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RESUMO

Enterococos sdo bactérias ubiquas que habitam o trato
gastrointestinal de humanos, bem como podem estar no solo e
agua. Alguns isolados apresentam importancia clinica, sendo
considerada uma das causas de morte em infecches
hospitalares. Nesse estudo, foram identificados pelo método
de PCR as espécies de enterococos provenientes de amostras
de alimento (100) e clinicos (30), bem como & presenca de
cinco fatores de viruléncia (substancia de agregacdo, asal;
gelatinase, gelE; adesina, ace; feromodnio sexual, cpd e
ativador da citolisina, cylA), quatro genes de resisténcia
(tetraciclina, tet(L); eritromicina, erm(B); gentamicina,
aac6’aph2’-la; e vancomicina, vanA). Foram avaliados a
habilidade de producéo de gelatinase, formagéo de biofilme e
susceptibilidade a 3 antibiéticos (eritromicina, tetraciclina e
vancomicina). Obtivemos que E. faecalis (32,0%), E. faecium
(61,0%) e trés isolados apenas como Enterococcus sp estavam
presentes em alimentos; E. faecalis (7,0%) e E. faecium
(76,7%) em amostras clinicas. Comparando & presenca de
determinantes de viruléncia em ambas as amostras,
obtivemos maior quantidade nos isolados provenientes de
alimentos, exceto para o gene gelE. A producdo de gelatinase
e formagdo de biolfilme foram similares para ambas as
amostras, com destaque para os isolados E. faecalis. Os
isolados clinicos apresentaram maior porcentagem de genes e
fendtipo de resisténcia do que os de alimento, exceto para o
gene tet(L). Os E. faecium clinicos apresentaram maior
incidéncia de resisténcia aos antimicrobianos avaliados. Estes
resultados indicam a importancia dos enterococos de
alimento como um potencial veiculo alimentar de transporte
de genes de viruléncia e resisténcia para a microbiota
humana.

PALAVRAS-CHAVE: Enterococos, fatores de viruléncia,
gelatinase, biofilme.

ABSTRACT

Enterococci are bacteria that inhabit the gastrointestinal tract of
humans and animals and are clinically important because of their
ability to cause nosocomial infections due to their spread of
antimicrobial resistance genes. In this study, species of
enterococci from food samples (100) and clinical samples (30)
were identified by the PCR method. The samples were compared
for the presence of five virulence factors (aggregation substance,
asal, gelatinase, gelE, adhesin, sex pheromone, cpd and
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cytolysin activator, cylA), four resistance genes (tetracycline,
tet(L), erythromycin, erm(B), gentamicin, aac6’aph2’-la, and
vancomycin, vanA). In addition, the ability to produce
gelatinase, biofilm formation and susceptibility to 3 antibiotics
(erythromycin, tetracycline and vancomycin) were evaluated. E.
faecalis (7.0%) and E. faecium (61.0%) and three isolates only as
Enterococcus sp, were present in food, while in clinical samples
E. faecalis (7.0%) and E. faecium (76.7%). It observed the
presence of virulence determinants in both samples, being higher
for those of food, except for gelE gene. The production of
gelatinase and formation of biolfilm were similar for both
samples, with emphasis on E. faecalis isolates. Clinical isolates
had a higher percentage of genes and resistance phenotype than
those of food, except for the tet(L) gene. Clinical E. faecium had
a higher incidence of antimicrobial resistance. These results
indicate the importance of food enterococci as a potential food
vehicle for transporting virulence genes and resistance to the
human microbiota.

KEYWORDS: Enterococci, virulence factors, gelatinase,
biofilm.

