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Nem toda palavra é

Aquilo que o dicionario diz

Nem todo pedaco de pedra

Se parece com tijolo ou com pedra de giz

Avido parece passarinho

Que nao sabe bater asa
Passarinho voando longe

Parece borboleta que fugiu de casa

Borboleta parece flor

Que o vento tirou pra dancar

Flor parece a gente

Pois somos semente do que ainda vira

A gente parece formiga

La de cima do avido

O céu parece um chao de areia
Parece descanso pra minha oracao

A nuvem parece fumaca

Tem gente que acha que ela é algodao
Algodao as vezes é doce

Mas as vezes é doce nao

Sonho parece verdade

Quando a gente esquece de acordar

E o dia parece metade

Quando a gente acorda e esquece de levantar

]

Descobrir o verdadeiro sentido das coisas
E querer saber demais

[.]

— O Teatro Magico, Sonho de Uma Flauta.
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Isolamento e avaliagdo de Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais
de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) encontrados no
litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Autor: Naiara Aguiar Santestevan®
Orientadora: Profa. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

A distribuicdo das espécies de enterococos, bactérias comensais do trato
gastrointestinal (TGI), é bastante estudada nos diferentes mamiferos;
entretanto, em lobos-marinhos (Arctocephalus spp.) ainda néo existem dados.
Os objetivos do estudo foram: a) isolar Enterococcus spp. a partir de amostras
fecais de lobos-marinhos encontrados no litoral norte do Rio Grande do Sul; b)
determinar a prevaléncia das espécies; c) avaliar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana; d) verificar a presenca de genes relacionados a resisténcia e a
viruléncia e; e) analisar o perfil genotipico por RAPD-PCR. No total, 160
enterococos foram isolados e identificados como E. faecalis (50,62%), E. hirae
(34,37%), E. casseliflavus (11,87%), E. gallinarum (1,87%), E. mundtii (0,62%)
e E. faecium (0,62%). Noventa e trés isolados foram sensiveis aos dez
antimicrobianos testados. As propriedades de resisténcia foram encontradas
para eritromicina (21,25%), nitrofurantoina (15,62%), tetraciclina (6,25%),
norfloxacina (3,12%) e ciprofloxacina (3,12%). Dentre os 10 isolados
resistentes a tetracilina, 3 apresentaram o gene tet(M) e nenhum o tet(L). Dos
34 resistentes a eritromicina, 2 apresentaram o gene erm(B). Quanto a
presenca dos genes de viruléncia, maior incidéncia foi observada para o0s
genes ace (66,87%) e gelE (50,62%), seguidos por asa (11,87%) e cylA (2,5%).
A atividade de gelatinase e citolisina indicou a presenca de genes silenciosos.
A andlise do RAPD-PCR permitiu reunir os isolados em cinco grupos. Em
conclusao, diferentes espécies de enterococos compdem a microbiota do TGl
de lobos-marinhos e a presenca de elementos de resisténcia e viruléncia
podem estar relacionados a fatores antropogénicos ou ter origem no resistoma
ambiental.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (163 p.) Agosto, 2014.
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Isolation and evaluation of Enterococcus spp. from fecal samples of fur
seals (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) from the North coast of Rio
Grande do Sul, Brazil.

Author: Naiara Aguiar Santestevan®
Supervisor: Profé. Dr2, Ana Paula Guedes Frazzon

ABSTRACT

The species distribution of enterococci, commensal bacteria of the
gastrointestinal tract (GIT), is well studied in different mammals, however in fur
seals (Arctocephalus spp.) data do not exist yet. The objectives of this study
were: a) to isolate Enterococcus spp. from fecal samples of fur seals found on
the North coast of Rio Grande do Sul; b) to determine the prevalence of
species; c) to assess the antimicrobial susceptibility profile; d) to check the
presence of resistance and virulence related genes and; e) to evaluate the
genotypic profile by RAPD-PCR. A total of 160 enterococci were isolated and
identified as E. faecalis (50.62%), E. hirae (34.37%), E. casseliflavus (11.87%),
E. gallinarum (1.87%), E. mundtii (0.62%), and E. faecium (0.62%). Ninety-three
isolates were susceptible to 10 antimicrobials tested. Resistance properties
were found for erythromycin (21.25%), nitrofurantoin (15.62%), tetracycline
(6.25%), norfloxacin (3.12%), and ciprofloxacin (3.12%). Among the 10 isolates
resistant to tetracycline, 3 harbored the tet(M) gene and none were positive to
tet(L) gene. Among the 34 erythromycin-resistant isolates, 2 harbored the
erm(B) gene. Regarding the virulence genes, a higher incidence was observed
for the ace (66.87%) and gelE (50.62%), followed by asa (11.87%) and cylA
(2.5%). Gelatinase and cytolysin activity indicated the presence of silent genes.
Analysis of RAPD-PCR allowed to assemble the isolates into five groups. In
conclusion, different species of enterococci are part of the fur seals GIT
microbiota and the presence of resistance and virulence elements may be
related to anthropogenic factors or origin in the environmental resistome.

'Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (163 p.) August, 2014.
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Figura 14: Padrdo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da
amostra F, de A. tropicalis. (a) E. gallinarum representados pelos
isolados F1, F3 e F4; E. hirae representado pelos isolados F2, F5, F6,
F7 e F8. (b) E. faecium representado pelo isolado F12; E. hirae
representado pelos isolados F13 e F14. M = marcador molecular 100 pb;
(C-) = controle negativo sem adicdo de DNA microbiano................cceee.....
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Figura 17: Padrao obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da
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Figura 18: Dendrograma (Programa Past.exe) obtido pela técnica de
RAPD-PCR, ap6s andlise em gel de agarose e deteccdo de fragmentos
pelo programa Gel-Pro Analyzer, para Enterococcus spp. obtidos de
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a zona costeira apresenta grande diversidade de
mamiferos marinhos, dos quais, 0s pinipedes representam um grupo
significativo de carnivoros marinhos. O litoral do Rio Grande do Sul, devido a
influéncia de correntes maritimas, € uma area de concentracdo sazonal destes
animais, que chegam ao litoral principalmente para descansar. Até 0 momento,
h& registros de sete espécies de pinipedes, sendo o ledo-marinho-sul-
americano (Otaria flavescens) o mais frequentemente observado, seguido das
espécies de lobos-marinhos Arctocephalus australis e Arctocephalus tropicalis,
demonstrando a importancia deste cenario no desenvolvimento e ciclo de vida

destes animais.

O ecossistema marinho, habitat desses mamiferos, pode ser
considerado um meio de propagacao de poluentes. Assim, a contaminacao das
aguas costeiras por micro-organismos dotados de caracteristicas adquiridas
em outros ambientes pode interferir nas populacdes microbianas nativas. Sob
essa perspectiva, o estudo de micro-organismos desse ambiente permite inferir

sobre as condi¢cGes dos animais marinhos e do ambiente como um todo.

Os Enterococcus spp. sdo ubiquos no ambiente e, segundo

evidéncias filogenéticas e moleculares, o género é composto por mais de 40



espécies, distribuidas amplamente na natureza. S&o frequentemente isolados
de fontes como solo, &gua, plantas e alimentos, ao passo que em seres
humanos e outros animais sao considerados membros naturais da microbiota
gastrointestinal. Contudo, a distribuicdo das espécies pode variar de acordo as
caracteristicas individuais de cada espécime (ex. idade, sexo), do habitat (ex.

variagdes sazonais, dieta) e da localizac@o geografica.

Embora determinadas cepas sejam utilizadas beneficamente na
industria alimenticia e farmacéutica, algumas espécies, especialmente
Enterococcus faecalis, sdo frequentemente utilizadas como indicadoras da
poluicdo fecal da agua, além de serem constantemente identificadas como
agentes de infeccbes humanas. Em paralelo, o surgimento da resisténcia a
antimicrobianos pode ter origem no uso indiscriminado destes compostos,
levando a selecdo de genes resistentes e conduzindo ao aparecimento de

linhagens com estas caracteristicas em outros locais.

N&o obstante, além de serem considerados reservatorios de genes
de resisténcia, os enterococos possuem propriedades adaptativas que facilitam
a sobrevivéncia em condi¢cbes consideradas adversas para outros micro-
organismos. Nesse sentido, faz-se necessaria a investigacdo dos perfis e
mecanismos envolvidos na resisténcia antimicrobiana, bem como a
identificacdo dos fatores de viruléncia relacionados ao estabelecimento de

populacdes microbianas nos mais diversos nichos.

Uma maneira de disseminar bactérias resistentes em aguas
marinhas seria através da contaminacdo dos efluentes urbanos, de forma a

contaminar os animais que habitam e/ou se aproximam destes ambientes.



Apesar do crescente numero de estudos com amostras de agua e sedimentos
aquaticos, a utilizacdo de amostras de animais marinhos que ndo tenham
sofrido intervencdes em centros de reabilitacdo ainda é escassa. Pesquisas
empregando animais marinhos silvestres ndo sao muito noticiadas,
provavelmente, devido a dificuldade em se obter amostras dos ambientes
marinhos. Diante disso, a analise dos enterococos como um grupo de bactérias
com importancia clinica e ambiental, e que ja teve sua composi¢ao averiguada
e monitorada em diferentes habitats, pode apontar aspectos importantes a

respeito das interacdes e disturbios ambientais.

Para tanto, o presente estudo buscou examinar populacdes de
enterococos isoladas do material fecal de lobos-marinhos. A relevancia do
estudo estad em investigar um género que compde a microbiota de uma série de
animais, participando do equilibrio dos ambientes os quais integram, e inferir
sobre possiveis vias de disseminacdo microbiana, sendo este um material de

dificil obtencéo.
1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi o de isolar micro-organismos
pertencentes ao género Enterococcus spp. de amostras fecais de lobos-
marinhos encontrados no litoral norte do Rio Grande do Sul. Além disso,
buscou-se determinar a prevaléncia das espécies e suas caracteristicas quanto
ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, a presenca de genes envolvidos

com fatores de viruléncia, bem como analisar o perfil genotipico dos isolados.



1.1.2 Objetivos Especificos

= Isolar micro-organismos pertencentes ao género Enterococcus

spp. de amostras de fezes de lobos-marinhos;

= Confirmar o género Enterococcus spp. por PCR género-especifico
e determinar a prevaléncia das espécies de enterococos por PCR Multiplex,
empregando oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos, e por provas

bioquimicas;

= Caracterizar os padrbes de suscetibilidade antimicrobiana e
pesquisar, nos isolados com fenotipo resistente a eritromicina efou a
tetraciclina, os genes erm(B), tet(L) e tet(M), associados a mecanismos de

resisténcia a estes antimicrobianos;

= Detectar os genes ace, gelE, cylA e asa, envolvidos na viruléncia
de Enterococcus spp., e relacionar a presenca dos genes gelE e cylA com suas

expressoes fenotipicas de gelatinase e citolisina;

= Correlacionar os perfis genotipicos dos isolados obtidos pela

técnica de RAPD-PCR.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mamiferos Marinhos

A costa brasileira se estende pelo Oceano Atlantico cobrindo 7.367
Km, compreendendo uma faixa de 200 milhas nauticas a partir de sua orla
maritima, denominada Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) (IBGE, 2014). A
biodiversidade observada nas aguas brasileiras deve-se a influéncia de trés
correntes oceanicas: das Guianas, do Brasil e das Malvinas (ECOMAMA,
2014). A elevada diversidade biolégica ao longo da costa brasileira é
reconhecida por cerca de cinquenta espécies de mamiferos marinhos que
habitam ou frequentam a Zona Maritima Brasileira (Machado, 2006). Esta
variedade se distribui em trés grupos taxonémicos: a Ordem Cetacea (baleias,
golfinhos e botos), a Ordem Sirenia (peixes-boi) e a Subordem Pinnipedia

(focas, morsas, lobos-, ledes- e elefantes-marinhos) (Zerbini et al., 1999).

No Brasil, os dados referentes a estes animais séo o resultado de
monitoramentos de encalhe, avistagens costeiras e oceanicas, projetos de
estudo sobre a natureza de populacdes costeiras e monitoramento de
atividades impactantes. Os monitoramentos de encalhe sdo a principal forma

de obtencdo de informacdes sobre ocorréncia, biologia e ecologia da



maioria das espécies de mamiferos marinhos que encalham ou que repousam
no litoral. Este tipo de atividade pode ser categorizada de acordo com sua
frequéncia, em esfor¢o sistematico, ocasional ou inexistente (Zerbini et al.,

1999).

Além do acompanhamento periddico, chamadas realizadas pela
populacdo contribuem para que animais avistados fora da rotina dos
monitoramentos sejam amparados. Grande parte dos animais que chegam ao
litoral sul-rio-grandense busca local para descansar, podendo permanecer até
72 horas fora da agua. Como ndo ha a intencéo de reproduzir neste cenario e
nem a busca por alimento em terra, a retirada do ambiente natural pode
interferir no ciclo de vida e no processo de selecao natural do animal, podendo

leva-lo a obito (CECLIMAR, 2014).

A maioria dos Estados brasileiros tem sua costa monitorada, no
entanto, em virtude da falta de esforco ou de areas de dificil acesso, ainda
existem regibes sem cobertura. No Rio Grande do Sul, toda a extenséo
litordnea é sistematicamente monitorada (Zerbini et al., 1999). Por se tratar de
uma area de concentracdo sazonal de pinipedes, ac¢des que visam 0
acompanhamento destes animais tém sido desenvolvidas a fim de reunir
informacdes ainda consideradas escassas e imprecisas. Em 2003, o Grupo de
Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul (GEMARS) iniciou o
projeto de marcacdo e soltura de pinipedes que passam pelo setor de
reabilitacdo do Centro de Estudos Costeiros, Limnologicos e Marinhos
(CECLIMAR). Nele, os animais recuperados sdo anilhados antes da soltura e,

guando sao encontrados novamente, as informacdes contidas na anilha



permitem o contato com os pesquisadores e o delineamento de caracteristicas
especificas deste animal apos o retorno ao ambiente. Este projeto também
coleta dados dos animais durante o periodo de recuperagdo, ou mesmo dos
animais que sao encontrados mortos, permitindo, desta forma, investigar e

correlacionar diferentes areas de estudo (CECLIMAR, 2014).

Recentemente, Alfonsini et al. (2013) investigaram o uso de técnicas
moleculares como ferramentas rapidas para 0 monitoramento da
biodiversidade de mamiferos marinhos encalhados na Franca. Dessa maneira,
a utiizacdo da biologia molecular, juntamente com dados fisiologicos,
ecoldgicos e etologicos, aparece como uma ferramenta indispensavel no
estudo da variabilidade genética e da problematica da conservacdo de

espécies ameacadas (Heinzelmann, 2002).

No Brasil, embora seja possivel observar um aumento na incidéncia
de pinipedes na costa, podendo haver relacdo com o aumento populacional, a
exploracdo como recurso de subsisténcia, a caca comercial (mesmo proibida,
pode indiretamente ser uma ameaca por competicido de recursos e capturas
incidentais), a degradacdo do ambiente costeiro, o turismo ecolégico sem
restricbes e o aquecimento global, sdo algumas das principais ameacas a
sobrevivéncia destes animais, estando todas elas relacionadas a acfes
antropicas (Rocha-Campos et al., 2011; Oliveira, 2013). Sabe-se, por exemplo,
gue alteracBes ecolbgicas e climaticas podem alterar a composicdo alimentar
de algumas espécies e, consequentemente, afetar a saude (propensdo a

doencas) das populacdes (Pereira et al., 2008; Hill et al., 2013).



O monitoramento destes animais tem também como objetivo
identificar e acompanhar as consequéncias da interferéncia antrépica sob as
populacdes de mamiferos marinhos. A intervencdo das atividades pesqueiras
no ciclo de pinipedes é observada no litoral do Rio Grande do Sul
principalmente nos meses de inverno e primavera. As capturas acidentais
destes animais sdo raramente reportadas e a Unica espécie que
comprovadamente interage com atividades pesqueiras é o ledo-marinho-sul-
americano. Ao mesmo tempo, o molestamento de lobos-marinhos encontrados
em praias é observado apesar da proibicdo pela Lei Federal n® 7.643 de 1987

(Zerbini et al., 1999).

Diversas sdo as formas de degradacdo do ecossistema marinho,
dentre estas € importante destacar a poluicdo quimica (6leo e derivados,
compostos organopersistentes, metais pesados, despejo de esgoto e
escoamento de residuos da agricultura) e sonora (obras de engenharia costeira
e oceanica e exploracao de petroleo), bem como o trafego de embarcacdes e o
desenvolvimento das regides costeiras, ocasionando o declinio dos recursos e
a exposicdo a substancias toxicas que podem afetar negativamente a
sobrevivéncia dos animais marinhos (Zerbini et al., 1999; Pereira et al., 2008).
Todas estas atividades podem interferir no uso de areas preferenciais das
espécies costeiras e, embora a Lei de Protecdo a Fauna Silvestre (Lei 5.197 de
1967) proteja os animais marinhos de intervengdes antropicas (Zerbini et al.,

1999), as medidas contrarias ao desenvolvimento econdmico destas areas

costumam ser adotadas somente apds agressao direta ao ambiente.



Conhecido como um habitat natural de micro-organismos
patogénicos (Pereira et al., 2008), a contaminacdo das aguas costeiras ocorre
a partir de uma variedade de fontes, incluindo o despejo de esgotos
residenciais, industriais e hospitalares. Neste caso, o sistema aquoso funciona
como uma via de transporte de poluentes microbiologicos (bactérias, virus e
protozoarios), carreadores de tracos adquiridos em outros ambientes seletivos,
e com potencial patogenicidade para seres humanos e outros animais (Stewart
et al., 2014). As doencas infecciosas causadas por esses patdgenos podem
afetar varias espécies de modo a leva-las ao status de ameacadas. Sob essa
perspectiva, segundo Pereira et al. (2008), alguns agentes bioldgicos isolados
a partir destes animais poderiam ser utilizados como indicadores de
perturbacdo do ecossistema marinho. Stewart et al. (2014) relatam que,
atualmente, ndo se sabe muito sobre patdégenos que colonizam mamiferos
marinhos na natureza principalmente devido aos habitos migratorios de
algumas espécies e pela dificuldade em se obter amostras, uma vez que

muitos dos estudos existentes séo realizados com animais presos.

2.1.1 Os Pinipedes

Os pinipedes dividem-se em trés familias: Otariidae (lobos e ledes-
marinhos; 14 espécies), Odobenidae (morsas; 1 espécie) e Phocidae (focas e
elefantes-marinhos; 19 espécies) (Zerbini et al., 1999; Oliveira, 2013). Apesar
de extensas discussdes relativas a taxonomia dos Pinnipedia, muitos estudos
corroboram com sua identidade e classificam-nos como um grupo monofilético
de mamiferos carnivoros (Higdon et al.,, 2007), considerando este um taxon

valido, seja como uma subordem dentro de Carnivora, seja como uma ordem a
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parte (Drehmer, 2005). Neste trabalho, ser4 considerada a seguinte divisdo
taxondmica: Reino Animalia, Filo Chordata, Classe Mammalia, Ordem

Carnivora, Subordem Pinnipedia.

As 34 espécies de pinipedes representam o0s carnivoros marinhos
que, diferentemente dos carnivoros terrestres, realizam etapas como
reproducdo, troca de pelos e descanso em terra ou gelo, mas que também
passam grande parte de seu desenvolvimento no mar, se alimentando ou se

deslocando (Figura 1) (Higdon et al., 2007; Oliveira, 2013).

&

)

Figura 1. Ciclo de vida dos pinipedes: reproducdo durante a permanéncia em terra e
migracfes durante o outono, inverno e parte da primavera para alimentacdo. Fonte:
adaptado de Fundacién Mundo Marino.

O termo pinipede (do latim, pés em forma de pena ou asa) refere-se
a animais cujos membros anteriores e posteriores sdo modificados em
nadadeiras, com extensas membranas interdigitais que auxiliam a locomocéao
na agua (Oliveira, 2013). A movimentacdo deste grupo difere entre as familias
de acordo com a forma como utilizam as nadadeiras. Enquanto os membros da
familia Phocidae utilizam as nadadeiras traseiras e, devido a impossibilidade de
roda-las para frente, locomovem-se em terra por ondulagdo sagital do corpo,
nas familias Otaridae e Odobenidae a locomocédo € considerada ambulatorial,

visto que utilizam as nadadeiras dianteiras (Barreto, 2001).
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As necessidades ecoldgicas de uma espécie determinam sua
distribuicdo, como por exemplo, substrato para reproducao, disponibilidade de
recursos e padrdes de temperatura da agua (Barreto, 2001). Na América do Sul
e no Brasil, h& registros de ocorréncia das familias Otariidae e Phocidae. No
Brasil, embora ndo existam colbnias reprodutivas, com a chegada do inverno e
a maior influéncia da Corrente das Malvinas, chegam a costa brasileira aguas
mais frias e, em busca destas condi¢cdes, entre os meses de outono e
primavera, sdo observados os deslocamentos de inUmeros visitantes sazonais
no litoral do Rio Grande do Sul, assim como ilustrado anteriormente na Figura 1

(Rocha-Campos et al., 2011; Oliveira, 2013).

No litoral brasileiro ha o registro de sete espécies de pinipedes
(Tabela 1), todas de ocorréncia também no litoral do Rio Grande do Sul. As
espécies sul-americanas possuem marcada sazonalidade, enquanto as
espécies antarticas e subantarticas tém sido consideradas ocasionais ou

consequéncia de movimentos erraticos (Rocha-Campos et al., 2011).

Tabela 1. Espécies de pinipedes mais frequentemente encontradas no litoral brasileiro
e no Rio Grande do Sul. Fonte: Rocha-Campos et al., 2011.

(';rceoqr?g: ;La) Nome popular Nome cientifico
1° Ledo-marinho-sul-americano Otaria flavescens
20 Lobo-marinho-sul-americano  Arctocephalus australis
3° Lobo-marinho-subantartico  Arctocephalus tropicalis
40 Lobo-marinho-antartico Arctocephalus gazella
50 Elefante-marinho-do-sul Mirouga leonina
6° Foca-caranguejeira Lobodon carcinophaga

7° Foca-leopardo Hydrurga leptonyx
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Lobos- e leGes-marinhos podem ser confundidos quando jovens,
mas sdo facilmente diferenciados através de algumas caracteristicas externas.
De coloragao entre amarelo-claro e marrom-avermelhado, os lebes-marinhos
apresentam focinho e orelhas pequenos e arredondados. Os machos, quando
atingem a maturidade sexual, desenvolvem uma juba ao redor do pescoco e
emitem sons graves, similares aos dos ledes terrestres, e raramente param na
orla, pois costumam descansar em ilhas. No Rio Grande do Sul, costumam ser
avistados na llha dos Lobos, no municipio de Torres, e nos Molhes da Barra de
Rio Grande. Ja os lobos-marinhos possuem um focinho mais pontiagudo,
estreito e alongado, e orelhas mais finas e compridas quando comparado ao
ledo-marinho. Costumam ser mais avistados pela populacédo devido ao habito
de parar na orla para descansar, havendo registros de trés espécies no RS
(Rocha-Campos et al.,, 2011; CECLIMAR, 2014). Neste trabalho, seréo
abordadas duas espécies de lobos-marinhos destacadas a seguir:
Arctocephalus australis (lobo-marinho-sul-americano) e Arctocephalus tropicalis

(lobo-marinho-subantértico).

2.1.2 Arctocephalus australis (Zimmermann, 1783)

Segundo a Lista Vermelha da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais (IJUCN, 2013) para
espécies ameacadas de extincao, A. australis € considerada de baixo risco. Da
mesma forma, no Estado do Rio Grande do Sul, esta espécie ndo esta sob
ameaca (Oliveira, 2013). Entretanto, foi um dos pinipedes que mais sofreu com
a caca desde o século XVI até 1991, quando a pesca era permitida em paises

como o Uruguai, para exploracdo direta e comercializacdo de pele, 0ssos,
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carne e genitalia (machos). Atualmente, encontra-se protegida ao longo de toda

a sua distribuigéo (Oliveira, 2013; Rocha-Campos et al., 2011).

O lobo-marinho-sul-americano (Figura 2) apresenta coloracdo da
pelagem entre marrom-escura e marrom acinzentada. De porte médio, é
possivel observar dimorfismo sexual referente ao tamanho e ao peso destes
animais: machos adultos podem atingir comprimento de até 200 cm e peso de
200 kg; jA as fémeas se apresentam de tamanho reduzido, raramente
ultrapassando 140 cm e 60 kg (Vaz-Ferreira & Leon, 1987; Oliveira, 2013;

CECLIMAR, 2014).

(@) ' (b)

Figura 2. Exemplares de lobo-marinho-sul-americano, Arctocephalus australis. Em (a)
vista frontal de juvenil em boa condi¢do corporal (Fonte: arquivo GEMARS) e em (b)
espécime em perfil (Fonte: www.arkive.org; fotégrafo: Martin Zwick).

Estima-se um tamanho populacional entre 300.000 e 450.000
individuos na Ameérica do Sul (Oliveira, 2013). A distribuicdo geografica (Figura
3) compreende, no Oceano Pacifico, desde o Peru até o norte do Chile e mais
ao sul, desde o Chile médio (32° Sul) até o extremo-sul do Chile; no Oceano
Atlantico, desde o extremo sul da Argentina até o sul do Brasil (Ilha dos Lobos),
incluindo as Malvinas (Drehmer, 2005). As espécies encontradas no Rio

Grande do Sul sdo consideradas da populacdo do Atlantico, visto que
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apresentam variagdes genéticas em relacdo a populacdo do Pacifico, apesar
de ambas pertencerem a mesma espécie (Rocha-Campos et al., 2011; Oliveira,

2013).

Durante o verdo do Hemisfério Sul (entre novembro e janeiro), estes
animais se reunem nas colénias reprodutivas localizadas, principalmente, em
ilhas no Uruguai, Argentina, llhas Malvinas, Chile e Peru. Com mais de 150.000
individuos, a llha dos Lobos, no Uruguai, concentra a maior coldnia reprodutiva
desta espécie. A maturidade sexual é alcancada entre dois e quatro anos,
pelas fémeas, e entre cinco e seis anos para os machos (Vaz-Ferreira & Leon,

1987; Oliveira, 2013).

oe oe

20° 20°

Figura 3. Distribuicdo geografica do lobo-marinho-sul-americano, Arctocephalus
australis, realgcada em azul escuro. Fonte: Bastida et al. (2007) apud Rocha-Campos et
al. (2011).

A migracdo dos lobos-marinhos-sul-americanos é influenciada pelas
correntes maritimas e pelo seu habito pelagico, que acaba promovendo o
deslocamento, principalmente de jovens (de ambos os sexos) fora do periodo
reprodutivo, em busca de comida (composta principalmente por peixes

pelagicos e cefalbpodes), e eventualmente culminando em paradas em terra
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para descanso de alguns destes animais (Rocha-Campos et al., 2011; Oliveira,
2013). No Rio Grande do Sul, as Unidades de Conservacdo (Reflugio da Vida
Silvestre) Ilha dos Lobos, em Torres, e Molhe Leste da Lagoa dos Patos, em
Sao José do Norte, sdo as principais areas de concentracdo invernal (Rocha-

Campos et al., 2011; Oliveira, 2013).

