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RESUMO 
 

Os Enterococcus spp. apresentam natureza ubiquitária e são encontrados 
no trato gastrointestinal de diversos animais. Entretanto, estudos desses micro-
organismos associados a tartarugas marinhas são escassos. Os objetivos 
deste estudo foram: isolar enterococos a partir de amostras fecais de 
tartarugas marinhas encontradas no Litoral Norte do Rio Grande do Sul; 
determinar a prevalência das espécies; avaliar seu perfil de suscetibilidade 
antimicrobiana; verificar a presença de genes relacionados à resistência e à 
virulência e; analisar sua diversidade genética. Um total de 158 enterococos 
foram identificados como E. faecalis (55,7%), E. faecium (23,4%), E. hirae 
(15,2%) e E. casseliflavus (5,7%). A maioria dos isolados foi suscetível aos 
antimicrobianos testados, no entanto, fenótipos de resistência foram 
encontrados para eritromicina (34,2%), rifampicina (32,9%) e tetraciclina 
(0,63%). O gene de resistência à eritromicina msrC foi encontrado em todos os 
E. faecium resistentes, já o gene erm(B), não foi detectado. Somente um 
isolado foi resistente à tetraciclina, e este não apresentou nenhum dos genes 
testados. Os genes de virulência, gelE e ace (98,86%), asa (68.18%) e cylA 
(40,90%) foram detectados somente em E. faecalis. A atividade de gelatinase e 
citolisina foi verificada em 87 e 19 isolados, respectivamente. A maioria dos 
enterococos não foi capaz de formar biofilme. A análise dos perfis gerados por 
PFGE revelou um grande número de clones. Em conclusão, diferentes 
espécies de enterococos compõem a microbiota do trato gastrointestinal das 
tartarugas marinhas e a presença de determinantes de resistência e virulência 
nestes animais pode estar relacionada a fatores antropogênicos ou, ainda, ter 
origem no resistoma ambiental. 
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ABSTRACT 
 

Enterococcus spp. shows an ubiquitous nature and are found in the 
gastrointestinal tract of several animals. However, studies of enterococus in sea 
turtles are scarce The aims of this study were: to isolate Enterococcus spp. 
from fecal samples of sea turtle found on the North coast of Rio Grande do Sul; 
to determine the prevalence of species; to evaluate their antimicrobial 
susceptibility profile; to check the presence of resistance and virulence related 
genes and; to analyse their genetic diversity.  A total of 158 enterococci were 
identified as E. faecalis (55.7%) E. faecium (23.4%), E. hirae (15.2 %) and E. 
casseliflavus (5.7%). Most of the isolates were susceptible to the tested 
antimicrobials, however, resistance phenotypes were found for erythromycin 
(34.2%), rifampicin (32.9%) and tetracycline (0.63%). The erythromycin 
resistance gene msrC was detected in all E. faecium erythromycin resistant; 
moreover, the gene erm (B) was not detected.  Only one sample was resistant 
to tetracycline, although it did not show any of the tetracycline resistant genes 
tested. Virulence genes gelE and ace (98.86%), asa (68.18%) and cylA 
(40.90%) were detected only in E. faecalis. The cytolysin and gelatinase activity 
was observed in 19 and 87 strains, respectively. Most enterococci were not able 
to form biofilm. The profile analysis generated by PFGE revealed a large 
number of clones. In conclusion, different species of enterococci were found in 
the microflora of sea turtle gastrointestinal tract and the presence of resistance 
and virulence determinants in these animals might be related to anthropogenic 
factors or even to an environmental resistome origin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O território brasileiro possui mais de 7,3 mil quilômetros de litoral, 

que se estende do Amapá ao estado do Rio Grande do Sul. A Zona Costeira do 

Brasil agrega ecossistemas de alta relevância ambiental que abrigam inúmeras 

espécies de animais e vegetais, endêmicas e exóticas. Nessa faixa litorânea 

ocorre o encontro de duas correntes marítimas importantes formando a 

chamada Zona de Convergência Subtropical do Atlântico Sul Ocidental. Essas 

correntes marinhas são ricas em nutrientes e acabam contribuindo para o 

estabelecimento de uma diversidade de espécies marinhas na região. 

Dentro dessa diversidade biológica estão incluídas as tartarugas 

marinhas. Atualmente, existem sete espécies de tartarugas marinhas 

espalhadas no mundo – todas ameaçadas de extinção – dessas, cinco 

espécies ocorrem no litoral do Brasil. As tartarugas marinhas usufruem da Zona 

de Convergência Subtropical do Atlântico Sul Ocidental para alimentação e 

também como rota migratória para outras áreas de alimentação, reprodução e 

de desova. Ao longo da costa brasileira, há registros da presença desses 

animais, que são encontrados debilitados ou mortos, devido, principalmente, à 

ingestão de plásticos e outros resíduos encontrados nas águas e/ou pela 

interação com a pesca comercial, onde acabam sendo presos, acidentalmente, 

nas redes de pesca, ou ainda machucados pelas embarcações. 

O gênero Enterococcus inclui, segundo evidências filogenéticas e 
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moleculares, mais de 50 espécies. Esse gênero apresenta uma natureza 

ubíqua que lhe permite sobreviver em diversos nichos ecológicos, sendo 

comensais da microbiota do trato gastrointestinal e geniturinário de seres 

humanos e outros animais. Os enterococos são reconhecidos pela capacidade 

intrínseca de possuir, adquirir e/ou transferir genes de resistência e virulência, 

que lhes facilitam a sobrevivência em condições adversas. A investigação dos 

perfis e mecanismos envolvidos na resistência antimicrobiana, bem como a 

identificação dos fatores de virulência relacionados a diversos nichos faz-se 

necessária, uma vez que tais estudos disponibilizariam informações a respeito 

das interações e distúrbios ambientais. 

O ambiente marinho é um nicho ainda pouco explorado, mas vem 

despertando interesse pela possibilidade de abrigar novas espécies 

bacterianas. Há ainda uma escassez de estudos envolvendo enterococos e 

animais marinhos na natureza, possivelmente devido aos hábitos migratórios 

de algumas espécies, como as tartarugas, e pela dificuldade em se obter 

amostras desses ambientes. 

O gênero Enterococcus está presente na microbiota de uma série de 

animais, e influencia diretamente a saúde e a ecologia desses. Contudo, ainda 

são necessários estudos que investiguem a presença desta bactéria em 

animais marinhos para fornecer subsídios para ações futuras que visem tanto a 

sua proteção como a do seu ambiente. Nesse sentido, o presente estudo 

buscou colaborar com o status quo do conhecimento científico sobre a 

microbiota gastrointestinal de animais marinhos ao examinar populações de 

enterococos isoladas de suabes cloacais de tartarugas marinhas. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Identificar e avaliar o resistoma dos enterococos aos 

antimicrobianos, detectar a presença de fatores de virulência e analisar a 

diversidade genética de Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de 

tartarugas marinhas encontradas no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

2.2  Objetivos Específicos 
 

2.2.1 Isolar cepas pertencentes ao gênero Enterococcus spp. a 

partir de amostras fecais coletadas de tartarugas marinhas através de meios 

específicos para isolamento de bactérias pertencentes a este grupo; 

2.2.2 Confirmar o gênero bacteriano por PCR empregando os 

oligonucleotídeos iniciadores gênero-específicos para o gene tuf; 

2.2.3 Identificar as espécies através de técnicas moleculares 

empregando oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos; 

2.2.4 Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e 

os mecanismos genéticos de resistência envolvidos; 

2.2.5 Verificar a presença dos genes cylA, gelE, ace e asa, 

envolvidos na virulência de enterococos, e relacionar a presença desses genes 

com sua expressão fenotípica; 
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2.2.6 Avaliar a capacidade de formação de biofilme in vitro das 

diferentes espécies de enterococos; 

2.2.7 Analisar a diversidade genética dos enterococos por meio 

de análise dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico, utilizando a 

técnica de PFGE. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Ambiente costeiro do Brasil e do Rio Grande do Sul 
 

A Zona Costeira e Marinha do Brasil se estende da foz do rio 

Oiapoque (Amapá - AP) à foz do rio Chuí (Rio Grande do Sul - RS). Sua faixa 

terrestre se estende por aproximadamente 10.800 mil quilômetros ao longo da 

costa e possui uma área de aproximadamente 514 mil km2, conforme pode ser 

observado na Figura 1 (IBGE, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Limites da Zona Costeira e Marinha do Brasil. Disponível em: 
http://www.naval.com.br/. Acesso em: 20 jan. 2016. 
 

http://www.naval.com.br/
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A costa brasileira é uma das principais áreas de tráfego de riquezas 

do País que apresenta intensa atividade de comércio, transporte e exploração 

de petróleo. A região abrange 17 estados e sua faixa continental abriga 13 das 

27 capitais brasileiras, incluindo algumas das principais regiões metropolitanas, 

onde vivem milhões de pessoas (IBGE, 2016). 

A alta concentração populacional implica em alto grau de 

intervenção humana nos recursos naturais do bioma. Segundo dados da 

Comissão Interministerial para Recursos do Mar (CIRM), aproximadamente, um 

quarto da população brasileira vive na zona costeira, somando 50 milhões de 

habitantes (Moura et al., 2011; Turra & Denadai, 2015; CIRM, 2016).  

A biodiversidade marinha presente na Zona Costeira é relativamente 

pouco conhecida. Muitas regiões, ecossistemas e ambientes ainda precisam 

ser estudados adequadamente (Barros et al., 2013).  Ainda assim, o número de 

espécies de peixes catalogadas no bioma varia entre 705 e 1.209, 

considerando-se aquelas de áreas de estuário (BRASIL, 2016). Nos 

manguezais brasileiros podem ser encontradas espécies de peixes, aves, 

moluscos, plantas e artrópodes (Machado, 2006; Machado et al., 2008). Os 

mamíferos marinhos somam 57 espécies, só os cetáceos (baleias e golfinhos) 

chegam a 53. Mais de 100 espécies de aves estão associadas ao bioma 

costeiro e marinho, sendo algumas residentes e outras migratórias. Das sete 

espécies de tartarugas marinhas conhecidas no mundo, cinco vivem em águas 

brasileiras. O Brasil possui, ainda, os únicos recifes de coral do Atlântico Sul. 

Essa biodiversidade observada nas águas brasileiras deve-se à influência de 

três correntes oceânicas: das Guianas, do Brasil e das Malvinas (CECLIMAR, 
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2016). 

O Litoral do Rio Grande do Sul ou Litoral Gaúcho se estende no 

sentido Norte–Sul por cerca de 620 quilômetros de costa retilínea, sendo 

dividido em quatro grandes setores: Litoral Norte (do município de Torres até o 

município de Cidreira), Litoral Médio Leste (de Palmares do Sul até São José 

do Norte), Litoral Médio Oeste (de Barra do Ribeiro até Pelotas) e Litoral Sul 

(do município de Rio Grande até Santa Vitória do Palmar) (FEPAM, 2016).  

A costa litorânea desse estado apresenta uma grande riqueza 

biológica de espécies marinhas, devido ao encontro de correntes marítimas 

importantes - a Corrente das Malvinas e a Corrente do Brasil -  que formam a 

chamada Zona de Convergência Subtropical do Atlântico Sul Ocidental 

(CECLIMAR, 2016). O encontro dessas duas correntes, nessa região, somado 

à presença de ambientes estuarinos e diversos sangradouros contribuem para 

o aumento do aporte nutricional, atraindo, consequentemente, uma grande 

diversidade de animais marinhos. As tartarugas marinhas, por exemplo, 

utilizam o Litoral do Rio Grande do Sul como rota migratória e para 

alimentação. Contudo, a região não faz parte das áreas de reprodução e 

desova desses animais (Mäder, 2010; Moura et al., 2011).  

Muitas tartarugas marinhas são encontradas já debilitadas ou mortas 

no litoral gaúcho (CECLIMAR, 2016). Dentre as principais ameaças a esses 

animais estão: a aquicultura, a pesca, o turismo, a expansão de áreas urbanas, 

as mudanças climáticas, entre outras (Moura et al., 2011; Turra & Denadai, 

2015). Muitas tartarugas são vítimas da ingestão de plásticos e outros resíduos 

encontrados nas águas. Elas também sofrem pela interação com a pesca 
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comercial, onde acabam sendo presas, acidentalmente, pelas redes de pesca, 

ou ainda, mutiladas pelas embarcações (Rigon, 2012; Turra & Denadai, 2015). 

A movimentação de navios de todo o mundo também contribui para 

o declínio da diversidade biológica marinha nativa, pois favorece a entrada de 

espécies exóticas, por meio da água de lastro das embarcações. Essas 

espécies invasoras disputam habitats e nutrientes com as espécies silvestres 

locais. Outra ameaça são os derramamentos de petróleo causados pelas 

operações de terminais marítimos (Zerbini et al., 1999; Pereira et al., 2008; 

BRASÍLIA, 2010; Moura et al., 2011; Turra & Denadai, 2015). 

A contaminação das águas costeiras ocorre a partir de uma 

variedade de fontes, incluindo o despejo de esgotos residenciais, industriais e 

hospitalares. Essa situação é conhecida por proporcionar um habitat natural de 

micro-organismos patogênicos (Pereira et al., 2008). Além disso, alguns dos 

principais rios nacionais convergem para a Zona Costeira carreando resíduos 

de agrotóxicos e fertilizantes, o que torna essa região muito vulnerável aos 

impactos ambientais (Moura et al., 2011; WWF-Brasil, 2016). 

Neste caso, o sistema aquoso funciona como uma via de transporte 

de poluentes microbiológicos, carreadores de traços adquiridos em outros 

ambientes seletivos e com potencial patogenicidade para seres humanos e 

outros animais (Stewart et al., 2014). As doenças infecciosas causadas por 

esses patógenos podem afetar várias espécies de modo a levá-las à condição 

de ameaçadas. Sob essa perspectiva, segundo Pereira et al. (2008), alguns 

agentes biológicos isolados a partir destes animais poderiam ser utilizados 

como indicadores de perturbação do ecossistema marinho. Stewart et al. 



9 

 

 

(2014) relatam que, atualmente, não se sabe muito sobre patógenos que 

colonizam animais marinhos na natureza, principalmente devido aos hábitos 

migratórios de algumas espécies e pela dificuldade em se obter amostras, uma 

vez que muitos dos estudos existentes são realizados com animais em 

cativeiro. 

Os monitoramentos são a principal forma de obtenção de 

informações sobre ocorrência, biologia e ecologia da maioria das espécies de 

animais marinhos que encalham ou que repousam no litoral (Hays, 2008). A 

coleta de dados dos animais durante o período de recuperação, ou mesmo dos 

animais que são encontrados mortos, permite investigar e correlacionar 

diferentes áreas de estudo (CECLIMAR, 2016).  

Alfonsi et al. (2013) investigaram o uso de técnicas moleculares 

como ferramentas rápidas para o monitoramento da biodiversidade de 

mamíferos marinhos encalhados na França. Recentemente, Santestevan et al. 

(2015) avaliou a relação filogenética entre enterococos isolados de duas 

espécies de lobos-marinhos. Prichula et al. (2016) sequenciou o genoma 

completo de um Enterococcus faecalis isolado das fezes de um pinguim-de-

magalhães. Dessa maneira, a utilização da biologia molecular, juntamente com 

dados fisiológicos, ecológicos e etológicos, aparece como uma ferramenta 

indispensável no estudo da variabilidade genética e da problemática da 

conservação de espécies ameaçadas (Heinzelmann, 2002; Veja-Munguía et 

al., 2015). 
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3.2 Tartarugas marinhas 
 

As tartarugas marinhas representam um componente primitivo e 

singular da diversidade biológica, sendo parte importante dos ecossistemas 

marinhos. Pertencem a mais antiga linhagem de répteis vivos, tendo aparecido 

pela primeira vez no Período Jurássico (Pritchard, 1997; Lee, 2013). O registro 

mais antigo de tartaruga marinha no mundo, datado de aproximadamente 110 

milhões de anos, pertence à espécie Santanachelys gaffneyi (Protostegidae), 

encontrada no Ceará, Brasil (Hihayama, 1998; Lyson et al., 2013). 