1. INTRODUCAO

Enterococcus sp. sdo bactéria acido latica, cocos
Gram-positivos com papel importante na salde
humana e de animal. Esses microrganismos sao
conhecidos por sobreviver e desenvolver em condigdes
extremas, 0 que 0s capacita a habitar varios
ambientes!2,

Os enterococos desempenham um papel importante
na melhoria do desenvolvimento de sabor e qualidade,
ndo s6 de queijo, mas também de outros alimentos
fermentados tradicionais e embutidos. Além disso, séo
utilizados como bactérias &cido laticas (BAL)
produtoras de bacteriocinas'. Porém os enterococos
podem ser encontrados em alimentos por decorréncia
de contaminagéo seja fecal, 4gua, solo dentre outros?
assim como no ambiente clinico as espécies E. faecium
e E. faecalis sdo as mais predominantes em diversos
queijos da Europa*®. No Brasil a espécie de
enterococos com maior prevaléncia em queijo é E.
faecium®,
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Contudo, sua maior importancia esta relacionada ao
fato de algumas espécies deste género serem
considerados patdgenos oportunistas, provocando
diversas doengas. Este fato estd intimamente
relacionado aos seus fatores de viruléncia®6’8 e
resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos
comumente utilizados no tratamento de cocos Gram-
positivos?®7°, Dentre as espécies de enterococos, as
mais comuns isoladas de hospitais sdo Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium, conhecidas por
abrigar uma quantidade maior de fatores de viruléncia e
apresentar uma maior resisténcia a antimicrobianos,
respectivamente?,

Entretanto, estudos ja encontraram muitos genes
responsaveis por codificarem fatores de viruléncia em
isolados de alimento, como por exemplo: substancia de
agregacéo, ativador de citolisina, gelatinase, feromdnio
sexual, proteina de adesdo ao colageno, formagdo de
biofilme dentre outros'+%¢1%1 O mesmo se verificou
com os genes de resisténcia como a eritromicina,
tetraciclina, gentamicina, vancomicina e muitos
outros!?13141516 = sendo  que  muitos  desses
pesquisadores observaram também a resisténcia desses
antimicrobianos por parte dos enterococos provenientes
de alimentos.

O surgimento de cepas resistentes a
antimicrobianos, aliados ao aumento de sua associa¢do
com doengas em humano vem despertando
preocupacdo com 0 uso de enterococos como
probidtico’. Uma vez que os enterococos de alimentos
que apresentem marcadores de viruléncia e/ou
resisténcia tém a capacidade de transferir estes genes
para enterococos presentes no trato gastrointestinal.

Assim sendo, sd0 necessarios estudos que busquem
investigar os fatores de viruléncia e resisténcia, além de
avaliar a susceptibilidade destes micro-organismos,
obtidos de alimento e de origem clinica, e compara-los,
0 que pode prover subsidios para a elucidacdo de
possiveis disseminacfes desta espécie fora do contexto
hospitalar. Ainda, podera servir de base para uma
vigilancia mais eficaz na producdo destes alimentos,
uma vez que estes micro-organismos podem
representar um potencial fator de risco para a salde
humana.

2. MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Foram analisados 130 isolados de enterococos
sendo clinicos (30) e de alimento (100). Os isolados de
alimento foram provenientes de queijo minas frescal e
os clinicos de diversas fontes, e fazem parte da
bacterioteca da profa Dra Luciana Furlaneto-Maia. Os
isolados E. faecium deste estudo ja foram
caracterizados quanto a presenga de genes de viruléncia
e resisténcial’. Os isolados foram estocados em meio
agar Luria-Bertani (LB- Himedia) acrescido de 20% de
glicerol e mantidos & -20°C.
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Genotipagem de identificacdo e fatores de
viruléncia

O DNA total foi obtido pela técnica da fervura,
segundo proposto por Marques e Suzart (2004). Os
isolados foram identificados ao nivel de género/espécie
e determinates de viruléncia pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos
iniciadores, com seus respectivos tamanhos de
amplicons (pares de base) (Tabela 1). A cepa ATCC E.
faecalis 29212 foi utilizada como controle para os
marcadores de viruléncia.