2.1.3 Arctocephalus tropicalis (Gray, 1872)

Considerada de baixa preocupacao pela Lista Vermelha da IUCN
(2013) para espécies ameacadas de extingcdo, A. tropicalis, da mesma forma
gue A. australis, enfrentou maiores problemas de conservacdo no passado,

relativos a pesca, estando atualmente legalmente protegida (Oliveira, 2013).

A coloracdo pardo-amarelada presente no peito, pescoco e face, e
as vibrissas brancas, permitem a diferenciacéo das demais espécies (Figura 4).
Além disso, os machos adultos apresentam uma mecha de pelos no topo da
cabeca, semelhante a um topete, e podem medir entre 180-200 cm e pesar 160
kg, enquanto as fémeas medem entre 135-150 cm de comprimento total e
pesam entre 50 e 55 kg. A maturidade sexual é atingida entre quatro e seis
anos, para as fémeas, e entre quatro e oito anos, para 0s machos, mas
comumente a reproducdo ocorre apos 0s nove anos. A reproducao ocorre nas
colbnias reprodutivas durante os meses de verao (hovembro e janeiro), assim
como A. australis, quando os individuos se reinem nas coldnias. A alimentacao
€ composta, basicamente, por cefaldpodes e peixes teledsteos (Bester, 1987;

Oliveira, 2013).
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Figura 4. Exemplar de lobo-marinho-subantartico, Arctocephalus tropicalis. Fonte:
www.arkive.org; fotografo: Vincent Bretagnolle.

A distribuicdo geografica (Figura 5) compreende as ilhas oceéanicas
do Atlantico e do indico ao norte da Convergéncia Antartica: Tristdo da Cunha,
Gough, Marion, Principe Edward, Crozet, Amsterdan, Saint Paul e Macquarie
(Drehmer, 2005). A espécie habita principalmente as ilhas ao norte da
Convergéncia Antartica, sendo que as colbnias reprodutivas mais proximas da
costa sul do Brasil estdo localizadas a 4.200 km, nas ilhas Tristdo da Cunha e
Gough. Porém, ja foram encontradas espécies originarias de ilhas com mais de
16.000 km de distancia do Brasil, como as llhas Crozet. Apesar de haver
ocorréncia ao longo de toda a costa brasileira, alguns autores sugerem que a
presenca desta espécie possa estar associada a alguns fendémenos

oceanograficos, como o “El Nifio” e o “La Nifa”. Estima-se uma populacéo atual
de mais de 350.000 individuos, dos quais metade encontra-se nas Ilhas Gough

(Oliveira, 2013).
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Figura 5. Distribuicdo geografica do lobo-marinho-subantartico, Arctocephalus
tropicalis. Fonte: Fonte: Bastida et al. (2007) apud Rocha-Campos et al. (2011).

2.2 O Género Enterococcus

Os enterococos compdem um grupo de micro-organismos altamente
adaptados a ambientes complexos e capazes de sobreviver em condi¢des
adversas (Gilmore, 2014). Seu perfil taxondmico sofreu alteracdes relevantes
nas ultimas décadas, sendo atualmente consideradas 43 espécies distintas
(Sevec & Franz, 2014), com varios habitats, tropismos e caracteristicas
metabdlicas e fenotipicas. Contudo, Euzéby (2014) ja considera a existéncia de
53 espécies reconhecidas para o género. Entre os possiveis habitats, estdo o
solo, a agua, as plantas e os hospedeiros animais, bem como os produtos de
consumo humano, incluindo alimentos fermentados e produtos lacteos,
conferindo ao género a caracteristica da ubiquidade (Mundt, 1961; Mundt,

1963; Lebreton et al., 2014).
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2.2.1 Taxonomia

Em 1899, o termo "entérocoque" foi utilizado pela primeira vez por
Thiercelin, a fim de descrever o micro-organismo diplococo Gram-positivo de
origem intestinal o qual observou. Durante muito tempo as tentativas de
adequacdo taxon6mica foram ignoradas e as divergéncias em relacdo a
nomenclatura eram relativas tanto a distincdo das espécies quanto ao
estabelecimento do grupo dos enterococos. Desta forma, permaneceram como
um subgrupo do género Streptococcus, e as diversas publicacdes surgidas ao
longo das décadas de 1960, 1970 e 1980 levaram a incluséo de algumas cepas
enterocodcicas ao grupo dos estreptococos do Grupo D (Deibel, 1964; Facklam,
1972; Murray, 1990; Lebreton et al., 2014; Sevec & Franz, 2014; Euzéby,

2014).

O empenho em compreender estes micro-organismos, observado
pela grande quantidade de literatura cientifica associada, é imprescindivel para
tornar conhecidas peculiaridades que servirdo como ferramentas para
isolamento, quantificacdo e interpretacdo de resultados (Deibel, 1964).
Todavia, este género so6 foi formalmente aceito apos 1984, quando Schleifer e
Kilpper-Balz legitimaram a distincdo entre espécies muito semelhantes, como
Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium, ao mostrar as evidéncias
genéticas necessarias para confirmar as hipoteses que intencionavam
desmembrar os enterococos dos estreptococos e outros grupos (Murray, 1990).
Diante disso, cepas anteriormente consideradas como Streptococcus do Grupo
D foram revisadas ndo somente com embasamento nas caracteristicas

bioquimicas, mas também em aspectos genéticos, e técnicas de hibridizacdo
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DNA-DNA e DNA-rRNA permitiram esclarecer o parentesco entre as estirpes e
ampliar o esquema de classificacao utilizando acidos nucleicos (Murray, 1990;

Sevec & Franz, 2014).

Os enterococos compdem a familia Enterococcaceae, juntamente
com Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus
e Vagococcus (Euzéby, 2014; Ludwig et al., 2009). A andlise filogenética
fundamentada na comparacdo do gene 16S rRNA mostra que o0 género
Enterococcus apresenta maior similaridade com Vagococcus, Tetragenococcus
e Carnobacterium do que com Streptococcus e Lactococcus (Facklam et al.,
2002; Fisher & Phillips, 2009). A comparacdo entre sequéncias de DNA
permanece sendo a metodologia padrdo-ouro para o0 estabelecimento de
espécies bacterianas e essa verificacdo foi realizada para a maioria dos
enterococos. Entretanto, embora o sequenciamento do 16S rRNA tenha se
tornado uma ferramenta adicional pratica e confiavel, eventualmente ndo é
suficiente para distinguir algumas espécies, tais como E. casseliflavus e E.
gallinarum, que sdo 99,9% semelhantes por este critério. Consequentemente,
melhorias metodoldgicas e técnicas moleculares complementares, como 0 DNA
Polimérfico Amplificado Aleatoriamente (RAPD), foram desenvolvidas para

auxiliar na correlacéo entre os dados (Facklam et al., 2002).

2.2.2 Descricdo do género Enterococcus

O género Enterococcus é composto por bactérias Gram-positivas, de
formato ovoide, arranjadas em cadeias curtas, aos pares ou como células
individuais. O conteddo de pirimidinas (GC) no DNA varia de 37 a 45%,

colocando os enterococos no ramo baixo GC de bactérias Gram-positivas (Filo
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Firmicutes) (Gontang et al., 2007; Lebreton et al., 2014). Possuem crescimento
otimo entre 35 e 37 °C e toleram faixas de temperatura desde 10 °C até 45 °C.
Crescem em meio contendo 6,5% de NaCl, suportam variagoes de pH (4.5-
10.0), a maioria é capaz de sobreviver a 60 °C durante 30 minutos e hidrolizam
a esculina na presenca de sais biliares. Também hidrolizam a laucina-B-
naftilamina produzindo leucina aminopeptidase (LAP). Muitas espécies
hidrolisam a L-pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) produzindo pirolidonil arilamidase
(pirrolidonase), sendo esta uma caracteristica também observada em
estreptococos do grupo A (Murray, 1990; Manero & Blanch, 1999; Teixeira et

al., 2011; Sevec & Franz, 2014).

Os enterococos sao anaeroébios facultativos, quimio-organotroficos e
com metabolismo homofermentativo que resulta na producdo de L-(+)-acido
latico como produto final predominante da fermentacdo da glicose. Dessa
forma, devido a capacidade de fermentar grandes quantidades de carboidratos
a acido latico, sdo conhecidas como bactérias acido laticas (LAB). Estes micro-
organismos nao possuem enzimas citocromo, assim como 0s estreptococos, 0
gue lhes confere a caracteristica de serem catalase-negativos, embora
algumas cepas produzam pseudocatalase. A maioria das linhagens de
enterococos produz acido teicdico glicerol associado a parede celular, que é
identificado como antigeno do grupo D, mas alguns também reagem com o
grupo Q. Nao é observada a formacdo de enddsporos e nem a producédo de
gas (Fisher & Phillips, 2009; Teixeira et al., 2011; Sevec & Franz, 2014).
Algumas espécies apresentam motilidade, como E. casseliflavus e E.

gallinarum, e a producédo de coldnias pigmentadas pode ser observada em E.
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casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens e E. sulfureus (Teixeira et al.,

2011; Sevec & Franz, 2014).

Embora nenhum critério fenotipico isolado possa ser considerado
como caracteristico do género Enterococcus, 0 conjunto destes aspectos sédo
valiosos quando se pretende identifica-los (Ke et al., 1999; Manero & Blanch,
1999). Isto ndo exclui, no entanto, as caracteristicas atipicas rotineiramente
encontradas em algumas cepas. A exemplo, alguns géneros podem ser
precocemente identificados por caracteristicas compartilhadas, como
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Vagococcus, que também
demonstram a capacidade de hidrolisar a esculina na presenca de sais biliares
e crescer em meios contendo 6,5% de NaCl. Diante disso, recomenda-se a
associacao de analises fenotipicas e genotipicas a fim de evitar estimativas
errbneas e otimizar o tempo dedicado a testes que demandam maiores

esforcos (Teixeira et al., 2011; Sevec & Franz, 2014).

2.3 Ecologia de Enterococcus spp.

Sem duavida, uma importante chave para a ampla distribuicdo do
género Enterococcus na natureza e a capacidade de suportar uma variedade
de condicBes ambientais decorre de estes micro-organismos realizarem trocas
génicas intra e interespecificas, apresentarem fatores de viruléncia e a
permanéncia de linhagens resistentes, além da capacidade de tolerar
ambientes em condi¢cbes muitas vezes consideradas adversas para outros
organismos, como as variacdes de temperatura, salinidade e acidez (Eaton &

Gasson, 2001; Mota et al., 2005; Fisher & Phillips, 2009).
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Os enterococos sdo membros importantes dos tratos
gastrointestinais de muitos animais, contribuindo para o equilibrio destas
comunidades, mas também s&o considerados patdgenos oportunistas e,
dependendo da relagdo parasita-hospedeiro, podem causar infec¢des severas.
Considerando a distribuicdo ubiqua na natureza, destacam-se E. faecalis e E.
faecium como as espécies mais abundantes em fezes humanas, podendo
ainda ser encontrados em outros sitios anatdmicos, como na cavidade oral,
vesicula biliar, uretra e vagina. Embora constituam uma pequena parte do
consorcio intestinal, representando menos de 1% da microbiota de adultos
saudaveis, até meados da década de 1990, E. faecalis foi responséavel por 90-
95% dos isolados obtidos de infecgbes em humanos, enquanto E. faecium era
raramente o agente causador. A despeito, estudos demonstram diferencas nas
proporcdes entre as espécies de enterococos conforme variacdes sazonais,
localizacdo geografica, dieta, idade e espécie do animal/hospedeiro (Lebreton

et al., 2014; Murray, 1990; Tavares, 2000).

O consideravel numero de pesquisas envolvendo enterococos tem
sido impulsionado por sua associacdo com infec¢des, entretanto, estes estudos
representam somente uma pequena porcentagem da diversidade do género
nos mais diversos ambientes (Figura 6). O entendimento da distribuicdo dos
enterococos em outros animais ndo humanos e no ambiente como um todo,
assim como a comparacao destas espécies, contribui para o esclarecimento
dos mecanismos de propagacdo destes micro-organismos (Lebreton et al.,

2014).
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Figura 6. Acimulo de espécies de Enterococcus spp. identificadas até o ano de 2012.
As barras vermelhas mostram o numero de espécies associadas com doencas
humanas. Fonte: adaptado de Lebreton et al. (2014).

Em 1963, Mundt (1963) investigou enterococos em fezes de
mamiferos, répteis e aves de ambientes selvagens. Posteriormente, em 1987,
Devriese et al. (1987) avaliaram a distribuicdo e a prevaléncia das espécies de
Enterococcus spp. no trato intestinal de diferentes animais, tais como aves
domesticas, suinos, equinos, bovinos, ovinos, caprinos, caes e coelhos. No ano
de 2010, Layton et al. (2010) compararam a composi¢cao de Enterococcus spp.
de humanos saudaveis, caes, cavalos, gaivotas, focas e lebes-marinhos que
habitavam/frequentavam a regido da Baia de Sao Francisco (Califérnia, EUA),
e ainda de amostras de esgoto, a fim de avaliar indiretamente a qualidade da
agua das praias da costa da Califérnia e o potencial de espécies de

enterococos como indicadores confiaveis.

A abundancia deste género em amostras fecais, a facilidade de
cultivo e a correlacdo com dados de saude publica, levaram a utilizacdo deste
grupo como ferramenta para avaliar a qualidade da agua doce e marinha em
muitas partes do mundo. Contudo, sua ampla distribuicio mesmo em
ambientes com pouco ou nenhum contato com fezes tornam essa associacao

guestionavel (Manero & Blanch, 1999; Anderson et al., 2005; Layton et al.,
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2010; Maraccini et al., 2012). Habitats como solo, sedimentos, areia, vegetacéo
e ambientes aquaticos, com temperaturas variaveis, contrastam com o trato
gastrointestinal de animais endotérmicos. Desta forma, o estudo da ecologia
dos enterococos, relacionando sua ocorréncia, persisténcia e sobrevivéncia em
habitats ndo entéricos, e 0 uso destas bactérias como indicadoras, permitem
inferir sobre diferentes caracteristicas relacionadas a diversidade do género

(Byappanahalli et al., 2012).

Castillo-Rojas et al. (2013) evidenciam a importancia de investigar
associacdes entre isolados de origem clinica e ambiental. Em seu estudo,
linhagens clinicas e obtidas da agua, incluindo uma amostra de agua utilizada
para irrigacdo, apresentaram espécies com diferentes perfis genotipicos e

fenotipicos, até mesmo em relacdo aos niveis de resisténcia antimicrobiana.

Em alimentos, uma variedade de espécies de LAB tem despertado o
interesse por proporcionar beneficios a saude. Os enterococos podem ser
utilizados beneficamente como probidticos (para melhorar o equilibrio
microbiano do intestino), nos processos de maturacdo e desenvolvimento de
gueijos (culturas starter) e também como atividade anti-Listeria, pela producéo
de bacteriocinas. Entretanto, também ocorrem como contaminantes naturais,
podendo ser utilizados como indicadores de qualidade, principalmente em
virtude de seu histérico como causadores de doencas, sugerindo uma
avaliacdo cuidadosa antes de sua aplicacdo na industria alimenticia (Eaton &

Gasson, 2001; Giraffa, 2003; Johnston & Jaykus, 2004; Jiménez et al., 2013).

Prichula et al. (2013), ao investigarem a presenca de enterococos

resistentes a antimicrobianos em amostras de leite de bufala no Rio Grande do



25

Sul (Brasil), acrescentam que a presenca deste grupo em alimentos deve
receber atencdo pela possibilidade de disseminacdo de genes de resisténcia
na cadeia alimentar. Sob essa perspectiva, Jiménez et al. (2013) avaliaram a
presenca de enterococos, a suscetibilidade antimicrobiana e a presenca de
fatores de viruléncia em amostras de leite materno de mamiferos (suinos,
felinos, caninos, ovinos e humanos), sugerindo que a presenca de micro-
organismos no leite materno seja uma via de transmissdo de linhagens

enterococicas para o trato gastrointestinal de organismos juvenis.

A transmissdo e disseminacdo de micro-organismos por vias
aquaticas podem ter origem no escoamento de residuos hospitalares,
industriais e residenciais. As medidas tomadas nas estacdes de tratamento de
agua e esgoto, todavia, sdo incapazes de eliminar a carga microbiana, e a
reducdo do numero de bactérias ndo é suficiente para evitar a difusdo por

corregos, rios e oceanos (Nachtigall et al., 2013).

O ecossistema marinho tem sido alvo de estudos envolvendo
Enterococcus spp. Em 2006, Moore et al. (2006) compararam métodos
fenotipicos e genotipicos para identificacdo destes micro-organismos em
amostras marinhas. Maraccini et al. (2012) investigaram a variacdo da
composicao de enterococos na agua do mar de uma praia poluida na California
(EUA). Byappanahalli et al. (2012), em revisdo com énfase em enterococos
oriundos de ambientes aquaticos, solo e sedimentos, demonstram a influéncia
de interferentes exdgenos, como a salinidade e a disponibilidade de nutrientes,

na selecdo microbiana. Neste estudo, os autores destacam a influéncia de
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fatores ambientais na determinagcédo da sobrevivéncia ou expressédo de genes,

e também para o estabelecimento de relacdes intra e interespecificas.

Apesar de grande parte dos estudos em aguas marinhas serem
motivados pela atencdo dada aos enterococos como possiveis indicadores da
qgualidade de &guas recreativas, ao se observar estirpes com diferentes perfis
filogenéticos, pode-se inferir sobre o transito de algumas linhagens para
animais marinhos. Bennani et al. (2012) pesquisaram a existéncia de
Enterococcus spp. com resisténcia antimicrobiana em amostras de agua do
mar, sedimento e mariscos, obtidos de trés pontos distintos da costa do
Marrocos, a fim de relacionar com o uso abusivo destes compostos na
medicina humana e veterinaria, e a possivel via de transmissédo aquatica. Ainda
assim, embora alguns estudos incluam amostras de mamiferos marinhos,
como o de Layton et al. (2010), com focas e lebes-marinhos, nenhum deles
utilizou, até o momento, amostras de lobos-marinhos e relacionou a existéncia

de enterococos com caracteristicas de resisténcia e patogenicidade.
2.4 Resisténcia Antimicrobiana

A preocupacdo incidente sobre o0s enterococos deve-se, nao
somente pelo papel como agentes de infecces hospitalares, mas também por
sua resisténcia notavel e crescente a antimicrobianos. Estes fatores se
reforcam mutuamente uma vez que permitem a eles sobreviver em ambientes
adversos, como o ambiente hospitalar, em que antimicrobianos sdo bastante
utilizados, eliminando ou suprimindo bactérias sensiveis e proporcionando uma
seletiva vantagem para organismos resistentes (Murray, 1990; Lebreton et al.,

2014). Nesse sentido, ao se considerar inevitavel a presenca de micro-
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organismos resistentes no ambiente hospitalar, sua disseminagdo para o

ambiente extra-hospitalar merece atencéo (Tavares, 2000).

Os enterococos sdo conhecidos por sua resisténcia mdltipla a
antimicrobianos, sendo este um fendmeno genético relacionado a existéncia de
genes codificadores de mecanismos capazes de alterar a acao de substancias
antimicrobianas, podendo ser observada tanto a resisténcia intrinseca, quanto
a resisténcia adquirida (Tavares, 2000). Os termos de resisténcia intrinseca,
com genes localizados no cromossomo, sao utilizados para indicar uma
caracteristica presente em todos ou na maioria das linhagens da espécie,
conferido vantagem cumulativa para aquisicdo de mais genes codificadores de
altos niveis de resisténcia. Ja a resisténcia adquirida, geralmente determinada
por elementos moveis como plasmideos e transposons, € o resultado de uma
mutacdo no DNA existente ou pela aquisicdo de novos fragmentos de DNA,
que costumam ocorrer por conjugacao, transformacdo ou transducgdo. Estas
transferéncias genéticas ocorrem naturalmente, antecedendo o emprego dos
antibidticos na terapéutica, e sdo frequentemente observados nos tratos
gastrointestinais de seres humanos e outros animais (Murray, 1990; Mundy et

al., 2000; Tavares, 2000; Mota et al., 2005; Sevec & Franz, 2014).

A elevacdo do numero de linhagens resistentes exercendo pressao
seletiva tem sido relacionada ao aumento observado no uso de antimicrobianos
nas areas clinica (humana e veterinaria), industrial (ex. conservacdo de
alimentos), comercial (ex. promotor de crescimento em animais) e experimental
(Tavares, 2000; Turnidge, 2004; Lebreton et al., 2014). No ambiente, aparecem

como importantes reservatorios de enterococos resistentes: estacdes de
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tratamento de agua, esgoto doméstico e hospitalar, sedimentos, aguas
superficiais, rios, lagos e oceanos (Caumo et al., 2010; Lebreton et al., 2014).
Além desse aspecto, ao albergar e disseminar micro-organismos resistentes,
esta constitui-se uma via de acesso pela qual genes externos sao introduzidos,
podendo alterar o equilibrio da microbiota nativa. Logo, a investigacdo de
micro-organismos da agua pode ser uma ferramenta na compreensdo dos

mecanismos de resisténcia a antimicrobianos (Caumo et al., 2010).

Para tanto, dentre as caracteristicas de resisténcia expressas por
enterococos, serdo discutidas a seguir aquelas relacionadas aos mecanismos

de acao e a resisténcia das classes de antimicrobianos avaliados no estudo.
2.4.1 B-lactamicos

A resisténcia relativa dos enterococos a [-lactamicos é uma
caracteristica tipica do género. Mesmo cepas isoladas de populacdes
primitivas, que tiveram pouca ou nenhuma exposi¢ao a antibioticos industriais,
ja apresentavam esta propriedade. A suscetibilidade aos B-lactamicos é
influenciada, principalmente, pela presenca de uma proteina de ligacdo de
penicilinas (PBP) na membrana plasmatica bacteriana, de modo a inibir a
sintese da parede celular. De estrutura semelhante, cefalosporinas e
carbapenémicos apresentam acdo analoga, porém atividade ainda menor
frente a enterococos, sendo a ampicilina a mais efetiva entre as penicilinas
(Murray, 1990; Shepard & Gilmore, 2002). O elevado nivel de resisténcia €
adquirido pela producdo de [B-lactamases ou modificacbes estruturais nas

PBP’s, tornando-as menos suscetiveis a inibicdo pelo antimicrobiano.
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2.4.2 Aminoglicosideos

Estreptomicina e gentamicina sdo exemplos de antimicrobianos de
amplo espectro desta classe. O efeito deste antimicrobiano deve-se a
interferéncia do composto na sintese de proteinas pela ligacdo a por¢cdo 16S
rRNA da subunidade ribossomal 30S, ocasionando a morte celular. O nivel de
resisténcia varia entre os diferentes aminoglicosideos e esta associado a baixa
permeabilidade da parede celular a estas moléculas, reduzindo sua entrada na
célula bacteriana. Como todas as espécies de enterococos sao resistentes
intrinsecamente a baixos niveis a aminoglicosideos, entdo o sinergismo
ocasionado pela adicdo de um aminoglicosideo com um composto de a¢cao na
estrutura da parede celular bacteriana, como B-lactamicos e glicopeptideos,
resultaria no efeito esperado pelo medicamento, uma vez que a acao sinérgica
das drogas levaria a penetragdo do aminoglicosideo pela parede celular

danificada (Tavares, 2000).

No entanto, estratégias adotadas pelos micro-organismos levaram
ao surgimento de estirpes com resisténcia a altos niveis aos aminoglicosideos
€ mesmo ao sinergismo. Por conseguinte, a aquisicdo de genes que codificam
enzimas como fosfotransferases, acetiltranferases ou nucleotidiltransferases,
promovendo modificacfes na estrutura do antimicrobiano, elevam os niveis de

resisténcia (Murray, 1990; Murray, 1998; Shepard & Gilmore, 2002).
2.4.3 Glicopeptideos

Como exemplo de glicopeptideos tem-se a vancomicina e a

teicoplanina. O glicopeptideo atua na inibicdo do crescimento bacteriano por
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interferéncia na biossintese da parede celular, proveniente da ligacao de alta
afinidade a extremidade terminal D-alanil-D-alanina. Algumas espécies, como
E. casseliflavus e E. gallinarum, possuem como caracteristica intrinseca a
resisténcia em baixos niveis a vancomicina e a suscetibilidade a teicoplanina. A
resisténcia em baixos niveis a vancomicina é causada por modificagbes na
estrutura da parede celular, que decorre da associacdo de um aminoacido
diferente no lugar do residuo de alanina (alvo D-alanil-D-alanina por D-alanil-D-
lactato ou por D-alanil-D-serina), onde ocorreria a ligagdo do farmaco,
ocasionando perda da integridade da parede, seguida de morte celular.
Observa-se que o0s enterococos com elevada resisténcia utilizam precursores
do peptideoglicano com radical modificado, codificados geneticamente, e
impedindo o reconhecimento pela vancomicina e outros antibidticos do grupo

(Tavares, 2000).

Nove fenotipos de resisténcia a glicopeptideos ja foram descritos em
enterococos, sendo cada tipo associado a diferentes elementos génicos
(Kristich et al., 2014). Destacam-se os fendtipos VanA (induzivel, localizado em
transposons situados em plasmideos que eventualmente podem passar ao
cromossomo; conferem resisténcia em altos niveis a vancomicina e a
teicoplamina) e VanB (induzivel, localizado no cromossomo ou em transposons
cromossOmicos, responsavel por niveis de resisténcia de moderado a alto a
vancomicina), considerados de alta relevancia clinica e frequentemente
associados a E. faecalis e E. faecium. O fenétipo VanC (resisténcia em baixos
niveis a vancomicina), relacionado a resisténcia intrinseca em E. casseliflavus

e E. gallinarum, é habitualmente encontrado em enterococos de aves; e 0s
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fendtipos expressos pelos genes vanD, vanE, vanG e vanL, que ocorrem com
menor frequéncia em enterococos. Além destes, um sistema de traducgdo de
sinal composto pelos genes vanR (regulador de resposta) e vanS (sensor de
guinase), controlam a expressao da resisténcia a vancomicina (Murray, 1990;
Tavares, 2000; Shepard & Gilmore, 2002; Fisher & Phillips, 2009; Teixeira et

al., 2011; Kiristich et al., 2014).
2.4.4 Macrolideos

Eritromicina, claritromicina e azitromicina fazem parte deste grupo. A
acao bacteriostatica destes antimicrobianos ocorre pela inibicdo da sintese de
proteinas, em decorréncia da ligacédo reversivel as subunidades ribossémicas
50S do micro-organismo. A resisténcia € proveniente da dificuldade do
antimicrobiano em se ligar ao ribossomo, causada pela alteracdo (metilacéo)
do sitio de ligacdo por enzimas que modificam o residuo de adenina na porcao
23S da subunidade 50S do rRNA. Plasmideos e transposons de resisténcia a
eritromicina sdo comumente encontrados em enterococos e ocorrem como
parte do fenoétipo de resisténcia a macrolideos-lincosamida-estreptogramina B.
Além de resisténcia a eritromicina, este determinante também confere
resisténcia em altos niveis a clindamicina (Classe: Lincosamina). Existem
diferentes determinantes de resisténcia a eritromicina, mas um especialmente
comum, o ermB, é carregado por Tn917, difundido em diferentes espécies de
estreptococos e enterococos isolados de humanos e animais. Embora o mais
frequente seja mediado pelo gene erm(B), existem outros mecanismos de
resisténcia reconhecidos, como erm(A) e mef(A) (Murray, 1990; Diarra et al.,

2010).
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2.4.5 Quinolonas

Existem mais de vinte representantes integrando esta classe, entre
eles, ciprofloxacina e norfloxacina. Com o acréscimo de um atomo de Fldor na
estrutura do composto originando as fluoroquinolonas, houve um aumento do
espectro de acao para bacilos Gram-negativos e alguns cocos Gram-positivos.
Porém, a acdo sobre Streptococcus spp., Enterococcus spp. e anaerdbios é
considerada de fraca a moderada, sendo comum a resisténcia a estes
antimicrobianos. O mecanismo de acéo consiste na penetracéo pelo citoplasma
celular, inibicdo da enzima alvo no DNA bacteriano e inducéo de reacdo com
efeitos nocivos sobre a estrutura celular e bioquimica da bactéria. O alvo
destes compostos sdo as enzimas DNA girase ou topoisomerase I, no caso
das bactérias Gram-negativas, e a topoisomerase IV para as bactérias Gram-

positivas (Jackson et al., 1998; Gama, 2008).