No Período Cretáceo havia quatro famílias de tartarugas marinhas: 

Toxochelyidae, Protostegidae, Cheloniidae e Dermochelyidae. Todos os 

gêneros e espécies surgiram no Período Eocênico e Pleistocênico, entre 60 e 

10 milhões de anos. Atualmente, existem duas famílias, Cheloniidae e 

Dermochelyidae, seis gêneros e sete espécies, conforme Tabela 1.  

TABELA 1: Classificação taxonômica das tartarugas marinhas encontradas no Mundo. 

 
 

REINO FILO CLASSE ORDEM SUBORDEM FAMÍLIA GÊNERO ESPÉCIE 
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Cheloniidae 

Caretta Caretta caretta 

Chelonia Chelonia mydas 

Eretmochelys Eretmochelys imbricata 

Lepidochelys 
Lepidochelys olivacea 

Lepidochelys kempii 

Natator Natator depressus 

Dermochelyidae Dermochelys Dermochelys coriacea 

 

Das sete espécies existentes, cinco ocorrem no Brasil: Dermochelys 

coriácea, que pertence à família Dermochelyidae e as espécies Caretta caretta, 
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Chelonia mydas, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea, que 

pertencem à família Cheloniidae (BRASÍLIA, 2011). 

Ao longo de sua evolução, várias modificações permitiram a 

sobrevivência e adaptação das tartarugas a novos ambientes. A carapaça 

tornou-se mais achatada, ficando mais leve e hidrodinâmica, e as patas 

transformaram-se em nadadeiras o que permitiu uma movimentação mais 

eficiente na água. Outra importante adaptação foi o surgimento de glândulas de 

sal, localizadas próximo aos olhos, utilizadas para a secreção de sal (Lutz & 

Musick, 1997; Lee, 2013; Lyson et al., 2013). 

As tartarugas marinhas são animais altamente migratórios e de 

estilos de vida complexos (Hays & Scott, 2013). Esses animais distribuem-se 

amplamente entre as bacias oceânicas, com registros desde o Oceano Ártico 

até o Mar da Tasmânia (Meylan & Donnely, 1999; Goode-McCrink, 2014). 

Existem muitas teorias para explicar a capacidade das tartarugas marinhas em 

realizar migrações entre as áreas de alimentação, repouso e de reprodução 

(Lohmann et al., 1997).  

Há evidências que as fêmeas adultas regressam à praia onde 

nasceram durante o seu perido de reprodução (Lohmann et al., 1997; Lohmann 

et al., 2008). Alguns autores até sugerem que os filhotes possam memorizar a 

composição química da água e o campo magnético da terra ao apresentarem 

no cérebro cristais de magnetita, a pedra-ímã mais magnética da Terra (Musick 

& Limpus, 1997; Lohmann et al., 2012). Outros experimentos sugerem que as 

tartarugas marinhas sejam capazes de detectar o ângulo e a intensidade do 

campo magnético terrestre e determinar sua latitude e longitude, e, assim, sua 
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posição em mar aberto (Lohmann & Lohmann, 2006; Lohmann et al., 2012). 

Além disso, alguns estudos sugerem navegação mediante referencial de 

estrelas, sol, temperaturas oceânicas, correntes marinhas, características 

geológicas ou de padrões de ondas (Gulko & Eckert, 2004; Lohmann et al., 

2012). 

Os hábitos alimentares das tartarugas variam entre as espécies e 

em função do seu período de desenvolvimento, fatores comportamentais e 

ecológicos. As tartarugas marinhas podem ser herbívoras, carnívoras ou 

onívoras. Essas categorias podem mudar conforme a maturidade ou devido a 

adapatação a novos habitats. Animais jovens, geralmente, têm uma 

alimentação muito diferente dos adultos, por exemplo, as tartarugas-verdes 

(Chelonia mydas) jovens possuem uma dieta carnívora constituída de águas-

vivas, quando adultas  tornam-se herbívoras, alimentando-se de algas e ervas 

marinhas. A tartarugas-de-pente (Eretmochelys imbricata)  filhotes vivem em 

associação com bancos de algas do gênero Sargassum, alimentando-se, 

principalmente, de pequenos crustáceos. Já na fase jovem e adulta, tornam-se 

onívoras, alimentando-se de algas, crustáceos, moluscos, ouriços, corais e 

esponjas. As tartarugas-comuns (Caretta caretta) são onívoras, e se alimentam 

de animais e vegetais em sua dieta diária. Elas podem também alimentar-se de 

animais mortos (saprofíticas), ovos de peixes e até mesmo de lixo humano, fato 

esse que pode levar as tartarugas à morte (ANP, 1999). 

A maior parte das ocorrências reprodutivas está concentrada em 

regiões tropicais e subtropicais (Márquez, 1990; Goode-McCrink, 2014). No 

Brasil, a temporada de desovas nas praias do continente ocorre, de forma 
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geral, durante os meses de Setembro a Abril; e de Dezembro a Junho nas ilhas 

oceânicas. A duração entre duas temporadas reprodutivas de uma mesma 

fêmea é denominada intervalo de remigração. Este período varia entre 

espécies e entre populações da mesma espécie, podendo ser alterado ao 

longo do tempo devido à disponibilidade de alimento, condições ambientais e 

distância entre áreas de alimentação e reprodução (BRASÍLIA, 2011). 

Os ciclos reprodutivos, conforme Figura 2, podem variar de anuais a 

irregulares. As tartarugas apresentam maturação tardia e ciclo de vida longo, 

podendo, a depender da espécie, demorar de 10 a 50 anos para atingirem a 

maturidade sexual (Bjorndal & Zug, 1995; Chaloupka & Limpus, 1997; Meylan 

& Donnely, 1999; Lee et al., 2007).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2: Ciclo de vida de tartarugas marinhas, disponível em: 
http://www.tamar.org.br/interna.php?cod=90. Acessado em: 20/01/2016. 

 

A temperatura do ambiente é um fator muito importante no ciclo de 

vida das tartarugas marinhas, visto que tem influência direta na determinação 

http://www.tamar.org.br/interna.php?cod=90
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do sexo, no nascimento e crescimento dos filhotes, no tempo de incubação dos 

ovos, na distribuição geográfica, entre outros fatores (Mrosovsky, 1994; Weber 

et al., 2011). A proporção de sexos entre os filhotes é dependente da 

temperatura na qual os ovos são incubados – temperaturas mais altas 

produzem fêmeas; mais baixas, machos (Marcovaldi et al., 1997; Weber et al., 

2011). Acredita-se que a tendência de aumento de temperatura global pode 

aumentar o número de fêmeas, tornando mais rara à presença de machos, o 

que pode inviabilizar o desenvolvimento dos embriões, além de outras 

interferências (Ackerman, 1997; Chaloupka et al., 2008).  

Segundo Poloczanska et al. (2009), as tartarugas marinhas são 

vistas como vulneráveis às alterações climáticas, devido ao papel que a 

temperatura desempenha na determinação do sexo dos embriões. O aumento 

da temperatura na ordem de 2°C pode causar a feminização de toda uma 

população. Além disso, por se tratar de espécies de natureza altamente 

migratória, mudanças de disponibilidade de recursos alimentares, de circulação 

de correntes marinhas e de ventos podem comprometer seu longo e complexo 

ciclo de vida. No entanto, sobreviventes de mudanças climáticas no passado, 

incluindo os períodos glaciais e de aquecimento, estes animais têm 

demonstrado possuir alguma capacidade adaptativa a estes eventos 

(Chaloupka et al., 2008). 

Atualmente, todas as sete espécies de tartarugas marinhas estão 

incluídas nas listas de animais ameaçados de extinção em escala mundial 

(IUCN, 2016). A interferência humana em escala global é uma das principais 

causas do colapso das populações de tartarugas. As atividades humanas 
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impactam todos os estágios do ciclo de vida das tartarugas, desde a perda de 

áreas de desova e alimentação até a mortalidade na costa; e em alto mar pela 

prática intensa da pesca. Também são ameaçadas por uma carga de resíduos 

não biodegradáveis e poluentes que os oceanos e zonas costeiras recebem 

(Lutcavage et al., 1997; IUCN, 2016; Machado, 2008). 

A extração de areia e o aterro das praias alteram as características 

físicas dos locais de desova das tartarugas marinhas, modificando a 

temperatura de incubação, interferindo na proporção sexual e na sobrevivência 

dos ovos. Isso inviabiliza a utilização da praia pelas fêmeas e reduz as áreas 

disponíveis para nidificação. No Brasil, esta ameaça está presente em áreas 

destinadas a construções portuárias e em orlas com crescimento turístico 

(BRASÍLIA, 2011). 

A poluição luminosa, decorrente de instalações humanas, alteram o 

comportamento noturno das tartarugas marinhas, em especial a forma como 

esses animais selecionam seus locais de desovas e como os filhotes 

localizarão o mar após a emersão dos ninhos (Witherington & Martin, 1996; 

Davies et al., 2014). Já o trânsito de veículos, apresenta risco de atropelamento 

de fêmeas e filhotes, pode compactar os ninhos dificultando o seu nascimento. 

Além disso, as marcas de pneus dificultam o acesso dos filhotes ao mar e a 

presença de pessoas em áreas de desova gera ruídos que podem afetar o 

comportamento reprodutivo das tartarugas marinhas (Lohmann et al., 1997).  

Desse modo, há diferentes formas de poluição que constituem uma 

ameaça para os habitats marinhos e terrestres das tartarugas marinhas que 

incluem som, temperatura, luz, plásticos, produtos químicos, efluentes entre 
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outros. Estudos têm demonstrado o efeito potencial dos poluentes sobre as 

tartarugas marinhas (Hutchinson & Simmonds, 1991; Hutchinson & Simmonds, 

1992), em especial dos resíduos sólidos (Carr, 1987; Bugoni et al., 2001; 

Tomás et al., 2002; Mrosovsky et al., 2009; Rigon, 2012), dos restos de 

materiais de pesca descartados (Chatto et al., 1995; Leitch, 2001; Monagas et 

al., 2008), dos metais pesados (Godley et al., 1999; Maffucci et al., 2005; 

Guirlet et al., 2008; Garcia-Fernández et al., 2009), dos pesticidas 

organoclorados (Keller et al., 2006; Ikonomopoulou et al., 2009), da poluição 

por hidrocarbonetos (Chan & Liew, 1988), dos fluídos, dos efluentes 

associados a atividade petrolífera e da poluição por esgotos (Shigenaka, 2003; 

Rigon, 2012). 

É importante salientar também que tem aumentado o número de 

espécies de tartarugas híbridas. Um estudo realizado no Litoral Norte da Bahia, 

com 119 animais mostrou que 44% do total das tartarugas analisadas são 

híbridas, sendo 42% oriundas do cruzamento entre E.imbricata e Caretta 

caretta e 2% do cruzamento entre E. imbricata e Lepidochelys olivacea (Lara-

Ruiz et al., 2006). Ainda não são compreendidas as causas e implicações da 

hibridação e seu impacto na diversidade genética, taxonomia e conservação 

destas espécies (Lara-Ruiz et al., 2006; Bowen & Karl, 2007; Reis et al., 2009b; 

Vilaça & Santos, 2013). 

 

3.2.1 Chelonia mydas (Linneus, 1758) 
 

A tartaruga-verde (Chelonia mydas – Linnaeus, 1758) possui a 

carapaça com quatro pares de placas laterais justapostas (conforme Figura 3), 
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nos animais adultos, do Brasil, tem medida curvilínea média de 115,6 cm de 

comprimento (Grossman, 2001; Moreira, 2003). A cabeça possui um par de 

placas (ou escudos) pré-frontais e quatro pares de escudos pós-orbitais 

(Márquez, 1990).   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 3: Características fenotípicas empregadas na identificação da tartaruga-verde 
(Chelonia mydas) – Adaptado de MÁRQUEZ, 1990. 

 
Essa espécie possui coloração verde-acinzentada (Figura 4) e o 

ventre é branco nas populações do Oceano Atlântico. Os exemplares 

encontrados no Oceano Atlântico e Pacífico Oriental podem atingir 

aproximadamente 230 kg, sendo mais leves que aqueles do Oceano Índico e 

do Caribe (Pritchard & Mortimer, 1999). 
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FIGURA 4: Imagem de uma tartaruga-verde (Chelonia mydas). Fonte: Banco de dados 
TAMAR. 

 

A tartaruga-verde tem distribuição circunglobal, ocorrendo nos mares 

tropicais (Hirth, 1997). No Oceano Atlântico, os principais sítios reprodutivos 

estão localizados na Costa Rica, ilha de Ascensão no Reino Unido, Guiné-

Bissau, México, Suriname e ilha de Trindade no Brasil (Figura 5) (Broderick et 

al., 2006; TAMAR, 2016).  

 

 

FIGURA 5: Mapa de distribuição mundial de Chelonia mydas. A faixa verde no mapa 
representa a distribuição circunglobal das tartaruga-verdes nos mares tropicais entre as 
latitudes 40ºS e 40ºN. Fontes: SWOT e OBIS-SEAMAP. 

 

A atividade reprodutiva da C. mydas é semelhante nas três áreas de 
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desova oceânicas, iniciando no mês de Dezembro e prolongando-se até Maio 

ou Junho (Grossman, 2001; Grossman et al., 2003; Almeida et al., 2011). As 

principais áreas de desova no Brasil estão localizadas em ilhas Oceânicas: Ilha 

da Trindade (Espirito Santo) (Moreira et al., 1995), Reserva Biológica do Atol 

das Rocas (Rio Grande do Norte) (Bellini et al., 2000; Grossman et al., 2003) e 

Arquipélago de Fernando de Noronha (Pernambuco) (Bellini & Sanches, 1996) 

(Figura 6).   

 

FIGURA 6: Distribuição geográfica da tartaruga marinha Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) no 
Brasil. Os pontos vermelhos no mapa representam áreas de alimentação, as áreas cinzas são 
áreas de ocorrência não reprodutivas os pontos verdes no mapa ampliado são as áreas de 
desova. Fonte: Banco de dados do TAMAR / SISTAMAR. 

 

As tartarugas-verdes juvenis são muito comuns na região costeira do 
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Brasil; uma vez que, esta é a espécie com maior número de ocorrências 

registrada de encalhes, avistagens, capturas incidentais em pesca (Pritchard, 

1976; Mascarenhas et al. 2003; Brito et al., 2004; Gallo et al., 2006; Silva, 

2006; Reis et al., 2009a; TAMAR, 2016). Além das ilhas oceânicas: Trindade, 

Fernando de Noronha e Atol das Rocas (TAMAR, 2016) há registros de captura 

incidental de C. mydas em atividades de pesca na Lagoa dos Patos e no Litoral 

Norte do Rio Grande do Sul (Figura 6) (Soto & Beheregaray, 1997; Silva, 2006, 

CECLIMAR, 2016). De acordo com a IUCN (2004) as tartarugas-verdes estão 

classificadas como “em perigo” (“endangered”). No Brasil, estão classificadas 

como vulnerável na Avaliação do Estado de Conservação elaborado para esta 

espécie, com base nos dados disponíveis até 2009 (Almeida et al., 2011). 

 

3.2.2 Eretmochelys imbricata (Linneus, 1766) 
 

A tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata – Linnaeus, 1766) 

possui a carapaça com quatro pares de placas laterais sobrepostas, de 

coloração marrom; a cabeça possui dois pares de placas (ou escudos) pré-

frontais e três pares de pós-orbitais; o ventre é amarelo claro (Márquez, 1990) 

(Figuras 7 e 8). A medida curvilínea média da carapaça nas principais áreas de 

desova no mundo varia entre 76,8 e 97,4 cm de comprimento (Marcovaldi et 

al., 1999) e o peso gira em torno de 80 kg (Pritchard & Mortimer, 1999). 
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FIGURA 7: Características fenotípicas empregadas na identificação de Eretmochelys imbricata 
- Adaptado de MÁRQUEZ, 1990. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8: tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata). Fonte: Banco de dados TAMAR. 
 

A tartaruga-de-pente tem distribuição circunglobal em águas 

tropicais e subtropicais do Oceano Atlântico, Índico e Pacífico (Figura 9). É 

considerada a mais tropical de todas as espécies de tartarugas marinhas 

(Márquez, 1990). No Atlântico, os principais sítios reprodutivos estão 

localizados em diferentes regiões do Caribe e no Brasil (Mortimer, 2007). 
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FIGURA 9: Mapa de distribuição mundial de Eretmochelys imbricata. A faixa vermelha no mapa 
representa a distribuição circunglobal das tartarugas-de-pente nos mares tropicais entre as 
latitudes 30ºS e 30ºN. Fontes: SWOT e OBIS-SEAMAP. 
 