As reacGes foram realizadas em termociclador
Techne-Tc3000, em volume final de 20 pL, contendo
10 pL de DNA, 0,17 mM de cada dNTP, 1 pmol de
cada oligonucleotideo iniciador (Forward e Reverse),
1,0U Taq DNA polimerase (Invitrogen), Tampdo da
Tag 10X, 2,5 mM de MgCl,. O programa de
amplificacdo seguiu protocolo descrito por Dutka-
Malen et al. (1995). Os amplicons foram separados em
gel de agarose a 1,0%, corados com brometo de etidio,
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com
sistema de fotodocumentagdo computadorizado L-PIX
ST (LOCCUS). O tamanho do amplicon foi comparado
com o marcador de peso molecular de 1kb (Amersham
Pharmacia Biotech).

Fenotipagem dos fatores de viruléncia
Producéo de Gelatinase

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para
identificacdo ao nivel de género/espécie, genes de viruléncia e
resisténcia em isolados de Enterococcus sp.

Gene Alvo Sequéncia do nucleotideo (5’-3’)*  Produto Referéncia
TACTGACAAACCATTCATGATG
tuf Enterococcus 112 bp 19
AACTTCGTCACCAACGCGAAC
GGTATCAAGGAAACCTC
vane-1 E. gallinarum 822bp
CTTCCGCCATCATAGCT
vane-2, E. casseliflavus CTCCTACGATTCTCTTG 439 bp
vane-3 E flavencens  cGAGCAAGACCTTTAAG 2
ATCAAGTACAGTTAGTCT
Adl g roans E. faecalis 941 bp
ACGATTCAAAGCTAACTG
TAGAGACATTGAATATGCC
Adl g jugem E. faecium 550 bp
TCGAATGTGCTACAATC
ACTCGGGGATTGATAGGC
cvlA Citolisina A 688 bp 21
GCTGCTAAAGCTGCGCTT
tAnci GCACGCTATTACGAACTATGA
asal Substanm? de 375bp 2
agregacao TAAGAAAGAACATCACCACGA
AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC
gelE Gelatinase 402 bp
CTTCATTATTTACACGTTTG 23
Adesinaao  AAAGTAGAATTAGATCCACAC
ace ; 320 bp
colégeno TCTATCACATTCGGTTGCG
Feroménio  TOGTGGGTTATTTTTCAATTC
cpd 1 782 bp 5
sexua TACGGCTCTGGCTTACTA
GTAGGCTGCGATATTCAAAGC 231 bp
vanA Vancomicina 24

CGATTCAATTGCGTAGTCCAA 330 bp

aac(67)- Ie- CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG

ar Gentamicina 348 bp 25

aph(2")-la CCTCGTGTAATTCATGTTCTGGC
CATTTAACGACGAAACTGGC

erm(B) Eritromicina 405 bp
GGAACATCTGTGGTATGGCG 26
GTMGTTGCGCGCTATATTCC

tet(L) Tetraciclina 696 bp
GTGAAMGRWAGCCACCTAA

Ta(°C), temperatura de pareamento/(*)M=Aor C; R=Aor G; W=A
orT.

Todos os isolados foram cultivados a 37 °C por 18
horas em meio Agar Nutriente (AN). Em seguida, a
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bactéria foi semeada na superficie do meio AN
suplementado com 3% de gelatina. As placas foram
incubadas a 28 °C por 24 horas. Zonas claras ao redor
das colbnias indicam producdo da enzima gelatinase.
Como controle positivo foi utilizado um isolado clinico
de Serratia marcescens. O experimento foi conduzido
em duplicata.

V.23,n.1,pp.53-59 (Jun - Ago 2018)

3. RESULTADOS

Todos os isolados foram identificados ao nivel de
género para enterococos. Os 30 isolados clinicos foram
identificados por PCR com oligonucleotideos
especificos como sendo de duas espécies E. faecalis (7)
e como E. faecium (23), nas proporcoes 23.3% e 76,7%

respectivamente. Enquanto na

Tabela 2. Distribuicdo de fatores de viruléncia e expressdo fenotipica de gelatinase e formagdo de amostra de alimentos foram

biofilme entre isolados de enterococos de alimento e clinicos.