A resisténcia as quinolonas decorre principalmente de: a) mutacdes
pontuais nas sequéncias de DNA das enzimas; b) alteracdo da permeabilidade
da membrana celular; ou ainda por c) bomba de efluxo para retirada da droga
do interior da célula, impedindo, assim, a acdo da substancia (Jackson et al.,

1998; Nordmann & Poirel, 2005).
2.4.6 Cloranfenicol

A acao bacteriostatica deste antimicrobiano provém da inibicdo da
sintese proteica, pela ligacdo a subunidade 50S do ribossomo, blogueando a
acdo da enzima peptidiltransferase. Os enterococos apresentam resisténcia a

este composto, comumente mediada pelo gene cat, presente no cromossomo
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ou em plasmideos, que codifica a enzima cloranfenicol acetiltransferase,
alterando a estrutura quimica da substéancia de forma a perder a capacidade de

ligac&o ao ribossomo (Murray, 1990).
2.4.7 Nitrofurantoina

Compostos nitrofurédnicos com atividade antibacteriana tém sido
utilizados em medicina veterinaria e humana por apresentarem amplo espectro
de acdo e baixa capacidade de sele¢cédo de bactérias resistentes. Apesar disso,
em virtude da alta toxicidade da maioria desses compostos, somente alguns
derivados sao utilizados na pratica médica, como a nitrofurantoina e a
nifuroxazida, que apresentam toxicidade toleravel (Masunari & Tavares, 2006).
O mecanismo de acéo deve-se a inibicdo de sistemas enzimaticos bacterianos,

como a acetilcoenzima A, ou pela interrupcéo da sintese da parede celular.
2.4.8 Tetraciclina

A acdo bacteriostatica ocorre pela ligacdo do antimicrobiano, de
maneira reversivel, a subunidade 30S do ribossomo, bloqueando a ligacdo do
RNA transportador (tRNA) ao RNA mensageiro (mRNA), e impedindo a sintese
proteica. A resisténcia a tetraciclina, presente em enterococos, pode ocorrer
por determinacdo cromossomal ou mediada por plasmideos e transposons.
Entre os mecanismos de resisténcia observados, destacam-se o efluxo da
droga através da membrana, mediada por genes como tet(K) e tet(L), a
alteracdo do ribossomo pelos genes tet(M), tet(O) e tet(S), que dificultam a
ligacdo do composto, e a producdo de enzimas que inativam a tetraciclina

(Bentorcha et al., 1991; Frazzon et al., 2010).
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Entre os genes ja identificados, destaca-se o tet(M), tipicamente
cromossOmico e geralmente carreado pelo transposon Tn916 ou transposons
conjugativos. Este gene ja foi relatado em outros géneros bacterianos, como
Mycoplasma spp., Campylobacter spp. e Clostridium spp., e promove a
resisténcia através da protecdo dos ribossomos por inibicdo da tetraciclina.
Diferentemente, o gene tet(L), cromossomal ou plasmidial (pAMa1), articula

efluxo ativo de tetraciclina a partir de células (Murray, 1990; Murray, 1998).
2.5 Fatores de Viruléncia

A aquisicao de fatores de viruléncia, assim como as caracteristicas
intrinsecas de resisténcia, permite que bactérias consigam sobreviver e se
reproduzir mesmo em ambientes competitivos (Mundy et al., 2000). Segundo
Mannu et al. (2003), fatores de viruléncia sdo elementos que propiciam a um
micro-organismo colonizar, invadir, contornar o sistema de defesa e causar
dano tecidual ao hospedeiro, aumentando as chances de desencadear quadros
infecciosos. Eaton & Gasson (2001) destacam, entre as caracteristicas que
conferem viruléncia: aderéncia ao tecido do hospedeiro, invasao e formacao de
abscesso, modulacao da resposta inflamatéria e secrecao de produtos toxicos.
Isto posto, pode-se dizer que desempenham um papel na promocdo da
persisténcia de enterococos no ambiente e, consequentemente, contribuem

para sua disseminacao (Camargo et al., 2008).

A facilidade em realizar trocas génicas reflete no surgimento de
linhagens com caracteristicas aprimoradas de viruléncia. Estas trocas
envolvem uma diversidade de elementos genéticos, tais como ilhas de

patogenicidade, conversao de fagos para a producao de toxina e aquisi¢cao de
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fatores de viruléncia por plasmideos e/ou transposons. Entre 0s enterococos, a
maior capacidade em provocar doenca parece ter relacdo com caracteristicas
adquiridas por algumas cepas, as quais tém permeado entre as espécies,
como determinantes de resisténcia antimicrobiana, toxina citolitica, gelatinase,
substancia de agregacdao, proteinas de superficie, entre outros (Mundy et al.,

2000).

N&o obstante, as diferencas entre um enterococos patogénico e um
aparentemente seguro, e seu potencial em adquirir fatores de viruléncia, ainda
nao foram totalmente investigados (Eaton & Gasson, 2001). Apesar de estes
fatores estarem preferencialmente associados com estirpes de E. faecalis, tem
sido averiguada a presenca em outras espécies, 0 que sugere ser um traco

comum no género (Semedo et al., 2003; Willems et al., 2001).

2.5.1 Adesinas

Em ambientes complexos, como o trato gastrointestinal, a fixacao ao
tecido hospedeiro é fundamental no estabelecimento de uma comunidade
bacteriana. Sistemas envolvendo adesinas foram descritos em varios agentes
patogénicos, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Streptococcus
pyogenes, entre outros, demonstrando papéis na fagocitose, incitando ou

reduzindo respostas inflamatdrias ou atuando como toxinas (Jett et al., 1994).

Como uma das primeiras etapas de um processo infeccioso, a
ligacdo a receptores especificos da superficie da mucosa permite que ocorra a

colonizagao por micro-organismos como os Enterococcus spp.. Esta ligacéo,
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mediada por adesinas, facilita a permanéncia neste habitat e a ndo eliminacao

pelo fluxo intestinal normal (Jett et al., 1994).
2.5.1.1 Substancia de agregacéao

A substancia de agregacdo (Agg) € uma glicoproteina considerada
como fator de colonizagdo induzida por feroménios e codificada por
plasmideos. Esta proteina de superficie promove a formacdo de agregados
durante a conjugacdo bacteriana, facilitando a transferéncia de plasmideos, a
adesdao a célula eucaridtica e elevando a capacidade de transferir a resisténcia
antimicrobiana (Clewell, 1993; Mundy et al., 2000; Koch et al., 2004; Fisher &
Phillips, 2009; Sevec & Franz, 2014). Existem ainda indicios de que possua
atividade de superantigeno ao se relacionar com os acidos teicoicos da parede
celular, influenciando a fagocitose e o destino subsequente do organismo

(Mundy et al., 2000).

Em E. faecalis, j4 foram descritos quatro plasmideos responsaveis
pela codificacdo da proteina Agg: pAD1, pCF10, pD1 e pAM373, sendo que, 0S
genes relacionados a estes plasmideos séo, respectivamente: asal, asclO,
asa373 e ash701 (Camargo et al., 2008). Golinska et al. (2013) encontraram
uma ocorréncia significativa do gene asal em cepas de enterococos isoladas
de pacientes com infeccdes intestinais. Este gene € responsavel pela
agregacao de bactérias na superficie do tecido do hospedeiro (particularmente
enterdcitos, granuldcitos, neutréfilos e células epiteliais do trato urinario),
permitindo a conjugacdo entre as bactérias devido ao aumento da

hidrofobicidade da superficie da parede celular (Golinska et al., 2013).
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O aumento da hidrofobicidade também pode induzir a localiza¢do de
colesterol para fagossomos e prevenir ou retardar a fusdo com vesiculas
lisossomais (Fisher & Phillips, 2009), além de melhorar a capacidade do
organismo para se associar com células epiteliais intestinais (Mundy et al.,
2000). Consequentemente, cepas que possuem O gene asal, ao
desenvolverem grandes agregacdes de células podem, simultaneamente,
aumentar a populacdo bacteriana. Recentemente, foi demonstrado que a
presenca do gene estava associada a um importante mecanismo patologico
por favorecer uma adeséao forte da bactéria as superficies da mucosa intestinal,
aléem de promover a formacédo de biofilmes, como uma forma de protecao
contra fatores ambientais desfavoraveis (ex. aumento do fluxo intestinal

causado pela diarreia) (Golinska et al., 2013).
2.5.1.2 Adesina de colageno

Em mamiferos, ha 20 tipos de colagenos geneticamente diferentes,
alguns dos quais apresentam uma distribuicdo especifica quanto ao tecido.
Como por exemplo, o colageno tipo IV é encontrado exclusivamente em
membranas basais, enquanto o colageno tipo | apresenta uma distribuicéo
relativamente ampla (Nallaparedy et al., 2000). A adesina de colageno,
tipicamente presente em linhagens de E. faecalis, € uma proteina categorizada
entre os componentes da superficie microbiana como da familia de moléculas
de matriz adesiva (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules - MSCRAMM) (Shepard & Gilmore, 2002; Koch et al., 2004; Fisher &

Phillips, 2009).
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O gene ace € o responsavel por codificar esta proteina de superficie
gue reconhece e estabelece a ligacdo a proteinas presentes em células do
hospedeiro como a laminina e o colageno tipo | e tipo IV. Dessa forma, a
expressdo do gene parece contribuir para a patogénese de processos

infecciosos ao facilitar a ligacdo com a célula-alvo (Shepard & Gilmore, 2002).
2.5.2 Citolisina

A citolisina € uma substancia proteica com atividade hemolitica em
sangue humano, de coelho e de cavalo, mas ndo em sangue de carneiro.
Embora possua atividade antimicrobiana (bacteriocina) contra uma ampla
gama de bactérias Gram-positivas, a citolisina produzida por enterococos pode
ser letal para muitas ceélulas procarioticas e eucarioticas (Jett et al., 1994;

Coburn & Gilmore, 2003; Golinska et al., 2013).

Esta proteina esta associada a um aumento do risco de morte subita
em casos de bacteremia nosocomial, sendo recorrente em cerca de 60% dos
E. faecalis isolados de investigacfes de surtos (Mundy et al., 2000). Apesar de
muitos estudos destacarem a atividade citolitica em infec¢des causadas por E.
faecalis, esta caracteristica ndo é exclusiva de isolados clinicos e tampouco
estd associada apenas a esta espécie. Semedo et al. (2003) investigaram
genes relacionados a atividade hemolitica de linhagens de enterococos obtidos
de amostras clinicas humanas e veterinarias, com origem infecciosa, mas

também de alimentos como queijo e leite.

Classificada como um Lantibiético do tipo A (Coburn et al., 1999), a

citolisina é codificada por um operon composto de oito genes: cylL,, cylLs, cylA,
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cylB, cylM, cyll, cylR1 e cylR2. Estes genes séo tipicamente carreados pelo
plasmideo pAD1, responsivo a feromdnios, ou integrados ao Cromossomo

bacteriano (Jett et al., 1994; Coburn et al., 1999; Koch et al., 2004).

O modelo para a expressdo, maturacdo, secrecdo e ativacdo da
citolisina inclui duas subunidades estruturais codificadas pelos genes cylL, e
cylLs (Semedo et al., 2003). A regulacdo da expressao da citolisina é feita por
um mecanismo quorum sensing (Fisher & Phillips, 2009), sendo dependente da
presenca de células-alvo. Na auséncia destas, cylLs e cylL, formam um
complexo que bloqueia 0 mecanismo de autoinducdo do quorum sensing.
Porém, quando as células-alvo estdo presentes, cylL, liga-se ao alvo
permitindo que cylLs acumule, levando a inducédo da expresséo de altos niveis
de citolisina (Coburn et al.,, 1999). Estas subunidades sdo modificadas no
interior da célula, pos-traducéo, pelo produto do gene cylM, e transportadas
para fora da célula por intermédio do cylB. Apés a externalizacao,
componentes precursores da citolisina sao ativados pelo produto do gene cylA.
Um sexto gene (cyll) codifica uma proteina responsavel pela imunidade de
bactérias produtoras de citolisina a propria citolisina (Coburn et al., 1999).
Todos 0s seis genes estruturais sao agrupados (cylL,, cylLs, cylM, cylB, cylA, e
cyll) e dispostos na mesma orientacdo. No entanto, a regulacdo da expressao
da citolisina € dependente dos produtos de dois outros genes, o0 cylR; e 0
cylR,, considerados genes regulatorios, dispostos na orientacdo oposta aos
outros seis, e implicando na repressdo da transcricdo de genes da citolisina

(Semedo et al., 2003; Coburn & Gilmore, 2003).
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Apesar de a sintese de citolisina ser um processo complexo que
envolve modificagbes pés-traducionais, secrecao, lise proteica e recrutamento
de enzimas para cada etapa, o estudo dos mecanismos envolvidos na
atividade hemolitica da citolisina tém apontado sua influéncia na patogénese
das infeccdes bacterianas. Em pacientes com doencas intestinais, o gene cylA
mostrou-se relacionado ao aumento populacional de outras bactérias
patogéncias, como E. coli. Através da inibicdo dos leucécitos e lise dos
eritrocitos do hospedeiro, com consequente liberacdo de ferro e nutrientes, a
guantidade de recurso disponivel acaba por influenciar outras populacdes de
micro-organismos e pode ser considerada uma caracteristica vantajosa as
células citoliticas em relacéo a isolados ndo produtores da enzima (Coburn &

Gilmore, 2003; Golinska et al., 2013).

N&o obstante, a maioria das estirpes que contém 0s genes da
citolisina possui também o gene do fator de agregacdo, estando estes
associados aos plasmideos que respondem aos feromdnios, podendo ambos

atuar conjuntamente (Mundy et al., 2000).
2.5.3 Gelatinase

A gelatinase caracteriza-se por ser uma protease, classificada como
enzima metaloendopeptidase extracelular, capaz de hidrolisar substratos como
a gelatina, o colageno, a caseina, a hemoglobina e outros pequenos peptideos
biologicamente ativos (Jett et al., 1994; Eaton & Gasson, 2001), bem como
ferombnios e peptideos inibidores envolvidos na transferéncia do plasmideo
conjugativo de E. faecalis (Camargo et al., 2008). Sabe-se ainda que esta

enzima é codificada pelo gene gelE, localizado no cromossomo, e que um
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locus com trés genes (fsrA, fsrB e fsrC) é responsavel por sua regulacao (Qin

et al., 2000; Fisher & Phillips, 2009).

Fisher & Phillips (2009) atribuiram como principal papel da
gelatinase, na patogénese causada por enterococos, 0 fornecimento de
nutrientes para as bactérias por degradacdo do tecido hospedeiro, embora
também tenha sido descrito seu papel na formacao de biofilme (Camargo et al.,
2008). Golinska et al. (2013) associaram a atividade da gelatinase como uma
das principais causas das alteracfes patologicas no hospedeiro com infeccao
intestinal. Estas alteragcbes decorrem do enfraquecimento das ligacOes
proteicas entre as ceélulas epiteliais que revestem a parede intestinal do
hospedeiro, 0 que causa o rompimento da barreira na mucosa. Eaton &
Gasson (2001) encontraram isolados de enterococos carregando o gene gelE,
mas que ndo apresentaram o fenotipo correspondente. Isso demonstra que
outros fatores podem estar relacionados com a regulacdo da expresséao génica,

como por exemplo, determinantes ambientais.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram analisadas dez amostras de fezes de lobos-marinhos
(OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) encontrados no litoral Norte do Rio Grande
do Sul, pela equipe do Centro de Estudos Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos
(CECLIMAR) — vinculado ao Instituto de Biociéncias da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) — e encaminhados ao centro de reabilitacéo,
localizado no municipio de Imbé/RS, para estudos posteriores. As coletas
foram realizadas durante os meses de julho e agosto de 2012, durante
registros de chamada ou monitoramentos. Os registros de chamada sao
realizados quando algum animal é encontrado na beira da praia e pode ser
feita pela populacdo em geral. JA o0s monitoramentos consistem no
acompanhamento periddico das areas que compreendem a extensdo de Imbé
a Torres e de Tramandai a Quintdo, sendo que a cada semana uma das areas
€ monitorada.

As coletas obedeceram a um protocolo (Apéndice 1) que estabelecia
os critérios e cuidados que foram adotados antes, durante e apds a coleta das
fezes, a fim de preservar a integridade do material. Todos 0s animais

encontrados estavam mortos sob grau de decomposi¢cédo Code 2 ou Code 3, de
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acordo com critérios estabelecidos por Geraci (2005) para andlises
microbiologicas e moleculares. Este parametro consiste de um total de 5
estagios, em que o primeiro (Code 1) refere-se ao animal ainda vivo; no
segundo estagio (Code 2), o animal morto apresenta-se ainda fresco, com a
carcaca intacta e com boa aparéncia corporal; e no estagio Code 3 o animal
escontra-se com a carcaca aparentemente intacta mas ja apresenta sinais de
inicio de decomposicdo, como odor caracteristico, membranas mucosas secas,
olhos afundados ou ausentes, entre outros. Nenhum dos lobos-marinhos
utilizados no estudo recebeu qualquer tipo de tratamento antes da coleta do

material fecal.

Uma aliquota de aproximadamente 40 mL das fezes de cada lobo-
marinho foi acondicionada em recipiente plastico do tipo Falcon e mantida sob
refrigeracdo para transporte ao Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS)
da UFRGS. As amostras permaneceram acondicionadas em -70 °C até o

processamento para andlises subsequentes.

3.2 Processamento das amostras e isolamento de Enterococcus
spp.

As amostras de fezes dos lobos-marinhos foram processadas no
Laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de Microbiologia,

Imunologia e Parasitologia do ICBS — UFRGS.

Baseado na metodologia utilizada por Teixeira et al. (2011) para
selecdo e isolamento de enterococos, um grama (1 g) de cada amostra foi

inoculada em 10 mL de solucgao salina 0,85% e mantida sob agitagc&o (100 rpm)
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a 37 °C durante 24 h, a fim de ressuspender a amostra em meio liquido. Entéo,
1 mL foi transferido para 9 mL de meio caldo Azida Dextrose (Azide Dextrose
Broth — Himedia®, India) seletivo para enterococos, permanecendo sob
agitacdo (100 rpm) a 37 °C durante 24 h. Apos, foram feitas diluicdes seriadas
em solucéo salina 0,85% (diluicdes 10" a 10°), em que 100 pL de cada diluicéo
foram semeados em placas de Petri contendo agar Infusdo de Cérebro e
Coragéao (Brain Heart Infusion — BHI, Himedia®, India) suplementado com 6,5%
de Cloreto de Sodio (NaCl - Nuclear®) e incubados novamente a 37 °C

durante 24 h.

No dia seguinte, vinte e quatro (24) unidades formadoras de colonia
(UFC) isoladas de cada amostra foram escolhidas aleatoriamente, as quais
cresceram nos meios contendo as diluicbes, conforme metodologia
recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 1998). Cada uma
das 24 colbnias selecionadas foi analisada fenotipicamente através da
coloracdo de Gram, hidrélise da esculina na presenca de sais biliares,
capacidade de crescimento a 45 °C e quanto a producdo de catalase, sendo
assim categorizada como pertencente ou ndo ao género Enterococcus spp.
(Facklam et al.,, 2002). Destas, ficou pré-estabelecido que vinte UFC

prosseguiriam para as etapas seguintes.

3.2.1 Teste da hidrdlise da esculina na presenca de sais

biliares

Este teste tem por finalidade diferenciar enterococos e estreptococos
do grupo D de outros estreptococos. Cada isolado foi inoculado em meio agar

Bile Esculina (Bile Esculin Agar — Himedia®, India) e mantido a 37 °C durante
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24 h. A presencga de bile no meio inibe o crescimento de organismos Gram-
positivos e estreptococos, a excecdo dos enterococos e estreptococos do
grupo D. Dessa forma, a esculina presente no meio € hidrolizada, formando
esculetina e dextrose. A esculetina reage com sais de ferro presentes no meio,
tornando-o enegrecido. Assim, a prova positiva € evidenciada pela coloracao

escura no meio, indicativa da presenca de hidrélise (Chuard & Reller, 1998;

Braga et al., 2008).
3.2.2 Teste da catalase

Para detectar a presenca da enzima catalase, uma porcao do
crescimento bacteriano foi transferida para uma lamina de vidro, sendo
adicionada uma gota de peroxido de hidrogénio 3% (Lifar®). Quando o micro-
organismo possui a enzima, o teste da catalase demonstra a decomposi¢cao do
peroxido de hidrogénio, com formacdo de &agua e oxigénio molecular,
observado através da presenca de bolhas. No caso do género Enterococcus

nao ha a formacédo de bolhas, sendo, portanto, catalase negativo.
3.2.3 Armazenamento dos isolados bacterianos

As colbnias foram preservadas em solucdo de 10% (p/v) de leite
desnatado Molico® (Nestlé) acrescido de 10% (v/v) de glicerol (LabSynth®),
congeladas a -20 °C para analises moleculares posteriores e a fim de evitar
gue caracteristicas importantes se perdessem com o tempo de manuseio das

colénias, como plasmideos de resisténcia, por exemplo.

Antes da realizacdo dos ensaios, os isolados foram submetidos a

crescimento em agar BHI (Himedia®, India) a 37 °C durante 24 h.
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3.3 Extracdo do DNA total

A extracdo do DNA total foi realizada por método fisico-quimico
(Donato, 2007). Uma colbnia previamente isolada em &gar BHI (Himedia®,
India) foi reinoculada em 5 mL de caldo BHI a 37 °C por 24 h. Ap6s, 1 mL
dessa cultura foi transferida para um microtubo, o qual foi centrifugado a
14.000 rpm durante 5 min. ApGs centrifugar, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 40 pL da solugéo de lise composta por 5% de NaOH
1M, 2,5% de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio) e 92,5% de TE 1X (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH 7,8). O pellet ressuspendido na solucdo de lise
permaneceu a temperatura de 100 °C durante 15 minutos e, posteriormente, foi
diluido em 460 pL de tampédo TE 1X, homogeneizado vigorosamente e
centrifugado a 14.000 rpm durante 5 min. Apés essa centrifugacdo, o
sobrenadante formado contendo o DNA foi transferido para outro microtubo e
armazenado a -20 °C. O pellet foi descartado. A confirmacdo da extracao foi
realizada por corrida eletroforética com gel de agarose 1,0% corado com

SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

3.4 Confirmacgédo do género Enterococcus por PCR

A confirmacédo do género foi realizada por caracterizacdo molecular
utilizando os oligonucleotideos iniciadores para o gene tuf (Tabela 2).

As reacbes da PCR foram adaptadas de Ke et al. (1999) e
otimizadas em 25 pL de volume total, contendo: 1x de tampdo de PCR

(Invitrogen®), 1,5 mM de MgCI, (Invitrogen®), 200 pyM de dNTPs (Ludwig

Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U de
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Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e &gua deionizada estéril
para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram
amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes
condi¢des: 3 min a 95 °C; seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a54°Celmina72°C;e7 mina72°C. As cepas E. faecalis ATCC
29212 e E. faecium SS1274 foram utilizadas como controles positivos durante
as reacgOes. O amplicon esperado com tamanho de 112 pb foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain

(Invitrogen®).

3.5 Identificacdo das espécies de Enterococcus spp. por PCR

Multiplex

Os isolados foram testados por Reacdo em Cadeia da Polimerase
do tipo Multiplex para identificar quatro espécies de enterococos que costumam
ser detectadas em amostras de fezes: Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Enterococcus casseliflavus e Enterococcus gallinarum. Os
oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos utilizados para as reacdes
com suas respectivas sequéncias, tamanhos dos fragmentos gerados e

referéncias consultadas estao listados na Tabela 2.

As reacdes da PCR foram otimizadas em 10 pL de volume total e
continham: 1x de tampéao de PCR (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl; (Invitrogen®),
200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1,25 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (IDT® — Integrated DNA Technologies), 1U de Tag DNA polimerase

(Invitrogen®), 50 ng de DNA e agua deionizada estéril para completar o volume
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(MilliQPIus, Millipore®) (Nachtigall et al., 2013). Os produtos foram amplificados
em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes condi¢des: 5 min
a 94 °C; seguido por 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °C e 1 min a 72 °C;
e 5 mn a 72 °C. Cepas ATCC e isolados de referéncia cedidos pelo
Laboratoério de Microbiologia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre (UFCSPA), foram adotados como controles positivos durante as
reacoes: E. faecalis ATCC 29212, E. faecium SS1274, E. casseliflavus PAD 71
e E. gallinarum ATCC RS-64. Os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain

(Invitrogen®).

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR género-
especifico (tuf) e espécie-especificos (E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus e E.
gallinarum) e tamanhos dos fragmentos gerados.

O“?r?iré?:éi?ggleos Sequéncia (5-3’) Pr&dbl;to Referéncias
Tuf-F TACTGACAAACCATTCATGATG 112 Ke et al.
Tuf-R AACTTCGTCACCAACGCGAAC (1999)
EFm_F TATGACAGCGACTCCGATTCC 658 Cheng et al.