A principal área de desova de E. imbricata no Brasil está localizada 

no norte da Bahia e em Sergipe, com uma área importante no litoral sul do Rio 

Grande do Norte (Marcovaldi et al., 2007). Existem áreas com número menor 

de desovas, como na Paraíba, na região de Porto Seguro e no litoral sul baiano 

(Figura 10) (Mascarenhas et al., 2003; Mascarenhas et al., 2004; TAMAR, 

2016). 
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FIGURA 10: Distribuição geográfica da tartaruga marinha Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 
1766) no Brasil. Os pontos vermelhos e amarelos são as áreas de desova e os pontos verde e 
laranja são áreas de alimentação. Fonte: Banco de dados do TAMAR / SISTAMAR.  

 

Em diversos estados do Brasil, como no Rio Grande do Sul (Pinedo 

et al., 1998; Monteiro, 2004; Silva, 2006); Santa Catarina (TAMAR, 2016); São 

Paulo (Gallo et al., 2006); Rio de Janeiro (Reis et al., 2009a); Espírito Santo 

(TAMAR, 2016); Bahia (Coelho, 2009; TAMAR, 2016); Sergipe, Rio Grande do 

Norte, Fernando de Noronha e Ceará (Lima et al., 2011; TAMAR, 2016), 

existem registros de encalhes e capturas incidentais por pescarias. 

De acordo com a IUCN, 2008 as tartarugas marinhas da espécie 

E.imbricata estão classificadas como “criticamente em perigo” (“critically 

endangered”). No Brasil, estão classificadas como criticamente em perigo na 

Avaliação do Estado de Conservação elaborado para esta espécie, com base 
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nos dados disponíveis até 2009 (Marcovaldi et al., 2011). 

 

3.3 O Gênero Enterococcus 
 

Os enterococos compõem um grupo de micro-organismos altamente 

adaptados a ambientes complexos e capazes de sobreviver em condições 

adversas (Gilmore et al., 2013). Seu perfil taxonômico sofreu alterações 

relevantes nas últimas décadas, sendo atualmente consideradas 54 espécies 

distintas com vários habitats, tropismos e características metabólicas e 

fenotípicas (Euzéby, 2016). Dentre os possíveis habitats estão o solo, a água, 

as plantas e os hospedeiros animais, bem como os produtos de consumo 

humano, incluindo alimentos fermentados e produtos lácteos, conferindo ao 

gênero a característica da ubiquidade (Mundt, 1961; Mundt, 1963; Lebreton et 

al., 2014). 

 

3.3.1 Taxonomia 
 

Em 1899, o termo "entérocoque" foi utilizado pela primeira vez por 

Thiercelin, a fim de descrever um micro-organismo diplococo Gram-positivo de 

origem intestinal. As divergências em relação à nomenclatura eram relativas 

tanto à distinção das espécies quanto ao estabelecimento do grupo dos 

enterococos. Desta forma, permaneceram como um subgrupo do gênero 

Streptococcus, e as diversas publicações surgidas ao longo das décadas de 

1960, 1970 e 1980 levaram à inclusão de algumas cepas enterocócicas ao 

grupo dos estreptococos do Grupo D (Diebel, 1964; Facklam, 1972; Murray, 
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1990; Lebreton et al., 2014; Ševec & Franz, 2014; Euzéby, 2016).  

Este gênero foi formalmente aceito após 1984, quando Schleifer e 

Kilpper-Balz legitimaram a distinção entre espécies muito semelhantes, como 

Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium, ao mostrar as evidências 

genéticas necessárias para confirmar as hipóteses que intencionavam 

desmembrar os enterococos dos estreptococos e outros grupos (Murray, 1990). 

Diante disso, cepas anteriormente consideradas como Streptococcus do Grupo 

D foram revisadas com embasamento nas características bioquímicas, bem 

como nos aspectos genéticos, e técnicas de hibridização DNA-DNA e DNA-

rRNA permitiram esclarecer o parentesco entre as estirpes e ampliar o 

esquema de classificação utilizando ácidos nucleicos (Murray, 1990; Ševec & 

Franz, 2014). 

Os enterococos compõem a família Enterococcaceae, juntamente 

com Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus 

e Vagococcus (Ludwig et al., 2009; Euzéby, 2016). A comparação entre 

sequências de DNA permanece sendo a metodologia padrão-ouro para o 

estabelecimento de espécies bacterianas e essa verificação já foi realizada 

para a maioria dos enterococos. Entretanto, embora o sequenciamento do 16S 

rRNA tenha se tornado uma ferramenta adicional prática e confiável, 

eventualmente não é suficiente para distinguir algumas espécies, tais como 

Enterococcus casseliflavus e Enterococcus gallinarum, que são 99,9% 

semelhantes por este critério (Facklam et al., 2002). 
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3.3.2 Caracterização 
 

Os enterococos são cocos Gram-positivos, catalase negativos, 

anaeróbios facultativos, arranjados aos pares, em cadeias curtas ou ainda 

como células únicas. Esses micro-organismos são capazes de hidrolisar a 

esculina na presença de sais biliares, crescem em meio de cultura contendo 

6,5% de cloreto de sódio, toleram variações de pH (4,5 – 10,0) e temperatura 

(10 – 45°C), são capazes de se adaptar às mais diversas condições ambientais 

(Murray, 1990; Teixeira et al., 2011; Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al., 

2014).  

Os Enterococcus spp. apresentam crescimento rápido em meios de 

cultura enriquecidos após 24 horas de incubação. As colônias são, em geral, 

brancas ou amareladas, não hemolíticas, apresentando raramente casos de 

alfa ou beta-hemólise. Algumas provas bioquímicas específicas ajudam na 

identificação das espécies de enterococos, tais como as reações de 

fermentação de carboidratos (L-arabinose, manitol, metil-α-D-glicopiranosídeo 

(MGP), D-rafinose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose) sem produção de gás, 

hidrólise da arginina, da leucina-β-naftilamina, da L-pirrolidonil-β-naftilamida, 

motilidade e produção de pigmento (Murray, 1990; Teixeira et al., 2011, 

Ramsey et al., 2014).  

 

3.3.3 Ecologia 
 

Os Enterococcus spp. apresentam características peculiares que 
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têm contribuído para a sua adaptabilidade e a ampla distribuição na natureza. 

O gênero inclui, atualmente, 54 espécies (Euzéby, 2016), sendo Enterococcus 

faecalis e Enterococcus faecium conhecidas como as espécies mais 

frequentemente portadoras de fatores de virulência. Algumas espécies 

apresentam colônias pigmentadas, tais como Enterococcus casseliflavus, 

Enterococcus gilvus e Enterococcus mundtii. Outras espécies apresentam 

motilidade, como E. gallinarum e E. casseliflavus. Há espécies capazes de 

hidrolisar a L-pirrolidonil-β-naftilamida (PYR) como Enterococcus cecorum, 

Enterococcus comumbae e Enterococcus pallens, e espécies que pertencem 

ao grupo Q de Lancefield, como Enterococcus avium, entre outras espécies 

que constituem esse gênero (Gilmore et al., 2013).  

A capacidade intrínseca que apresentam de adquirir e transferir 

genes de resistência aos antimicrobianos e/ou de virulência é uma outra 

característica desse gênero. Esses genes são dissemináveis através de 

elementos extracromossômicos ou via conjugação conferindo-lhes vantagens 

para sua sobrevivência e disseminação no ambiente como um todo (Fisher & 

Phillips, 2009; Byappanahalli et al., 2012). A análise do genoma dos 

enterococos tem destacado, também, a vantagem adaptativa dessas bactérias 

em adquirir nutrientes necessários para o seu crescimento e sua sobrevivência 

em diferentes hábitats (Gilmore et al., 2013). Além disso, de acordo com a 

Resolução nº 274 de 2000, enterococos são indicadores específicos para 

contaminação de águas marinhas. Cada local do corpo colonizado por 

enterococos representa um ecossistema que é definido por características 

únicas, constituindo um ambiente competitivo e seletivo para micro-organismos 
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adaptados (Murray, 1990; Lebreton et al., 2014).  

 

3.3.4 Resistência 
 

Os enterococos são conhecidos por possuir um perfil de resistência 

múltipla aos antimicrobianos, esse fenômeno está relacionado à existência de 

genes codificadores de mecanismos que são capazes de alterar a ação de 

substâncias antimicrobianas, podendo ser observada tanto a resistência 

intrínseca, quanto a resistência adquirida (Tavares, 2000). 

A elevação do número de linhagens resistentes, devido uma pressão 

seletiva, tem sido relacionada ao aumento observado no uso de 

antimicrobianos nas áreas clínica, tanto humana quanto veterinária; industrial, 

na conservação de alimentos; e também comercial, como promotor de 

crescimento em animais e experimental (Tavares, 2000; Turnidge, 2004; 

Lebreton et al., 2014). 

No entanto, estações de tratamento de água, esgoto doméstico e 

hospitalar, sedimentos, águas superficiais, rios, lagos e oceanos podem ser 

considerados como importantes reservatórios de enterococos resistentes 

(Caumo et al., 2010; Lebreton et al., 2014), uma vez que a transmissão e 

disseminação de micro-organismos por vias aquáticas podem ter origem no 

escoamento de resíduos hospitalares, industriais e residenciais. As medidas 

tomadas nas estações de tratamento de água e esgoto, todavia, são incapazes 

de eliminar a carga microbiana, pois a redução do número de bactérias não é 

suficiente para evitar a difusão por córregos, rios e oceanos (Nachtigall et al., 

2013).  Nesse sentido, também considera-se, atualmente, inevitável a presença 



29 

 

 

de micro-organismos resistentes no ambiente hospitalar, e sua disseminação 

para o ambiente extra-hospitalar merece atenção (Tavares, 2000). 

O ecossistema marinho tem sido alvo de estudos envolvendo 

Enterococcus spp. Em 2006, Moore et al. compararam métodos fenotípicos e 

genotípicos para identificação destes micro-organismos em amostras marinhas. 

Maraccini et al. (2012) investigaram a variação da composição de enterococos 

na água do mar de uma praia poluída na California (EUA). Byappanahalli et al. 

(2012), em revisão com ênfase em enterococos oriundos de ambientes 

aquáticos, solo e sedimentos, demonstram a influência de interferentes 

exógenos, como a salinidade e a disponibilidade de nutrientes, na seleção 

microbiana. Neste estudo, os autores destacam a influência de fatores 

ambientais na determinação da sobrevivência ou expressão de genes, e 

também para o estabelecimento de relações intra e interespecíficas. Logo, a 

investigação de micro-organismos da água pode ser uma ferramenta bastante 

conveniente na compreensão dos mecanismos de resistência a 

antimicrobianos (Caumo et al., 2010). 

As várias características intrínsecas expressas por enterococos 

incluem resistência a cefalosporinas, sulfonaminas e baixos níveis a β-

lactâmicos, aminoglicosídeos e clindamicina. Exemplos de resistência adquirida 

incluem a resistência a cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina, fluoroquinolonas, 

glicopeptídeos e altos níveis de aminoglicosídeos e β-lactâmicos (Fisher & 

Phillips, 2009). Outro mecanismo de resistência detectado em enterococos é a 

mutação no gene da subunidade β da RNA polimerase, em particular a 

mutação rpoB H486Y, que confere resistência a rifampicina. Para tal fim, serão 
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discutidas a seguir as características relacionadas aos mecanismos de ação e 

à resistência das classes de antimicrobianos avaliados no estudo. 

 

3.3.4.1 β-lactâmicos  
 

O gênero Enterococos apresenta uma resistência relativa aos 

antibióticos β-lactâmicos, uma vez que essa resistência varia entre as 

diferentes classes de β-lactâmicos e entre as espécies de enterococos. A 

suscetibilidade aos β-lactâmicos é influenciada, principalmente, pela presença 

de uma proteína de ligação de penicilinas (PBP) na membrana plasmática 

bacteriana, de modo a inibir a síntese da parede celular (Murray, 1990).  

Cefalosporinas e carbapenêmicos apresentam estruturas 

semelhantes e ação análoga, porém possuem atividade antimicrobiana menor 

frente aos enterococos, quando comparado com a ação da ampicilina, cujo 

efeito é o mais efetivo entre as penicilinas (Murray, 1990; Shepard & Gilmore, 

2002a). A produção de β-lactamases ou modificações estruturais nas PBP’s, 

aumentam a resistência desses micro-organismos, tornando-os menos 

suscetíveis à inibição pelos antimicrobianos dessa classe (Murray, 1990; 

Kristich et al., 2014). 

 

3.3.4.2 Aminoglicosídeos 
 

Os aminoglicosídeos têm um efeito bactericida, pois ligam-se 

irreversivelmente à porção 16S rRNA da subunidade 30S dos ribossomos 

bacterianos, impedindo o movimento do ribossomo ao longo do RNA e, 
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consequentemente, interrompendo a síntese de proteínas. Os enterococos são 

intrinsecamente resistentes a baixos níveis de aminoglicosídeos, tais como 

estreptomicina e gentamicina, que são os principais antimicrobianos de amplo 

espectro dessa classe (Murray, 1990; Guimarães et al., 2010). 

O nível de resistência varia entre os diferentes aminoglicosídeos e 

está associado à baixa permeabilidade da parede celular dos enterococos a 

estas moléculas, o que provova a redução da sua entrada na célula bacteriana. 

Entretanto, a associação do aminoglicosídeo com um antimicrobiano com ação 

sobre a parede celular, como por exemplo, glicopeptídeo ou β-lactâmico, 

resultará em um efeito sinérgico bactericida (Murray, 1990 Tavares, 2000).  

Apesa disso, estratégias adotadas pelos micro-organismos levaram 

ao surgimento de estirpes com resistência a altos níveis de aminoglicosídeos, 

mesmo frente ao sinergismo. Essa resistência adquirida a estreptomicina e 

gentamicina ocorre devido à produção de enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos, tais como fosfotransferases, nucleotidiltrasnferases e 

acetiltransferases. Estas enzimas levam à perda do sinergismo, diminuem o 

efeito bactericida no tratamento de infecções por enterococos e culmina na 

resistência a altos níveis destes antimicrobianos (Shepard & Gilmore, 2002a; 

Kristich et al., 2014). 

 

3.3.4.3 Glicopeptídeos 
 

Antimicrobianos como a vancomicina e teicoplanina tornaram-se os 

fármacos de primeira linha no tratamento de infecções por bactérias Gram-



32 

 

 

positivas com perfil de multirresistência. A resistência a esses glicopeptídeos 

são um problema dentro de hospitais, visto que é uma das principais causas de 

aumento nos custos das internações e nos casos de mortalidade (Cattoir & 

Leclercq, 2013; CDC, 2013; Kristich et al., 2014). No Brasil, o primeiro relato de 

enterococos resistentes à vancomicina (VRE) ocorreu na cidade de Curitiba. 

Desde então, cepas com esse fenótipo têm sido isoladas de diferentes fontes 

(d’Azevedo et al., 2006; Fracalanzza et al., 2007; Riboldi et al., 2009). 

Os glicopeptídeos atuam inibindo a biossíntese da parede celular 

bacteriana pela ligação de alta afinidade com o resíduo dipeptídico terminal D-

Ala-D-Ala das cadeias peptídicas que constituem a parede celular (Guimarães 

et al., 2010). A resistência a essa classe de antimicrobianos ocorre devido a 

uma alteração no alvo de ligação D-alanil-D-alanina por D-alanil-D-lactato, que 

produz níveis elevados de resistência ou para D-alanil-D-serina, que produz 

níveis baixos de resistência. Isso faz com que a afinidade pelo glicopeptídeo 

diminua e interfira no mecanismo de ação desses fármacos (Tavares, 2000; 

Cattoir & Leclercq, 2013). Nove fenótipos de resistência a glicopeptídeos já 

foram descritos em enterococos, sendo cada tipo associado a diferentes 

elementos gênicos (Kristich et al., 2014). 