Fatores de viruléncia

identificadas as espécies E. faecalis

Isolados Presenca de genes de viruléncia (%)

(36), E. faecium (61) e

Ensaio fenotipico

asal gelE ace cpd cylA

GEL  BioF Enterococcus  spp  (3)  nas

Alimentos

E. faecalis 36 35 (97,2) 29 (80.5) 36 (100.0) 19 (52.8) 0(0,0)

Efuecium 61 39 (63.9) 15(24.6) 19 (31.1) 5(8.2) 0(0,0)

18 (50,0) 18* (50,0)

4(6,5) 4% (6.5)

proporcdes de 36,0%, 61,0% e
3,0% respectivamente (Tabela 2).
Em  contrapartida ndao  foi
identificado E. gallinarum, E.

0000) 0(00) casseliflavus e E. flavencen.

Em relacdo aos fatores de

Enterococcus spp. 3 3(100,0) 0(0.0) 2(66.7) 0(0,0) 0(0,0)
Total = 100 77 (77.0) 44 (44.0) 57 (57.0) 24 (24.0) 0(0.0)
Clinicos

23 (22.0) 22° (22.0) viruléncia, foram  encontrados

E. faecalis7 5(71.4) 7(100,0) 6(85.7) S(714) 1(143)

Efaecium23 4(17.4) 13(56.5) 3(13.00 1(43) 0(0.0)

5(71.4)  5*%(71.4)

287 2% (8.7)

todos o0s genes avaliados nos
isolados de enterococos, sendo que
os isolados de alimento tiveram
maior frequéncia de genes de
viruléncia em ordem decrescente

Total =30 9(30.0) 20(66.7) 9(30.0) _ 6(20.0) 1(3.3)

7(233)__7* (23.3)

Formacao de biofilme

Os isolados gelatinase positivos, foram cultivadas a
37 °C por 24 horas em meio agar BHI (Brain Heart
Infusion). Em seguida, as células foram suspensas em
solugdo de NaCl 0,85%, até atingirem a turbidez da
escala 0,5 de McFarland. Em seguida foram diluidas
1:100 (v/v) em BHI suplementado de 1% glicose. Uma
aliquota de 200 pL de cada suspensédo foi transferida
para placa de poliestireno de 96 pocos. As placas foram
incubadas a 37 °C por 15 horas. Ap6s o periodo de
incubacédo, o meio foi removido das placas, e 0s pocos
lavados com solugdo de NaCl (0,85%). As bactérias
aderidas foram fixadas a 37 °C por 1 hora e 30 minutos
e entdo coradas com 200 pL de cristal violeta de
Hucker por 5 min. O excesso do corante foi retirado e
lavado com solugdo de NaCl (0,85%) esterilizada.
Ap6s este periodo as placas foram submetidas a
secagem a 37 °C por 30 minutos.

A formacéo de biofilme foi determinada pela leitura
da densidade oOptica foi medida a 540 nm usando um
leitor de microplaca (ELx808™  Absorbance
Microplate Reader-BioTek). Controle negativo foi o
meio BHI sem a presenca de células. A intensidade da
formacéo de biofilme foi definida segundo os critérios
estabelecidos por Stepanovic?’.

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade antimicrobiana de isolados dos
enterococos foi testado usando método Kirby-Bauer
(método disco difusdo) em 4agar Mueller-Hinton
(MHA) para trés antimicrobianos (eritromicina-15 pg,
tetraciclina-30 g e vancomicina-30 pg) de acordo com
o Clinical Laboratory (CLSI)?. Staphylococcus aureus
ATCC 25923 foi usado como cepa controle.
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asal (77,0%), ace (57,0%), gelE
(44,0%) e cpd (24,0%) enquanto que nos clinicos o
gene gelE (66,7%), ace (30,0%), asal (30,0%), cpd
(20,0%) e por ultimo o cylA (3,3%). Néo foi observado
0 gene cylA nos isolados de alimento. Para todos os
genes de viruléncia avaliados houve maior incidéncia
na espécie E. faecalis (Tabela 2). Nenhum isolado
identificado  apenas como  Enterococcus  sp
apresentaram o gene gelE.