EFm_R TTGAGGCAGACCAGATTGACG (1997)
ddl_F CACCTGAAGAAACAGGC 475 Depardieu et al.
ddl_R ATGGCTACTTCAATTTCACG (2004)
CAl TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 288 Jackson et al.
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG (2004)
GA1l TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173 Jackson et al.
GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG (2004)

*Enterococcus faecium (EFm_F e EFm_R), Enterococcus faecalis (ddl_F e ddl_R),
Enterococcus casseliflavus (CA1l e CA2) e Enterococcus gallinarum (GA1 e GA2).

3.6 Testes bioquimicos

Os isolados que nao puderam ser identificados pela técnica de PCR
Multiplex foram submetidos a provas bioquimicas convencionais. A
metodologia utilizada seguiu os métodos sugeridos por Teixeira et al. (2011).

Foi avaliada a fermentacdo de agucares (arabinose, manitol, metil-a-D-
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glicopiranosideo (MGP), rafinose, sacarose, sorbitol e sorbose), a hidrdlise da
arginina, a producdo de pigmento e a utilizagdo do piruvato. Para todas as
provas de identificagdo bioquimica foram utilizadas como amostras de

referéncia as cepas padrao E. faecalis ATCC 29212 e E. faecium SS1274.
3.6.1 Teste de fermentacédo de agcucares

A producao de acidos a partir da utilizacdo de acucares como fonte
de carbono pode ser observada pela alteragéo da coloracdo do meio de cultura
em virtude da alteracdo do pH do meio. A determinacdo da capacidade de
utilizar acucares foi realizada a partir da inoculacdo do micro-organismo
cultivado em solucéo salina 0,85% a 37 °C durante 24 h. Deste pré-indculo,
100 pL ajustados a escala padréo 0,5 de McFarland (aproximadamente 1 a 2 x
10® UFC/mL) foram acrescidos aos tubos contendo os meios testes. Cada tubo
continha o meio teste composto por agua peptonada, 0,1% de solucéo
alcodlica do indicador de pH purpura de bromocresol (Mallinckrodt®) e 1% do
carboidrato a ser testado: L-arabinose (Sigma-Aldrich®), Manitol (Nuclear®),
MGP (Sigma-Aldrich®), D-rafinose (Vetec®), Sacarose (Vetec®), D-sorbitol
(Difco® Laboratories) ou L-sorbose (Sigma-Aldrich®). O pH das solucdes foi
aferido antes da inoculacdo dos micro-organismos, sendo mantido na faixa de
7,2 —7,6. As leituras foram feitas ap0s 24 h e até sete dias apds a incubacéo a
35 £ 2 °C. Foi considerado positivo o tubo em que se observou a presenca de

crescimento e a alteracao da coloracéo do meio de purpura para amarela.

3.6.2 Hidrdlise da arginina
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Para o teste da hidrdlise da arginina foi utlizado o meio
Decarboxylase Base Moeller (peptona de carne 0,5%, extrato de levedura 3% e
glicose 1%) acrescido de 1% de L-arginina (Sigma-Aldrich®) e indicador de pH
purpura de bromocresol (Mallinckrodt®). O pH das soluc6es foi aferido antes da
inoculacao dos micro-organismos, sendo mantido na faixa de 7,2 — 7,6. Apos a
adicdo de 100 uL de suspensdo bacteriana ajustada a escala padrdo 0,5 de
McFarland, foi gotejada uma camada de aproximadamente 10 mm de Oleo
mineral estéril (Proquimios®) e os tubos foram incubados a 35 = 2 °C, sendo
realizada leitura apés 24 h e até sete dias ap0s a incubacdo. Neste caso, 0s
tubos controles ndo sdo acrescidos do acgucar e o resultado positivo €
verificado pela manutencdo da coloracdo puarpura, devido a alcalinizacdo do

meio, em decorréncia da hidrélise do substrato.
3.6.3 Producao de pigmento

A producéo de pigmento foi observada em culturas obtidas em agar
BHI (Himedia®, India) apds 24 h de incubacédo a 35 + 2 °C. Com o auxilio de um
swab, considerou-se positivo o isolado que apresentou coloracdo amarela

guando a colénia foi recolhida.
3.6.4 Utilizacao do piruvato

A utilizacdo do piruvato de sodio (Nuclear®) a 1% foi verificada em
meio contendo 1% de triptona (BD®), 0,5% de extrato de levedura (Himedia®,
India), 0,5% de K;HPO, (LabSynth®), 0,5% de NaCl (Dinamica® Quimica
Contemporanea Ltda.) e 0,01% do indicador de pH azul de bromotimol. O pH

da solucdo foi aferido antes da inoculagdo dos micro-organismos, sendo
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mantido a 6,8. ApoOs inoculagdo de 100 pL da solucéo bacteriana, incubou-se a
35 + 2 °C e realizou-se as leituras apos 24 h e até sete dias apo6s a incubacédo
inicial. Foram considerados positivos para a utilizacdo deste acglcar os meios

gue mudaram a coloragao para a cor amarela.
3.7 Amplificacdo e sequenciamento da regido 16S rRNA

Os isolados que nao puderam ser identificados por PCR Multiplex
foram submetidos aos testes bioquimicos convencionais, sendo agrupados em
perfis, de acordo com os resultados do bioquimismo. Pelo menos um
representante de cada grupo/perfil teve o fragmento de DNA gendmico
amplificado na regido do gene 16 rRNA por PCR, utlizando os
oligonucleotideos iniciadores F-C27 (5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)

e R-530 (5-CCG CGG CTG CTG GCA CGT A-3’) (Gontang et al., 2007).

As reac0Oes foram otimizadas em 25 pL de volume total e continham:
1x de tampéo de PCR (Invitrogen®), 2 mM de MgClI; (Invitrogen®), 300 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador
(GBT® Oligos), 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e
agua deionizada estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os
produtos foram amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas
seguintes condi¢cfes: 5 min a 94 °C; seguido por 35 ciclos de 45 segundos a 94
°C, 45 segundos a 58 °C e 45 segundos a 72 °C; e 5 min a 72 °C (Moura,
2011). A cepa E. faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle positivo

durante as reagfes. O amplicon esperado com tamanho de 530 pb foi
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analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe

DNA Gel Stain (Invitrogen®).

Os produtos foram sequenciados em equipamento modelo ABI 3130
(Applied Biosystems) utilizando o polimero POP6. Para a marcacao, foi
utilizado o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). As sequéncias de
nucleotideos foram analisadas pela ferramenta Basic Local Alignment Search

Tool (BLAST) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
3.8 Testes de suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade antimicrobiana dos isolados foi testada pelo
método de disco-difusdo conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2013). Os isolados foram cultivados em agar
BHI (Himedia®, India) por 24 h a 37 °C. Os inoculos foram preparados pela
suspensao das coldnias em 5 mL de solucédo salina 0,85% estéril e a turvacéo
foi ajustada para o padréo da escala 0,5 McFarland. Cada suspenséo contendo
o inoculo foi semeada em placa contendo agar Miller-Hinton (Muller-Hinton
Agar, Acumedia®, Neogen, Michigan) com o auxilio de swab. Apds, os discos
contendo os antimicrobianos foram depositados sobre a placa com o auxilio de
pinca bacteriolégica previamente esterilizada. As placas foram incubadas a
37 °C por 18 h. Apos esse periodo, o diametro das zonas de inibicdo ao redor
dos discos contendo os agentes antimicrobianos foi medido com o auxilio de

um paquimetro e interpretado de acordo com as normas do CLSI (2013).

Os antimicrobianos testados foram (concentracdo expressa em

ng.mL™Y): ampicilina (10), vancomicina (30), eritromicina (15), tetraciclina (30),
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ciprofloxacina (5), norfloxacina (10), nitrofurantoina (300), cloranfenicol (30),

gentamicina (120) e estreptomicina (300) (Sensifar®, Cefar Diagndstica Ltda).

3.9 Verificagdo da presenca dos genes tet(L), tet(M) e erm(B)

relacionados a resisténcia bacteriana a tetraciclina e a

eritromicina

A verificacdo dos genes tet(L), tet(M) e erm(B) foi realizada somente
nos isolados que apresentaram algum tipo de resisténcia a tetraciclina ou a
eritromicina. A analise da presenca/auséncia dos genes foi baseada na
metodologia adotada por Frazzon et al. (2010), através da técnica de PCR. As

sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estédo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacfes de PCR e
tamanhos dos fragmentos gerados para tet(L), tet(M) e erm(B).

Ol|gongcleotldeos Sequéncia (5-3’) Produto Referéncias
iniciadores (pb)

tet(L)_F ACT CGT AAT GGT TGT AGT TGC 625 Frazzon et al.
tet(L)_R TGT AAC TCC GAT GTT TAA CAC G (2010)
tet(M)_F GTT AAATAG TGT GTC TTG GAG 657 Aarestrup et al.
tet(M)_R CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA (2000)
erm(B) 1 GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA 639 Sutcliffe et al.
erm(B) 2 AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC (1996)

As reac0Oes foram otimizadas em 25 L de volume total e continham:
1x de tampao de PCR (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl; (Invitrogen®), 200 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (tet(L)
- IDT®; tet(M) - Bioneer®; erm(B) - Bioneer®), 1U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 100 ng de DNA e agua deionizada estéril para completar o
volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram amplificados em

termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes condi¢des:
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-tet(L): 5mina 94 °C; 30 ciclosde 1 mina94°C, 1 mna58° el

min a 72 °C; e 10 min a 72 °C (Frazzon et al., 2010).

- tet(M): 5 min a 94 °C; 30 ciclosde 1 mina 94°C,1 minab54° el

min a 72 °C; e 10 min a 72 °C (Aarestrup et al., 2000).

-erm(B): 3mina 93 °C; 35 ciclosde 1 mina93°C,1 mnab57°Cel

min a 72 °C; e 5 min a 72 °C (Sutcliffe et al., 1996).

Um isolado positivo para a presenca dos genes testados, obtido em
estudo anterior, foi utilizado como controle positivo: E. faecalis 612 (Medeiros,
2011). Os produtos de PCR foram analisados em gel de eletroforese com 1,5%

de agarose, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

3.10 Deteccao dos fatores de viruléncia gelE, cylA, ace e asa

Em todos os isolados foi analisada a presenca dos genes para
gelatinase (gelE), citolisina (cylA), adesina de colageno (ace) e substancia de
agregacdo (asa), através da PCR. As sequéncias dos oligonucleotideos

iniciadores estao descritas na Tabela 4.

As reacdes foram otimizadas em 25 yL de volume total, conforme
Medeiros (2011), e continham: 1x de tamp&o de PCR (Invitrogen®), 1,5 mM de
MgCl; (Invitrogen®), 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (gelE - Invitrogen®; cylA, ace e asa - IDT®), 1U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e agua deionizada estéril
para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram

amplificados em termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes

condi¢des: 5 min a 94 °C; seguido por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56 °C
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e 1 mna 72 °C; e 10 min a 72 °C. Isolados positivos para a presenca dos
guatro genes, testados em trabalhos anteriores, foram utilizados como
controles positivos: E. faecalis 523, 529, 546, 623 e 1233 (Medeiros, 2011). Os
produtos de PCR foram analisados em gel de eletroforese com 1,5% de

agarose, corados com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacbes de PCR e
tamanhos dos fragmentos gerados para gelE (gelatinase), cylA (citolisina), ace
(adesina de colageno) e asa (substancia de agregacéo).

Ollgongcleotldeos Sequéncia (5-3’) Produto Referéncias
iniciadores (pb)
gelE_F ACC CCG TAT CATTGG TTT 402 Eaton &
gelE_ R ACG CATTGC TTT TCC ATC Gasson (2001)
cylA_TE17 TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT 517 Eaton &
cylA_TE18 TCT ACAGTA AAT CTT TCG TCA Gasson (2001)
acel F AAA GTA GAA TTA GAT CAC AC 320 Mannu et al.
ace2 R TCT ATCACATTCGGT TGC G (2003)
asa F GAT ACA AAG CCAATGTCG TTCCT 101 Shepard &
asa R TAA AGAGTCGCCACGTTT CAC A Gilmore (2002)

3.11 Deteccdo da producao da enzima gelatinase

A producdo da atividade da enzima gelatinase foi verificada em
todos os isolados enterococos em caldo BHI (Himedia®, India) contendo 4% de
gelatina. Colbnias crescidas a 37 °C por 24 h em placas de agar BHI foram
inoculadas por picada em tubos previamente refrigerados contendo 4 mL do
caldo BHI com gelatina solidificada. Os tubos foram incubados a 37 °C durante
24 h e posteriormente refrigerados a 4 °C por 30 minutos. Apos esse periodo,
as amostras que apresentavam o meio liquefeito foram consideradas positivas.
As demais foram novamente incubadas durante 5 dias a 37 °C, e entdo
novamente refrigeradas; naquelas em que o meio permaneceu sélido foi

considerado o resultado negativo (Marra et al., 2007; Medeiros, 2011).
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3.12 Deteccao da enzima citolisina

A avaliacgédo fenotipica da enzima citolisina foi realizada somente nos
isolados que apresentaram resultado positivo para o gene da citolisina (cylA).
Isolados previamente crescidos em agar BHI (Himedia®, India) a 37 °C por 24 h
foram inoculados através de picada em agar Miller Hinton (Acumedia®,
Neogen, Michigan) contendo 5% de sangue de carneiro desfibrinado
(NewProv), sendo incubadas a 37 °C durante 24 h. ApGs o periodo de
incubacdo, conforme protocolo descrito por Semedo et al. (2003) para a
deteccéo de hemolisina por Enterococcus spp., a presenca de uma zona clara
ao redor da colénia (B-hemdlise) foi interpretada como positiva para a producéo
de hemolisina; zonas esverdeadas (a-hemolise) e auséncia de zonas claras (y-

hemdlise) foram consideradas negativas.
3.13 RAPD-PCR

A técnica de RAPD-PCR foi realizada baseada na metodologia de
Costa et al. (2009), utlizando-se o oligonucleotideo iniciador M13 (5'-
GAGGGTGGCGGTTCT-3’) (Huey & Hall, 1989). O volume final da reacéao foi
de 25 pL contendo: 1x de tampao de PCR (Invitrogen), 3,0 mM de MgCl,
(Invitrogen™), 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 2,4 uM de
oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U de Tag DNA polimerase platinum
(Invitrogen®), 100 ng de DNA e agua deionizada estéril para completar o
volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram amplificados em
termociclador Amplitherm Thermal Cyclers nas seguintes condi¢cdées: 5 min a

94 °C; seguido por 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 30 segundos a 37°C e 1 min a
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72 °C; e 5 min a 72 °C. As reagbes de amplificacdo foram repetidas
separadamente para cada uma das amostras pelo menos uma vez a fim de

verificar a reprodutibilidade da técnica.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese a 80V
por 60 minutos em gel de agarose 1,5% (p/v) corado com brometo de etideo
(0,5 pg.mL-1) (Ludwig Biotecnologia) em tampé&o TAE 1X (a partir do TAE 50X
— 24,2% Tris, 5,71% Acido Acético, 10% EDTA 0,5 M pH 8,0). O gel foi
fotografado sob luz UV utilizando o software Kodak Digital ScienceTM DC120.
O padréo de fragmentos de DNA foi analisado através do programa Gel-Pro

Analyzer e a estatistica foi estabelecida pelo programa PAST.exe.



4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e incidéncia das espécies de Enterococcus spp.
em amostras fecais de lobos-marinhos
4.1.1 Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais de lobos-

marinhos

Dez amostras fecais de lobos-marinhos das espécies Arctocephalus
australis e Arctocephalus tropicalis serviram como material de referéncia para

obtencdo dos micro-organismos a serem analisados no presente estudo

(Figura 7).

(b)
Figura 7. Dois exemplares de Arctocephalus australis encontrados no litoral norte do

Rio Grande do Sul, em Palmares do Sul e Torres, respectivamente; (a) amostra J
[G1508] e (b) amostra B [G1544]. Fonte: Arquivo GEMARS.

Segundo dados fornecidos pelo GEMARS a respeito das coletas

realizadas nos meses de julho e agosto de 2012 (Tabela 5), as dez espécies
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utilizadas para este trabalho foram encontradas no Estado do Rio Grande do
Sul, distribuidas entre os municipios de Imbé, Torres, Xangri-l4, Pinhal, Praia

das Cabras, Tramandai, Capdo da Canoa e Palmares do Sul.

Dos dez exemplares de lobos-marinhos, foram identificados nove A.
australis e um A. tropicalis. Em relacdo aos animais da espécie A. australis,
sete eram machos e dois eram fémeas; ja& o lobo-marinho da espécie A.
tropicalis era um macho. A massa corporal destes animais teve média de 11,86
Kg, com comprimento total médio do corpo de 94,64 cm. A classe etéaria de
sete animais foi estimada com base na relagdo entre o comprimento total do
corpo e o comprimento do coOndilo basal (medida craniométrica), que
evidenciou quatro subadultos (C, D, F e J) e trés jovens (A, E e H). Em relacéo
ao estado fisico dos animais, todos estavam mortos, nove estavam em grau de
decomposicdo 2 (Code 2) e um em grau 3 (Code 3), segundo critérios

estabelecidos por Geraci (2005) (Tabela 5).



Tabela 5. Informagdes de coleta referentes aos lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) utilizados no estudo.
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Identificac&o Data Registro Municipio Grau de Espécie Sexo  Massa cT® Classe

da amostra dacoleta decomposicéo (kg) (cm) etaria
(Gl@O?) 09/07/2012 Chamada Imbé 3 A. australis M 12 92 jovem
G 1% 44) 02/08/2012 Monitoramento Torres 2 A. australis M 10,4 88 -
G 1C53 4) 02/08/2012 Monitoramento Xangri-la 2 A. australis F 15,25 101,4  subadulto
(61[5121) 26/07/2012 Monitoramento Tramandali 2 A. australis M 9,5 92 subadulto
(GlIEESZS) 27/07/2012 Chamada Pinhal 2 A. australis M 14,75 116,5 jovem
(61237) 02/08/2012 Monitoramento ngi%ga 2 A. tropicalis M 9 90,6 subadulto
(GlC5516) 21/07/2012 Chamada Tramandai 2 A. australis F 8,9 83 -
(61};17) 24/07/2012 Chamada ngrgzs 2 A australis M 13,5 90,9  jovem
G 1?308) 12/07/2012 Monitoramento Palmsalrjtles e 2 A. australis M 16 108 subadulto
(Gllél 4) 21/07/2012 Monitoramento Tramandai 2 A. australis M 9,3 84 -

3CT, comprimento total.
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As 10 amostras de fezes foram identificada com as letras A, B, C, D,
E, F, G, H, J e L. De cada amostra foram selecionados aleatoriamente 20
isolados bacterianos, numerados de 1 a 20. Das dez amostras testadas
inicialmente, oito foram positivas para o género Enterococcus spp.: amostras B,
C,D, E, F, G, JeL. Desta forma, dos 200 isolados bacterianos submetidos aos
testes seletivos a fim de obter somente cepas pertencentes ao género de
interesse, 160 (80%) foram classificados como Enterococcus spp. e 40 (20%)
isolados foram eliminados do estudo, por ndo apresentarem crescimento
satisfatorio em meio BHI contendo 6,5% de NaCl e pelo resultado positivo para
o teste da catalase. Os 40 isolados eliminados do estudo eram provenientes
das amostras A e H, ambas referentes a lobos-marinhos da espécie A.

australis.

Os 160 isolados que permaneceram no estudo, ap0s crescimento
em caldo Azida Dextrose, apresentaram resultado negativo para o teste da
catalase, mostraram-se capazes de crescer em meio BHI contendo 6,5% de
NaCl e a 45 °C, além de hidrolisar a esculina na presenca de sais biliares. Nao
obstante, a morfologia dos isolados era caracteristica de diplococos Gram-

positivos.
4.1.2 Identificacdo das espécies por PCR Multiplex

Dos 160 isolados submetidos ao PCR Multiplex utilizando
oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para as espécies E. faecium,
E. faecalis, E. casseliflavus e E. gallinarum, 103 (64,38%) apresentaram
amplificacdo compativel com uma das espécies testadas. Destes, 81

amplificaram o fragmento de DNA de 475 pb esperado para a espécie E.
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faecalis, 18 o fragmento de DNA de 288 pb referente a espécie E.
casseliflavus, 3 o fragmento de DNA de 173 pb para a espécie E. gallinarum e
somente 1 amplificou o fragmento de DNA de 658 pb esperado para a espécie

E. faecium. O resultado obtido pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6. Numero de isolados de enterococos identificados por amostra pela técnica
de PCR Multiplex.

ldentificacdo E. faecium E. faecalis  E. casseliflavus E. gallinarum . Néo
da amostra identificados
B 0 20 0 0 0
C 0 1 0 0 19
D 0 20 0 0 0
E 0 20 0 0 0
F 1 0 0 3 16
G 0 0 0 0 20
J 0 0 18 0 2
L 0 20 0 0 0
Total 1 81 18 3 57

Todos os isolados provenientes das amostras B, D, E e L
amplificaram o fragmento de 475 pb esperado para a espécie E. faecalis. Dos
20 isolados provenientes da amostra C, somente 1 E. faecalis pode ser
identificado pela técnica de PCR Multiplex. Na amostra G ndo houve resultado
positivo para nenhum dos quatro oligonucleotideos testados; jA& a amostra F
apresentou 3 isolados pertencentes a E. gallinarum, 1 isolado E. faecium e 16

isolados ndo amplificaram com os oligonucleotideos utilizados; para a amostra
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J houve a identificagdo de 18 E. casseliflavus e 2 isolados ndo apresentaram
resultados positivos para a PCR Multiplex. Todos os isolados que nao foram
identificados por PCR Multiplex tiveram a confirmag¢ao do género pelo PCR tuf

antes de serem feitos os testes bioquimicos e o sequenciamento.
4.1.3 Confirmacéo do género pela deteccéo do gene tuf

Dos 160 isolados selecionados, 111 (69,4%) foram avaliados quanto
a presenca do gene tuf, caracteristico do género Enterococcus spp., dos quais
estavam incluidos os 57 que ndo puderam ser identificados pelo PCR Multiplex
e mais 54 escolhidos aleatoriamente. O resultado positivo, observado para
todos os isolados testados, foi considerado a partir da visualizacdo do

fragmento de 112 pb (Figura 8).

Figura 8. Gel de agarose da reagédo de PCR para o gene tuf (112 pb). Controles: (C+)
E. faecium SS1274, (C+) E. faecalis ATCC 29212 e (C-) sem DNA. M = marcador
molecular de 100 pb.

4.1.4 Identificacdo bioquimica das espécies

Os 57 isolados negativos para a PCR Multiplex foram submetidos
aos testes bioquimicos convencionais e, de acordo com Teixeira et al. (2011),

somente 8 destes foram identificados em relacdo ao perfil bioquimico (Tabela
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7). Sete foram identificados como E. hirae e um como E. casseliflavus.

Y

Quarenta e nove isolados ndo foram identificados quanto a espécie por

apresentarem perfis atipicos em relagcdo aos acuUcares testados e foram

selecionados para 0 sequenciamento da regido 16S rRNA.

Tabela 7. Caracteristicas fenotipicas de Enterococcus spp. isolados de amostras
fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) encontrados no litoral

Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Caracteristicas fenotipicas®

Espécies n* MAN SOR ARG ARA SBL RAF SAC PIR MGP TEL
E. hirae 7 - - + - - + + - - -
E. hirae' 20 - - + - - b + ; ; ;
E. hirae® 13 - - + - - b + +P ] )
E. hirae® 2 +P - + - +P b + ] ) ]
E. hirae* 2 +P . + . +b b + b ) ]
E. hirae® 8 - - + - - + + 4P ] )
E. hirae® 1 - - + . 4b + + b ) )
E. hirae’ 1 - - + - +P + + ; ] )
E. hirae® 1 +P - + - - + + 40 ) )
E. mundtii 1 + - + + + b + 4P ) i
E. casseliflavus 1 + - + + + + + + + -

Total 57

perfis bioquimicos atipicos; *nimero de isolados com o perfil bioquimico. *MAN, manitol; SOR, sorbose; ARG,
arginina; ARA, arabinose; SBL, sorbitol; RAF, rafinose; SAC, sacarose; PIR, piruvato; MGP, metil-a-D-glicopiranosideo;

TEL, telurito de potassio. °Caracteristicas atipicas.

4.1.5 Analise do sequenciamento

Dos 49 isolados que ndo foram identificados em nivel de espécie,

foram selecionados 14 que representavam 0s grupos com atipias bioquimicas e
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um E. casseliflavus identificado pelo PCR Multiplex, os quais foram submetidos

ao sequenciamento da regido 16S rRNA. Na Tabela 8 pode-se observar os 15

isolados selecionados, os resultados do sequenciamento e as atipias para a

fermentacdo ou ndo dos agUcares.

Tabela 8. Isolados selecionados para sequenciamento e caracteristicas fenotipicas de
Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE:
Arctocephalus spp.) encontrados no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Isolado Sequenciamento Perfil bioquimico atipico
C1 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
C10 E. hirae E. hirae Raf- Man+ Shi+
C13 E. hirae E. hirae Sbi+ Pir+
F2 E. hirae E. hirae Raf- Man+ Sbi+ Pir+
F7 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
F17 E. hirae E. hirae Man+ Pir+
G2 E. hirae E. hirae Raf- Man+ Shi+ Pir+
G4 E. hirae E. hirae Raf-
G7 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
G8 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
G14 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
G15 E. hirae E. hirae Raf- Pir+
J1 E. casseliflavus -
J5 E. mundtii E. mundtii Raf- Pir+
J14 E. casseliflavus E. casseliflavus

4.1.6 Distribuicdo das espécies

Apés reunir os dados das identificagcbes por PCR Multiplex,

bioquimismo

e sequenciamento,

observou-se que a espécie mais

frequentemente detectada foi E. faecalis (50,62%), seguida de E. hirae

(34,37%), E. casseliflavus (11,87%), E. gallinarum (1,87%), E. mundtii (0,62%)
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e E. faecium (0,62%). A distribuicdo das espécies de enterococos isolados das

fezes dos lobos-marinhos pode ser observada na Figura 9.

60,054

50,6

50,0%
40,09
30,04
20,054

10,0%
0,6% 0,64

E. faecalis E. hirae E. casseliflavus E. gallinarum E. mundtii E. faecium

Percentual de isolados

0,054

Espécies de enterococos

Figura 9. Percentual de espécies de enterococos da microbiota intestinal de lobos-
marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.), calculado sobre o total de isolados
(n=160) de Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais destes animais, encontrados
no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Em relacdo a distribuicdo das espécies por amostra, observou-se
que cinco (B, D, E, L e G) das oito amostras apresentaram somente uma
espécie, sendo que as amostras B, D, E e L eram compostas somente por
representantes da espécie E. faecalis, e a amostra G somente pela espécie E.
hirae. A amostra J apresentou duas espécies diferentes: E. casseliflavus e E.
mundtii. Da mesma forma, a amostra C apresentou duas espécies distintas: E.
faecalis e E. hirae. J& a amostra F foi a que apresentou maior variacdo, com

trés espécies diferentes: E. gallinarum, E. hirae e E. faecium.
4.2 Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

Os resultados do perfil de suscetibilidade antimicrobiana, observado

para os 160 isolados testados, pode ser verificado na Tabela 9.
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Considerando o total de isolados, 58,13% (93/160) foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. Avaliando cada antibiotico individualmente,
todos os isolados foram sensiveis a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
gentamicina e vancomicina. As propriedades de resisténcia foram mais
frequentemente encontradas para eritromicina (21,25%), nitrofurantoina

(15,62%), tetraciclina (6,25%), norfloxacina (3,12%) e ciprofloxacina (3,12%).