 

3.3.4.4 Macrolídeos 
 

Eritromicina, claritromicina e azitromicina fazem parte deste grupo. A 

ação bacteriostática desses antimicrobianos ocorre pela inibição da síntese de 

proteínas, em decorrência da ligação reversível às subunidades ribossômicas 

50S do micro-organismo (Murray, 1990; Guimarães et al., 2010). Os dois 
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principais mecanismos de resistência envolvendo isolados de enterococos são: 

a modificação no sítio-alvo de ação do antimicrobiano devido a uma metilação 

na subunidade 23S rRNA codificadas pelos genes erm(A), erm(B), erm(C) ou 

erm(TR); ou um sistema de bomba de efluxo mediada pela proteína ligada à 

membrana, codificada pelos genes mef (A/E), msrA, msrC ou mreA (Zou et al., 

2011).  

Plasmídeos e transposons contendo genes de resistência à 

eritromicina são comumente encontrados em enterococos. O gene erm(B) é o 

mais prevalente distribuído em enterococos isolados de humanos e animais, 

sendo responsável por parte do fenótipo de resistência a macrolídeos-

lincosamida-estreptogramina B nesses hospedeiros (Murray, 1990; Kristch et 

al., 2014).  

3.3.4.5 Quinolonas 
 

Ciprofloxacina e norfloxacina são fármacos bactericidas 

representantes dos mais de vinte exemplares que integram esta classe. O 

mecanismo de ação consiste na penetração pelo citoplasma celular, inibição da 

enzima alvo no DNA bacteriano e indução de reação com efeitos nocivos sobre 

a estrutura celular e bioquímica da bactéria. O alvo destes compostos são as 

enzimas DNA girase ou topoisomerase II, no caso das bactérias Gram-

negativas, e a topoisomerase IV para as bactérias Gram positivas (Jackson et 

al., 1998; Gama, 2008; Guimarães et al., 2010).  

A resistência às quinolonas, de um modo geral, pode decorrer de: 

mutações pontuais nas sequências de DNA das enzimas, que impedem a 

ligação eficiente do antimicrobiano com a enzima; alteração da permeabilidade 
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da membrana celular; atuação de bombas de efluxos que retiram a droga do 

interior da célula, impedindo a ação do composto (Jackson et al., 1998; 

Nordmann & Poirel, 2005). Além disso, um novo mecanismo de resistência às 

quinolonas foi recentemente relatado, sugerindo que a presença de proteínas 

da família Qnr, cuja função ainda não é muito clara, poderia estar protegendo 

as topoisomerases da ação das quinolonas (Kristich et al., 2014). 

 

3.3.4.6 Cloranfenicol 
 

A ação bacteriostática deste antimicrobiano ocorre através da 

inibição da síntese proteica, pela ligação à subunidade 50S do ribossomo, 

bloqueando a ação da enzima peptidiltransferase (Guimarães et al., 2010). Nos 

enterococos, a resistência ao cloranfenicol está relacionada, principalmente, ao 

gene cat, presente no cromossomo ou em plasmídeos, que codifica a enzima 

cloranfenicol acetiltransferase que é capaz de acetilar um grupamento hidroxila 

na molécula do antimicrobiano de forma a perder a capacidade de ligação ao 

ribossomo (Murray, 1990). 

 

3.3.4.7 Nitrofurantoína 
 

A nitrofurantoína possui atividade antibacteriana e é utilizada 

comumente na medicina veterinária e humana por apresentar amplo espectro 

de ação e baixa capacidade de seleção de bactérias resistentes. Além disso, 

devido ao seu amplo espectro de ação, também é adicionada à alimentação 

animal para prevenir e tratar infecções gastrointestinais.  
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Apesar disso, em virtude da alta toxicidade da maioria desses 

compostos, somente alguns derivados são utilizados na prática médica, como a 

nitrofurantoína e a nifuroxazida, que apresentam toxicidade tolerável (Masunari 

& Tavares, 2006). Esse antimicrobiano age inibindo vários mecanismos 

enzimáticos bacterianos, como a acetilcoenzima A, ou pela interrupção da 

síntese da parede celular, interferindo, assim, na síntese de proteínas 

essenciais para o micro-organismo (Masunari & Tavares, 2006). 

 

3.3.4.8 Tetraciclina 
 

As tetraciclinas possuem ação bacteriostática de amplo espectro e 

bastante eficazes frente a diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

O mecanismo de ação ocorre pela ligação do antimicrobiano, de maneira 

reversível, à subunidade 30S do ribossomo, impedindo a ligação do aminoacil-

tRNA ao ribossomo. Como resultado, a adição de novos aminoácidos para o 

aumento da cadeia proteica é bloqueada e a liberação de proteínas é inibida 

(Guimarães et al., 2010).  

A resistência à tetraciclina, presente em enterococos, pode ocorrer 

por determinação cromossomal ou mediada por plasmídeos e transposons. 

Dentre os mecanismos de resistência observados, destacam-se o efluxo da 

droga através da membrana, mediada por genes como tet(K) e tet(L); e a 

alteração conformacional do ribossomo pelos genes tet(M), tet(O) e tet(S), que 

dificultam a ligação do antimicrobiano com o seu sítio-alvo (Murray, 1990, 

Bentorcha et al., 1991; Frazzon et al., 2010). 
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3.3.4.9 Rifampicina 
 

O primeiro antibiótico da família das ansamicinas, a rifampicina, foi 

isolada em 1959, e introduzido em terapia em 1962. Ainda hoje a rifampicina é 

considerada um agente de primeira linha para o tratamento de doenças 

causadas pelo Mycobacterium spp., tais como tuberculose, lepra e em 

infecções relacionadas com a formação de biofilme. Adicionalmente, apresenta 

amplo espectro frente a bactérias Gram-positivas, como por exemplo, 

Staphylococcus aureus multirresistente e uma ação menor contra bactérias 

Gram-negativas (Tupin et al., 2010). 

O mecanismo de ação ocorre devido à inibição da RNA polimerase 

da bactéria. O fármaco se liga a subunidade β da RNA polimerase e bloqueia o 

início da trasncrição. Na maioria das bactérias, a resistência à rifampicina é 

mediada através de mutações no gene rpoB que codifica a subunidade β da 

RNA polimerase o que obriga o uso de rifampicina em combinações com outros 

fármacos, tais como isoniazida, bem como a limitação do seu uso para o 

tratamento da tuberculose e em situações de emergência (Enne et al., 2004; 

Tupin et al., 2010; Alifano et al., 2015). Tais mutações têm sido descritas em 

uma ampla variedade de organismos, incluindo Escherichia coli, 

Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus  pneumoniae e Legionella 

pneumophila (Andrews et al., 2000; Enne et al., 2004; Tupin et al., 2010; Angst 

& Hall, 2013; Domingues et al., 2015). 

Outros mecanismos de resistência foram relatados, tais como a 

duplicação do alvo, a ação de proteínas de ligação na RNA polimerase e a 

modificação de permeabilidade celular. Entretanto, muitas vezes, os 
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mecanismos de resistência encontrados na clínica têm uma origem ambiental. 

A introdução da rifampicina e seus análogos no arsenal terapêutico, bem como 

a diversificação das patologias tratadas por essas moléculas, pode vir a 

diversificar os mecanismos de resistência dos patógenos humanos contra esta 

classe de antimicrobianos (Tupin et al., 2010; Alifano et al., 2015). 

Embora a rifampicina não seja rotineiramente usada para tratar 

infecções causadas por enterococos, a resistência adquirida tem sido 

comumente relatada na literatura. Andrews (2000) avaliou 28 centros de 

pesquisas e hospitais-escolas, durante dois anos e encontrou E.faecalis e 

E.faecium resistentes a rifampicina. Um estudo com 71 isolados E.faecium de 

hospitais do Reino Unido descobriram que 78,9% eram resistentes à 

rifampicina (Enne et al., 2004). Schwaiger et al. (2011) isolou E.faecalis 

resistentes a rifampicina de  vegetais comercializado em um supermercado na 

Alemanha. 

 

3.3.5 Genes de virulência 
 

Genes de virulência são genes codificadores de proteínas que 

desempenham um papel fundamental na patogenicidade dos enterococos, 

proporcionando-lhes uma vantagem seletiva sobre outros micro-organismos. A 

aquisição de fatores de virulência, assim como as características intrínsecas de 

resistência, permite que as bactérias consigam sobreviver e se reproduzir 

mesmo em ambientes competitivos (Mundy et al., 2000). A aderência ao tecido 

do hospedeiro, a invasão e a formação de abscesso, a modulação da resposta 

inflamatória e a secreção de produtos tóxicos são características que 
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determinam a virulência (Eaton & Gasson, 2001; Mannu et al., 2003).  

Os enterococos não apresentam os potentes fatores de virulência 

encontrados em muitas bactérias Gram-positivas patogênicas, tais como S. 

aureus e L. monocytogenes. Entretanto, apresentam características 

importantes que contribuem para sua virulência e que os tornam patógenos 

oportunistas com grande expressão e representatividade nas áreas médica e 

veterinária e na indústria alimentícia e ambiental (Fracalanzza, 2007). Além 

disso, pode-se dizer que a virulência, em suas diversas formas, desempenha 

um papel importante na promoção da persistência de enterococos no ambiente 

e, consequentemente, contribuem para sua disseminação (Camargo et al., 

2008).  

O gênero Enterococcus possui vários fatores de virulência já 

identificados, encontrados tanto no cromossomo bacteriano quanto em 

elementos extracromossomais, como plasmídeos e transposons. A citolisina, a 

adesina de colágeno, a gelatinase e a substância de agregação estão entre as 

principais moléculas associadas à virulência em enterococos (Mundy et al., 

2000; Eaton & Gasson, 2001; Coburn & Gilmore, 2003; Shankar et al., 2004; 

Medeiros, 2011; Johansson & Rasmussem, 2013). Enterococcus faecalis é a 

espécie de enterococos que apresenta a maior incidência de fatores de 

virulência, o que reforça a evidência da patogenicidade (Medeiros, 2011). 

 

3.3.5.1 Citolisina 
 

A citolisina é uma substância proteica com atividade hemolítica em 

sangue humano, de coelho e de cavalo, mas não possui atividade hemolítica 
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frente ao sangue de carneiro, que é frequentemente usado em laboratórios de 

microbiologia clínica (Mundy et al., 2000). Embora possua atividade 

antimicrobiana (bacteriocina) contra uma ampla gama de bactérias Gram-

positivas, a citolisina produzida por enterococos pode ser letal para muitas 

células procarióticas e eucarióticas (Coburn & Gilmore, 2003; Golińska et al., 

2013).  

Muitos estudos destacam a atividade citolítica em infecções 

causadas por E. faecalis, porém esta característica não é exclusiva de isolados 

clínicos e tampouco está associada apenas a esta espécie, dado que Semedo 

et al. (2003) identificaram genes relacionados à atividade hemolítica de 

linhagens de enterococos obtidos de amostras clínicas humanas e veterinárias 

com origem infecciosa, mas também a partir de alimentos como queijo e leite.  

Classificada como um Lantibiótico do tipo A, a citolisina é codificada 

por um operon composto de oito genes: cylLL, cylLS, cylA, cylB, cylM, cylI, 

cylR1 e cylR2. Estes genes são tipicamente carreados pelo plasmídeo pAD1, 

responsivo a feromônios, ou integrados ao cromossomo bacteriano (Jett et al., 

1994; Coburn et al., 1999; Koch et al., 2004).   

Apesar da síntese de citolisina ser um processo complexo que 

envolve modificações pós-traducionais, secreção, lise proteica e recrutamento 

de enzimas para cada etapa, o estudo dos mecanismos envolvidos na 

atividade hemolítica da citolisina tem apontado sua influência sobre a 

patogênese. Através da inibição dos leucócitos e lise dos eritrócitos do 

hospedeiro, com consequente liberação de ferro e nutrientes, a quantidade de 

recurso disponível acaba por influenciar outras populações de micro-
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organismos e pode ser considerada uma característica vantajosa às células 

citolíticas em relação a isolados não produtores da enzima (Coburn & Gilmore, 

2003; Golinska et al., 2013). 

 

3.3.5.2 Gelatinase 
 

A gelatinase é uma protease, classificada como enzima 

metaloendopeptidase extracelular, capaz de hidrolisar substratos como a 

gelatina, o colágeno, a caseína, a hemoglobina e outros pequenos peptídeos 

biologicamente ativos (Jett et al., 1994; Eaton & Gasson, 2001), bem como 

feromônios e peptídeos inibidores envolvidos na transferência do plasmídeo 

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 

locus com três genes (fsrA, fsrB e fsrC) é responsável por sua regulação (Qin 

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

Fisher & Phillips (2009) atribuíram o principal papel da gelatinase, na 

patogênese causada por enterococos, como sendo o fornecimento de 

nutrientes para as bactérias por degradação do tecido hospedeiro, embora 

também tenha sido descrita sua participação na formação de biofilme 

(Camargo et al., 2008). Golińska et al. (2013) associaram a atividade da 

gelatinase como uma das principais causas das alterações patológicas, no 

hospedeiro com infecção intestinal, decorrente do enfraquecimento das 

ligações proteicas entre as células epiteliais que revestem a parede intestinal 

do hospedeiro e consequente rompimento da barreira na mucosa. 
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3.3.5.3 Adesina colágeno 
 

A adesina de colágeno (Ace) é uma proteína categorizada entre os 

componentes da superfície microbiana como da família de moléculas de matriz 

adesiva (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix 

Molecules - MSCRAMM) (Shepard & Gilmore, 2002b; Koch et al., 2004; Fisher 

& Phillips, 2009). A adesina de colágeno de E. faecalis foi o primeiro de três 

MSCRAMMs a ser extensivamente caracterizados em enterococos.  

O gene ace é responsável por codificar esta proteína de superfície 

que reconhece e estabelece a ligação a proteínas presentes em células do 

hospedeiro como a laminina e o colagéneo tipo I e tipo IV e a dentina. Sendo 

assim, a expressão do gene parece contribuir para a patogênese de processos 

infecciosos ao facilitar a ligação com a célula-alvo (Shepard & Gilmore, 2002b; 

Dunny et al., 2014; Hancock et al., 2014). 

 

3.3.5.4 Substância de agregação 
 

A substância de agregação (Agg) é uma glicoproteína considerada 

como fator de colonização induzida por feromônios e codificada por 

plasmídeos. Esta proteína de superfície promove a formação de agregados 

durante a conjugação bacteriana, facilitando a transferência de plasmídeos, a 

adesão à célula eucariótica e elevando a capacidade de transferir a resistência 

antimicrobiana (Mundy et al., 2000; Koch et al., 2004; Fisher & Phillips, 2009; 

Ševec & Franz, 2014). Estudos salientam também que a substancia de 

agregação pode facilitar a translocação de E. faecalis através do epitélio 
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intestinal, mediar a aderência às células epiteliais renais e a componentes da 

matriz extracelular, bem como aumentar a sobrevivência em leucócitos 

polimorfonucleares e macrófagos.  

Não obstante, a maioria das estirpes que contêm os genes da citolisina 

possui também o gene do fator de agregação, estando estes associados aos 

plasmídeos que respondem aos feromônios, podendo ambos atuar 

conjuntamente (Mundy et al., 2000). 

 

3.3.5.5 Biofilmes 
 

Biofilmes podem ser definidos como grupos de células microbianas 

aderidas a superfícies bióticas ou abióticas envoltas por uma matriz de 

substâncias extracelulares produzidas pela própria comunidade. Um biofilme 

pode ser formado por uma única espécie bacteriana ou por várias. (O'Toole et 

al., 2000). Micro-organismos envolvidos no biofilme possuem estratégias e 

mecanismos que podem facilitar e/ou prolongar sua sobrevivência em diversos 

nichos ambientais (Kostakioti et al., 2013).    

A formação de biofilme envolve uma mudança na fisiologia do 

crescimento de células bacterianas planctônicas, as quais passam a se 

organizar em comunidades onde a comunicação entre as células é responsável 

por coordenar a expressão de genes e a atividade metabólica do biofilme 

(Dunny et al., 2014). O “quorum sensing” é o mecanismo que regula processos 

como virulência, simbiose e transferência horizontal de genes, trazendo 

benefícios adaptativos para populações bacterianas capazes de formar biofilme 
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(Chen et al., 2007). 