A atividade de gelatinase foi analisada em todos os
isolados, independente da presenca do gene gelE no
genoma, sendo que a porcentagem da expressdo
fenotipica da gelatinase foi similar para 0s enterococos
de alimento (22,0%) e clinico (23,3%) (Tabela 2).

A espécie que mais apresentou atividade de
gelatinase foi E. faecalis, sendo 50,0% nos isolados de
alimento e 71,4% nos clinicos. J& a espécie E.faecium,
apresentou uma frequéncia de 6,5% e 8,7% para 0s
isolados de alimento e clinicos, respectivamente. Em
relacdo & expressdao da enzima gelatinase, alguns
isolados apresentaram o0 gene gelE, porém ndo
expressaram a enzima nas condigdes testadas.

E sabido que a gelatinase também pode estar
envolvida com a formagdo de biofilme, para tal foi
selecionado os 29 isolados que expressaram esta
enzima (7 clinicos e 22 de alimento) para serem
submetidos ao teste de formacdo de biofilme em
superficie abidtica. Todos os isolados foram capazes de
formar biofilme (Tabela 2).

Genes= asal: substdncia de agregacdo; gelE:
gelatinase; ace= adesina; cpd: feromonio sexual; cylA:
citolisina; BioF: formador de biofilme; *fracamente
formador de biofilme. **fortemente formador biofilme.

A distribuicdo dos genes de resisténcia tet(L),
erm(B), aac(6’)-le-aph(2)-la e vanA avaliados pela
PCR entre os isolados clinicos e de alimento
apresentaram-se em maior frequéncia nos isolados
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clinicos, exceto para o gene tet(L) (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo dos genes de resisténcia por PCR e expresséo fenotipica usando o método de disco-difusao.

V.23,n.1,pp.53-59 (Jun - Ago 2018)

viruléncias entre as espécies analisadas (Tabela 2).
A substincia de agregacéo,

Isolados Genes de resisténcia

codificada pelo gene asal, é uma
proteina de superficie induzida

Resisténcia

fet(L)  erm(B)  aactaph2let  van(A) | ERY | TET VAN | ; C
Alimentos por feroménio de E. faecalis,
Efuecalis 36 9(25.0)  0(0.0) 4(1L1)  31(36.0) 70194  13@6D 235 responsavel por formar agregados
E faecum 61 16(262)  2(3.3) 000,0) 20328  12(197)  2(3.3) 11  durante a conjugacao,
promovendo o contato célula-
Enterococcus spp.3  3(100,0)  0(0,0) 0(0.0) 1(333) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) célula doadora com receptora®?, o
que permite a transferéncia de
Total = 100 28(28.0) 2(2.,0) 4(4.0) 52 (52.0) 18 (18) 15 (15.0) 3(3.0) p|a5mideo Carregando genes de

Clinicos . N e A s
E faecalis7  4(5T.1)  5(71.4) 1(143)  3(42.8) 470 2086 143 Viruléncia e resisténcia. Neste
trabalho observamos que este
Efuecium23 3 (13.0) 21(9L.3) 19 (82.6) 22 (95.6) 20(86,9) 10(43.5)  18(78.3) gene foi prevalente entre oS
_ isolados de alimento (77,0 %). E.

Total = 30 7(233) __26(86.7) __ 20(66.7) 25 (3833) 24(80.0) _ 12(400) __ 19(63.3)

Dos isolados de enterococos trabalhados tem-se que
100,0% e 47,5% dos E. faecium e 85,7% e 91,7% dos
E. faecalis clinicos e alimento, respetivamente
abrigaram ao menos um gene de resisténcia.

Em relacdo aos genes de resisténcia analisados
houve predominio nos isolados clinicos para o gene
erm(B) (86,7%); vanA (83,3%); aac(6’)-le-aph(2”’)-la
(66,7%). No entanto para os enterococos de alimento
houve um predomino para tet(L) (28,0%) em relacéo
aos clinicos com (23,3%).