Tabela 9. Distribuicdo dos padrdes de resisténcia antimicrobiana a partir do nimero de
isolados de cada espécie com algum nivel de resisténcia, em Enterococcus spp.
obtidos das amostras fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.)
encontrados no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Espécies (n%) AMP* CIP* CLO* ERI* EST* GEN* NIT* NOR* TET* VAN*
E. faecalis (n=81) 0 4 0 11 0 0 0 5 0 0
E. hirae (n=55) 0 0 0 3 0 0 12 0 10 0
E. casseliflavus (n=19) 0 0 0 19 0 0 0 0 0 0
E. gallinarum (n=3) 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
E. mundtii (n=1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. faecium (n=1) 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0
Total 0 5 0 34 0 0 16 5 10 0

n’= ndmero de isolados de cada espécie. *Antibiéticos: ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO),
eritromicina (ERI), estreptomicina (EST), gentamicina (GEN), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), tetraciclina
(TET) e vancomicina (VAN).

Em relacdo a distribuicdo da suscetibilidade entre as amostras,
verificou-se que os isolados da amostra E eram sensiveis aos antimicrobianos
testados. As demais amostras apresentaram pelo menos um isolado com perfil

resistente.

Considerando o numero de isolados de cada espécie com
resisténcia, distribuidos nas oito amostras estudadas, verificou-se que todos os

E.casseliflavus, E.gallinarum e E. faecium foram resistentes a um ou mais
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antimicrobianos testados. Do total de 55 E. hirae, 45,45% (25/55) foram
resistentes, sendo 3 para eritromicina, 12 para nitrofurantoina e 10 para
tetraciclina. Entre os 81 E. faecalis, 23,46% (19/81) apresentaram algum tipo
de resisténcia (3 para ciprofloxacina, 11 para eritromicina, 4 para norfloxacina e
1 para ciprofloxacina e norfloxacina). Por outro lado, o Unico isolado E. mundtii

ndo apresentou qualquer resisténcia contra nenhum dos antibioticos testados.

4.2.1 Presenca dos genes tet(L), tet(M) e erm(B) relacionados a

resisténcia bacteriana a tetraciclina e a eritromicina

Os genes tet(L) e tet(M) foram testados nos dez E. hirae resistentes
a tetraciclina, isolados da amostra C. Os resultados quanto a presenca e

auséncia para estes genes podem ser observados na Tabela 10.

Tabela 10. Presenca e auséncia dos genes tet(L) e tet(M) em E. hirae resistentes a
tetraciclina, obtidos de amostras fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus
spp.) encontrados no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Isolado tet(L) tet(M)

C3 0 o°

[
QD

C4
C6
C7
C9
C10
Ci12
Ci4
C17
C18

OO0 O O o o o o o o
w| o o O »p O » O O

Total

31 = presenca; "0 = auséncia.
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N&o foi possivel detectar o gene tet(L) em nenhum dos isolados
testados. Trés isolados (C4, C9 e C12) apresentaram o gene tet(M), enquanto
os demais (C3, C6, C7, C10, C14, C17 e C18) nao apresentaram nem o tet(L)

e nem o tet(M).

Em relacdo ao gene erm(B), avaliado em 34 isolados resistentes a
eritromicina, somente 5,9% (2/34) apresentaram 0 gene pesquisado. Estes
isolados (J2 e J3) sdo da espécie E. casseliflavus e pertencem a mesma

amostra de origem (J).
4.3 Distribuicéo dos fatores de viruléncia entre os isolados

Todos os isolados foram analisados quanto a presenca dos genes
gelE, cylA, ace e asa, envolvidos com a viruléncia, por PCR. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Distribuicdo dos genes de viruléncia gelE, cylA, ace e asa, entre as espécie
de Enterococcus spp. obtidos das amostras fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE:
Arctocephalus spp.) encontrados no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Espécies (n%) gelE cylA ace asa

E. faecalis (n=81) 62 4 76 9

E. hirae (n=55) 12 0 18 9

E. casseliflavus (n=19) 5 0 12 1
E. gallinarum (n=3) 1 0 1 0
E. mundtii (n=1) 1 0 0 0
E. faecium (n=1) 0 0 0 0
Total 81 4 107 19

(%) (50,62) (2,5) (66,87) (11,87)

n®= nimero de isolados de cada espécie.
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Dos 160 isolados, 69,4% (111/160) apresentaram pelo menos um
dos genes testados, sendo a maior incidéncia observada para os genes ace
(66,87%) e gelE (50,62%), e menor incidéncia para asa (11,87%) e cylA

(2,5%).

Em relacdo as amostras analisadas, a que apresentou menor
namero de isolados com o gene ace foi a G, composta exclusivamente por E.
hirae. Em trés amostras (B, D e E) todos os isolados apresentaram o gene ace.
O percentual de espécies que apresentaram o0 gene, considerando o total de
cada espécie, destacou maior incidéncia do gene com 93,8% (76/81) dos E.
faecalis, seguido por 63,2% (12/19) dos E. casseliflavus, 33,3% (1/3) dos E.
gallinarum e 32,7% (18/55) dos E. hirae. Os isolados E. mundtii e E. faecium

nao apresentaram o gene ace.

A amostra L, composta por E. faecalis, foi a que apresentou
somente dois isolados com o0 gene gelE. As amostras D e E, também
compostas por E. faecalis, apresentaram o gene em todos os isolados. Em
relacdo as espécies ponderadas, 100% (1/1) dos E. mundtii apresentaram o
gene gelE, seguido por 76,5% (62/81) dos E. faecalis, 33,3% (1/3) dos E.
gallinarum, 26,3% (5/19) dos E. casseliflavus e 21,8% (12/55) dos E. hirae; o

isolado E. faecium ndo apresentou o gene.

Referente a distribuicdo entre as amostras, 0 gene asa foi detectado
em seis das oito amostras avaliadas. As amostras que nao tiveram isolados
com este gene foram a L e a G. Nas demais amostras, o numero de
enterococos contendo o gene asa variou de um a seis isolados por amostra.

Em relacdo a distribuicdo entre as espécies, este gene esteve presente em trés
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das seis espécies identificadas: 16,4% (9/55) em E. hirae, 11,1% (9/81) em E.

faecalis e 5,3% (1/19) em E. casseliflavus.

O gene cylA foi detectado em 4 isolados da espécie E. faecalis,
representando 4,9% (4/81) do total identificado para esta espécie, sendo um
deles da amostra B e os outros trés da amostra D. As outras seis amostras néo

apresentaram isolados em que este gene tenha sido detectado.
4.3.1 Avaliagdo da atividade das enzimas gelatinase e citolisina

A atividade da enzima gelatinase foi investigada nos 160 isolados.
Entre os 81 isolados em que foi possivel detectar o gene gelE, 27,2% (22/81)
expressaram fenotipicamente a enzima. Em dois isolados negativos para gelE

(B15 e C11) foi possivel observar o fenotipo positivo para gelatinase.

A expressao da citolisina foi avaliada somente para os isolados
positivos para o gene cylA. Nos quatro isolados positivos para o gene (B9, D7,
D9 e D10) néo foi possivel detectar a expressdo da enzima citolisina, uma vez

gue nao foi verificada hemolise em meio agar sangue.

4.4 Relacao entre perfil de suscetibilidade antimicrobiana e

genes de viruléncia

Nos 93 isolados sensiveis a todos os antimicrobianos testados, o
gene ace foi detectado em 72% (67/93), seguido por gelE, presente em 62,4%

(58/93), asa, em 8,6% (8/93) e cylA, com 4,3% (4/93).

Dos 34 isolados resistentes a eritromicina, 61,8% (21/34)
apresentaram o gene ace, seguido por gelE, em 26,5% (9/34), asa, em 5,9%

(2/34) e o gene cylA nédo foi detectado entre estes isolados. Entre os 16
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isolados com resisténcia a nitrofurantoina, o gene ace foi detectado em 37,5%
(6/16) dos isolados, seguido por asa, em 25% (4/16), gelE, presente em 12,5%
(2/16), e o gene cylA nao foi detectado entre estes isolados. Quando avaliados
os 10 isolados com resisténcia a tetraciclina, observou-se que os genes ace e
gelE foram detectados em 50% dos isolados (5/10), seguido pelo asa, presente
em 40% (4/10), e o gene cylA néo foi detectado entre estes isolados. Dentre os
5 isolados com resisténcia a norfloxacina, o gene ace foi detectado em todos
eles (100%), ja o gene gelE foi positivo em 80% (4/5), 0 asa esteve presente
em 20% (1/5) e o gene cylA ndo foi detectado entre estes isolados. Dos 5
isolados avaliados com resisténcia a ciprofloxacina, o gene ace foi detectado
em 80% (4/5), o gelE em 60% (3/5), enquanto os genes asa e cylA nao foram

detectados.

Entre os 67 isolados deste estudo que apresentaram resisténcia,
40,63% (65/160) apresentaram esta caracteristica a somente um dos
antimicrobianos testados. Os isolados E. faecalis (L7) e E. faecium (F12) foram
0s Unicos que apresentaram resisténcia a mais de um antibiotico, sendo eles
ciprofloxacina e norfloxacina, para L7, e ciprofloxacina, eritromicina e
nitrofurantoina, para F12. Para estes isolados, no caso do E. faecalis, que
apresentou resisténcia intermediaria frente a dois antibidticos da mesma classe
(quinolonas), o unico gene relacionado a viruléncia detectado foi 0 ace. Ja para
o E. faecium, que apresentou resisténcia significativa para ciprofloxacina e
resisténcia intermediaria para eritromicina e nitrofurantoina, sendo os trés
pertencentes a classes diferentes (quinolonas, macrolideos e nitrofurantoinas,

respectivamente), ndo foi detectado nenhum dos genes de viruléncia testados.
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4.5 Correlacao filogenética das espécies por RAPD-PCR
4.5.1 Avaliagdo entre os isolados de cada amostra

A andlise do perfil genotipico dos E. faecalis da amostra B
demonstrou que todos os isolados apresentavam dois fragmentos de DNA
(1910 pb - 1215 pb). Neste caso, a similaridade foi considerada total (100%).
Apesar de alguns isolados apresentarem um fragmento de tamanho maior do
gue os outros dois fragmentos prevalentes, como pode-se observar para os
isolados B2, B5 e B6 (Figura 10), este ndo foi considerado, pois teve pouca

intensidade e ndo se manteve reprodutivel nas repeticdes do teste.

C- M B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 M

T — —— ) — ———— —

500 pb

—
—

—

—

—

—

- -

-

a—— -—
- -—
- -

L

Figura 10. Padréo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra B, de
A. australis. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle negativo sem adicdo de
DNA microbiano.

A andlise da amostra C, composta por 1 E. faecalis e 19 E. hirae,
apresentou dois perfis distintos. O isolado E. faecalis apresentou trés
fragmentos de DNA de 1910 pb, 1060 pb e 910 pb, enquanto que 18 E. hirae
apenas um fragmento de 960 pb. O isolado E. hirae (C18) apresentou 0 mesmo

perfil de bandas do isolado E. faecalis (C2) (Figura 11).
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500 pb

Figura 11. Padrao obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra C, de
A. australis. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle negativo sem adicdo de
DNA microbiano.

A analise da amostra D, composta por E. faecalis, da mesma forma
como a amostra B, apresentou similaridade de 100% entre os isolados que a
compdem. Houve a revelacao de trés fragmentos apos o0 ensaio, sendo dois de

1910 pb e 1215 pb, do mesmo tamanho que os dois fragmentos encontrados

na amostra B, e um terceiro de 1060 pb (Figura 12).

M 1233 C- D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 DS D10 D11 M

— S e S e B e e —

500 pb

Figura 12. Padrao obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra D, de
A. australis. (1233) Controle interno. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle
negativo sem adicdo de DNA microbiano.

A andlise da amostra E, composta por E. faecalis, assim como as

amostras B e D, apresentou similaridade de 100% entre os isolados integrantes
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da amostra. Foi possivel visualizar a presenca de trés fragmentos semelhantes
aos apresentados na amostra D, sendo considerados, para fins de andlise da

similaridade, de mesmo tamanho (Figura 13).

623 C- E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES E10 M EN

Figura 13. Padréo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra E, de
A. australis. (623) Controle interno. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle
negativo sem adicdo de DNA microbiano.

Na analise da amostra F, composta por E. faecium, E. gallinarum e
E. hirae, ndo foi possivel estabelecer uma diferenca filogenética entre os
isolados das espécies E. gallinarum e E. hirae, uma vez que, apesar da
deteccédo de outros fragmentos fortes para alguns isolados, esse resultado nao
obteve repeticbes constantes. Por conseguinte, com o propdsito de evitar
consideracdoes errbneas referentes a similaridade entre os isolados,
considerou-se somente o fragmento de 960 pb para fins de comparacao
(Figura 14.a). Dessa forma, através da adocéo de critérios comparativos entre
a visualizacéo do gel de agarose e o padrdo de bandas indicado pelo programa
Gel-Pro Analyzer, obteve-se um indice de similaridade de 100% para 0s
isolados das espécies E. gallinarum e E. hirae presentes nesta amostra. O
isolado E. faecium, encontrado nesta amostra, apresentou dois fragmentos,

sendo um deles de 2165 pb e o outro de 1000 bp (Figura 14.b).
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(b)

Figura 14. Padréo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra F, de
A. tropicalis. (a) E. gallinarum representados pelos isolados F1, F3 e F4; E. hirae
representado pelos isolados F2, F5, F6, F7 e F8. (b) E. faecium representado pelo
isolado F12; E. hirae representado pelos isolados F13 e F14. M = marcador molecular
100 pb; (C-) = controle negativo sem adicdo de DNA microbiano.

A analise da amostra G, composta por E. hirae, obteve similaridade
total (100%) entre seus isolados, sendo observados padrdes semelhantes aos
da amostra F (Figura 15). Da mesma forma, em virtude da néo observancia de
todos os fragmentos nas repeticdes, foi considerado somente o fragmento de

960 pb, que esteve presente em todas as repeticoes.

Figura 15. Padrdo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra G, de
A. australis. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle negativo sem adi¢c&o de
DNA microbiano.
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Na analise da amostra J, composta por E. casseliflavus e E. mundtii,
foi possivel observar a revelagdo de cinco fragmentos distintos (Figura 16),
estando dois deles, de 1685 pb e 1150 pb, presentes somente no isolado E.
mundtii (J5), e os outros trés fragmentos (2240 pb, 1795 pb e 1555 pb)
compondo o perfil dos isolados E. casseliflavus. Desta forma, pode-se
considerar que a similaridade entre os isolados da espécie E. casseliflavus foi
de 100% e que o isolado E. mundtii ndo apresenta homologia com os demais

micro-organismos desta amostra.

C- M J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 Jn M

Figura 16. Padrao obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra J, de
A. australis. J1-J4, J6-J11 = E. casseliflavus; J5 = E. mundtii. M = marcador molecular
100 pb; (C-) = controle negativo sem adicdo de DNA microbiano.

A andlise da amostra L, composta por E. faecalis, apresentou 100%
de similaridade entre seus isolados. Apesar de ser possivel visualizar seis
fragmentos em varios dos integrantes desta amostra, considerou-se somente
0s quatro fragmentos (2200 pb, 1910 pb, 1060 pb e 910 pb) de maior

intensidade e que se mantiveram constantes durante as repeti¢cdes (Figura 17).
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Figura 17. Padréo obtido pela técnica de RAPD-PCR para isolados da amostra L, de
A. australis. M = marcador molecular 100 pb; (C-) = controle negativo sem adicdo de
DNA microbiano.

4.5.2 Avaliacdo da correlacdo das espécies de enterococos

isolados de diferentes amostras

A correlacdo entre todos os isolados obtidos foi realizada
considerando-se os 13 fragmentos (2240 pb, 2200 pb, 2165 pb, 1910 pb, 1795
pb, 1685 pb, 1555 pb, 1215 pb, 1150 pb, 1060 pb, 1000 pb, 960 pb e 910 pb)
detectados nas andlises por RAPD-PCR. A analise do dendrograma,
apresentado na Figura 18, demonstra a existéncia de cinco grupos distintos,

denominados de | a V.

O Grupo | foi representado somente pelo isolado J5 (E. mundtii), ao
apresentar um perfil Unico por esta técnica (fragmentos 1685 pb e 1150 pb).
Este isolado ndo apresentou relacdo com os outros integrantes da amostra J,
identificados como E. casseliflavus, tampouco com o0s demais micro-
organismos analisados neste estudo, estruturando um ramo distinto. Da

mesma forma, o Unico representante encontrado da espécie E. faecium (F12)
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formou um ramo separado que exemplifica a auséncia de similaridade com os
demais, por apresentar os fragmentos 2165 pb e 1000 bp, identificado como

Grupo 1.

O Grupo I, formado com os outros 19 isolados da amostra J,
demonstrou 100% de similaridade entre os E. casseliflavus identificados (2240

pb, 1795 pb e 1555 pb) e nenhuma similaridade com os demais isolados.

Um grande grupo, denominado Grupo IV, formado quase que em
sua totalidade pela espécie E. faecalis, apresentou indice de similaridade de
Jaccard entre 0,3 - 0,4, incluindo todos os isolados das amostra B, D, Ee L, e
ainda, os isolados C2 e C18 da amostra C. Dentre estes, os isolados das
amostras D e E apresentaram 100% de similaridade, pois foi possivel detectar
trés fragmentos comuns em todos os isolados (1910 pb, 1215 pb e 1060 pb).
Estas duas amostras apresentaram ainda uma similaridade maior que 0,6 com
os E. faecalis da amostra B (1910 pb - 1215 pb). Similaridade ainda maior
(>0,7) foi observada entre os micro-organismos da amostra L (2200 pb, 1910
pb, 1060 pb e 910 pb) e os dois isolados da amostra C (C2 e C18), que
também revelaram os fragmentos 1910 pb, 1060 pb e 910 pb. O isolado C18,
identificado por testes bioguimicos como sendo E. hirae, apresentou perfil

idéntico ao isolado C2, E. faecalis, identificado por PCR Multiplex.

Um quinto grupo (Grupo V) inclui os isolados das amostras C (C1,
C3-C17, C19-C20), F (F1-F11, F13-F20) e G. Destes, 54 foram identificados
como E. hirae e trés (F1, F3 e F4) como E. gallinarum. Estes micro-organismos
apresentaram indice de similaridade de Jaccard total (100%), baseada no Unico

fragmento intenso e reprodutivel o qual exibiram (960 pb). Apesar de os
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isolados das amostras F e G apresentarem Varios representantes com outros
fragmentos semelhantes, o que poderia indicar maior similaridade entre os
isolados destas amostras, ndo foi possivel, pela técnica de RAPD-PCR,
precisar sobre essa diferenciagdo com os isolados da amostra C, em virtude da

falta de repetibilidade dos fragmentos.
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Figura 18. Dendrograma (Programa Past.exe) obtido pela técnica de RAPD-PCR, apds analise em gel de agarose e detecgdo de fragmentos pelo
programa Gel-Pro Analyzer, para Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais de lobos-marinhos (OTARIIDAE: Arctocephalus spp.) encontrados
no litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. Grupos I, II, lll, IV e V organizados conforme indice de similaridade de Jaccard.



5. DISCUSSAO

5.1 Isolamento de Enterococcus spp. em amostras fecais de

lobos-marinhos

A escassez de estudos que avaliam a microbiota de mamiferos
marinhos, mais especificamente sobre enterococos do trato gastrointestinal,
impossibilitou a comparacéo direta dos resultados obtidos no presente trabalho.
No entanto, a fim de compreender as possiveis vias de disseminacdo destes
micro-organismos, também foram avaliados nos ambientes marinhos e
costeiros alguns nichos extraentéricos onde enterococos sdo rotineiramente
isolados. Entre as areas com potencial dispersédo de linhagens, considerou-se
agua, solo e sedimentos, vegetacdo aquatica e terrestre, bem como
organismos que habitam ou frequentam as regides litoraneas,
preferencialmente de amostras de animais relacionados, além de isolados

clinicos, que servem de referéncia para estudos com enterococos.

Entre as espécies de lobos-marinhos de ocorréncia no litoral do Rio
Grande do Sul, a mais frequentemente encontrada, A. australis, resultou em
um numero de espécimes amostradas maior do que da espécie A. tropicalis.
Essa diferenca ndo permitiu realizar a avaliacdo separadamente, considerando

a distribuicdo das espécies de enterococos entre as duas espécies de lobos-
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marinhos e, assim, estabelecer relacdes entre a distribuicdo geografica distinta
de A. australis e A. tropicalis e as espécies microbianas encontradas. Diante
disso, as discussdes apresentadas a seguir considerardao os resultados sobre
as duas espécies de lobos-marinhos do género Arctocephalus spp.

encontradas durante os periodos de coleta das amostras.

A transicdo entre os habitats heterotérmicos, em que as
temperaturas sao variaveis, e o trato gastrointestinal dos animais, um ambiente
rico em nutrientes e com temperatura relativamente constante, expde a
sobrevivéncia dos enterococos, € mesmo assim estes micro-organismos
parecem resistir a essas variacoes e se disseminar (Lebreton et al., 2014). O
trato gastrointestinal de seres humanos e de outros animais representa o maior
reservatorio de enterococos. Apesar disso, 0s niveis de recuperacao destes
micro-organismos podem ser baixos, e a composi¢cao da microbiota em relacéo
as dietas especificas de alguns destes animais pode determinar a capacidade

de sobrevivéncia em seus aparelhos gatrointestinais (Lebreton et al., 2014).

Nos lobos-marinhos, apesar de haver crescimento microbiano nas
amostras A e H, nao foi possivel obter isolados de Enterococcus spp. nestas
amostras. Uma possivel explicacdo €é que outro grupo de bactérias
predominasse no trato gastrointestinal. Além disso, a amostra A era
proveniente de um animal que apresentava grau de decomposicdo mais

acentuado (Code 3), o que pode ter influenciado no isolamento de enterococos.

Muitos dos estudos que buscam isolar enterococos nao conseguem
obté-los de todas as amostras. Nos casos de isolamento através de técnicas

cultivaveis, a prépria metodologia pode ser um limitante. Um estudo realizado
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por Layton et al. (2010) empregando amostras fecais de mamiferos marinhos, a
fim de avaliar a validade de se rastrear enterococos como indicadores da
gualidade de aguas recreativas na Califérnia (EUA), também ndo conseguiu
isolar estes micro-organismos de todas as amostras de mamiferos utilizadas no
estudo. Embora tenha sido possivel obté-los das quatro amostras de focas
examinadas, nos ledes-marinhos, grupo mais estreitamente relacionado aos
lobos-marinhos, somente 57% (8/14) das amostras foram positivas para
enterococos. No estudo de Ryu et al. (2013), a deteccdo molecular com base
na analise da sequéncia do gene 16S rRNA mostrou que, dos 439 isolados
ambientais de fezes e de aguas costeiras, aproximadamente 91% foram
identificados como Enterococcus spp., ao passo que o restante foi classificado

como de outro género.

Jiménez et al. (2013), avaliando a presenca de enterococos em leite
materno de diferentes espécies de animais, observaram que 100%, 85%, 50%,
25% e 25% das amostras de suinos, humanos, felinos, caninos e ovinos,
respectivamente, eram positivos. A comparacado com o leite materno deve-se
ao fato de que alguns lobos-marinhos foram encontrados ainda jovens, o que
insinua que a presenca de enterococos no trato gastrointestinal seja de
ocorréncia natural e que possa ser originaria, em parte, a partir do leite
materno, uma vez que estes mamiferos sdo amamentados em suas colbnias
de origem entre aproximadamente 8-12 meses antes de sairem para o periodo
de migracbes (Vaz-Ferreira, 1987). Além disso, Katz et al. (2012), em estudo

parasitologico de A. australis no Uruguai, apontam que além da cadeia
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alimentar, a rota lactogénica constitui uma fonte adicional de organismos

patogénicos para o trato gastrointestinal de filhotes de pinipedes.

Em relacdo a distribuicdo das espécies de enterococos nas fezes
dos lobos-marinhos, foram identificadas seis espécies, sendo a maioria das
amostras composta por somente uma espécie. A amostra com maior
diversidade foi também o Unico exemplar de A. tropicalis, podendo haver
relacdo com a alimentacdo durante a trajetéria de migracao diferenciada dos

outros lobos-marinhos.

Quando foi possivel observar mais de um tipo de espécie, houve um
predominio superior a 80% das espécies E. hirae e E. casseliflavus. Nas
amostras de leite materno investigadas por Jiménez et al. (2013) também
houve um maximo de trés espécies diferentes em somente uma amostra de
leitoa (E. faecalis, E. hirae e E. faecium), enquanto apenas uma espécie de
enterococos foi detectada nas amostras de leite de caninos, felinos e humanos.
Esse predominio de espécies por amostra pode ser influenciado pela idade,

caminho migratério percorrido e/ou composicao da dieta do animal.

A maioria das pesquisas abrangendo o género Enterococcus de
fontes relacionadas as regibes costeiras € desenvolvida a fim de avaliar os
riscos a saude humana. Os enterococos, juntamente com a espécie E. coli, sdo
considerados organismos indicadores de contaminacdo fecal e sua
investigacdo € recomendada por O6rgdos responsaveis pela qualidade
microbiolégica de aguas recreativas e agua potavel nos Estados Unidos e

outros paises (Ferguson et al., 2005; Lu et al., 2008; Phillips et al., 2011,
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Heaney et al., 2012; Bennani et al., 2012; Mote et al., 2012; Byappanahalli et

al., 2012; Ryu et al., 2013).

Phillips et al. (2011) investigaram a qualidade de &guas recreativas e
0 risco a saude de banhistas através de enterococos detectados em amostras
de areia e de agua da costa da Flérida (EUA), indicando a areia como um
importante reservatério destes micro-organismos. Nas oito praias avaliadas,
foram encontrados enterococos tanto nas amostras de agua quanto nas de
areia, sendo seus niveis relacionados as condi¢cdes para uso recreativo da
agua. Os autores destacaram ainda o relato de gaivotas e outras aves
marinhas que frequentam a costa nos locais avaliados, corroborando com o
gue apontam Lu et al. (2008) de que aves aquaticas sdo consideradas fontes
de disseminacao de micro-organismos devido ao seu habito alimentar e carater

migratorio, podendo difundir patdgenos através das fezes.