A relevância de biofilmes formados por enterococos deve-se, 

principalmente, ao fato de a produção de biofilme em dispositivos médicos, tais 

como cateteres, próteses ósseas ou válvulas cardíacas, por exemplo, 

promoverem e sustentarem infecções enterocócicas, aumentarem a resistência 

aos antimicrobianos e à resposta imune do hospedeiro (Sandoe et al., 2003; 

Mohamed & Huang, 2007; Chuang-Smith et al., 2010; Tsikrikonis et al., 2012). 

Isolados clínicos de E. faecalis são comumente relacionados com a 

formação de biofilme. Adesinas de superfície, tais como as proteínas 

associadas à parede celular (Agg, Esp, Ace), autolisinas e glicolipídeos 

desempenham um papel importante na formação e na maturação dos biofilmes 

relatados em isolados dessa espécie. Entretanto, fatores como a composição 

do meio, as condições físico-químicas e o tipo de superfície utilizada para a 

formação de biofilmes podem ter uma grande influência sobre sua formação 

(Mohamed & Murray, 2005; Tsikrikonis et al., 2012; Dunny et al., 2014). 

Estudos que avaliam a capacidade de formação de biofilme por enterococos 

isolados de animais marinhos ainda são escassos. 

 

3.3.6 Análise da diversidade genética pela técnica de PFGE 
 

A técnica da eletroforese em campo pulsado “Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis” - PFGE é um método de tipagem molecular que visa 

discriminar linhagens bacterianas de uma mesma espécie, comparando 

características genotípicas. Esta técnica é utilizada tanto para estudos 
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epidemiológicos de surtos hospitalares quanto na comparação da estrutura 

genética de populações bacterianas (Schwartz & Cantor, 1984; Tenover et al., 

1995; Magalhães et al., 2005; Teixeira & Merquior, 2013). É, também, uma 

metodologia reconhecida como padrão ouro para identificação de muitas 

linhagens fúngicas, de protozoários e de bactérias, como os enterococos 

(Saeedi et al., 2002; Teixeira et al., 2011; Furukawa & Suzuki, 2013). 

O desenvolvimento de metodologias de tipagem genética tem 

contribuído para o rastreamento e a compreensão da disseminação de micro-

organismos em diversos nichos, uma vez que esses sistemas têm como base 

as observações de que isolados de uma mesma espécie podem apresentar 

diferenças no DNA decorrentes de eventos genéticos como mutações pontuais, 

inserções, deleções e recombinações (Tenover et al., 1995).  

Diversos estudos têm demonstrado que a PFGE é uma técnica 

molecular com alto poder discriminatório e reprodutibilidade. Além disso, uma 

grande vantagem dessa técnica baseia-se no fato de ela analisar o genoma 

como um todo, diferente de outros métodos de tipagem molecular (Tenover et 

al., 1995; Saeedi et al., 2002; Teixeira et al., 2011; Furukawa & Suzuki, 2013). 

A PFGE tem sido aplicada para o rastreamento de contaminação fecal por 

linhagens de Enterococcus spp. em águas recreativas no Japão (Furukawa & 

Suzuki, 2013). Adicionalmente, pode ser utilizada para investigar a 

disseminação dos enterococos em diferentes ambientes e hospedeiros, bem 

como para a compreensão da estrutura populacional, a evolução de linhagens 

multirresistentes e virulentas, e a emergência e dispersão global de certos 
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complexos clonais responsáveis por surtos causados por enterococos 

(Camargo et al., 2008; d’Azevedo et al., 2008; Teixeira & Merquior, 2013).  

Porém, algumas limitações na utilização dessa metodologia 

consistem na necessidade de equipamentos especializados e seu preço 

elevado, o tempo prolongado para a obtenção dos resultados e a ocorrência de 

eventos genéticos que poderiam gerar mudanças nos perfis de PFGE. Dessa 

forma, essa técnica não é recomendada para análises epidemiológicas de 

períodos prolongados (Tenover et al., 1995; Saeedi et al., 2002; Teixeira & 

Merquior, 2013). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Amostras 
 
Foram coletados suabes cloacais de oito tartarugas marinhas, duas 

tartarugas-de-pente (E. imbricada) e seis tartarugas-verde (C. mydas). Existem 

parâmetros, estabelecidos por Geraci & Lounsbury (2005), que devem ser 

respeitados para as coletas de amostras para análises microbiológicas e 

moleculares. Segundo Geraci & Lounsbury (2005) existem cinco estágios que 

devem ser considerados durante a coleta: o primeiro estágio (Code 1) refere-se 

ao animal ainda vivo; no segundo estágio (Code 2), o animal está morto, mas 

se apresenta ainda fresco, com a carcaça intacta e com boa aparência 

corporal; no estágio Code 3, o animal encontra-se com a carcaça 

aparentemente intacta, contudo já apresenta sinais de decomposição, como 

odor característico, membranas mucosas secas, olhos afundados ou ausentes, 

entre outras características. No Code 4, o animal encontra-se em um estágio 

de decomposição avançado; a carcaça pode estar intacta, entretanto, 

apresenta danos severos e um odor muito forte; já, no Code 5, praticamente só 

resta o esqueleto, o que restringe muito os estudos sobre o histórico de vida do 

animal. A maioria das amostras de tartarugas marinhas coletadas eram de 

animais vivos (Code 1), com exceção de uma amostra, que foi obtida de um 
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animal morto sob grau de decomposição Code 2. 

A coleta foi feita conforme a autorização prévia do SISBIO (n° 

20185), do período de outubro de 2012 a abril de 2014. Os animais foram 

encontrados vivos ou mortos durante os monitoramentos realizados pela 

equipe do CECLIMAR no Litoral Norte do Rio Grande do Sul. 

O CECLIMAR está localizado no município de Imbé sua equipe 

desenvolve programas de extensão que divulgam à comunidade informações 

técnico-científicas provenientes das pesquisas desenvolvidas na Universidade, 

principalmente projetos ligados à educação ambiental. O Centro de 

Reabilitação de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM) é um desses 

programa que monitora periodicamente as áreas que compreendem a extensão 

de Imbé a Torres e de Tramandaí a Quintão, com o intuito de registrar e/ou 

recuperar os animais debilitados ou mortos na costa do Litoral Norte do Rio 

Grande do Sul (CECLIMAR, 2016). 

4.2 Coleta das amostras 
 

As coletas obedeceram a um protocolo (Apêndice A) que estabelece 

alguns critérios e cuidados que foram adotados antes, durante e após cada 

coleta com o objetivo de preservar a integridade do material biológico. Além 

disso, cada coleta foi realizada antes do tratamento dos animais com qualquer 

tipo de ração ou medicamento, uma vez que isso poderia influenciar nos 

resultados. Uma pequena quantidade de resíduo fecal desses animais foi 

coletada com a ajuda de um suabe estéril e armazenada em meios de cultivo 

para transporte. Após a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeração e 
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encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia Ambiental da UFRGS para 

análises microbiológicas posteriores. 

 

4.3 Processamento das amostras: seleção e isolamento de 
enterococos 

 

Amostras fecais das tartarugas marinhas foram processadas no 

Laboratório de Microbiologia Ambiental do ICBS/UFRGS.  A metodologia 

empregada para a seleção e o isolamento de bactérias pertencentes ao gênero 

Enterococcus foi baseada em meios preconizados por Teixeira et al. (2011). 

Os suabes fecais foram mergulhados em tubos contendo 10 mL de 

Caldo Azida Dextrose (Azida Dextrose Broth, Himedia®, Índia), os quais foram 

incubados em estufa por 24 horas, a 37°C, sob agitação (100 rpm). A partir 

desses tubos, foram realizadas diluições seriadas em solução salina 0,85% 

(10ˉ1 a 10ˉ6), e 100 μL de cada uma destas seis diluições foram plaqueadas, 

em triplicata, em ágar Infusão de Cérebro e Coração (BHI - Brain Heart 

Infusion, Himedia®) acrescido de 6,5% de Cloreto de Sódio (NaCl - Nuclear®), 

sendo incubadas a 37°C, por 24 horas. 

Após o período de incubação, trinta unidades formadoras de 

colônias (UFC) foram selecionadas, aleatoriamente, conforme metodologia 

recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 1998). Optou-se por 

pegar 30 unidades para ver a distribuição, visto que os enterococos são 

encontrados em concentrações elevadas nas fezes, geralmente entre 105 e 107 

UFC/g.  Posteriormente, essas culturas foram submetidas aos testes 
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preliminares de caracterização morfofisiológica para a identificação quanto ao 

gênero dessas bactérias, tais como verificação da capacidade desses isolados 

de hidrolisar a esculina em presença de sais biliares, produção da catalase, 

crescimento a 45°C e observação das características morfotintoriais em 

esfregaços corados pelo método de Gram. 

 

4.4 Hidrólise da esculina na presença de sais biliares 
 

Trinta colônias foram isoladas, aleatoriamente, de cada amostra, 

inoculadas em meio ágar Bile Esculina (Bile Esculin Agar, Himedia®) e 

incubadas a 37°C durante 24 horas. Os isolados que apresentaram capacidade 

de hidrolisar esculina na presença de sais biliares, formando colônias 

visualmente enegrecidas, foram selecionados e preservados em ágar BHI para 

estudos posteriores. 

 

4.5 Produção da enzima catalase 
 

A atividade da enzima catalase foi verificada a partir de uma 

suspensão espessa do micro-organismo depositada sobre uma gota de 

peróxido de hidrogênio (H2O2 - Lifar®) a 3% (v/v). A ausência de bolhas, que 

seriam resultantes da hidrólise da H2O2 pela ação da enzima catalase 

produzida pelo microrganismo, foi indicativo de reação negativa.  
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4.6 Análise microscópica das células bacterianas 
 

A identificação presuntiva dos isolados bacterianos foi verificada 

pelo método de Gram. Essa técnica foi realizada com o objetivo de verificar se 

as bactérias isoladas eram cocos Gram-positivos, isolados, aos pares ou 

arranjados em cadeias curtas – característico do gênero Enterococcus.  

Os isolados foram inoculados em ágar BHI (Himedia®), incubados a 

37°C, por 24 horas e foram preparadas suspensões bacterianas, a partir 

dessas colônias, em solução salina 0,85%, com as quais foram preparados 

esfregaços em lâminas de vidro. Após coloração pelo método de Gram, foram 

observadas as características morfotintoriais das células ao microscópio óptico 

com auxílio de objetiva de 100X (imersão). 

 

4.7 Preservação dos isolados bacterianos 
 

Após a caracterização presuntiva quanto ao gênero Enterococcus, 

as bactérias foram inoculadas em ágar BHI (Himedia®) e incubadas a 37°C 

durante 24 horas. A partir desse crescimento bacteriano, foram preparadas 

suspensões bacterianas em solução contendo 10% de Skim Milk (Difco 

Laboratories, Detroit, MI, USA) e glicerol (Vetec®) a 10% (v/v), e cada isolado 

foi armazenado em criotubos a – 20°C para análises moleculares posteriores. 

 

4.8 Extração do DNA bacteriano 
 

O DNA total de todos os isolados bacterianos foi obtido conforme 
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Pinto et al. (2013). As amostras bacterianas foram cultivadas em ágar BHI 

(Himedia®), durante 24 horas a 37°C, e removidas da superfície do ágar com 

auxílio de alça bacteriológica (1 μL) estéril, transportadas para microtubos com 

200 µL da solução contendo 5% da resina Chelex 100 (Bio-Rad, Hercules, CA, 

EUA) e 2 μL de proteinase K na concentração de 20 mg/ml (Invitrogen®, Life 

Technologies, Carlsbad, CA). Após homogeneização, os tubos foram 

incubados a 56°C por 1 hora, seguido de incubação a 95°C durante 10 

minutos. As soluções foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para 

todas as reações de PCR subsequentes. 

 

4.9 Confirmação do gênero por PCR 
 

Os estudos moleculares de confirmação do gênero foram realizados 

por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) para verificar a presença 

do gene tuf, de acordo com protocolos adaptados de Ke et al. (1999). Os 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação do gene tuf estão 

descritos na Tabela 2. 

 

TABELA 2. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de PCR gênero-específico 
(tuf). 

Oligonucleotídeos 
iniciadores 

Sequência (5’ - 3’) 
Produto 

(pb) 
Referência 

Ent_1 TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G 
112 

Ke et al. 

(1999) Ent_2 AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC 

 

A reação da PCR para o gene tuf foi realizada em volume total de 25 

µL, contendo 1x de tampão de reação da Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 
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1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 

μM de cada oligonucleotídeo iniciador (Invitrogen®), 1U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen®), 100 ng de DNA e água ultra pura estéril para completar o volume 

(MilliQPlus, Millipore®).  

A reação foi incubada em termociclador LifePro Thermal Cycler nas 

seguintes condições: desnaturação a 95ºC por 3 minutos, seguida de 35 ciclos 

de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento a 54ºC por 30 segundos 

e extensão a 72ºC por 1 minuto; e extensão final a 72ºC por 7 minutos. As 

cepas E.faecalis ATCC 29212 e E. faecium SS1274 foram utilizadas como 

controles positivos durante as reações. O amplicon esperado com tamanho de 

112 pares de base (pb) foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5%, 

corados com solução de brometo de etídio (Ludwig Biotecnologia) e 

visualizados sob luz ultravioleta. 

 

4.10 Identificação das espécies de Enterococcus por PCR  
 

A identificação molecular dos enterococos foi realizada por PCR, 

utilizando-se oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos para identificar 

as espécies de enterococos mais frequentemente relatadas na literatura em 

amostras ambientais: E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. 

hirae e E. mundtii. 

 As reações da PCR foram otimizadas para um volume total de 25 

µL, contendo 1x de tampão de reação da Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 

1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 
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μM de cada oligonucleotídeo iniciador (Invitrogen®), 1U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen®), 100 ng de DNA e água ultra pura estéril para completar o volume 

(MilliQPlus, Millipore®). Os oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos 

utilizados para as reações com suas respectivas sequências, tamanhos dos 

fragmentos gerados, temperaturas de anelamentos e referências consultadas 

estão listados na Tabela 3. 

TABELA 3. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de PCR espécie-específicos 
(E. faecium, E. faecalis, E. casseliflavus, E. hirae, E. gallinarum e E. mundtii), temperatura de 
anelamento (TA) e tamanhos dos fragmentos gerados. 
 

Oligonucleotídeos 
iniciadores1 

Sequência (5’ - 3’) 
TA 
(°C) 

Produto 
(pb) 

Referência 

EM1_A TTGAGGCAGACCAGATTGACG 
56 658 

Cheng et al. 

(1997) EM1_B TATGACAGCGACTCCGATTCC  

DD13 CACCTGAAGAAACAGGC 
54 475 

Depardieu et 

al.(2004) DD3-2 ATGGCTACTTCAATTTCACG 

CA1 TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 
50 288 

Jackson et al. 

(2004) CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG 

HiR1 TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA 
58 180 

Knijff et al. (2001) 

Prichula (2015) HiR2 TATTGATAAGCTAATGCAAGCGC 

GA1 TTACTTGCTGATTTTGATTCG 
50 173 

Jackson et al. 

(2004) GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG 

MU1 CAGACATGGATGCTATTCCATCT 
64 98 

Jackson et al. 

(2004) MU2 GCCATGATTTTCCAGAAGAAT 
1Enterococcus faecium (EM1_A e EM1_B), Enterococcus faecalis (DD13 e DD3-2), Enterococcus casseliflavus (CA1 e 
CA2), Enterococcus hirae (HiR1 e HiR2), Enterococcus gallinarum (GA1 e GA2) e Enterococcus mundtii (MU1 e MU2). 
 

 

Os produtos foram amplificados em termociclador LifePro Thermal 

Cycler nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos 

seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento (a 

temperatura variou para cada espécie, conforme Tabela 3) por 1 minuto e 

extensão a 72ºC por 1 minuto; e extensão final a 72ºC por 10 minutos. Cepas-

padrão e isolados identificados em trabalhos anteriores por sequenciamento da 
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região 16S rRNA (foram utilizadas como controles para as seguintes reações: 

E. faecalis ATCC 29212, E. faecium SS 1274, E. casseliflavus 1887, E. 

gallinarum RS-64, E.hirae C10 e E. mundtii J5 (Santestevan et al, 2015). Os 

amplicons esperados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1,5%, corados com solução de brometo de etídio (Ludwig Biotecnologia) e 

visualizados sob luz ultravioleta. 