Dados de expressdo de resisténcia pelo método de
disco difusdo mostraram uma maior porcentagem de
resisténcia para os isolados clinicos sendo 80,0%,
40,0% e 63,3% para eritromicina, tetraciclinca e
vancomicina respectivamente, enquanto para 0s de
alimento ndo ultrapassou 18% dos isolados (Tabela 3).
Dentre os isolados clinicos foi observado que 90,0% do
enterococos foram resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, enquanto que para os oriundos de
alimento, 27,0%. Os E. faecium clinicos foram os que
apresentaram maior resisténcia aos antimicrobiano
avaliados. De maneira geral, tem-se que 0s isolados
clinicos apresentaram maior frequéncia de resisténcia
aos antimicrobianos avaliados, em relagdo aos isolados
de alimento, sendo a menor resisténcia nesta
amostragem para a vancomicina (3,0%).

4. DISCUSSAO

As espécies de enterococos mais prevalentes séo E.
faecalis e E. faecium em queijos®** e em ambiente
hospitalar?. Como nossas amostras se tratavam de
queijo tipo frescal, provavelmente a presenca de
enterococos se deu pela contaminagdo durante o
processo de produgdo. A presenca desta bactéria em
produtos lacteos também pode ser considerada um
indicador de condicGes sanitarias inadequadas durante
a producdo e processamento do leite3?,

Tanto os isolados de alimento como os clinicos
foram caracterizados quanto a presenga dos genes de
viruléncia para substdncia de agregacdo (asal),
gelatinase (gelE), adesina ao colageno (ace), citolisina
(cylA) e ferombnio sexual (cpd). A amplificacdo dos
produtos de PCRs com primers especificos revelou
distintas  porcentagens em relacdo a fatores de

BJSCR (ISSN online: 2317-4404)

faecalis proveniente de alimentos
e amostra clinica foi a espécie predominante para a
presenca deste gene. Alguns autores também
encontraram alta frequéncia do gene asal em isolados
de E. faecalis provenientes de queijo® e peixe'®.

O gene gelE esteve presente em 44,0% e 66,7% dos
enterococos de alimento e clinico, respectivamente.
Todos os E. faecalis clinicos apresentaram este gene, 0
mesmo foi observado no trabalho de Zoletti. et al.
(2010)%.

A gelatinase, codificada pelo gene gelE, tem um
papel importante na patogenicidade dos enterococos
pois fornece nutrientes a bactéria, uma vez que ela é
capaz de hidrolisar a gelatina, hemoglobina, caseina,
dentre outros compostos, além de participar da
formacao de biolfilme?.

Genes: erm(B)= eritromicina, tet(L)= tetraciclina,
vanA= vancomicina, aac(6’)-le-aph(2’)-la=
gentamicina; resisténcia: ERY=eritromicina, TET=

tetraciclina, VAN= vancomicina.

Franz et al, (2001)® sugere que a atividade da
gelatinase encontrada em enterococos obtido de queijo,
permite que a bactéria utilize o queijo como fonte de
aminoacido, uma vez que este alimento é considerado
uma fonte de proteinas. Contudo, nem todos os
isolados de E. faecalis que apresentaram o0 gene gelE
foram produtores da gelatinase. Klibi et al. (2013)%
observaram que todos 0s enterococos provenientes de
alimentos carneos que apresentaram o gene gelE foram
produtores da enzima. Em contrapartida, Biavasco et
al. (2007)% observaram que nem todos enterococos
provenientes de alimentos possuiam o gene gelE
codificaram a enzima, corroborando com esse trabalho.
Estudos realizados por Roberts et al. (2004)%
mostraram que a delecdo em uma por¢do do locus da
regido fsr, responsavel pela producdo da gelatinase,
pode explicar o fato de alguns isolados de enterococos
apresentarem 0 gene gelE porém ndo expressarem a
atividade enzimatica.