Nessa mesma linha, Heaney et al. (2012) avaliaram a relacéo entre
atividades desenvolvidas em contato com a areia da praia e o possivel foco de
doencas entéricas. A contaminacdo da areia pode ser oriunda do contato com
residuos de escoamento agricola e urbano, de animais domésticos e selvagens
e de banhistas. Neste estudo, além da avaliacdo microbiologica da areia, quase
5.000 banhistas foram entrevistados a respeito do tipo de contato e atividade
realizada na praia e reportaram, apés 10-12 dias, sobre sintomas fisicos de
doencas entéricas ap0s a visita a praia, como diarreia, vomitos, nauseas e
dores abdominais. Houve relacdo entre os niveis de Enterococcus spp.
detectados na areia e o contato relatado pelos banhistas (cavar na areia ou ser

enterrado, por exemplo) que desenvolveram sintomas de doencas
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gastrointestinais. Os resultados do estudo sugerem que a densidade de
Enterococcus spp. na areia aumenta a taxa de doenca entérica entre banhistas

gue tém contato com areia (Heaney et al., 2012).

Desta forma, animais marinhos que visitam a costa entram em
contato com micro-organismos que podem ser oriundos do contato direto com
humanos e outros animais que frequentam as praias ou durante as migracoes,
ou ainda com poluentes descartados nas proximidades das praias. Assim, a
contaminacao ndo precisa necessariamente ocorrer por via aquatica, sendo a
areia uma fonte de disseminagdo de micro-organismos. Layton et al. (2010)
concluiram ainda que a deteccdo de enterococos em amostras de ambientes
marinhos pode fornecer informacdes sobre a origem fecal e mesmo sobre a
gualidade das aguas recreativas, mas nao € suficiente para inferir sobre riscos
a saude ou mesmo associar determinada espécie a analise das condicfes
destes ambientes. Visto posto, a determinacdo da prevaléncia de enterococos
em mamiferos marinhos auxilia o entendimento de que este ambiente é uma
fonte deste género, devendo ser cautelosa a avaliacdo da qualidade da agua
por este método, mas também contribui para o estudo da ecologia das
espécies marinhas e da possivel incorporacdo de micro-organismos com

caracteres adquiridos em ambientes seletivos.

5.2 Prevaléncia das espécies de Enterococcus spp. has

amostras fecais de lobos-marinhos

Em 1987, Devriese et al. (1987) descreveram as espécies E.
faecalis, E. faecium, E. hirae e E. durans como sendo as mais comumente

encontradas no intestino de mamiferos, enquanto outras espécies pareciam ser
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ocasionais. No entanto, a medida que novos estudos foram sendo realizados e
novas espécies descritas, suas associa¢gdes com os hospedeiros foram sendo
desvendadas, e ainda atualmente pode-se observar a identificagdo de novas
espécies de Enterococcus spp. em diversos ambientes (Euzéby, 2014). Tanto a
identificagdo quanto a caracterizagdo contribuem para o entendimento de
aspectos epidemioldgicos e ecoldgicos do género Enterococcus de maneira a
contribuir para que sejam estabelecidas as rela¢cfes, benéficas ou ndo, entre
micro-organismos, hospedeiros e ambiente como um todo (Arvanitidou et al.,
2001). Lebreton et al. (2014), em revisao atualizada, descreveram uma série de
investigagbes em diferentes partes do mundo a fim de categorizar a
prevaléncia dos enterococos em animais selvagens dos mais variados habitats,

e também para assinalar outros aspectos destes micro-organismos.

De acordo com Stewart et al. (2014), a contaminacdo das aguas
costeiras pode transportar patégenos e contaminantes causadores de doencas
em seres humanos e em animais, e estes agentes podem ser transportados
através da agua para areas onde eles ndo sdo nativos. Nesse sentido, os
mamiferos marinhos podem ser indicadores de potenciais efeitos na saude do
ecossistema. Entretanto, até o momento, a diversidade de Enterococcus spp.
em hospedeiros mamiferos de areas costeiras nao foi totalmente caracterizada
(Layton et al., 2010). No estudo de Layton et al. (2010), os perfis dos
enterococos identificados em amostra de ledes-marinhos e focas foram muito
similares aos das amostras de cdes, humanos e gaivotas que
habitavam/frequentavam as regides proximas a baia em que 0s animais

marinhos tiveram as fezes coletadas, e de esgoto, ressaltando a natureza
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ubiqua destes micro-organismos e a influéncia do habitat sobre as popula¢des

gue compdem o trato gastrointestinal de diferentes animais.

No presente estudo, a utilizacdo das técnicas de PCR Multiplex,
bioquimismo e sequenciamento permitiu a estimativa da prevaléncia de
enterococos nas fezes de oito lobos-marinhos. Observou-se que a espécie
mais frequentemente detectada foi E. faecalis, seguida de E. hirae, E.
casseliflavus, E. gallinarum, E. mundti e E. faecium. Estudos avaliando a
diversidade de enterococos em aguas do ambiente tém apresentado
composicdo semelhante, sendo E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E.
hirae, E. durans e E. mundtii as espécies mais frequentemente isoladas (Ryu et

al., 2013).

Poeta et al. (2005) obtiveram 140 enterococos a partir de amostras
fecais de aves, mamiferos e outros animais selvagens. A prevaléncia detectada
entre as espécies foi de E. faecalis (52,1%), E. faecium (32,1%), E. hirae
(10,0%), E. casseliflavus (2,8%), E. gallinarum (1,4%) e Enterococcus spp.
(1,4%). Nao obstante, estas espécies revelam-se recorrentes em uma vasta

diversidade de animais (Thal et al., 1995; Lebreton et al., 2014).

No estudo de Ryu et al. (2013) foram estimadas as espécies
enterocécicas provenientes de amostras de agua de locais da costa da
Califérnia, Carolina do Norte e Porto Rico (n=311) que tenham sido
supostamente impactadas por material fecal de gaivotas, bovinos, humanos e
outros animais selvagens, e ainda de amostras fecais (n=497) de 4 espécies de
animais domesticados (ex. caprino, equino, suino), 13 espécies de animais

selvagens (ex. coelho, raposa, veado, esquilo) e 7 espécies de aves (ex. pato,
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frango, gaivota, pelicano, cisne, peru). Destes, os 439 isolados de enterococos
obtidos estavam distribuidos entre E. casseliflavus (34%), E. faecalis (25%), E.
mundtii (15%), E. faecium (5%) e E. hirae (5%). Todas essas espécies foram
também encontradas no trato gastrointestinal dos lobos-marinhos do litoral do
Rio Grande do Sul, evidenciando a ampla distribuicdo do género no ambiente

marinho e em diferentes animais e localiza¢cbes geogréficas.

Mote et al. (2012) constataram que as espécies de enterococos
predominantes na agua foram E. faecalis (31%), E. mundti (31%), E.
casseliflavus (16%), E. faecium (10%), E. flavescens (8%) e E. gallinarum (4%).
Neste mesmo estudo, em amostras de plancton associado, a prevaléncia de
35% de E. faecalis, 29% de E. casseliflavus, 24% de E. mundtii e 12% de E.
faecium foram observadas. Bennani et al. (2012) determinaram a composi¢cao
de enterococos isolados de amostras de agua do mar, mariscos e sedimentos
de trés regibes com diferencas geogréficas, populacionais e ecolégicas da
costa mediterrdnea do Marrocos, e detectaram as espécies prevalentes
dependendo do ponto e da amostra analisados. Atraves de testes bioquimicos,
dos 370 enterococos isolados, 92,16% foram identificados em nivel de espécie,
dos quais E. faecium foi a mais frequente, seguida por E. faecalis, E.

casseliflavus, E. durans e E. gallinarum.

Similar a maioria dos seres humanos, os lobos-marinhos parecem
apresentar E. faecalis como espécie predominante do trato gastrointestinal.
Este resultado ndo surpreende pois, embora E. faecalis e E. faecium sejam os
enterococos predominantes em fezes humanas e de esgoto (Murray, 1990;

Fisher & Phillips, 2009), estas espécies também estdo presentes nas fezes de
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animais nao-humanos (Devriese et al., 1987), incluindo a vida selvagem
(Mundt, 1963). Nas amostras de leite materno investigadas por Jiménez et al.
(2013), 120 isolados foram identificados em nivel de espécie como E. faecalis,
E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus ou E. durans. Entre eles, E. faecalis foram
as mais abundantes e foi a Unica espécie presentes em todas as amostras de
mamiferos incluidas no estudo. Quanto a espécie E. faecium, apesar da rara
deteccdo nas fezes de lobos-marinhos, também foi esporadica no estudo de
Ryu et al. (2013), que encontraram um baixo indice entre os 439 isolados
ambientais avaliados, sendo que somente 5 foram classificados como sendo

dessa espécie.

Enterococcus hirae, a segunda espécie prevalente nos lobos-
marinhos, foi também detectada na maioria das amostras de ledes-marinhos do
estudo de Layton et al. (2010), apesar de ndo ser uma das mais frequentes.
Nesta investigacdo, 0s autores encontraram as espécies E. avium, E.
casseliflavus, E. durans, E. faecalis, E. faecium e E. gallinarum em amostras de
fezes de focas. Em relacéo a distribuicdo entre as amostras, E. faecalis esteve
presente em todas as amostras testadas, enquanto E. hirae ndo foi detectado
nestes animais. Ja nas amostras de ledes-marinhos a espécie prevalente
também foi E. faecalis, detectada em 75% das amostras, seguida de E. durans
(63%), além de E. avium, E. faecium, E. gallinarum e E. hirae. Além disso, 0
fato de todas as espécies constatadas em focas e leBes-marinhos também
serem identificadas nas amostras de esgoto avaliadas remete a possibilidade

de haver um fluxo microbiano entre os nichos.
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Na pesquisa de Layton et al. (2010), a presenca de E. casseliflavus
nas amostras de fezes foi associada a dieta, uma vez que esta espécie €
considerada epifita, podendo ser incorporada a microbiota do trato
gastrointestinal apés consumo. Fisher & Phillips (2009) apontam que além de
E. casseliflavus, a espécie E. mundti também é rotineiramente isolada de
fontes vegetais. Nos lobos-marinhos, o isolado E. mundtii foi encontrado na
mesma amostra em que prevaleceu a colonizacdo por E. casseliflavus. Este
resultado pode indicar algum comportamento peculiar do animal (J, A.

australis) em relacdo a alimentacdo, desencadeando o predominio dessas

espécies.

Enterococcus gallinarum foi observada em baixa frequéncia nos
lobos-marinhos. Estes dados corroboram com os demonstrados nas amostras
de fezes de focas e lebes-marinhos avaliadas por Layton et al. (2010), bem

como nos estudos de Mote et al. (2012) e Bennani et al. (2012).

As diferencas observadas entre as frequéncias das espécies podem
estar relacionadas as metodologias associadas, uma vez que técnicas
baseadas no cultivo dos micro-organismos sdo comumente utilizadas na
deteccdo de enterococos ambientais, correndo-se o risco de suprimir algumas
espécies (Ryu et al., 2013). Estes estudos demonstram que varias das
espécies de enterococos detectadas em um mesmo tipo de amostra podem

apresentar variacdes relativas a prevaléncia devido a uma série de fatores.

A exemplo, em estudo realizado com aguas de 120 balnearios na
Grécia, foram detectadas dez espécies de enterococos, das quais E. avium

(27,2%) e E. raffinosus (23,4%), que ocorrem em altas densidades em fezes de



93

animais de sangue quente como aves marinhas e mamiferos, e ainda E.
faecium (19,9%), foram as mais prevalentes entre os 316 isolados de
enterococos avaliados no estudo. Em menor frequéncia, foram identificadas as
espécies E. casseliflavus, E. faecalis, E. pseudoavium e E. durans; e
esporadicamente E. malodoratus, E. hirae e E. gallinarum (Arvanitidou et al.,
2001). Este trabalho foi o que apresentou composi¢cdo mais discrepante em
comparacao aos outros estudos relacionados aqui. Isso pode estar associado a
alguma peculiaridade local, que levou a prevaléncia de espécies que nem

mesmo foram detectadas nas demais averiguacoes.

No seu conjunto, estes dados sugerem que algumas espeécies
parecem ser componentes naturais de ambientes marinhos, seja da agua, de
sedimentos, ou mesmo de animais. Contrastes na ocorréncia de espécies de
enterococos podem estar relacionados com diferencas nas taxas de
crescimento in situ e sobrevivéncia ambiental, ou ainda com a distribuicdo
preferencial das espécies em animais distintos, sugerindo que as espécies
ambientalmente relevantes encontram-se em uma grande variedade de

hospedeiros (Ryu et al., 2013).

Nas amostras de lobos-marinhos, a utilizacdo da técnica de PCR
Multiplex utilizando oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para as
espécies E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus e E. gallinarum permitiu a
identificacdo de 103 isolados. Esta técnica tem se mostrado uma ferramenta
molecular simples e que permite a identificacdo rapida e precisa de
enterococos (Castillo-Rojas et al., 2013). Layton et al. (2010) também utilizaram

o PCR Multiplex para rastrear Enterococcus spp. arranjando 0s



94

oligonucleotideos em diferentes grupos com a possibilidade de, em um mesmo
PCR, confirmar o género e identificar até duas espécies distintas. Além disso,
foi avaliada a capacidade da técnica para identificar as espécies em culturas
mistas, sendo esta menos eficiente do que de culturas puras por indicar falsos-

negativos.

Para os lobos-marinhos, dos 57 isolados negativos para a PCR
Multiplex submetidos aos testes bioquimicos convencionais, somente 8 perfis
tipicos foram identificados, sendo necessaria a utlizagdo de métodos
complementares, como 0 sequenciamento da regido 16S rRNA, para concluir a
etapa de identificacdo. Um dos isolados (J14), identificado por testes
bioquimicos e sequenciamento como E. casseliflavus, mas com resultado
negativo no PCR Multiplex contendo oligonucleotideo espécie-especifico para
esta espécie, provavelmente nédo tenha sido detectado pelo PCR por mutacao
na regido de anelamento do oligonucleotideo, impedindo que o fragmento fosse

amplificado e detectado em gel de agarose.
5.3 Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

Enterococos resistentes a antimicrobianos em reservatorios nao
humanos sdo cada vez mais frequentes na medida em que sdo realizados
estudos nessa direcao, e a contribuicdo destes agentes para a disseminacao
da resisténcia ainda sdo debatidos (Turnidge, 2004; Lebreton et al., 2014).
Bennani et al. (2012) destacam para a escassez de estudos sobre resisténcia
antimicrobiana em aguas marinhas, sendo que este ambiente recebe,
indevidamente, residuos de todos os tipos. Além disso, confirma que o uso

terapéutico de antimicrobianos em seres humanos, assim como para controle
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de infeccbes e promocdo de crescimento de animais, pode selecionar genes
resistentes e levar ao aparecimento de estirpes que expressem tais

caracteristicas nos mais distintos ambientes.

A contaminacdo das aguas costeiras ocorre a partir de diversas
fontes que podem transportar micro-organismos resistentes a antimicrobianos
para areas onde eles sao considerados aldéctones, como 0s oceanos (Stewart
et al., 2014; Lebreton et al., 2014). Os oceanos acabam sendo o destino de
muitos micro-organismos patogénicos e as infeccdes que ocorrem em
mamiferos marinhos costumam evoluir para obito, conforme aponta Bogomolni
et al. (2008), que identificaram doencas infecciosas como o0 mais significativo
fator de mortalidade em vertebrados marinhos (31% das mortes). Neste estudo,
ficou demonstrada a influéncia geografica na ocorréncia dos organismos
nocivos pesquisados, como Brucella, Leptospira, Giardia e Cryptosporidium,

em aves, tubardes e mamiferos marinhos (focas, baleias e golfinhos).

De acordo com Stewart et al. (2014), as semelhancas fisiolégicas
entre seres humanos e mamiferos marinhos seriam um incentivo a pesquisa
sobre patégenos que colonizam estes animais na natureza e o potencial
zoonotico de patdgenos especificos. Sobretudo, os autores reforcam ainda que
as publicacbes sobre bactérias aerdbicas nestes animais sao imprescindiveis
para estabelecer dados de referéncia sobre as espécies que os colonizam,
através da identificacdo e investigacdo de suas caracteristicas, reconhecendo

gue a saude das pessoas, animais e meio ambiente sao indissociaveis.

A pesquisa de Stewart et al. (2014) buscou identificar e avaliar o

perfil de suscetibilidade antimicrobiana das espécies de bactérias associadas a
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golfinhos da espécie Tursiops truncatus. Amostras coletadas de fezes e swabs
do espiraculo destes mamiferos durante as operacdes de captura/soltura em
diferentes areas ao longo da costa do Atlantico dos EUA (sudeste) e do Golfo
do México no decorrer de 6 anos, possibilitou detectar um elevado indice de
bactérias resistentes. Entre os 123 golfinhos amostrados, 74% apresentaram
bactérias resistentes a pelo menos um antimicrobiano e 48% abrigavam
bactérias resistentes a mais de um antimicrobiano. Dentre os 656 isolados
bacterianos testados, quase metade (48,5%) foi resistente a pelo menos um
antimicrobiano, enquanto que 51,5% foram sensiveis ou intermediarios a todos

0s antimicrobianos testados.

A resisténcia generalizada evidenciada por Stewart et al. (2014)
sugere que esta propriedade ocorra ao longo das aguas costeiras, ndo sendo o
resultado da utilizacdo terapéutica de antibidticos, uma vez que todas as
amostras foram coletadas de animais silvestres. Além disso, demonstra que a
resisténcia pode ser transmitida entre 0s micro-organismos e que a aquisicao e
manutencdo de propriedades de resisténcia possam ocorrer em resposta a
outros fatores de stress (Stewart et al., 2014). Este estudo, assim como outros
realizados com mamiferos marinhos (Johnson et al., 1998; Bogomolni et al.,
2008; Rose et al., 2009), € consistente com a observacao de resisténcia aqui
reportada para lobos-marinhos, e ascendem a discussdo de que as
caracteristicas de resisténcia podem surgir a partir de ambientes marinhos,
visto que estes animais silvestres ndo teriam entrado em contato (direto) com

compostos antimicrobianos.
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Rose et al. (2009) relataram que 58% dos isolados bacterianos de
472 vertebrados ao longo da costa nordeste dos EUA eram resistentes a pelo
menos um antimicrobiano, e que 43% eram resistentes a mais de um
antimicrobiano. Maior incidéncia de resisténcia foi relatada em aves marinhas
do que em mamiferos marinhos, e por animais encalhados ou capturados do

gue por animais Vvivos.

A investigacdo de Johnson et al. (1998), realizada com pinipedes
vivos transportados para um centro de reabilitacdo na California, obteve 255
isolados bacterianos de 19 géneros durante um periodo de dois anos (1994-
1995). Destes, 129 isolados obtidos de 15 ledes-marinhos (Zalophus
californianus), 19 elefantes-marinhos (Mirounga angustirostris) e 33 focas
(Phoca vitulina) foram submetidos aos testes de suscetibilidade antimicrobiana.
As coletas eram realizadas preferencialmente em até trés dias ap0s a entrada
do animal no centro de reabilitacdo, a fim de detectar micro-organismos
provenientes de infeccdes ja estabelecidas no ambiente marinho e evitar
interferentes secundarios. O isolamento demonstrou que 72% das bactérias
eram Gram-negativas, sendo que destas, 75% eram da familia
Enterobacteriaceae (E. coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Salmonella spp.). Os
isolados Gram-positivos foram identificados como Enterococcus spp. ou
Staphylococcus aureus. Os autores relataram multipla resisténcia entre os
isolados bacterianos testados, e entre 0s enterococos, a suscetibilidade
observada foi: 73% para ampicilina, 20% para cloranfenicol, 63% para

ciprofloxacina, 33% para gentamicina e 13% para tetraciclina.
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No presente estudo, dentre os 160 enterococos obtidos dos lobos-
marinhos, 58,13% foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Todos
os isolados foram sensiveis a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
gentamicina e vancomicina. Poeta et al. (2005) demonstraram, entre 0s
enterococos isolados de animais selvagens, que 31,4% eram suscetiveis a
todos os antimicrobianos testados e ndo observaram cepas resistentes a
ampicilina. Arvanitidou et al. (2001) também nao encontraram enterococos com
resisténcia a ampicilina nas amostras de agua marinha da costa da Grécia. Da
mesma forma, Castillo-Rojas et al. (2013) ndo encontraram resisténcia nos E.
faecalis de amostras de agua avaliadas. Apesar destes resultados, Lebreton et
al. (2014) reforcam a existéncia de muitos enterococos oriundos de animais

gue sao frequentemente resistentes a penicilina ou ampicilina.

Assim como em lobos-marinhos, Poeta et al. (2005) ndo observaram
perfis de resisténcia frente ao cloranfenicol em enterococos isolados de
animais selvagens. Os poucos relatos sobre a ocorréncia de resisténcia ao
cloranfenicol entre enterococos isolados de animais podem estar relacionados
a retricdo de uso do cloranfenicol, que foi banido na producéo de alimentos de
origem animal por mais de 30 anos e é utilizado com cautela na medicina
humana (Lebreton et al., 2014). Apesar disso, Johnson et al. (1998)

encontraram enterococos com resisténcia ao cloranfenicol em pinipedes.

Quanto aos enterococos resistentes a estreptomicina, Castillo-Rojas
et al. (2013) também nédo encontraram perfil de resisténcia nos E. faecalis das
amostras de agua avaliadas. De maneira geral, outros estudos encontraram

baixas frequéncias de resisténcia para este composto. Arvanitidou et al. (2001)
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encontraram 9,81% (31/316) dos enterococos resistentes nas amostras de
agua marinha da costa da Grécia. Poeta et al. (2005) encontraram 1,4% (de
140 isolados) dos enterococos de animais selvagens com resisténcia a
estreptomicina. Em contraponto, Jiménez et al. (2013) verificaram que todos os
E. faecalis e a maioria dos E. faecium apresentaram resisténcia frente a
estreptomicina, enquanto nenhum E. hirae ou E. casseliflavus apresentou esta
caracteristica nas amostras de leite materno. Thal et al. (1995) e Lebreton et al.
(2014) apontam que estes perfis tém sido observados entre animais criados em

maior proximidade a humanos.

No presente estudo ndo foram detectados isolados resistentes a
gentamicina. Estes resultados corroboram com os observados por Arvanitidou
et al. (2001), que também n&o encontraram enterococos resistentes nas
amostras de agua marinha, sugerindo que esta seja uma caracteristica rara
neste ambiente. No entanto, no estudo de Castillo-Rojas et al. (2013), apesar
de a maioria dos E. faecalis das amostras de agua avaliadas terem sido
sensiveis, a investigacdo encontrou resisténcia em 2,8% dos isolados. Jiménez
et al. (2013) observaram caracteristicas de resisténcia somente em alguns
E. faecalis, mas em nenhum E. faecium, E. hirae ou E. casseliflavus nas
amostras de leite materno. Poeta et al. (2005) encontraram 1,4% (entre 140
isolados) dos enterococos de animais selvagens com resisténcia a

gentamicina.

Estes resultados, juntamente com a ndo observancia de estirpes
resistentes nos lobos-marinhos, sugerem que, apesar de uma variedade de

animais apresentarem resisténcia aos aminoglicosideos em altos niveis
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(Lebreton et al., 2014), por ser uma analise em concentracdes baseadas no
uso para tratamento humano, é provavel que a aquisicdo desse fenétipo em
ambientes mais afastados ainda seja pouco frequente e influenciada por outros
fatores. Mesmo néo sendo detectada nas concentracdes testadas, a resisténcia
intrinseca dos enterococos é um fator que pode levar a evolugcdo para uma
resisténcia mais acentuada, sendo interessante a caracterizacdo através de

concentracdes minimas inibitorias.

~

Quanto a presenca de cepas resistentes a vancomicina, muitos
estudos descrevem a ocorréncia de enterococos vancomicina resistentes
(VRE) em animais, alimentos e seres humanos (Lebreton et al., 2014),
entretanto, ndo foram observados VRE nas amostras de fezes de lobos-
marinhos. Outros estudos também nao observaram VRE em amostras de agua
marinha (Arvanitidou et al., 2001), de leite materno de diferentes mamiferos
(Jiménez et al., 2013) e de animais selvagens (Poeta et al., 2005). Mesmo
Castillo-Rojas et al. (2013) observaram um percentual baixo, onde 94,4% dos

E. faecalis isolados de amostras de agua eram sensiveis a este antimicrobiano.

As propriedades de resisténcia dos enterococos isolados das
amostras fecais de lobos-marinhos foram mais frequentemente encontradas,
respectivamente, para eritromicina, nitrofurantoina, tetraciclina, norfloxacina e
ciprofloxacina. Bennani et al. (2012), ao avaliarem o perfil de resisténcia dos
enterococos isolados de amostras de agua do mar, mariscos e sedimentos,
observaram que 54,4% eram resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
testados (ampicilina, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, rifampicina,

tetraciclina e vancomicina). Destes, nenhum foi considerado efetivo contra
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todas as cepas, ou seja, algum dos enterococos testados foi resistente frente
ao composto. Além disso, eritromicina, rifampicina e tetraciclina foram os que

apresentaram mais isolados com perfil resistente.

Arvanitidou et al. (2001) encontraram, entre os 316 enterococos
avaliados, 87,3% das cepas resistentes a um ou mais antimicrobianos. Os
resultados deste estudo sugerem que aguas de balneéarios podem contribuir
para a disseminacdo de espécies de enterococos com perfis de resisténcia a
muitos antimicrobianos utilizados para tratar infecgcdes. Nesta investigacao,
assim como para os lobos-marinhos, a resisténcia a eritromicina foi a mais
observada (57,3%). O alto percentual de enterococos resistentes a eritromicina
em ambientes costeiros tem particular interesse uma vez que macrolideos sao
frequentemente usados no tratamento de infeccbes enterocécicas,
principalmente quando ha casos de alergia a penicilina. Para este
antimicrobiano, Jiménez et al. (2013) observaram caracteristicas de resisténcia
em E. faecalis, E. hirae e E. faecium, mas ndo em E. casseliflavus nas
amostras de leite materno, e também Poeta et al. (2005) encontraram 20,1%

entre seus 140 isolados de animais selvagens com resisténcia.

Cepas resistentes a nitrofurantoina foram observadas em 16
isolados nos lobos-marinhos. Castillo-Rojas et al. (2013) também observaram
baixa frequéncia de enterococos resistentes a este antimicrobiano (2,8%) nas
amostras de agua avaliadas. Quanto a frequéncia de cepas resistentes a
tetraciclina, os niveis observados por Castillo-Rojas et al. (2013) foram quatro
vezes maiores do que os detectados nas amostras de lobos-marinhos, com

25% do E. faecalis de amostras de agua avaliadas com resisténcia a este
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antimicrobiano. Poeta et al. (2005) encontraram 28,6% de seus isolados de

enterococos de animais selvagens com resisténcia a tetraciclina.

Os menores percentuais de resisténcia dos enterococos isolados de
fezes de lobos-marinhos foram detectados para norfloxacina e ciprofloxacina,
com 5 enterococos resistentes cada. Para ciprofloxacina, Arvanitidou et al.
(2001) encontraram 15,5% entre os 316 enterococos das amostras de agua
marinha com resisténcia, e Poeta et al. (2005) 8,6% entre os 140 isolados de
enterococos de animais selvagens com resisténcia a este composto.