 

4.11 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 
 

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de todos os isolados 

foi avaliado por meio do teste de disco-difusão em ágar, seguindo-se as 

recomendações do “Clinical and Laboratory Standards Institute” – CLSI (CLSI, 

2014). Os ensaios foram realizados com cultivos dos isolados em ágar BHI 

(Himedia®) obtidos após incubação a 37°C, por 24 horas, com os quais foram 

preparadas suspensões bacterianas em solução salina a 0,85% esterilizada, 

com turbidez semelhante à da solução padrão 0,5 de McFarland 

(aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL). 

 As suspensões foram semeadas, com o auxílio de suabes 

esterilizados sobre a superfície das placas contendo ágar Mueller-Hinton 

(Acumedia®) para obter-se um crescimento uniforme e confluente. Em seguida, 

sobre a superfície dos meios inoculados, foram colocados os discos, com o 

auxílio de uma pinça bacteriológica previamente esterilizada, contendo os 

seguintes antimicrobianos: ampicilina – AMP (10µg), ciprofloxacina – CIP (5µg), 

cloranfenicol – CLO (30µg), eritromicina – ERI (15µg), nitrofurantoína – NIT 
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(300µg), norfloxacina – NOR (10µg), tetraciclina – TET (30µg), vancomicina – 

VAN (30µg) – rifampicina RIF (5 µg) (Sensifar®, Cefar Diagnóstica Ltda). Para 

detecção de níveis elevados de resistência aos aminoglicosídeos (HLR-A), 

foram utilizados discos de estreptomicina – EST (300 µg) e gentamicina – GEN 

(120 µg) (Sensifar®, Cefar Diagnóstica Ltda).  

Após incubação por 24 horas, a 37°C foram realizadas leituras e 

interpretações dos diâmetros dos halos de inibição, segundo as 

recomendações do CLSI (2014). Para controle de qualidade dos testes de 

suscetibilidade, foram utilizadas as seguintes amostras-padrão: S. aureus 

ATCC 25923 e E. faecalis ATCC 29212. 

 

4.12 Detecção dos genes tet(L), tet(M), tet(S), erm(B) e msrC 
relacionados à resistência bacteriana à tetraciclina e à eritromicina 

 

A investigação da presença de determinantes genéticos que 

codificam resistência à tetraciclina [genes tet(L), tet(M) e tet(S)] e à eritromicina 

[genes erm(B) e msrC] foi realizada somente nos isolados que apresentaram 

não-suscetibilidade a esses antimicrobianos. A detecção dos genes foi 

realizada através da técnica de PCR, de acordo Frazzon et al. (2010). As 

sequências dos oligonucleotídeos iniciadores estão descritas abaixo. 
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TABELA 4. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para as reações de PCR e tamanhos dos 
fragmentos gerados para tet(M), tet(L), tet(S), erm(B) e msrC. 
 
Oligonucleotídeos 

iniciadores 
Sequência (5’ - 3’) 

Produto 
(pb) 

Referência 

tet(M)_F GTT AAA TAG TGT TCT TGG AG 
657 

Aarestrup et al. 

(2000) tet(M)_R CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA 

tet(L)_F ACT CGT AAT GGT GTA GTT GC 
625 

Frazzon et al. 

(2010) tet(L)_R TGT AAC TCC GAT GTT TAA CAC G 

tet(S)_F TGG AAC GCC AGA GAG GTA TT 
720 

Aarestrup et 

al. (2000) tet(S)_R ACA TAG ACA AGC CGT TGA CC 

erm(B) 1 GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA 
639 

Sutcliffe et al. 

(1996) erm(B) 2 AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC 

MSRC3 AAG GAA TCC TTC TCT CTC CG 
343 

Werner et al. 

(2001) MSRC4 GTA AAC AAA ATC GTT CCC G 

 

As reações foram otimizadas para um volume total de 25 µL 

contendo 1x de tampão de reação da Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 

mM de MgCl2 (Invitrogen®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 μM 

de cada oligonucleotídeo iniciador (tet(M) – Bioneer®; tet(L) – IDT®; tet(S) – 

Invitrogen®; erm(B) – Bioneer® e msrC - Invitrogen®), 1U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e água ultra pura estéril para 

completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram amplificados em 

termociclador LifePro Thermal Cycler nas seguintes condições: 

a) Para o gene tet(M): 5 minutos a 94ºC; 30 ciclos de 1 minuto a 

94ºC, 1 minuto a 54ºC e 1 minuto a 72ºC; e 10 minutos a 72ºC 

(Aarestrup et al., 2000). 

b) Para o gene tet(L): 5 minutos a 94ºC; 30 ciclos de 1 minuto a 

94ºC, 1 minuto a 58ºC e 1 minuto a 72ºC; e 10 minutos a 72ºC 

(Frazzon et al., 2010). 
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c) Para o gene tet(S): 5 minutos a 94ºC; 30 ciclos de 1 minuto a 

94ºC, 1 minuto a 58ºC e 1 minuto a 72ºC; e 10 minutos a 72ºC 

(Aarestrup et al., 2000). 

d) Para o gene erm(B): 3 minutos a 93ºC; 35 ciclos de 1 minuto a 

93ºC, 1 minuto a 57ºC e 1 minuto a 72ºC; e 5 minutos a 72ºC 

(Sutcliffe et al., 1996). 

e) Para o gene msrC: 3 minutos a 93ºC; 35 ciclos de 1 minuto a 

93ºC, 1 minuto a 50ºC e 1 minuto a 72ºC; e 5 minutos a 72ºC 

(Werner et al., 2001). 

Como controle positivo para a presença dos genes erm(B), tet(L) e 

tet(M) testados foi utilizado o isolado E. faecalis 612, já como controle positivo 

para a presença dos genes tet(S) e o msrC foi utilizado o isolado E. faecalis 

C133, ambos, oriundos de estudo anterior (Medeiros, 2011). Os amplicons 

esperados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados 

com solução de brometo de etídio (Ludwig Biotecnologia) e visualizados sob 

luz ultravioleta. 

 

4.13 Detecção de genes de virulência gelE, cylA, ace e asa 
 

A presença dos genes de virulência, cylA (citolisina), gelE 

(gelatinase), ace (adesina de colágeno) e asa (substância de agregação) foram 

avaliados em todos os isolados bacterianos, conforme Medeiros (2011). As 

sequências dos oligonucleotídeos iniciadores estão descritas na Tabela 5. 
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TABELA 5. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para as reações de PCR e tamanhos dos 
fragmentos gerados para cylA (citolisina), gelE (gelatinase), ace (adesina de colágeno) e asa 
(substância de agregação). 

Oligonucleotídeos 
iniciadores 

Sequência (5’ - 3’) 
Produto 

(pb) 
Referência 

cylA_TE17 TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT 
517 

Eaton & Gasson 

(2001) cylA_TE18 TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA 

gelE_TE9 ACC CCG TAT CAT TGG TTT 
419 

Eaton & Gasson 

(2001) gelE_TE10 ACG CAT TGC TTT TCC ATC 

ACE1 AAA GTA GAA TTA GAT CAC AC 
320 

Mannu et al. 

(2003) ACE2 TCT ATC ACA TTC GGT TGC G 

asa_F GAT ACA AAG CCA ATG TCG TTC CT 
101 

Shepard & 

Gilmore (2002b) asa_R TAA AGA GTC GCC ACG TTT CAC A 

 

As reações foram otimizadas em 25 μL de volume total e continham 

1x de tampão de reação da Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de 

MgCl2 (Invitrogen®), 200 μM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 μM de cada 

oligonucleotídeo iniciador (gelE – Invitrogen®; cylA, ace e asa – IDT®), 1U de 

Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e água ultra pura estéril 

para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). 

Os produtos foram amplificados em termociclador LifePro Thermal 

Cycler nas seguintes condições: desnaturação a 94ºC por 5 minutos, seguidos 

de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 56ºC por 1 

minuto, extensão a 72ºC por 1 minuto e extensão final a 72ºC por 10 minutos. 

Controles positivos, oriundos de trabalhos anteriores, para a presença dos 

quatro genes foram utilizados: E. faecalis 623 e 1233 (Medeiros, 2011). Os 

produtos de PCR foram analisados em gel de eletroforese com 1,5% de 

agarose, corados com solução de brometo de etídio (Ludwig Biotecnologia) e 
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visualizados sob luz ultravioleta. 

 

4.14 Detecção da atividade da enzima gelatinase 
 

A atividade da enzima gelatinase (gelE) foi avaliada em todos os 

enterococos conforme protocolos adaptados de Marra et al. (2007) e Medeiros 

(2011). Colônias cultivadas em placas de meio ágar BHI (Himedia®), a 37°C por 

24 horas, foram inoculadas com o auxílio de agulha bacteriológica em tubos 

contendo 4 mL de BHI caldo (Himedia®) com gelatina 4% (Labsynth), a 37°C 

durante 24 horas. Posteriormente, os tubos foram refrigerados a 4ºC por 30 

minutos. Após esse período, as amostras que apresentaram o meio liquefeito 

foram consideradas positivas e as demais foram incubadas, novamente, 

durante 5 dias, a 37°C seguidas de 30 minutos de refrigeração a 4ºC. Por fim, 

as amostras em que o meio permaneceu sólido foram consideradas negativas 

para a enzima gelatinase. 

 

4.15 Detecção da atividade da enzima citolisina 
 

A avaliação fenotípica da enzima citolisina foi realizada somente nos 

isolados que apresentaram resultado positivo para o gene da citolisina (cylA). 

Os isolados foram previamente crescidos em ágar BHI (Himedia®, India) a 37ºC 

por 24 horas, após o crescimento foram inoculados através de picada em ágar 

TSA (Acumedia®, Neogen, Michigan) contendo 5% de sangue de cavalo e 

incubadas a 37ºC durante 24 horas. Após esse período de incubação, 

conforme protocolo descrito por Mundy et al. (2000) e Semedo et al. (2003) 
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para a detecção de hemolisina por Enterococcus spp., a presença de uma zona 

clara ao redor da colônia (β-hemólise) foi interpretada como positiva para a 

produção de hemolisina e a ausência dessas zonas claras (ɣ-hemólise) bem 

como o aparecimento de zonas esverdeadas (α-hemólise) foram consideradas 

negativas. 

4.16 Avaliação da capacidade de formação de biofilme 
 

Todas as bactérias foram avaliadas em relação a sua capacidade de 

formação de biofilme de acordo com protocolo adaptado de Stepanovic et al. 

(2000). Inicialmente, os isolados bacterianos foram inoculados em placas 

contendo ágar BHI (Himedia®) e incubados por 18 horas a 37°C. Após o 

crescimento, as colônias foram ressuspendidas em solução salina 0,85% e 

ajustadas conforme escala de 0,5 de McFarland. Vinte microlitros dessa 

suspensão bacteriana foram inoculados em cada poço da microplaca de 

poliestireno estéril com 96 poços (Nest Biotech, USA), previamente preenchida 

com 180 µL de caldo Triptona de Soja (TSB – Tryptone Soya Broth, Himedia®) 

acrescido de 1% de glicose (Vetec®). A primeira coluna de cada microplaca foi 

inoculada com o controle positivo (Staphylococcus epidermidis ATCC 35984), 

seguido de um controle negativo (contendo somente 200 µL de caldo TSB 

acrescido de 1% de glicose) e, nos demais poços, os isolados avaliados. Para 

cada isolado foram utilizados 8 poços (1 coluna) da placa de 96 poços. 

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. 

Após esse período de incubação, o caldo TSB contendo crescimento 

bacteriano foi descartado. Em seguida, foi realizada a lavagem dos poços com 
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200 µL de solução salina 0,85% estéril (sendo essa etapa repetida por três 

vezes) para a retirada das células planctônicas. Posteriormente, a microplaca 

foi invertida sobre papel absorvente a fim de secar os poços e, na sequência, 

as placas foram fixadas com 150 µL de metanol P.A. (Vetec®) durante 20 

minutos. Transcorrido esse tempo, a microplaca foi invertida e mantida em 

temperatura ambiente para secagem por 16 horas. 

Na sequência, a microplaca foi corada com 150 µL de Cristal Violeta 

(Nuclear®) a 0,5% durante 15 minutos. O excesso de corante foi retirado 

invertendo-se a microplaca e, de lavagem em água corrente. A microplaca 

corada foi, então, ressuspendida com 150 µL de etanol 95% (Vetec®) e mantida 

em repouso por 30 minutos. Após esse período, foi realizada a quantificação do 

biofilme. A densidade óptica dos biofilmes bacterianos foi quantificada com o 

auxílio de um espectrofotômetro com leitor de microplacas (Molecular Devices 

– Spectra Max® M2e) utilizando-se comprimento de onda de 492 nm. A 

classificação foi estabelecida de acordo com a densidade óptica, seguindo-se o 

padrão demonstrado por Stepanovic et al. (2000). 

Os isolados bacterianos foram classificados em quatro categorias, 

de acordo com sua capacidade de formação de biofilme: não formador, fraco 

formador, moderado formador e forte formador (Stepanovic et al., 2000). O 

ponto de corte da densidade óptica (ODC) foi determinado como três desvios-

padrões acima da média de OD do controle negativo. Calculou-se a 

capacidade de formação de biofilme dos isolados conforme descrito abaixo: 

OD ≤ ODC                                     Não formador (N.F) 

OD C < OD ≤ 2 x ODC                          Fraco formador (FF) 
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2 x OD C < OD ≤ 4 x ODC               Moderado formador (M) 

4 x OD C < OD                              Forte formador (F) 

 

4.17 Análise dos perfis de fragmentação do DNA 
cromossômico por eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

Para a análise do perfil genotípico das amostras por PFGE foram 

selecionados 60 isolados de um total de 158, que possivelmente 

representariam os perfis clonais existentes. A seleção das amostras levou em 

consideração características fenotípicas de perfil de suscetibilidade aos 

antimicrobianos e genotípicas como a presença ou ausência de fatores de 

virulência e resistência. A técnica de PFGE foi realizada de acordo com 

protocolos adaptados de Pinto et al. (2013).  

As amostras bacterianas foram cultivadas em ágar BHI (Himedia®) 

por 24 horas a 37°C. Após esse período, uma colônia bacteriana foi retirada da 

placa com o auxílio de uma alça bacteriológica estéril e inoculada em um 

microtubo contendo 1 mL de caldo BHI (Himedia®), por 8 horas a 37°C. Na 

sequência, essa suspensão bacteriana foi centrifugada (3000 rpm por 10 

minutos) e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 300 µL de tampão 

PIV [NaCl 1M, Tris HCl 10mM (Vetec®) pH 7,6] foi adicionado ao precipitado e 

foi realizada a centrifugação (3000 rpm por 10 minutos), essa etapa foi repetida 

por três vezes. Depois das 3 lavagens com o tampão PIV, 300 µL de agarose 

de baixa temperatura de fusão (Invitrogen®) a 1,8% em tampão PIV foram 

adicionados à suspensão. Após homogeneização, o material foi distribuído em 
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moldes para a elaboração dos blocos.  

Após solidificação, os blocos de agarose, contendo as células 

bacterianas, foram submetidos ao tratamento com solução de lise [6 mM Tris-

HCl (Vetec®) pH 7,6; 1 M NaCl (Vetec®), 100 mM EDTA (Vetec®) pH 7,5; 0,5% 

(p/v) de Brij 58 (Sigma-Aldrich®), 0,5% (p/v) de lauril sarcosinato de sódio 

(Sigma-Aldrich®), 0,2% de desoxicolato de sódio (Sigma-Aldrich®), 1 mg/mL de 

lisozima (Sigma-Aldrich®) e 10 U/mL de mutanolisina (Sigma-Aldrich®)] e 

incubados por 18-24 horas a 37ºC, sob agitação. Posteriormente, essa solução 

foi substituída pela solução ESP [0,5M EDTA (Vetec®), pH 8,0; 1% (p/v) lauril 

sarcosinato de sódio (Sigma-Aldrich®), 0,1 mg/mL proteinase K (Sigma-

Aldrich®)], incubando-se por 1 hora a 50ºC. Após esse período de incubação, 

repetiu-se mais uma troca de solução ESP e o material foi novamente incubado 

nas mesmas condições citadas anteriormente. A partir dessa etapa, um dos 

blocos de agarose (plug) foi imediatamente preparado para a digestão 

enzimática. 