Tanto os isolados de alimento quanto os clinicos
apresentaram atividade de gelatinase, sendo que houve
maior frequéncia de atividade para E. faecalis. Kibi et
al. (2013)% também observaram uma maior quantidade
de isolados de E. faecalis apresentando a atividade de
gelatinase do que os E. faecium. Em contrapartida
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muitos autores ndo observaram a atividade da
gelatinase em E. faecium, seja para enterococos de
alimento®®432 gu clinico34532,

O gene ace também foi predominante nos isolados
E. faecalis de alimentos seguido dos isolados clinicos.
Este gene codifica a proteina de adesdo ao colageno, e
esteve presente em 90,0% dos E. faecalis clinicos
analisados por Zoletti et al. (2010)*® e 100,0% dos
isolados provenientes de alimentos*, corroborando com
nossos estudos.

O gene que codifica fator de feromdnio sexual
(cpd), importante na conjugacdo bacteriana foi mais
prevalente nos isolados de E. faecalis clinicos. Eaton;
Gasson (2001)° encontraram o gene feroménio sexual
em todos os isolados de E. faecalis provenientes de
amostras de alimentos e clinicas, porém nao
observaram em isolados de E. faecium, o que difere dos
dados obtidos no presente estudo.

O gene responsavel por codificar uma ativadora de
citolisina, cylA, foi encontrado em um Unico isolado
clinico de E. faecalis. Martin-Platero® et al., (2009),
também ndo observaram a presenca deste gene em
enterococos isolados de alimento. Em contrapartida,
Aslam et al. (2012)° e Jahan et al. (2014)"
encontraram este gene em enterococos provenientes de
alimentos carneos.

Nossos  resultados corroboram com diversos
estudos*>6111630 sendo que a maior incidéncia de
genes de viruléncia em isolados de E. faecalis mostra o
papel desta espécie como um importante patégeno
nosocomial dentre os enterococos.

A presenca de fatores de viruléncia em enterococos
de alimento, é importante na sobrevivéncia do mesmo,
uma vez que estes fatores os auxiliam na competicdo
com outras bactérias contidas no meio. Ja em relacdo
aos clinicos a ocorréncia desses marcadores podem
favorecer 0 acesso e permanéncia desses enterococos
em infeccBes hospitalares.

Apesar dos fatores de viruléncia ser mais
comumente relacionado aos isolados clinicos, este
estudo assim como o de Eaton; Gasson, (2001)° e
Cariolato et al., (2008)* vem demonstrando a
incidéncia de fatores de viruléncia para os isolados de
alimentos numa taxa igual ou até maior que os clinicos.
Isto é muito preocupante, uma vez que estes fatores de
viruléncia encontrados em enterococos oriundos de
alimentos podem ser transferidos por conjugagdo para
enterococos ou até mesmo outras bactérias patogénicas
ou ndo do trato gastrointestinal.

A formacdo do biofilme necessita de diversos
fatores de viruléncia e um deles é a atividade de
gelatinase. A mutagdo no locus fsr, que codifica a
enzima gelatinase, reduz a formacdo de biofilme em
isolados enterococos?. Ja se sabe que ha outros fatores
de virulencia que podem contribuir com a formacéo do
biofilme, como ebp (pili associado a formacdo de
biofilme e endocardite)®® e bee (intensificador de
biofilme em Enterococcus)®. O presente estudo
corrobora com o descrito por Gomes et al. (2008)%, que
analisaram E. faecalis e E. faecium provenientes de
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alimentos, como ndo formadores ou fracamente
formador de biofilme. Apenas um isolado (clinico) foi
fortemente formador de biofilme.

Ao comparar 0s genes de resisténcia (tet(L),
erm(B) e vanA e o fendtipo pelo método de disco
difusdo para tal, ttm se que a concordancia, foi de
66,0% e 70,0%; 79,0% e 80,0% e 53,0% e 76,7%, para
os isolados de alimento e clinicos, respectivamente.

Os genes de resisténcia erm(B), vanA e aac(6°)-le-
aph(2”)-la foram observados em ambas amostras,
sendo que houve maior presenca nos isolados clinicos,
com excecdo do tet(L). No estudo de Vignaroli et al.,
(2011)® no qual foram avaliados 11 genes de
resisténcia em isolados oriundos de carnes e fezes de
animais observaram que os genes erm(B), vanA e
aac(6’)-le-aph(2)-la  estiveram entre 0s mais
frequentemente detectados. Assim como para a
prevaléncia de genes o fendtipo de resisténcia
(eritromicina, tetraciclina e vancomicina) também foi
maior para os isolados clinicos, em especial para os E.
faecium.