Para norfloxacina a verificagdo em lobos-marinhos foi realizada pois,
apesar de ndo haver dados na literatura avaliando este antimicrobiano em
animais selvagens, costuma ser detectado em fezes humanas (Edlund et al,
1988) e enterococos de leite bovino e bubalino (Fracalanzza et al., 2007;

Prichula et al., 2013).

Das oito amostras fecais de lobos-marinhos submetidas aos testes
de suscetibilidade, somente uma delas ndo apresentou micro-organismos com
resisténcia aos antimicrobianos avaliados. Considerando o nimero de isolados
de cada espécie com algum nivel de resisténcia, distribuidos nas oito amostras
estudadas, verificou-se que todos os E. casseliflavus, E. gallinarum e E.
faecium foram resistentes a um ou mais antimicrobianos. Entre os E. hirae,
45,45% foram resistentes, e nos E. faecalis, 23,46% apresentaram algum tipo
de resisténcia. Enterococcus faecium foi o Unico considerado multirresistente
por apresentar resisténcia frente a trés antimicrobianos de classes distintas
(macrolideos, quinolonas e nitrofuranicos). Segundo Wright (2007), o fenétipo

de resisténcia combinada tem sido encontrado naturalmente em isolados
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ambientais, portanto, patégenos multirresistentes devem emergir com cada vez
mais frequéncia. Por outro lado, o Unico isolado E. mundtii ndo apresentou

gualquer resisténcia contra nenhum dos antibimicrobianos testados.

Os resultados observados no presente estudo e nos demais
relatados aqui demonstram a colonizacdo de diferentes nichos oceéanicos por
bactérias oportunistas rotineiramente associadas a doencas humanas, embora
iIsso nado signifique que estes isolados possam causar doencas (Stewart et al.,
2014). Os baixos percentuais de resisténcia detectados em nossa analise em
relacdo aos referidos por outros autores para enterococos fecais de seres
humanos ou outros animais e do ambiente pode ser associado a exposicao
direta de alguns destes grupos aos farmacos, ou mesmo indiretamente através
da cadeia alimentar e outras fontes contaminadas. Nesse sentido, 0S Nn0ssos
resultados corroboram, assim como Poeta et al. (2005), com a ampla utilizacéo
de antibidticos na medicina humana e veterinaria e as diferencas encontradas
em um ecossistema com niveis consideravelmente reduzidos destes
compostos, como os de animais silvestres, em que 0s baixos percentuais de

resisténcia a antibiéticos foram detectados.

A transmissao de patdogenos de ambientes marinhos é geralmente
associada ao consumo de agua contaminada, mariscos e peixes, ou através do
contato com a 4gua do mar. No entanto, embora as exposicdes associadas a
mamiferos marinhos nao sejam tdo bem estudadas, existe um potencial para o
fluxo de agentes patogénicos com seres humanos através da exposicdo de
trabalhadores (veterinarios e pesquisadores) ou cacgadores, que podem ter

contato direto com esses animais (Moore et al., 2008; Stewart et al., 2014).
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Castillo-Rojas et al. (2013), ao comparar o perfil de resisténcia de
linhagens clinicas e de &gua, destacam que a &gua representa uma via
potencial de transmissdo para a comunidade e uma fonte de genes de
resisténcia a antimicrobianos que podem ser facilmente transmitidos para
outras espécies bacterianas. Diante disso, sendo o meio aquatico um potencial
reservatério e transmissor de micro-organismos dotados das mais diversas
caracteristicas para a comunidade humana, este constitui-se também de uma
via com potencial risco para os demais animais. Por outro lado, garante a
heterogeneidade microbiana nos mais diversos nichos e a permanéncia de

linhagens que podem contribuir para o equilibrio dos ecossistemas.

A resisténcia antimicrobiana pode ter origens ambientais e ser
transmitida sem a pressdo seletiva do uso destes compostos, podendo
representar a resisténcia intrinseca de algumas das espécies e desempenhar
um papel funcional, como produtores de antimicrobianos (Stewart et al., 2014).
Entretanto, o nivel de resisténcia de bactérias comensais é considerado um
bom indicador para presséao de selecao pelo uso de antimicrobianos. Em todo o
mundo, a preocupacdo com o aumento da prevaléncia de resisténcia a
antimicrobianos impulsiona as pesquisas na area clinica, como se outros
reservatorios ndo pudessem contribuir para o desenvolvimento de linhagens
resistentes. A vista disso, o potencial emergente de patégenos e organismos
resistentes nos sistemas marinhos exige estudos mais aprofundados e o
monitoramento de bactérias indicadoras fecais torna viavel a comparacdo da

prevaléncia de resisténcia e a deteccdo da transferéncia de bactérias
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resistentes ou de genes de resisténcia de animais para humanos e vice-versa

(Van Den Bogaard & Stobberingh, 2000; Stewart et al., 2014).

Na reviséo feita por Van Den Bogaard & Stobberingh (2000) sobre a
epidemiologia de resisténcia antimicrobiana entre humanos e outros animais,
fica exposta a transferéncia de alguns destes elementos entre as espécies, e
mesmo organismos saudaveis atuam como reservatorios e disseminadores
destes micro-organismos. Enterococos com perfil de resisténcia sé&o
amplamente descritos em alimentos e a aquisicdo de estirpes via cadeia
alimentar merece vigilancia. Giraffa et al. (2002) destacaram o papel
desempenhado pelos reservatdrios alimentares na divulgacdo das
caracteristicas de resisténcia no meio ambiente, e muitas das espécies
comumente detectadas ja foram encontradas em ambientes hospitalares e
extra-hospitalares (Lebreton et al., 2014), assim como nos estudos aqui

descritos em ambientes marinhos.

No caso dos animais avaliados no presente estudo, que nhao
receberam qualquer tipo de tratamento medicamentoso, a presenca de
linhagens enterococicas com tracos de resisténcia pode ser atribuida ao
resistoma antimicrobiano, caracterizado por ser a colecdo de todos os
elementos de resisténcia precursores encontrados em bactérias patogénicas e
ndo patogénicas, e genes de resisténcia presentes em cromossomos e que

nao necessariamente sejam expressos (Wright, 2007; Stewart et al., 2014).

Ao longo dos milénios o0s micro-organismos desenvolveram
estratégias para superar os desafios quimicos e ambientais e, mesmo antes do

primeiro uso medicinal de antibiéticos, micro-organismos resistentes ja haviam
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sido isolados fora do circulo clinico. A maior parte dos produtos quimicos
produzidos por micro-organismos nao sao citotoxicos e, mesmo aqueles que
sdo tbéxicos, requerem concentracdes que podem exceder 0s niveis
encontrados no ambiente natural. Portanto, organismos que evoluiram sob uma
pressdo constante de complexidade quimica sdao provavelmente a fonte de
muitos genes de resisténcia a antimicrobianos, compreendendo a maior parte

do resistoma (Wright, 2007).

Micro-organismos, plantas e animais estdo continuamente
expandindo a diversidade quimica de moléculas, assim como 0s seres
humanos, que também desenvolvem novos suportes quimicos frente a
antimicrobianos, configurando um processo contemporaneo e permanente.
Desta maneira, a producdo de metabolitos secundarios, como antimicrobianos,
pode também estimular mecanismos de autoprotecdo a partir da atividade
toxica dessas moléculas, tornando estes organismos pontos criticos para a
evolucdo da resisténcia. Do mesmo modo, micro-organismos em nichos
especificos devem coevoluir copiando estratégias para competir por recursos,
por exemplo, pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia a partir de
outras espécies bacterianas. Logo, o fato de muitas bactérias ambientais serem
intrinsecamente resistentes a determinadas drogas sugere que 0S mecanismos
de resisténcia em isolados clinicos possam ter origem no resistoma ambiental.
Isto expbe a falta de compreensdo sobre a evolu¢cdo dos mecanismos de
resisténcia bacteriana e aponta novos paradigmas a serem expandidos para

diminuir o impacto da resisténcia no futuro (Wright, 2007).
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5.4 Presenca dos genes tet(L), tet(M) e erm(B) relacionados a

resisténcia bacteriana a tetraciclina e a eritromicina

Além da propagacdo de estirpes resistentes, a transferéncia de
genes relacionados atravessam barreiras de espécie, género e reino devido as
trocas de informacdes genéticas (Van Den Bogaard & Stobberingh, 2000;
Wright, 2007). Além disso, a capacidade bacteriana de replicacdo rapida
somada a facilidade de transferéncia genética e a presséao seletiva do uso de
antimicrobianos torna o fendmeno da resisténcia praticamente inevitavel.
Estima-se ainda que alguns antimicrobianos, como eritromicina, estreptomicina
e vancomicina biossintética, tenham surgido ao longo de 880, 610 e 240
milhdes de anos atras, respectivamente. Para 3-lactamases, a estimativa € de
gue tenha surgido a cerca de 2 bilhdes de anos atras. Diante disso, € vital que
0 uso destes compostos e 0 levantamento da existéncia de bactérias como
reservatorios de uma série de genes de resisténcia altamente eficientes

circulando no resistoma ambiental seja revisto (Wright, 2007).

A resisténcia a tetraciclina costuma ser mediada por dois grupos
maiores de genes, o primeiro inclui os genes tet(M), tet(O) e tet(S) que
codificam proteinas de protecédo ribossomal, e 0 segundo € representado pelos
genes tet(L) e tet(K) que codificam proteinas de bombas de efluxo de
tetraciclina (Poeta et al., 2005; Cassenego et al., 2011). Genes que codificam
as proteinas de efluxo sdo comuns a todos 0s genomas bacterianos. As
bombas de efluxo proporcionam a maxima flexibilidade para o organismo de
modo que ele possa explorar diversos ambientes, promover a patogenicidade e

modular a diferenciagéo celular, como a formacao de biofilme (Wright, 2007).
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Nos lobos-marinhos, a presenca dos genes tet(L) e tet(M) avaliadas nos 10 E.
hirae resistentes a tetraciclina evidenciou 3 isolados com o gene tet(M),
enquanto nenhum apresentou o gene tet(L). A baixa deteccdo dos genes que
costumam ser relatados como as principais estratégias de resisténcia em
isolados clinicos sugere a existéncia de uma tatica diferente por parte destes
micro-organismos. No entanto, a avaliagdo foi realizada somente nos micro-

organismos de uma mesma amostra que expressaram fenotipicamente a

resisténcia, indicando que este resultado pode ser particular.

Da mesma maneira, o gene erm(B), frequentemente assinalado
como mecanismo de resisténcia a eritromicina, teve baixo indice entre os
enterococos de lobos-marinhos avaliados (5,9%). Um dos mecanismos mais
comuns de resisténcia aos macrolideos é mediado pela metilacdo de um
residuo de adenina especifica do 23S rRNA e estda associado com o0 gene
erm(B) (Poeta et al., 2005). Este gene costuma ser observado em enterococos
de origem animal e as evidéncias de disseminacdo foram demostradas em
Enterococcus spp. isolados a partir de swabs clocais de frangos (Cassenego et

al., 2011).

Diferentemente dos resultados encontrados para os lobos-marinhos,
Poeta et al. (2005), avaliando isolados de enterococos de material fecal de
aves, mamiferos e outros animais selvagens de Portugal, verificaram o gene
tet(M) em todos os isolados resistentes a tetraciclina, independentemente da
espécie de enterococos ou do animal de origem, e na maioria dos casos
também estava presente o gene tet(L). Além disso, todos 0s enterococos

resistentes a eritromicina abrigavam o gene erm(B).



109

Ha evidéncias de que muitos micro-organismos nao patogénicos
possuem genes relacionados a resisténcia antimicrobiana. Entre os elementos
incluidos no resistoma, estdo todos os genes de resisténcia cripticos, que nao
necessariamente sao expressos. O resistoma também compreende 0s genes
precursores que codificam as proteinas com atividade de resisténcia
moderada, que podem evoluir para genes de resisténcia efetiva, destacando a
importancia de pesquisas para o entendimento de mecanismos de resisténcia

(Wright, 2007).

Em conclusdo, apesar dos fendtipos de resisténcias, 0s niveis
relativamente baixos de genes associados nos enterococos de lobos-marinhos
sugerem que estes animais podem adotar estratégias diferentes das

comumente utilizadas por enterococos de origem humana e outros animais.
5.5 Distribuicdo dos fatores de viruléncia entre os enterococos

Bactérias que colonizam o trato gastrointestinal interagem em
associacfes complexas e em grande parte sdo estudadas em conjunto com
outras bactérias. A excecdo dos enterococos em abundancia relativa nas fezes
humanas, pouco é conhecido sobre a natureza dos enterococos que colonizam
este ecossistema e sobre fatores que influenciam a selecdo de espécies

especificas (Mundy et al., 2000).

Os mecanismos moleculares de viruléncia no género Enterococcus
ainda nao foram completamente compreendidos, mas a ampla capacidade de
transferéncia genética e os diferentes mecanismos que permitem a eles carrear

esses determinantes podem contribuir para o aumento da viruléncia (Poeta et



110

al., 2005). A descricao de trabalhos como o de Eaton & Gasson (2001), sobre a
transferéncia de determinantes de viruléncia, justificam a preocupacéo
referente & presenca de genes de viruléncia em isolados ambientais. Estes
autores encontraram genes relacionados a viruléncia em cepas enterocécicas
utilizadas como culturas starter em alimentos, o que sugere que o fato de estes
genes estarem presentes ndo necessariamente indique risco ou certeza de que
ocorrera alguma enfermidade. Ainda assim, os fatores de viruléncia de cepas
relacionadas a infeccbes hospitalares e alimentos costumam ser bastante

estudados, principalmente em linhagens de E. faecalis e E. faecium.

A ampla distribuicdo de genes de viruléncia e/ou resisténcia a
antimicrobianos entre cepas destas espécies isoladas de leite materno por
Jiménez et al. (2013) indica que eles podem constituir um reservatorio de tais
caracteristicas para o intestino da prole e, como consequéncia, um risco
potencial para outros animais. Apesar do grande numero de genes que
codificam fatores de viruléncia ser observado em E. faecalis e ndo em outras
espécies de enterococos isoladas a partir de amostras de animais selvagens,
como avaliado por Poeta et al. (2005), mais estudos devem ser realizados para
avaliar a evolucdo de enterococos abrigando determinantes de viruléncia em
diferentes ecossistemas. No ambiente marinho, Stewart et al. (2014) relatam
gue no género Vibrio spp., prevalente entre as amostras de golfinhos por eles

demonstradas, foram descritas muitas cepas comprovadamente virulentas.

Em nosso estudo, todos os genes de viruléncia avaliados foram mais
frequentemente estabelecidos em isolados de E. faecalis em compara¢cdo com

as outras espécies, a exce¢do do gene asa, que teve um percentual maior em
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E. hirae, considerando o numero de isolados de cada espécie. Porém, o
namero de algumas espécies ndo foi significativo para uma comparacao
completa e segura. Mesmo assim, a maior incidéncia de genes de viruléncia
em isolados de E. faecalis pode indicar seu maior potencial patogénico quando
comparado as outras espécies de Enterococcus spp., Visto que estdo mais
amplamente relacionados com infeccbes do que as demais espécies do

género.

Entre os 160 isolados de enterococos obtidos dos lobos-marinhos,
69,4% apresentaram pelo menos um dos genes testados, sendo a maior
incidéncia observada para os genes ace e gelE, e menor incidéncia para asa
e cylA. A prevaléncia do gene ace pode ser atribuida a algum aspecto
particular dos lobos-marinhos, pois Poeta et al. (2005), ao detectar genes
codificadores de determinantes de viruléncia em enterococos fecais de animais
selvagens, observou prevaléncia distinta. Neste estudo, a distribuicdo dos
genes entre os 73 E. faecalis ficou assim estabelecida: 9,6% ace, 75,3% gelE e
30,1% agg, e somente um E. faecalis isolado de fezes de coelho foi
considerado livre dos fatores de viruléncia testados. Além destes, dois E.
faecium apresentaram gelE, e no restante dos isolados identificados (65) no

estudo néo foi possivel detectar estes genes (Poeta et al., 2005).

Em relacdo as amostras de lobos-marinhos analisadas, a que
apresentou menor numero de isolados com o gene ace foi a G, composta
exclusivamente por E. hirae. Em trés amostras (B, D e E) todos os isolados
apresentaram o gene ace. O percentual de espécies que apresentaram o gene,

considerando o total de cada espécie, destacou maior incidéncia do gene com
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93,8% dos E. faecalis, seguido por 63,2% dos E. casseliflavus, 33,3% dos E.
gallinarum e 32,7% dos E. hirae. Os isolados E. mundtii e E. faecium nao

apresentaram o gene ace.

O gene ace codifica uma proteina de superficie especifica de E.
faecalis caracterizada por mediar a ligacdo do micro-organismo a proteinas da
matriz extracelular (Nallaparedy et al., 2000). Alguns modelos animais parecem
associar a presenca do gene ace com infec¢cbes causadas por E. faecalis
(Koch et al., 2004), entretanto, a funcédo de ace em enterococos provenientes
de outras fontes néo foi ainda esclarecida e poucos avancgos foram realizados a
fim de explicar seu papel em isolados ambientais, ficando assim demonstrada a

grande disseminacao deste gene entre as amostras de lobos-marinhos.

O gene gelE esteve presente em pelo menos dois isolados de cada
amostra avaliada, ou em sua totalidade (amostras D e E). Em relacdo as
espécies ponderadas, 100% dos E. mundtii apresentaram o gene gelE, seguido
por 76,5% dos E. faecalis, 33,3% dos E. gallinarum, 26,3% dos E. casseliflavus
e 21,8% dos E. hirae; o isolado E. faecium ndo apresentou o gene. Entretanto,
em virtude do maior nimero amostrado, considerou-se como mais expressiva a
presenca deste gene nos isolados E. faecalis que, assim como Poeta et al.
(2005), apresentaram percentual similar entre os isolados de mesma espécie

identificados em animais selvagens: 75,3%.

Quando expressa, a gelatinase é capaz de clivar varios substratos,
favorecendo o desenvolvimento do biofilme. Porém, a presenca do gene da
gelatinase por si s6 ndo é capaz de assegurar a sua expressao (Camargo et

al., 2008). A expressédo do gene do fator de viruléncia pode ser controlada por
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uma regulacdo muito complexa que ndo € o foco deste estudo. Embora essa
caracteristica ndo seja determinante para a patogénese (Poeta et al., 2005), a
proporcao de isolados com gelE (50,62%) e a distribuicdo entre as amostras,
aliada a descricdo de muitos isolados envolvidos em infecgcbes que
apresentavam este gene (Fisher & Phillips, 2009; Golinska et al., 2013),
indicam uma relativa capacidade de viruléncia de cepas de lobos-marinhos,

assim como constatado por Poeta et al. (2005) em outros animais selvagens.

A elevada incidéncia dos genes gelE e ace em enterococos isolados
de amostras ambientais demonstra que estas estirpes podem abrigar genes de
viruléncia em grandes propor¢des e, somada a propenséo dos enterococos em
transferir determinantes de viruléncia, devem ser prudentemente analisados,
pois a transferéncia a microbiota endégena através de conjugacéao é facilitada
(Fisher & Phillips, 2009).

Referente a distribuicdo entre as amostras, o asa foi detectado em
seis das oito amostras avaliadas, variando de um a seis 0 numero de
enterococos por amostra contendo o gene. As amostras que nao tiveram
isolados com este gene foram a L e a G. Em relagdo a distribuicdo entre as
espécies, este gene esteve presente em baixas proporcées em trés das seis
espécies identificadas: 16,4% em E. hirae, 11,1% em E. faecalis e 5,3% em E.

casseliflavus.

As substancias de agregacdo sdo proteinas de superficie
importantes no processo de conjugacdo bacteriana por mediar a aderéncia a
uma variedade de superficies de células eucaridticas e sao bastante estudadas

em linhagens de E. faecalis (Mundy et al., 2000; Poeta et al., 2005; Camargo et



114

al., 2008). No entanto, como mostrado nos isolados de lobos-marinhos, foi
possivel detectar a presenca do gene asa em outras espécies, indicando que a
conjugacao também é favorecida em cepas distintas de E. faecalis. Dessa
forma, pode-se atribuir a presenca do gene em cepas da maioria das amostras
como sendo um fator que contribua para melhorar a capacidade de adesédo da
bactéria a células epiteliais intestinais, podendo também vir a influenciar a
viruléncia bacteriana (Mundy et al., 2000). De acordo com Mundy et al. (2000),
a substancia de agregracdo costuma ser expressa nas estirpes mais citoliticas

de E. faecalis, fatores estes que podem funcionar em sinergia e co-evoluir.

O gene cylA foi detectado em quatro isolados da espécie E. faecalis,
representando 4,9% do total identificado para esta espécie. Estes quatro
isolados também podem ser caracterizados como 0s Unicos, entre os 160
enterococos avaliados, que apresentaram 0S quatro genes testados
relacionados a viruléncia. Corroborando com a baixa frequéncia em lobos-
marinhos, Jiménez et al. (2013) ndo detectaram cylA nos E. faecalis das

amostras de leite materno de caninos, felinos e humanos.

Devido a associacdo da expressdo da citolisina ser um fator
vinculado a ocorréncia de infec¢des, a presenca do gene cylA, um dos fatores
necessarios para a sintese da toxina hemolitica que também tem atividade de
bacteriocina, foi um dos principais fatores de viruléncia investigados que
poderia indicar o potencial patogénico destas linhagens. A citolisina em
enterococos € de interesse porque suas atividades aumentam a viruléncia dos
enterococos em modelos de infec¢do e, em estudos epidemioldgicos, tem sido

associada com a mortalidade do paciente. A citolisina é letal para uma ampla
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gama de células procariotas e eucariotas, e esta atividade esta presente em
cepas particularmente virulentas de E. faecalis, incluindo estirpes resistentes a
multiplos antimicrobianos, que servem como modelo para testar o poder de

desenvolvimento de viruléncia terapéutica (Coburn & Gilmore, 2003).

Dessa forma, o fato de os quatro enterococos portadores deste gene
também possuirem os outros trés genes avaliados pode proporcionar a eles
melhores condicbes de se estabelecer neste ecossistema e indicar maior
potencial de viruléncia. Entretanto, a presenca do gene pode estar envolvida
com a capacidade de autoprotecdo exercida pela atividade antimicrobiana
(bacteriocina) frente a muitas células procaridticas e eucaritticas (Mundy et al.,

2000; Coburn & Gilmore, 2003; Camargo et al., 2008).

A presenca de genes de viruléncia em outras espécies, além de E.
faecalis, ndo costuma ser muito documentada, principalmente em amostras
ambientais. Mannu et al. (2003) apontam que E. faecium é uma espécie
geralmente livre de fatores de viruléncia conhecidos, embora existam algumas
referéncias relacionadas a determinantes de viruléncia ocasionais em isolados
desta espécie (Jett et al., 1994; Eaton & Gasson, 2001; Semedo et al., 2003).
Coincidindo, nos lobos-marinhos, apesar de somente um E. faecium ter sido
identificado, esta foi a Unica espécie em que nenhum dos quatro genes
relacionados a viruléncia foi detectado. Ainda assim, estes genes tém sido
encontrados em espécies como E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus, E.
gallinarum e outras (Semedo et al., 2003; Poeta et al., 2005), sugerindo que 0s

determinantes de viruléncia sejam um traco comum no género Enterococcus.
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Sem considerar o gene cylA, foram encontrados quinze enterococos
distribuidos entre as amostras que apresentaram os genes gelE, ace e asa,
sendo 1 E. casseliflavus, 9 E. faecalis e 5 E. hirae. Isso representa um
percentual de 9,38% entre o total de isolados com 75% dos genes testados,
bem abaixo do percentual de 38% encontrado por Poeta et al. (2005) para a
presenca dos genes gelE, agg e cpd (determinante de feromonio). Em
contrapartida, os enterococos de lobos-marinhos apresentaram 69,4% com
pelo menos um dos genes testados, sugerindo que alguns destes fatores
podem estar relacionados com a colonizagéo e persisténcia dos enterococos

no trato gastrointestinal de mamiferos marinhos.
5.6 Avaliacao da atividade das enzimas gelatinase e citolisina

Enterococos possuem mecanismos de transferéncia de genes de
eficiéncia elevada. Os genes de viruléncia sdo conhecidos por estarem
associados com alguns plasmideos altamente transmissiveis. Assim, existe o
risco de que uma estirpe segura que carece de genes para fatores de viruléncia
conhecidos possa adquirir tais genes por conjugacédo. Entretanto, a presenca
de um gene néo é suficiente para a expresséo génica. Eaton & Gasson (2001)
destacaram que a auséncia de atividade enzimatica, tanto para gelatinase
guanto para citolisina, pode ser atribuida aos baixos niveis ou down regulation
da expressao génica ou por um produto génico inativo. Condi¢cdes ambientais
estabelecidas no habitat em questdo também influenciam a expressao génica e
fatores temporais como determinantes fisico-quimicos do trato gastrointestinal,
equilibrio da microbiota e efeitos do sinergismo bacteriano (competicdo com

outros micro-organismos, disponibilidade de nutrientes, etc), podem tornar
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genes silenciosos ativos nhovamente. Além disso, as condi¢des utilizadas para a
realizacdo dos testes fenotipicos sé@o diferentes das encontradas na natureza e
a perda de atividade em condi¢bes laboratoriais pode ser um interferente,
assim como demonstrado por Lopes et al. (2006) em isolados de Enterococcus
spp. congelados.

Entre os 81 isolados de lobos-marinhos em que foi possivel detectar
0 gene gelE, em 27,2% foi detectada a atividade enzimatica. Além destes, dois
isolados positivos para gelatinase foram negativos para gelE, o que pode
representar alguma alteracdo na sequéncia a qual o oligonucleotideo iniciador
deveria se ligar, impedindo que houvesse amplificacéo.

Eaton & Gasson (2001) também descrevem casos em que este gene
foi classificado como silencioso, pois foi detectado mas néo teve sua expressao
observada. Os autores encontraram maior incidéncia de genes silenciosos nas
cepas clinicas do que nas de alimentos e culturas starter. Isso provavelmente
se deve ao maior potencial patogénico destas cepas, mas a presenca de genes
aparentemente silenciosos em alimentos e culturas starter é relevante para o
seu uso seguro. Da mesma forma, a presenca de genes de viruléncia em
amostras ambientais ndo necessariamente deve ser vista como maior risco a
saude do hospedeiro, mas sim como um aumento na capacidade destes micro-
organismos em se instalar no ambiente em questdo e se propagar para outros
nichos, podendo, sob pressédo seletiva, vir a expressar fatores que causem
danos. Sob essa perspectiva, entre as funcdes da gelatinase, ao degradar o
substrato e promover a adesdo ao hospedeiro, também pode-se considerar o

papel da enzima na sobrevivéncia destes micro-organismos.
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A fim de esclarecer a presenca de isolados contendo o gene gelE
porém sem atividade da enzima, poderia-se verificar também a presenca dos
genes do operon fsr, composto dos trés genes (fsrA, fsrB e fsrC), uma vez que
h& relatos de que a auséncia de algum dos genes do operon pode influenciar
na expressao da gelatinase (Qin et al.; 2000; Lopes et al., 2006). Além disso,
Poeta et al. (2005), ao encontrar baixa prevaléncia de fsr em E. faecalis de
animais selvagens, associou este resultado a uma baixa viruléncia em isolados
ambientais, indicando que a associacdo entre os resultados genotipicos e
fenotipicos de gelE, somados a investigacdo do operon fsr, sejam
complementares.