O plug escolhido foi lavado com 2 mL do tampão TE [10 mM Tris-

HCl pH 7,6; 0,1 mM EDTA (Vetec®)] por seis vezes (uma vez a cada 20 

minutos) e os plugs restantes foram mantidos a 4ºC para repetições, caso 

necessário. Depois disso, o plug foi tratado com o tampão específico da enzima 

de restrição durante 30 minutos a 25ºC, para equilibrar a solução, e, após esse 

período, foi incubado com 20 U da endonuclease de restrição Smal (Quatro G. 

Ltda.), preparada em seu próprio tampão de acordo com as instruções do 

fabricante e incubada durante 2 horas a 25ºC. O bloco de agarose contendo o 

DNA cromossômico foi fundido a 72ºC e aplicado nos poços do gel de corrida, 
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preparado com 1,2% (p/v) de agarose (Agargen) em tampão TBE 0,5 X 

(Sigma-Aldrich®) (pH 8,4). Padrões de massa moleculares conhecidos de 

“Lambda Ladder PFG Marker” (New England Biolabs) foram utilizados para 

avaliar o tamanho dos fragmentos de DNA no primeiro e no último poços do 

gel. 

Os fragmentos de restrição foram separados em um sistema de 

eletroforese em campo pulsado utilizando-se o CHEF DR ll (Bio-Rad), 

programado para dois blocos diferentes de corrida com os seguintes 

parâmetros conforme Saeedi et al. (2002): 

Bloco 1: pulso inicial de 5 segundos e final de 35 segundos, 

gradiente de voltagem 6 V/cm, temperatura de 14ºC e tempo de corrida de 20 

horas. 

Bloco 2: pulso inicial de 5 segundos e final de 10 segundos, 

gradiente de voltagem 6 V/cm, temperatura de 14ºC e tempo de corrida de 4 

horas. 

O gel foi corado em solução de brometo de etídeo (Ludwig 

Biotecnologia) 0,5 µg/mL e observado em um transiluminador (Molecular 

Imager®, Gel DocTM XR+ With Image LabTM Software, Bio-Rad) sob luz UV e 

fotografado. 

A análise dos perfis de fragmentação das amostras foi realizada pela 

inspeção visual; a análise automatizada foi realizada com auxílio do programa 

“Bionumerics”, Versão 7.1 (Applied Maths, Belgium). Os percentuais de 

similaridade dos perfis de fragmentação foram estimados pelo Coeficiente de 
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Dice. Foram gerados dendrogramas utilizando-se o método UPGMA 

(Unweighted Pair Method Using Arithmetic Averages) com otimização de 0,5% 

e tolerância de 1%. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Isolamento de enterococos das amostras de fezes de 
tartarugas marinhas 
 

As tartarugas marinhas avaliadas neste estudo foram encontradas 

nas praias de Tramandaí, Capão da Canoa, Palmares do Sul, Cidreira, 

Magistério, Litoral Médio Leste e Nova Tramandaí, no período de outubro de 

2012 a abril de 2014. As oito amostras foram identificadas como T1 (tartaruga 

1), T2, T3, T4, T5, T6, T7 e T8. A classe etária desses animais era 

predominantemente juvenil, à exceção de uma das tartarugas (T4), que era 

adulta, conforme dados do CECLIMAR a respeito das amostras (Tabela 6). 

Em relação ao estado físico das tartarugas marinhas avaliadas no 

presente estudo, sete foram encontradas vivas, debilitadas e encalhadas 

classificadas como Code 1, e uma tartaruga foi encontrada morta classificada 

como Code 2 (carcaça intacta e com boa aparência corporal, sob grau de 

decomposição) (Geraci & Lounsbury, 2005). 

A partir das oito amostras fecais de tartarugas marinhas, foi possível 

isolar 158 enterococos: 20 isolados da amostra de fezes da tartaruga 1 (T1), 23 

da amostra T2, 19 isolados da T3, 20 isolados da T4, 16 isolados da T5, 17 

isolados da T6, 20 isolados da T7 e 20 isolados da T8. 
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TABELA 6: Informações referentes às amostras utilizadas no estudo. 

 

Outros estudos isolaram enterococos de amostras de fezes de 

animais marinhos. Layton et al. (2010) rastrearam enterococos como 

indicadores da qualidade de águas recreativas na Califórnia (EUA), e isolaram 

este gênero em amostras de fezes de leões-marinhos e gaivotas. Enterococos 

também foram isolados de 57,6% (144/ 250) amostras de fezes de 

equinodermos na Ilha de Açores em Portugal (Marinho et al., 2013). 

Santestevan et al., (2015) avaliaram a presença de enterococos em amostras 

de fezes de lobos-marinhos encontrados no Litoral Norte do RS e isolaram 

enterococos em 80% (8/10) das amostras. Prichula (2015) isolou enterococos 

de amostras fecais de pinguins-de-magalhães encontrados no Litoral Norte do 

Rio Grande do Sul, Brasil.  

Dos poucos estudos atuais existentes que relacionam o gênero 

enterococos e répteis, podemos citar Nowakiewicz (2015) que realizou uma 

análise comparativa das bactérias aeróbias isoladas das cloacas de Emys 

orbicularis (cágado-de-carapaça-estriada) que viviam em seu ambiente natural 

Animal Município 
Data da 
coleta 

Estado 
físico 

Geraci 
Code 

Motivo da 
baixa 

Classe 
etária 

Amostra 
N° de 

isolados 
3082 Tramandaí 23/12/12 Vivo 1 Debilitado Juvenil T1 20 

3171 Capão da Canoa 25/02/13 Vivo 1 Debilitado Juvenil T2 23 

3004 Tramandaí 01/1012 Vivo 1 Debilitado Juvenil T3 19 

3041 Palmares do Sul 04/11/12 Vivo 1 Debilitado Adulto T4 20 

TM 619 Cidreira 29/05/13 Morto  2 - Juvenil T5 17 

3394 Magistério 22/04/14 Vivo 1 Encalhada Juvenil T6 19 

3396 Litoral Médio Leste 23/04/14 Vivo 1 Encalhada Juvenil T7 20 

3399 Nova Tramandái 25/04/14 Vivo 1 Encalhada Juvenil T8 20 
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e criados em cativeiros. Dentre as espécies bacterianas mais prevalentes 

estavam o Enterococcus faecalis. 

 

5.2 Confirmação do gênero e identificação das espécies 
por PCR  

 

Neste estudo, verificou-se que todos os 158 isolados selecionados 

apresentavam o fragmento de DNA de 112 pb, correspondente ao gene tuf, 

confirmando a identificação do gênero. Todos os isolados foram submetidos a 

PCR convencional utilizando oligonucleotídeos iniciadores espécie-específicos 

e 88 (55,7%) apresentaram amplificação compatível para a espécie E. faecalis, 

com o fragmento de DNA de 475 pb, 37 (23,4%) amplificaram o fragmento de 

DNA de 658 pb esperado para a espécie E. faecium, 24 (15,2%) isolados 

amplificaram o fragmento de DNA de 180 pb esperado para a espécie E. hirae 

e 9 (5,7%) isolados amplificaram o fragmento de DNA de 288 pb esperado para 

a espécie E. casseliflavus. No presente estudo não foi encontrada a espécie E. 

gallinarum (Figura 11).  
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FIGURA 11. Distribuição de espécies de enterococos da microbiota intestinal de tartarugas 
marinhas encontradas no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.  
 

Dos 88 isolados identificados como E. faecalis, 11 pertenciam à 

amostra T1; um à amostra T2; 17 à amostra T5; 19 à amostra T6; 20 à amostra 

T7 e 20 à amostra T8. Já dos 37 E. faecium identificados, 19 isolados 

pertenciam à amostra T3; 18 isolados à amostra T4. Dos 24 isolados 

identificados como E. hirae, 22 pertenciam à amostra T2 e dois isolados 

pertenciam à amostra T4. Por fim, todos os nove isolados identificados como E. 

casseliflavus pertenciam à amostra T1. 

Em relação às espécies de tartarugas, E. faecalis e E. faecium foram 

mais frequentes nas amostras de tartaruga-verde, enquanto que E. hirae e E. 

casseliflavus foram mais frequentes nas amostras de tartaruga-de-pente, 

conforme Tabela 7. 
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TABELA 7: Distribuição de Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de tartarugas 
marinhas. 

Espécies (n) 
Percentagem (n) de enterococs isolados de  

Tartaruga-de-pente  Tartaruga-verde 
E. faecalis (88) 13,6  (12/88) 86,4 (76/88) 

E. faecium (37) --- 100 (37/37) 

E. hirae (24) 91,7 (22/24) 8,3 (2/24) 

E. casseliflavus (9) 100 (9/9) --- 

n: número de isolados de cada espécie. 

Dentre as espécies avaliadas Enterococcus faecalis e E. faecium 

foram as espécies mais prevalentes no trato gastrointestinal das tartarugas 

marinhas, seguidas de E. hirae e E. casseliflavus. Apesar de haver poucos 

estudos que envolvam enterococos isolados a partir de animais marinhos, bem 

como estudos que envolvam enterococos e répteis, estes resultados estão de 

acordo com dados da literatura que salientam a prevalência dessas duas 

espécies no trato gastrointestinal de animais.  

Enterococcus hirae foi a espécie mais prevalente nas fezes de 

tartarugas-de-pente. Esta é uma espécie encontrada em muitos hospedeiros 

animais, mas com menos frequência em humanos.  Esta espécie tem sido 

associada a condições patológicas, particularmente em espécies aviárias, 

sendo responsável por causar septicemia e necrose no cérebro de frangos 

recém-nascidos e casos de septicemia em psitaciformes (Devriese et al.,1995). 

Está associada, principalmente, com condições patológicas em animais 

(Aarestrup et al., 2002). Contudo, endocardite humana (Talarmin et al., 2011) e 

septicemia causadas por E. hirae também têm sido relatados (Gilad et al., 

1998).  

O predomínio de algumas espécies pode estar relacionado também 
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com o fato de os fatores de virulência estarem mais associados com algumas 

espécies, as quais acabam levando vantagens sobre as outras e predominando 

nas amostras (Fischer & Phillips, 2009). Além disso, as técnicas cultiváveis, 

bem como a própria metodologia podem ser fatores limitantes quando se trata 

de isolamento, visto que pode favorecer o crescimento de algumas cepas e/ou 

suprimir outras que não são capazes de crescer nas condições de laboratório.  

Barros et al. (2011) avaliaram a presença de enterococos em 

amostras fecais de uma espécie de peixe (Sparus aurata) capturada no 

Oceano Atlântico, na costa de Portugal, e observaram a presença de E. 

faecium (91,8%), seguida de E. faecalis (8,2%). Bennani et al. (2012) avaliaram 

amostras de água do mar, mariscos e sedimentos costa mediterrânea do 

Marrocos e observaram diferenças na prevalência de espécies de enterococos, 

onde E. faecium (38%) foi a espécie mais frequente, seguida por E. faecalis 

(36,6%), E. casseliflavus (15,3%), E. durans (11,4%).  

Marinho et al. (2013) isolaram Enterococcus spp. de amostras de 

fezes de equinodermos coletados de águas de Açores, Portugal. Um total de 

144 enterococos foi recuperado, sendo a maioria E. faecium (83,3%), seguida 

por E. hirae (9,7%), E. faecalis (5,6%) e E. gallinarum (1,4%).  

Santestevan et al. (2015) avaliaram amostras fecais de oito lobos 

marinhos encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul (RS) e obteveram 

160 enterococos. Destes, a espécie mais frequente foi E. faecalis (50,62%), 

seguida de E. hirae (34,37%), E. casseliflavus (11,87%), E. gallinarum (1,87%), 

E. mundtii (0,62%) e E. faecium (0,62%). Prichula (2015) avaliou amostras 

fecais de nove pinguins-de-magalhães também recuperados no Litoral Norte do 
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RS e obteve 172 enterococos. As espécies detectadas forma E. faecalis (43%), 

E. faecium (33,7%), E. hirae (12,8%) e E. mundtii (10,5%).  

 Nowakiewicz et al. (2015) avaliaram 130 amostras da cloaca de 

cágados-da-carapaça-estriada (Emys orbicularis) e entre as bactérias isoladas, 

estavam os enterococos. As espécies identificadas foram E. faecium (75,4%), 

E. faecalis (10,8%), E. casseliflavus (6,15%), E. mundtii (3,8%), E. gallinarum 

(0,8%) e E. cecorum (0,8%). Outros estudos com tartarugas de água doce da 

espécie Clemys muhlenbergii isolaram enterococos da cloaca e da cavidade 

timpânica desses animais (Brenner et al 2002; Joyner et al. 2006). 

Layton et al. (2010) salientam que a detecção de enterococos em 

amostras de ambientes marinhos podem fornecer informações sobre a origem 

fecal e mesmo sobre a qualidade das águas recreativas, mas não é suficiente 

para inferir sobre riscos à saúde ou mesmo associar determinada espécie à 

análise das condições desses ambientes. 

A partir da análise dos dados gerados em estudos envolvendo 

enterococos e o ambiente marinho, entende-se que algumas espécies possam 

ser componentes naturais do ecossistema marinhos, seja da água, de 

sedimentos, ou mesmo de animais. A discrepância na ocorrência e na 

prevalência de espécies de enterococos podem estar relacionados com a 

idade, estado de saúde, a composição da dieta e/ou o caminho migratório 

percorrido pelo animal ao longo da vida, entre outros fatores (Cassenego et al., 

2013; Lebreton et al., 2014). 
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5.3 Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos 
 

Entre os 158 enterococos avaliados, 42,4% (67/158) foram sensíveis 

a todos os antimicrobianos testados. Resultados semelhantes a esses foram 

relatados por Santestevan et al. (2015) que verificaram que 58,13% (93/160) 

dos enterococos, obtidos de lobos-marinhos do Litoral Norte do RS eram 

sensíveis a todos os antimicrobianos testados e Prichula (2015) verificou que 

66,3% (114/172) dos enterococos, obtidos de pinguins-de-magalhães no Litoral 

Norte do RS foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados. Marinho et 

al. (2013), que demonstraram que cerca de 20% (26/144) dos enterococos 

isolados de equinodermos das Ilhas de Açores foram suscetíveis aos 

antimicrobianos testados. 

Conforme verificado na Tabela 8, todos os isolados foram 

suscetíveis a pelo menos oito (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, 

gentamicina, nitrofurantoína, vancomicina, ciprofloxacina e norfloxacina) dos 11 

antimicrobianos testados.  
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TABELA 8. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das espécies de Enterococcus spp. 
isoladas de tartarugas marinhas encontradas no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. 
 

Agentes 
Antimicrobianos 

ESPÉCIES DE ENTEROCOCOS 
E.faecalis 

(n=88) 

E.faecium 
(n=37) 

E.hirae 
(n=24) 

E.casseliflavus 
(n=9) 

 S I R S I R S I R S I R 
AMP 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

CLO 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

EST 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

GEN 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

NIT 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

VAN 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

CIP 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

NOR 88 - - 37 - - 24 - - 9 - - 

TET 88 - - 36 - 1 24 - - 9 - - 

ERI 
RIF 

74 

55 

14 

25 

- 

8 

- 

22 

21 

5 

16 

10 

24 

22 

- 

2 

- 

- 

6 

7 

3 

2 

- 

- 
AMP, ampicilina; CLO, cloranfenicol; EST, estreptomicina; GEN, gentamicina; NIT, nitrofurantoína; VAN, vancomicina;  
CIP, ciprofloxacina; NOR, norfloxacina; TET, tetraciclina; ERI, eritromicina; RIF, rifampicina. 

 

Fenótipos de resistência foram encontrados para rifampicina (32,9%; 

52/158), eritromicina (34,2%; 54/158) e tetraciclina (0,63%; 1/158). Estudos 

com outros animais marinhos também encontraram enterococos resistentes a 

tetraciclina e à eritromicina. Marinho et al. (2013) encontraram percentagens de 

resistência para eritromicina (31,3%), ampicilina (29,9%), tetraciclina (29,2%) e 

ciprofloxacina (25,7%) nos enterococos isolados de equinodermos das Ilhas de 

Açores. Santestevan et al. (2015) verificaram que propriedades de resistência 

foram mais frequentemente encontradas para eritromicina (21,25%), 

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

ciprofloxacina (3,12%) em enterococos isolados das amostras fecais de lobos-
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marinhos. Prichula, (2015) encontrou fenótipos de resistência para 

ciprofloxacina (28,5%), eritromicina (25%), norfloxacina (14,5%) e tetraciclina 

(4,6%) em enterococos isolados das amostras fecais de pinguins-de-

magalhães.  