Enterococos resistentes a antimicrobiano sdo
amplamente encontrados em diversos tipos de
alimentos, e até mesmo em enterococos utilizados
como probidtico, em geral eles ndo apresentam
resisténcia a antimicrobiano clinicamente importantes®.
Porém, estes enterococos resistentes a antimicrobianos,
em especial para 0s enterocos resistentes a
vancomicina (VRE) desempenham um  papel
importante no que diz respeito a transferéncia destes
marcadores de resisténcia no ambiente, e por
conseguinte via cadeia alimentar para animais e seres
humanos®?.

Nieto-Arribas et al. (2011)%3, analisando a
susceptibilidade de enterococos isolados de queijos,
encontraram uma frequéncia de resisténcia para
tetraciclina,  eritromicina e  vancomicina de
aproximadamente,  20,0%, 20,0%, e 6,0%,
respectivamente. Estes dados foram similares ao
encontrados no presente estudo. Em contrapartida
Triveldi et al., (2011)'* ndo encontraram gene vanA e
resisténcia a vancomicina em enteroccocos de produtos
lacteos, sendo que 0.0% dos E. faecalis e 7.0% dos E.
faecium apresentaram resisténcia a eritromicina.

A incidéncia do gene tet(L) foi maior nos isolados
de alimento (28,0% para 23,3% clinicos), porém a
frequéncia de resisténcia da tetraciclina foi bem maior
nos clinicos (Tabela 3). Provavelmente, estes dados
sugerem que outros determinates de resisténcia para
tetraciclina estejam envolvido, tendo em vista que em
Enterococcus spp., a resisténcia a tetraciclina €
conferida por um ou mais gene tet¥. Dos genes
envolvidos na resisténcia a tetraciclina foi observado
que em amostras de alimento e clinica os mais
encontrado foram o tet(M) e tet(L)%.

Assim como verificado para a tetraciclina, alguns
isolados ndo apresentaram o gene para erm(B) e vanA
porém expressaram resisténcia no antibiograma. Isto
sugere que outros determinantes de resisténcia estejam
envolvidos com este fen6tipo, assim como foi visto em
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estudos de Vignaroli et al., (2011)* onde enterococos
resistentes a eritromicina ndo possuiam nenhum dos
trés genes relacionados com a eritromicina (erm(A),
erm(B) e erm(C)). Os VRE podem possuir um dos 6
cluster génicos vanA, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG,
sendo os principais vanC, vanA e vanB 2,

Para o gene erm(B) encontrou-se uma maior
frequéncia para os isolados de amostras clinicas,
resultados similares foram obtidos na expressdo no
antibiograma, no qual 73,3% apresentaram gene para
erm(B) e resisténcia para a mesma. Enquanto em
trabalhos de Hammad et al. (2014)® o gene erm(B) foi
observado em 13 dos 14 enterococos resistente a
eritromicina. Assim como o gene erm(B) o vanA foi
mais frequente em isolados clinicos, nos quais também
foi encontrada a maior frequéncia de resisténcia para
vancomicina. O antimicrobiano gentamicina ndo foi
avaliado.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho
mostraram que o0s isolados de Enterococcus
provenientes de alimentos apresentaram igual ou
maior frequéncia de genes e expressdo de fatores de
viruléncia, quando comparados aos enterococos
provenientes de amostras clinicas; ja estes abrigaram
genes e apresentarem fendtipos de resisténcia a
antimicrobianos importantes. Assim sendo, sugere-se
que os alimentos podem ter um papel importante na
disseminagdo de enterococos com potencial virulento
por meio da cadeia alimentar de humanos. Este fato
pode fornecer riscos a salde, uma vez que 0S
enterococos podem transferir estes determinantes de
risco para enterococos e outras bactérias encontrados
na microbiota humana.
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