A expressao da citolisina em lobos-marinhos foi avaliada somente
para os isolados positivos para o gene cylA. Nos quatro isolados positivos para
o gene (B9, D7, D9 e D10) nao foi possivel detectar a expressdo da enzima
citolisina, uma vez que nao foi verificada hemdlise em meio agar sangue. Eaton
& Gasson (2001) também encontraram varias cepas com genes cyl silenciosos.
Abriouel et al. (2008), em estudo comparativo entre os enterococos isolados de
frutas e outros alimentos vegetais, agua, solo e amostras clinicas, observaram
gue enterococos isolados a partir de alimentos e agua apresentavam menor
atividade hemolitica do que os isolados a partir de amostras clinicas, e que 0s
isolados provenientes de vegetais e agua ndo possuiam o gene cylA.

Semedo et al. (2003) observaram uma significativa associacdo de
beta-hemodlise com o operon cyl completo. Nao obstante, estes autores
sugerem que os testes para avaliacdo da atividade hemolitica em meio

contendo sangue de carneiro, como € o caso do presente trabalho, levariam a
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resultados falso negativos quanto a presenca do gene cylA, pois as hemacias
estariam menos suscetiveis a lise pela enzima citolitica.

Semedo et al. (2003) e Coburn & Gilmore (2003) explicam que a
producdo da citolisina € regulada por um conjunto de genes, e que a atividade
citolitica esta relacionada com uma sequéncia de fatores interligados, como a
correta atuacdo de cada um dos genes do operon. Logo, tendo em vista que
outros genes ndo foram avaliados e podem influenciar na expressao da
citolisina, o fato de néo ter sido detectado o cylA nos demais isolados de lobos-
marinhos também pode ser um indicio de que estas linhagens teriam a
atividade citolitica comprometida. Este resultado também pode ser explicado se
outras cepas de enterococos apresentarem sequéncia génica diferenciada, de
maneira que amplificacbes negativas para 0s genes do operon sejam
decorrentes da variabilidade destes isolados para impedir a deteccéo, ou que
divergéncias evolutivas tenham levado as espécies de Enterococcus spp. a
apresentarem atividade hemolitica mesmo sem o0 operon completo. Assim
sendo, tanto quanto identificar o operon cyl completo, avaliar a atividade
citolitica nos demais enterococos pode apontar diferentes mecanismos

associados a expressao da citolisina em enterococos.

5.7 Relacdo entre perfil de suscetibilidade antimicrobiana e

genes de viruléncia

A grande quantidade de enterococos que compdem residuos
contaminados e mesmo que Sao comensais no trato gastrointestinal de
humanos e outros animais demonstra que, comparativamente, somente uma

pequena fracdo destes micro-organismos desencadeia quadros infecciosos,
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mesmo apresentando fatores e caracteristicas consideradas de risco. Portanto,
0s tracos associados a esses processos difundidos na espécie humana foram
selecionados em virtude de seu papel em conferir aptiddo para a ocorréncia e
sobrevivéncia em sistemas altamente competitivos. Os caracteres intrinsecos
dos enterococos, sem duvida, contribuem para a sua persisténcia nos locais de
infeccdo. No entanto, como estes fatores parecem ter sido selecionados
principalmente para aumentar a competitividade como bactéria comensal, ao
comprometer essas caracteristicas, a capacidade em causar doenca, bem
como a de sustentar o comensalismo, seriam influenciadas (Mundy et al.,

2000).

Em nivel molecular e celular, a doenca enterocécica do trato
gastrointestinal € predominantemente um processo de dois estagios, com uma
colonizacao inicial, geralmente assintomatica, por cepas com caracteristicas
distintas, tais como as resisténcias a antimicrobianos e genes de viruléncia,
seguida pela invasdo tecidual e aquisicdo de novos fatores exdégenos que
podem aumentar a viruléncia, tornando-a competente para suportar novas
adversidades, colonizar outros nichos e competir com cepas nativas,
aumentando a probabilidade de causar danos a saude do hospedeiro. Contudo,
as relacdes entre os enterococos, a viruléncia e o quadro infeccioso costumam
ser confundidos porque, na maioria das vezes, ocorrem em pacientes em
condi¢cBes desfavoraveis, como nos imunocomprometidos, o que resulta em
danos graves causados por isolados comensais que ndo necessariamente
abriguem tracos de viruléncia diferentes, mas que sdo promovidos por

combinacdes sinérgicas (Mundy et al., 2000).
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Como nao ficou estabelecida a causa da morte dos lobos-marinhos,
as associacOes entre a presenca dos genes de viruléncia e os perfis de
resisténcia antimicrobiana ndo permitiram uma avaliagdo direta entre causa e
consequéncia destes aspectos na patogénese bacteriana em Arctocephalus
spp., mas apenas diagnosticar a presenca de tracos comuns entre mamiferos
marinhos e outros animais. Isto porque, de maneira geral, ha relativamente
poucos parametros para avaliagdo da contribuicdo dos fatores de viruléncia na
patogénese da infeccdo, pois grande parte dos estudos concentra-se na
aderéncia e atividade litica de E. faecalis, mas que ja permitem estabelecer
conclusdes sobre a contribuicdo destes fatores para o curso e a gravidade de
doenca enterococicas. De qualquer maneira, é importante demonstrar o papel
de cada elemento na viruléncia de enterococos (Mundy et al., 2000). Nos 93
isolados de lobos-marinhos sensiveis a todos os antimicrobianos testados, o
gene ace foi detectado em 72%, seguido por gelE (62,4%), asa (8,6%) e cylA

(4,3%).

Huycke et al. (1991) examinaram 190 isolados clinicos de E. faecalis
guanto a producédo de toxina citolitica e a resisténcia antimicrobiana, a fim de
identificar caracteristicas que melhorassem a capacidade do organismo em
causar doencas. Os autores observaram que a resisténcia a gentamicina e o
fendtipo conferido pela toxina citolitica podiam funcionar em sinergia, levando-
0s a conclusdo de que os pacientes com bacteremia abrigavam cepas que
expressam a citolisina hemolitica em um quadro de resisténcia a gentamicina,
implicando no aumento de risco de mortalidade em infecgbes causadas por

enterococos (Mundy et al., 2000). Esta associagcdo nao foi observada nos
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enterococos de lobos-marinhos, que ndo apresentaram resisténcia a

gentamicina e nem a ampicilina, ao cloranfenicol, a estreptomicina e a

vancomicina, apesar de muitos deles possuirem o ace e o gelE.

Linhagens de E. faecalis com resisténcia a aminoglicosideos
costumam expressar citolisina e substédncia de agregacdo, mostrando-se
particularmente virulentas. Coque et al. (1995) analisaram as relagcdes entre os
tracos e a doenca desencadeada por enterococos, das quais, 25 e 33% das
cepas derivadas de locais de infeccdo e do trato gastrointestinal de pacientes
internados possuiam a caracteristica de producédo de toxina citolitica. Neste
estudo, cerca de metade dos isolados possuiam genes para substancia de
agregacdo e gelatinase. Este percentual maior sugere que estes tracos
entraram na espécie avaliada anteriormente a toxina citolitica ou que estdo
associados a elementos mais moveis do que os que codificam a citolisina
(Mundy et al., 2000). Apesar de determinantes de viruléncia que codificam
subtancia de agregacao e citolisina vinculados poderem ser cotransferidos e
selecionados por resisténcia aos antimicrobianos, levando a um aumento da
capacidade de colonizacdo (Eaton & Gasson, 2001), nas linhagens de lobos-
marinhos em que o cylA foi detectado, apesar de o0 asa também estar presente,

nenhuma resisténcia foi observada.

As substancias de agregacao, por comporem um sistema de troca
de material genético codificado por plasmideos responsivos a feroménios
(Coburn et al., 1999), nas espécies que as apresentam, estariam melhor
equipadas para participar de trocas genéticas e podem ser selecionadas pela

presenca de determinantes de resisténcia a antimicrobianos nesses
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plasmideos (Mundy et al., 2000). Além disso, a transferéncia de genes em
Enterococcus spp. e os sistemas responsivos a feroménios sao especialmente
relevantes para os problemas associados com a resisténcia adquirida a

glicopeptideos como a vancomicina (Eaton & Gasson, 2001).

Entre os 67 isolados com alguma resisténcia a eritromicina,
nitrofurantoina, tetraciclina, norfloxacina e/ou ciprofloxacina, 61,19%
apresentaram o gene ace, seguido por gelE (34,33%) e asa (16,42%). Destes
67, somente dois apresentaram resisténcia a mais de um dos antimicrobianos
testados. O isolado E. faecalis (L7) apresentou resisténcia a ciprofloxacina e
norfloxacina, e o E. faecium (F12) a ciprofloxacina, eritromicina e nitrofloxacina.
Para estes isolados, no caso do E. faecalis, que apresentou resisténcia frente a
dois antibidticos da mesma classe (quinolonas), o Unico gene relacionado a
viruléncia detectado foi 0 ace. Ja para o E. faecium, que apresentou resisténcia
para ciprofloxacina, eritromicina e nitrofurantoina, sendo os trés pertencentes a
classes  diferentes (quinolonas, macrolideos e nitrofurantoinas,

respectivamente), ndo foi detectado nenhum dos genes de viruléncia testados.

Em nosso estudo, nenhum resultado pareceu indicar relacéo direta
entre algum dos fatores de viruléncia testados e o perfil de resisténcia
observado, uma vez que 0s genes ace e gelE mostraram-se amplamente
distribuidos tanto em isolados que apresentaram caracteristicas de resisténcia
guanto nos que foram sensiveis aos antimicrobianos, e o principal gene
associado a doencas (cylA) ndo foi codificado por isolados que expressaram

resisténcia. Assim sendo, o papel dos genes ace e gelE, através da expressao
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das enzimas por eles codificadas, parece ser a de facilitar a permanéncia

destes micro-organismo no trato gastrointestinal dos lobos-marinhos.

5.8 Correlacédo filogenética das espécies de enterococos por

RAPD-PCR

O sequenciamento do genoma de diversas cepas de enterococos e
a utilizacdo de diferentes técnicas para avaliacdo da diversidade tém sido
aplicados tanto para identificar as linhagens envolvidas em epidemias e
infecbes quanto para medir as distancias evolutivas entre grupos. Tal
abordagem mostrou que cada bifurcacdo evolutiva esta acompanhada da
aquisicdo de novos tracos metabdlicos e de elementos moveis, e que a
remodelacdo do genoma esta associada com a inser¢cdo e movimentacdo de
tais elementos. Como resultado, a diversidade de espécies de enterococos, em
termos de divergéncia de sequéncia, assim como o conteudo genético, pode

abranger uma gama geralmente associada a especiacao (Jiménez et al., 2013).

Técnicas como a amplificacdo aleatoria de fragmentos de DNA
(RAPD) demonstraram boa aplicabilidade em estudos epidemiolégicos e de
variabilidade genotipica (Nallapareddy et al.,, 2002). Embora n&o seja
considerada a técnica ouro para genotipagem de Enterococcus spp., sua
realizacdo necessita de pouca quantidade de DNA e é considerada simples,
rapida e reprodutivel (Teixeira et al., 1995; Riboldi et al., 2008; Costa et al.,
2009). Costa et al. (2009) avaliaram a variabilidade genética de linhagens de E.
faecalis resistentes a antimicrobianos, isolados de carne de frango e de
infeccd@o urinaria, a fim de correlacionar os genétipos a partir do padréo gerado

pela técnica de RAPD-PCR, e consideraram os resultados satisfatorios para o
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estudo do perfil genético destes isolados visto que o padrao dos fragmentos de
DNA foram constantes nas repeticdes realizadas. J& para os enterococos dos

lobos-marinhos, alguns fragmentos nao tiveram esta mesma repetibilidade.

Considerando cada amostra individualmente, a analise do perfil
genotipico demonstrou que cinco amostras apresentaram somente um perfil
cada uma. As outras trés amostras apresentaram dois padroes de fragmentos
cada. A maioria das amostras teve a presenca de fragmentos considerados
inespecificos devido a pouca intensidade e néo repetibilidade. Acredita-se que
alguns deles poderiam ser indicativos da diversidade filogenética, como no
caso da amostra F, em que os isolados identificados como E. gallinarum e E.
hirae foram considerados com um mesmo padrdo apesar da deteccdo de
outros fragmentos fortes para alguns isolados. Entretanto, a fim de evitar
consideracoes errbneas referentes a similaridade entre os isolados, foram
adotados critérios comparativos para a obtencédo do indice de similaridade a
partir da visualizacdo do gel de agarose e o padrdo de bandas indicado pelo
programa Gel-Pro Analyzer. Além deste caso, a amostra G, composta por E.
hirae, também obteve similaridade total entre seus isolados apesar da
ocorréncia de fragmentos inespecificos semelhantes aos da amostra F, e que,

igualmente, poderiam ter relacdo com outros fatores discriminatorios.

A técnica de RAPD-PCR empregando o oligonucleotideo M13 foi
adotada por ja ter sido utilizada em outros estudos que relacionavam perfis
genotipicos de isolados de enterococos de amostras de diferentes fontes, visto
gue gera um padrdo de fragmentos de DNA espécie-especifico e possibilita

detectar variabilidades interespécies (Riboldi et al., 2008; Costa et al., 2009).



126

Costa et al. (2009) consideraram a técnica adequada para a
identificagdo de espécies de enterococos isoladas de amostras clinicas e
alimentares. Na avaliacdo feita a partir dos resultados de lobos-marinhos, a
presenca de alguns fragmentos em comum nas oito amostras avaliadas
permitiu correlaciona-las e estabelecer cinco grupos distintos considerando-se
os 13 fragmentos gerados. Os Grupos | e Ill, ambos formados exclusicamente
por um micro-organismo cada — E. mundtii e E faecium, respectivamente —
apresentaram perfis Unicos, que poderiam ter seu perfil categorizado caso
houvessem outros representantes da mesma espécie. No entanto, ao
considerar, por exemplo, a amostra J, composta pelo E. mundtii e outros 19 E.
casseliflavus, a técnica do RAPD-PCR permitiu distinguir dois perfis
divergentes através de seu padrdo de bandas, que poderia, mesmo sem a
identificacdo das espécies, inferir sobre essa distingdo. Assim, estes E.
casseliflavus agrupados também apresentaram um perfil Gnico, compondo o

Grupo Il

O Grupo IV exibiu quatro ramificacdes distintas. Duas amostras (D e
E) apresentaram o mesmo padrdo de fragmentos, sugerindo que estes E.
faecalis tenham uma mesma origem filogenética. O fato de estes isolados
compartilharem fragmentos de mesmo tamanho com os E. faecalis da amostra
B sugere maior proximidade filogenética do que com a outra ramificacdo
formada pelos E. faecalis da amostra L e os dois isolados da amostra C (C2 e
C18). Quanto aos dois isolados da amostra C, agrupados dentro do Grupo 1V, o
isolado C18, identificado por testes bioquimicos como sendo E. hirae,

apresentou perfil idéntico ao isolado C2, E. faecalis, identificado por PCR
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Multiplex. Nesse sentido, é provavel que, apesar de nao ter sido identificado
pela técnica de PCR Multiplex e o perfil bioquimico apontar a espécie mais
provavel como sendo E. hirae, o isolado C18 seja um E. faecalis com atipia
consideravel. Para confirmacdo desta hipétese, poderia ser realizado o

sequenciamento a fim de confirmar o resultado indicado pelo RAPD-PCR.

O Grupo V formado pelos isolados E. hirae e E. gallinarum das
amostras C, F e G, tiveram sua similaridade baseada no Unico fragmento
intenso e reprodutivel o qual exibiram. Com isso, os resultados observados nos
enterococos de lobos-marinhos atentam para o fato de que o primer M13 nao
foi suficiente para discriminar algumas das espécies ou detectar pequenas
divergéncias em uma mesma espécie. Mesmo que estas linhagens tenham
uma origem filogenética proxima, a geracdo de somente um fragmento
reprodutivel inviabiliza distinguir as espécies baseado nesta técnica e inferir
sobre alguma diferenciacdo. Ainda assim, a excecdo de E. gallinarum, cada
espécie obteve um perfil distinto e, de maneira geral, ficou agrupada em um
grupo, podendo ainda haver alguma variacdo, como observado entre os E.

faecalis.

Nao foi observada relacdo entre os perfis agrupados pelo RAPD-
PCR e os perfis de resisttncia a antimicrobianos além daquelas ja
estabelecidas entre amostras e espécies. Costa et al. (2009) também nao
observaram correlacdo entre o perfil genotipico gerado pelo RAPD-PCR e a
suscetibilidade antimicrobiana dos isolados analisados. Segundo estes autores,
isso seria possivel através da utilizacdo de multiplos oligonucleotideos

iniciadores, a fim de aumentar o numero de fragmentos de DNA amplificados.
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Sob essa perspectiva, Castillo-Rojas et al. (2013) observaram alta
diversidade genética entre E. faecalis e E. faecium de amostras clinicas e
diferentes amostras de agua (subterrdnea para consumo humano, de uma
regido Umida do México e residuais utilizadas na irrigacéo agricola) através de
analise pela técnica de Gel de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE -
Pulsed-field Gel Electrophoresis). Jiménez et al. (2013) também avaliaram os
perfis dos enterococos obtidos das amostras de leite materno através da
técnica de PFGE. Contudo, anteriormente, as cepas foram submetidas a
técnica de RAPD a fim de identificar linhagens de um mesmo hospedeiro.
Assim, cada perfil observado no RAPD foi submetido a analise de PFGE. Esta
pode ser uma opc¢ao a fim de estreitar a avaliacdo da diversidade entre os
isolados de lobos-marinhos obtidos no presente trabalho uma vez que, no
estudo de Jiménez et al. (2013), apesar da maioria das amostras ter
apresentado uma Unica espécie, a combinacdo destas técnicas permitiu revelar
gue ndo houve uma Unica estirpe por amostra, somente em raras excecgoes.
Esta analise também identificou a existéncia de uma cepa de E. faecalis que
percorreu trés amostras distintas (de suinos). Nao obstante, os perfis obtidos
ap6s o PFGE foram ainda caracterizados pela técnica de Tipagem de
Sequéncias de Multilocus (MLST) baseada em determinantes de viruléncia e
atividades hemolitica e citolitica dos E. faecalis, resultando em 8 tipos
especificos de sequéncias diferentes (STs) e ainda quatro complexos clonais
de maior ocorréncia entre as amostras. Alguns dos STs detectados entre as
cepas de E. faecalis das amostras de suinos ou felinos pertenciam a

complexos clonais que j& haviam sido isolados e associados a infec¢des
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hospitalares na Europa. Estes resultados sugerem que o leite de diferentes
espécies de mamiferos pode constituir uma fonte natural de disseminacédo de

tais micro-organismos para a prole (Jiménez et al., 2013).

Lebreton et al. (2014) relatam uma série de estudos que
compararam os perfis genéticos de enterococos (E. faecalis e E. faecium) com
perfis de resisténcia a antimicrobianos isolados a partir de seres humanos e
outros animais, principalmente, através de técnicas como PFGE, Polimorfismo
de Comprimento de Fragmento Amplificado (AFLP) e MLST. Desta maneira, é
possivel identificar linhagens de clones distribuidos em diferentes fontes,
indicando que a partilha de um habitat € um importante fator de risco para a
propagacdo de enterococos. Por fim, € importante ressaltar que a ocorréncia
de clones em uma populacdo bacteriana ambiental ndo inviabiliza a atuacéo
nas comunidades microbianas, visto que, em casos de quadros infecciosos, ou
mesmo de contribuicdo para o equilibrio microbiano ao hospedeiro, as
consequéncias geradas sdo predominantemente desencadeadas por
populacbes microbianas, sejam elas compostas de maior ou menor

variabilidade genética.



6. CONCLUSAO

Isolamento, identificagdo e prevaléncia de Enterococcus spp.

Foi possivel isolar Enterococcus spp. de amostras de fezes de
lobos-marinhos, aplicando metodologia seletiva convencional para este grupo,
e sendo confirmado por PCR género-especifico. A associacdo de técnicas de
PCR Multiplex empregando oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos,
testes bioquimicos convencionais e sequenciamento do 16S rRNA permitiu a
identificacdo de todas as espécies de enterococos isoladas, evidenciando a

complementariedade entre os métodos.

A identificacdo dos enterococos, estabelecida sobre as oito amostras
de Arctocephalus spp., apontou a espécie E. faecalis como a mais prevalente,
seguida por E. hirae, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. mundtii e E. faecium. A
baixa diversidade de espécies por amostras (1-3) demonstra que algum
determinante do comportamento dos lobos-marinhos pode influenciar nesta

prevaléncia.
Suscetibilidade Antimicrobiana

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana apontaram que mais da

metade dos isolados foi sensivel a todos os antimicrobianos testados,
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e que as propriedades de resisténcia foram encontradas para eritromicina,
nitrofurantoina, tetraciclina, norfloxacina e ciprofloxacina. O grande nimero de
estirpes sensiveis corrobora com a hip6tese de que a auséncia de contato
direto com antibiéticos mantém os niveis de resisténcia baixos. Porém, a
presenca de fendtipo resistente nestes animais sugere que possa estar
ocorrendo este contato, mesmo que em dosagens minimas, via cadeia
alimentar ou poluentes aquaticos; ou ainda, que a resisténcia intrinseca deste
género para alguns dos antimicrobianos testados poderia ter sido estimulado
por outros fatores n&o identificados no presente estudo, de maneira a

expressar resisténcia.

Dentre os enterococos resistentes a tetracilina e a eritromicina, nédo
foi observada a presenca do gene tet(L), e uma baixa frequéncia dos genes
tet(M) e erm(B). A baixa deteccdo destes genes, frequentemente indicados
como principais mecanismos de resisténcia em enterococos de humanos e
outras fontes, sugere que o0s enterococos de lobos-marinhos tenham sua

resisténcia determinada por outro mecanismo.
Fatores de viruléncia

Quanto a presenca dos genes de viruléncia, maior incidéncia foi
observada para ace e gelE, e menor incidéncia para asa e cylA. A presenca
destes genes sugere que cepas de enterococos do trato gastrointestinal de
lobos-marinhos podem abrigar genes comumente relacionados a danos a

saude humana, embora ndo tenha sido comprovada esta associacao.
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A atividade das enzimas gelatinase e citolisina ndo foram
determinadas diretamente pela presenca dos genes gelE e cylA,
respectivamente. Como conclusdo, a presenca de genes silenciosos foi

observada.
Perfil genotipico por RAPD-PCR

A andlise do RAPD-PCR gerou fragmentos de DNA distintos que
permitiram reunir os isolados em cinco grupos, separados principalmente de
acordo com a espeécie bacteriana. A técnica mostrou-se eficiente na
caracterizacdo da origem filogenética da maioria das espécies avaliadas.
Entretanto, a revelacdo de um baixo numero de fragmentos e a néo
diferenciacao entre os isolados E. gallinarum de outras cepas por este método,
incita o acoplamento de mais técnicas moleculares a fim de concluir sobre

outros aspectos fundamentais a respeito da natureza destes micro-organimos.
Consideracdes finais

N&ao foi possivel estabelecer relacdo entre o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana e os fatores de viruléncia. Da mesma forma, os perfis
observados pelo RAPD-PCR ndo demonstraram alguma tendéncia quanto ao
comportamento frente aos antimicrobianos ou mesmo quanto a presenca dos

genes de viruléncia.

A presenca destes fatores pode ter origem no resistoma ambiental e
ser independente do contato com vias de proliferacdo. Ao considerar que
algumas caracteristicas dos enterococos sao inerentes e anteriores a pressao

antropica, os dados obtidos podem evidenciar a importancia destas
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caracteristicas para a colonizacao de diferentes habitats. No entanto, sendo o

ambiente marinho um meio de disseminacdo, € importante considerar o

potencial deste género em ocasionar doengas nestes animais.

O baixo numero de exemplares da espécie A. tropicalis ndo permitiu
associar as caracteristicas detectadas entre os enterococos obtidos com a
distribuicdo geografica particular das espécies de lobos-marinhos avaliadas.
Entretanto, ficou evidente que diferentes espécies do género Enterococcus
spp. compdem o trato gastrointestinal deste grupo de mamiferos marinhos,
podendo influenciar sobre o equilibrio da microbiota e as condicbes saudaveis

dos lobos-marinhos.

Por fim, o estudo de enterococos no ambiente marinho tem sido
apontado como um indicador da saude de muitos componentes deste
ecossistema. Estuda-los contribui tanto para a compreensdo da ecologia dos
lobos-marinhos quanto para a elucidacdo da trajetoria de propagacao de
linhagens bacterianas. Nesse sentido, é fundamental elevar o nUmero amostral
de animais marinhos a fim de ampliar as relacdes entre o0s aspectos

destacados no presente trabalho.
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8. APENDICES

APENDICE 1 — Manual de coleta e remessa de amostras

As amostras biol6gicas dos animais deverdo ser coletadas para a
realizacdo de pesquisa na area de bacteriologia. A coleta devera ser feita,
sempre que possivel, dentro de técnicas asseptica e todas as amostras
deveréo ser mantidas sob refrigeracdo em temperatura mais baixa possivel - se
forem coletadas a campo, em isopor com gelo e, assim que chegarem nas
instalacbes apropriadas, em freezer ou congelador (-20°C), sendo
encaminhadas ao laboratério o mais rapido possivel.

Devem ser coletadas amostras de fezes de animais vivos ou recém-
mortos que tenham sido encaminhados para o centro de reabilitacdo ou
encontrados na praia. A coleta pode ser feita por swab retal de animais vivos
ou de conteudo intestinal de animais mortos (preferencialmente até Code 2).

Técnica do swab retal: (1) Inserir o swab no esfincter anal, fazendo

movimentos rotatérios; (2) Ao retirar, verificar se existe coloracdo fecal no
algodao; (3) Armazenar o swab no invélucro especial contendo meio de
transporte; (4) ldentificar o animal de origem e encaminhar ao laboratério.

Técnica de coleta de conteddo intestinal de animais mortos: (1)

Com bisturi ou tesoura estéril, realizar a abertura da porcao final do intestino
grosso; (2) Com uma espatula estéril, coletar cerca de 40 mL de conteudo
intestinal; (3) Armazenar em frasco estéril; (4) Identificar o animal de origem e

encaminhar ao laboratério.



