th European Congress of Clinical Microbiol

(Congresso)

gy and Infectious Di (ECCMID), 2018.

4. Apresentagéo de Poster / Painel no(a) 5th International Conference on Enterococci, 2018.

(Congresso)
Genomic characterization of wild marine animal-associated Enterococcus from the southern coast of
Brazil.

5. | Seminario de Internaci lizagdo UFCSPA, 2018. (Seminario)

Relatos de experiéncia de estrangeiros estudando na UFCSPA e estudantes da UFCSPA que realizaram
mobilidade no exterior.

6. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) lll Encontro do PPG Biociéncias & Encontro de Pesquisa em
Biologia Celular, 2018. (Encontro)
Caracterizagédo gendémica e identificacdo de moléculas bioativas de Enterococcus spp. de animais
marinhos selvagens.

7. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 28° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2015. (Congresso)
Genetic diversity of Enterococcus spp. from fecal samples of magellanic penguins from the North Coast of
Rio Grande do Sul, Brazil.

8. 2° Workshop Adeséo Microbiana e Superficies, 2014. (Outra)

9. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VII Simpésio Brasileiro de Microbiologia Aplicada, Ill Encontro
Latino Americano de Microbiologia, IX Encontro Nacional de Estudantes de P6s-Graduagéo em
Microbiologia da Area Agricola, 2014. (Simpodsio)

Diversidade e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de pinguins-de-magalhaes recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil..

10. Apresentagao de Poster / Painel no(a) XXIl Congresso Latinoamericano de Microbiologia y 4
Congreso C i de Microbiologia, 2014. (Congresso)
Genes relacionados a fatores de viruléncia em Enterococcus spp.isolados de amostras fecais de
Spheniscus magellanicus recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

11. 1° Ciclo de Seminarios do Niicleo de Estudos em Microbiologia Aplicada/ NEMA, 2013. (Outra)

12. Apresentagao de Poster / Painel no(a) 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013. (Congresso)
Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de tartarugas marinhas recuperadas no Litoral Norte do
Rio Grande do Sul.

13. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013. (Congresso)
Selecéo e isolamento de Enterococcus spp. presentes em amostras fecais de Spheniscus magellanicus
recuperados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul..

14. |Simpésio de Microbiologia Clinica da UFCSPA, 2012. (Simpdsio)

15. Livros que seu aluno pode ler V, 2012. (Outra)

16. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) VI S de Microbi ia Aplicada e Il Encontro Latino
Americano de Microbiologia Aplicadaada, 2012 (Simpésio)
Selecéo e isolamento de Enterococcus sp. de leite bubalino.
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17. i Ciclo de atividades sobre satide e meio ambiente da UFCSPA, 2010. (Outra)

18. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) lll Simpésio de Microbiologia Aplicada, 2009. (Simpdsio)
Avaliagédo da produgédo de enzimas de interesse biotecnolégico por fungos da Amazénia.

19. Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Simpésio de hidrélise enzimatica de biomassas - IX SHEB,
2009. (Simpésio)
Extracao e determinagdo de enzimas produzidas por Ceriporiopsis subvermispora em cultivos em estado
soélido sobre casca de arroz..

20. |Simpésio de Microbiologia Aplicada, 2007. (Simpdsio)

Organizacgéo de evento

1. KIFFER, W.; ALVES, S.; OLIVEIRA, J. A.; BELAUSTEGUI, H.; PRICHULA, J.
6 Encontro de resg aveis ambientais das provincias, estados e regides da América Latina e do
Caribe., 2019. (Outro, Organizacédo de evento)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagado: Meio digital

2. AZEVEDO, P. A; DIAS, C.; ZIMMER, K. R.; BARROS, M. P; PRICHULA, J.; TRENTIN, D. S.
9 Encontro do Ntcleo de Estudos em Microbiologia Aplicada (NEMA): Ciclo de palestras e
Workshop DivulgaMicro, 2019. (Outro, Organizacéo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

3. SAFFI, J.; ESPERANDIO, I. B.; PRICHULA, J.; CASTRO, I. M. S.
| Seminario de Internacionalizagdo UFCSPA, 2018. (Outro, Organizacgéo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

4. d'AZEVEDO, P. A.; DIAS, C. A. G.; PRICHULA, J.; COMERLATO, J.; BARROS, M. P.; TRENTIN, D. S.
Microbiologia nas diferentes profissdes da area da saude, 2018. (Outro, Organizagéo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Varios

5. TRENTIN, D.; DIAS, C. A. G.; COMERLATO, J.; SCHNEIDER, R.; PEREIRA, R. |; FETZNER, T. D ;
PRICHULA, J.
Interfaces da microbiologia nas diferentes profissées da saude - Nucleo de Estudos em
Microbiologia Aplicada, 2017. (Outro, Organizagédo de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagado: Meio digital

6. SAND, S.T.V.D,; PASTORE, A. P. W,; PRICHULA, J.; SOUZA, A. F.; AZAMBUJA, A. O,; RIBAS, A. D. R.
E.; ANTONELLO, A. M.; KARUSKY, C. M.; OLIVEIRA, D. V.; BUCKER, F.; ALBIERO, G.; COSTA, G. A;
SILVA, J. L. R;; COELHO, J. P;; FABRES, L. F.; OTTON, L. M.; BORBA, M. P.; BEKER, S. A,; PEREIRA, T.
N.; PEREIRA, R. I.; MASCHIO, V. J.; SILVA, V. Z.

VIl Simpésio Brasileiro de Microbiologia Aplicada, Ill Encontro Latino Americano de Microbiologia,
IX Encontro Nacional de Estudantes de Pés-Graduagdo em Microbiologia da Area Agricola, 2014.
(Outro, Organizacéo de evento)

Areas do conhecimento: Microbiologia Aplicada

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Varios

7. VIGNOLI-SILVA, M.; PRICHULA, J.
Curso de plantas medicinais: uso criterioso e aspectos da conservagao, 2010. (Outro, Organizagao
de evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgagado: Meio digital

8. BICA, C. G.; VIGNOLI-SILVA, M.; PRICHULA, J.
Il Ciclo de atividades sobre saude e meio ambiente da UFCSPA, 2010. (Outro, Organizagéo de
evento)
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Meio digital

Bancas

Bancas

Participacdo em banca de comissodes julgadoras

Outra

1. Congresso da UFCSPA, 2019
Fundagao Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

2. IV Mostra de Trabalhos de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre, 2018
Fundag&o Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

3. Il Mostra de Trabalhos de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre, 2017

Fundag&o Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Referéncias adicionais: Brasil/Portugués.

Totais de producdo

Producéo bibliografica

12/8/19, 11:50 PM

Artigos completos publicados em periédico

Trabalhos publicados em anais de eventos
Apresentacdes de trabalhos (Conferéncia ou palestra)
Apresentacdes de trabalhos (Congresso)
Apresentagdes de trabalhos (Seminario)

Apresentagdes de trabalhos (Outra)
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Producao técnica

Trabalhos técnicos (outra) 2

Curso de curta duragao ministrado (outro) 2

Orientagdes

Orientagdo concluida (trabalho de concluséo de curso de graduagéo) 2
Orientagdo em andamento (trabalho de conclus&o de curso de graduagéo) 1
Eventos

Participagdes em eventos (congresso) 7
Participagdes em eventos (seminario) 1
Participagdes em eventos (simposio) 6
Participagdes em eventos (encontro) 1

Participagdes em eventos (outra)

Organizagéo de evento (outro)

w o o

Participagdo em banca de comissdes julgadoras (outra)

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 08/12/2019 as 23:46:09.
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