Percentuais significativos de enterococos resistentes à eritromicina e 

à tetraciclina também foram observados em isolados de amostras fecais de 

peixe (Sparus aurata) capturado na costa de Portugal por Barros et al. (2011) 

onde observaram 58,9% de enterococos resistentes a eritromicina e 17,8% 

resistentes a tetraciclina. Além desse, outros estudos que avaliavam a 

qualidade da água de praias recreativas também demonstraram elevados 

percentuais de resistências a diversos antimicrobianos utilizados comumente 

na clínica médica e veterinária, confirmando a ocorrência de resistência em 

ecossistemas marinhos (Bennani et al., 2012; Dada et al., 2013; Ahmad et al., 

2014). 

A análise dos perfis de resistência, de acordo com as espécies de 

enterococos, demonstrou que, assim como no trabalho de Santestevan et al. 

(2015), foi observado percentuais menos elevados de resistência para as 

espécies E. faecalis e E. hirae. O presente estudo constatou que 8,3% (2/24) 

dos E. hirae apresentaram resistência intermediária à rifampicina. Em relação 

aos E. faecalis, 15,9% (14/88) apresentaram resistência intermediária à 

eritromicina, 9,1% (8/88) resistência intermediaria a rifampicina e 28,4% (25/88) 

resistência a rifampicina. Baixos percentuais de resistência para E. faecalis 

também foram observadas no trabalho de Prichula (2015).  

Em contrapartida, elevados percentuais de resistência foram 
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detectados entre os isolados de E. faecium. Cerca de 43,2% (16/37) dos 

isolados apresentaram fenótipos de resistência à eritromicina; 27% (10/37), à 

rifampicina e 2,7% (1/37) à tetraciclina. Além disso, 43,2% (16/37) dos E. 

faecium apresentaram propriedades de resistência a duas classes de 

antimicrobianos diferentes, sendo considerados multirresistentes. Bactérias 

com esse perfil têm sido relatadas também em outros estudos com animais 

marinhos (Barros et al., 2011; Santestevan et al., 2015; Prichula, 2015), 

demonstrando que este fenótipo de resistência combinada, comumente 

encontrado em enterococos clínicos e de alimentos, tem sido encontrado em 

isolados ambientais (Wright, 2007). 

Arvanitidou et al. (2001) encontraram, entre os 316 enterococos 

avaliados, 87,3% de cepas resistentes a um ou mais antimicrobianos. Os 

resultados deste estudo sugerem que águas de balneários podem contribuir 

para a disseminação de espécies de enterococos com perfis de resistência a 

muitos antimicrobianos utilizados para tratar infecções. Ainda nesta 

investigação, assim como para as tartarugas marinhas, a resistência à 

eritromicina foi a observada em elevada frequência (57,3%). O alto percentual 

de enterococos resistentes à eritromicina em ambientes costeiros tem particular 

interesse uma vez que macrolídeos são frequentemente usados no tratamento 

de infecções enterocócicas, principalmente quando há casos de alergia à 

penicilina. Poeta et al. (2005) encontraram 20,1% de bactérias resistentes a 

eritromicina entre seus 140 isolados de enterococos de animais selvagens.  

Os dados descritos por Barros et al. (2011) corroboram com os 

achados neste estudo, uma vez que, também obtiveram percentuais 
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expressivos de resistência a eritromicina (59,7%) e tetraciclina (14,9%) 

envolvendo E. faecium obtidos de peixe (S. aurata) capturados na costa de 

Portugal. Além disso, 25,4% dos isolados de E. faecium mostraram-se também 

resistentes a dois ou mais antimicrobianos. De acordo, ainda, com os autores, 

a poluição da água com antimicrobianos pode ser um fator que contribuiu para 

a detecção dessa resistência.  

Marinho et al. (2013) relataram, também, elevados percentuais de 

resistência em E. faecium obtidos de equinodermos coletados de águas de 

Açores, Portugal. Cepas resistentes à eritromicina e à tetraciclina foram 

observadas com um percetual de 33% (40/120) e 31,7% (38/120), 

respectivamente. O estudo ressalta que os dados encontrados auxiliam no 

conhecimento sobre a disseminação de cepas resistentes por meio dos 

ecossistemas marinhos e as possíveis consequências envolvidas na 

transferência dessas resistências para outros animais ou para humanos 

(Marinho et al.,2013). 

Embora existam poucos estudos que descrevam a resistência de 

enterococos a rifampicina em animais. Enne et al. 2004 relatou E. faecium 

resistentes a rifampicina em amostras fecais de porcos. Valenzuela, 2009 

isolou Enterococcus spp. resistentes a rifampicina em alimentos de origem 

animal como leite, queijo, carne e presunto; Schwaiger et al. (2011) avaliou E. 

faecalis resistentes isolados de vegetais, cereais e frutos. Martins-Leite et al., 

2015 determinaram a prevalência da resistência antimicrobiana em 

enterococos isolados de fezes de animais de estimação, foram coletadas 

amostras de 74 cães e 17 gatos. Um total de 315 enterococos foram isolados, 
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onde 61% foram considerados multirresistente. Perfis de resistência foram 

encontrados para tetraciclina, 67%; rifampicina, 60%; e eritromicina, 53%.  

Tejedor-Junco et al., 2015 avaliaram fezes de camelos nas Ilhas 

Canárias e encontraram cerca de 42% de enterococos resistenses a 

rifampicina. Bessa et al., 2014 avaliaram a qualidade microbiológica e a 

resistência a antimicrobianos de bactérias fecais de um rio em Portugal. Os 

Enterococcus spp. isolados foram, principalmente, resistente à rifampicina, 

tetraciclina, azitromicina e eritromicina. Os níveis elevados de enterococos e a 

notável variedade de perfis de resistência antimicrobiana, reforçam a teoria que 

estas águas do rio podem ser um grupo de determinantes de resistência a 

antimicrobianos, que podem facilmente espalhar-se entre as bactérias 

diferentes e chegar a outros ambientes. 

 
Pasquaroli, 2014, em seu estudo, destacaram a possibilidade de 

seleção de resistência aos antimicrobianos no ambiente marinho através de 

metais pesados. A liberação contínua de metais pesados em ambientes 

aquáticos pela indústria, pela agricultura e pela agropecuária (Gao et al., 2011; 

Seiler & Berendonk, 2012) podem agir como uma co-seleção para a resistência 

aos antimicrobianos. Além disso, os metais pesados não sofrem degradação e 

podem, portanto, constituir uma pressão seletiva a longo prazo (Baker-Austin et 

al., 2006). Dados encontrados por Pasquaroli corroboram com os resultados 

encontrados por outros autores, sobre o envolvimento de sedimentos marinhos 

na disseminação da resistência aos antimicrobianos (Di Cesare et al, 2012; Di 

Cesare et al, 2013; Vignaroli et al., 2012).  
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Enterococos resistentes a antimicrobianos em reservatórios não 

humanos são cada vez mais frequentes na medida em que são realizados 

estudos nessa direção. Contudo, a contribuição desses agentes biológicos para 

a disseminação da resistência ainda é muito discutida (Santestevan et al., 

2015; Prichula, 2015). O fluxo de bactérias resistentes e de genes de 

resistência de animais selvagens permanece ainda pouco compreendido (Klibi 

et al., 2014).  

Micro-organismos em nichos específicos podem co-evoluir, copiando 

estratégias para competir por recursos, por exemplo, pela transferência 

horizontal de genes de resistência a partir de outras espécies bacterianas 

(Wright, 2007). Assim, bactérias consideradas não patogênicas podem ser 

selecionadas e servir de reservatório para genes de resistência (Baquero et al., 

2008). Dessa forma, a capacidade dos Enterococcus em transmitir e adquirir 

genes de resistência de outras bactérias por mecanismos de transferência 

horizontal pode contribuir diretamente para a disseminação da resistência nos 

ambientes marinhos (Di Cesare et al., 2013). 

Segundo Wright (2007) genes relacionados à resistência 

antimicrobiana podem ser constituintes genéticos naturais de muitas bactérias 

não patogênicas. Entre os elementos incluídos no resistoma estão todos os 

genes de resistência crípticos, que não são necessariamente expressos, e 

também genes precursores que codificam as proteínas com atividade de 

resistência moderada, os quais podem evoluir para genes de resistência 

efetiva, (Wright, 2007). Portanto, características de resistência evidenciadas em 

ambientes marinhos podem ter surgido tanto a partir do contato com poluentes 
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oriundos de ações antrópicas, quanto podem ser atribuídas ao resistoma 

antimicrobiano, o que destaca a importância de pesquisas para o entendimento 

da evolução dos mecanismos de resistência. 

 

5.4 Presença dos genes tet(L), tet(M), tet(S), erm(B) e msrC 
relacionados a resistência bacteriana a tetraciclina e a eritromicina 

 

A avaliação de genes de resistência, bem como sua localização e 

diversidade são importantes para compreensão dos fatores envolvidos na 

resistência (Guimarães et al., 2010). Além disso, a determinação do perfil 

genético dos genes associados à resistência; e a alta frequência e diversidade 

de perfis antimicrobianos entre os isolados de enterococos podem ser usados 

como ferramentas para o estudo de epidemiologia e de tipagem molecular 

(Teixeira & Merquior, 2013).  

A presença dos genes tet(M), tet(L) e tet(S) foi avaliada no único 

isolado que apresentou resistência à tetraciclina, o isolado de E. faecium da 

amostra T4. Contudo, não foi possível detectar nenhum dos três genes no 

isolado testado. A resistência à tetraciclina costuma ser mediada por dois 

mecanismos, o primeiro inclui os genes tet(M), tet(O) e tet(S) que codificam 

proteínas de proteção ribossomal, e o segundo é representado pelos genes 

tet(L) e tet(K) que codificam proteínas de bombas de efluxo de tetraciclina 

(Garrido et a., 2014). Genes que codificam as proteínas de efluxo são comuns 

a todos os genomas bacterianos. As bombas de efluxo proporcionam a máxima 

flexibilidade para o organismo de modo que ele possa explorar diversos 
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ambientes, promover a patogenicidade e modular a diferenciação celular, como 

a formação de biofilme (Wright, 2007). A ausência da detecção dos genes que 

costumam ser relatados como as principais estratégias de resistência em 

isolados clínicos, sugere a existência de outros genes de resistência, como por 

exemplo, genes tet(O) e tet(K) que não foram testados. 

O gene erm(B) e msrC foram avaliados em todos os isolados que 

apresentaram resistência à eritromicina (n=54). O gene erm(B) não foi 

detectado em nenhum dos isolados testados. Já o gene msrC foi positivo para 

68,5% (37/54) dos isolados testados, todos E. faecium. Existem diferentes 

determinantes de resistência à eritromicina, mas o principal mecanismo 

envolvendo isolados de enterococos resistentes a macrolídeos é a modificação 

no sítio alvo de ação do antimicrobiano, devido a uma rRNA metilase codificada 

por genes erm.  Sendo o mais comum, o ermB, que 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 resistência reconhecidos, como erm(A) e/ou 

ermC e mef(A) que podem estar envolvidos com a resistência à eritromicina 

(Murray, 1990; Diarra et al., 2010; Kristich et al., 2014). 

Embora msrC possua 62% de identidade com o gene msrA dos 

estafilococos, o seu papel fisiológico permanece controverso (Liu et al. 2009). 

Portillo et al. (2000) não encontraram uma correlação entre a presença do gene 

msrC com diferentes fenótipos de resistência em E. faecium, ou seja, em todos 

os 23 isolados testados foram encontrados o gene msrC para fenótipos 

diferentes de resistência a eritromicina. Singh et al. 2001 relataram a presença 
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do gene msrC nos 233 E. faecium testados. A presença do gene msrC em 

todos os isolados de E. faecium também foi relatada em outros estudos (Del 

Grosso et al., 2002; Loch, 2005). Esses trabalhos sugeriram que a presença do 

gene msrC em todos os isolados de E. faecium seria uma característica 

intrínseca dessa espécie. No entanto, Liu et al. (2009) sugeriram que msrC não 

está igualmente distribuído em todos os isolados de E. faecium, além disso, 

demonstraram que a inativação do gene levava a uma diminuição do MIC para 

macrolídeos em até 8 vezes, demonstrando sua relação com a resistência. 

Ademais, a expressão msrC pode proteger S. aureus contra a eritromicina e 

outros antimicrobianos, indicando que o gene msrC não é intrínseco a todos 

E.faecium (Singh et al. 2001). 

 
Uma possível explicação para o fenótipo de resistência à 

eritromicina verificado nos isolados que não apresentaram o gene msrC, neste 

estudo, pode ser que essa resistência seja mediada por uma bomba de efluxo, 

codificada pelo gene mef(A). Esse mecanismo também é conhecido por 

bombear macrolídeos para fora da célula, entretanto confere um nível mais 

baixo de resistência do que erm(B) (Kristich et al., 2014). 

A resistência a antimicrobianos e seus mecanismos já foram 

avaliados em outros trabalhos com animais marinhos. Os genes erm(B), tet(M) 

e/ou tet(L) foram reportados em um estudo com enterococos isolados de 

amostras fecais de peixe (S. aurata) da costa de Portugal (Barros et al., 2011). 

Di Cesare (2012) detectaram e caracterizaram os enterococos resistentes aos 

antimicrobianos em água salgada e sedimentos marinhos no Mediterrâneo. 

Foram encontrados fenótipos de resistência para tetraciclina e eritromicina; 
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entre as espécies E. faecium foi a mais prevalente resistente, seguida de E. 

faecalis e E. casseliflavus. Também foi analisado, por PCR, os possíveis genes 

de resistência, onde tet(M) foi o gene mais frequente para resistência a 

tetraciclina e msrC foi o único gene de resistência detectado para eritromicina. 

Esses dados corroboram com o presente estudo.  

Marinho et al. (2013) avaliaram enterococos isolados de fezes de 

equinodermos e elevados percentuais de resistência foram encontradas para 

eritromicina e tetraciclina, e os genes erm(A) ou erm(B), tet(M) e/ou tet(L) foram 

encontrados nos isolados resistentes a esses antimicrobianos (Marinho et al., 

2013). Além disso, Santestevan et al. (2015) também verificou a presença dos 

genes erm(B) e tet(M) em isolados de enterococos resistentes à eritromicina e 

à tetraciclina, respectivamente, obtidos de lobos marinhos. 

 

5.5 Detecção de genes de virulência por PCR 
 

Os fatores de virulência no gênero Enterococcus ainda não foram 

completamente compreendidos. Porém, quando comparados com outros micro-

organismos Gram-positivos, sabe-se que os enterococos são menos virulentos. 

Todavia, a capacidade de transferência genética por meio de plasmídeos e 

transposons e os diferentes mecanismos de resistência aos antimicrobianos, 

intrínsecos e adquiridos, podem contribuir para o aumento de sua virulência e 

aumentar as preocupações em relação a esse gênero (Eaton & Gasson, 2001; 

Poeta et al., 2005). 
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Citolisina (cyl), gelatinase (gelE), substância de agregação (agg), 

adesina de colágeno (asa) estão entre os principais fatores de virulência em 

enterococos (Eaton & Gasson, 2001; Coburn & Gilmore, 2003; Shankar et al., 

2004; Medeiros et al., 2013). Esses determinantes de virulência podem auxiliar 

na promoção da persistência de enterococos no ambiente hospitalar e, 

consequentemente, na disseminação inter e intra-hospitais (Camargo et al., 

2008). 

Todos enterococos isolados no presente estudo foram avaliados por 

PCR quanto à presença dos genes, cylA, gelE, ace e asa, envolvidos com a 

virulência em enterococos. Os resultados estão apresentados na Tabela 9. 

TABELA 9. Distribuição dos genes de virulência cylA, gelE, ace e asa nas diferentes espécies 
de enterococos isoladas de amostras fecais de tartarugas marinhas encontradas no Litoral 
Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. 

 Número de amostras postivas para PCR para os 
genes 

Espécies (n) gelE cylA ace asa 

E. faecalis (88) 87 36 87 60 

E.faecium (37) 0 0 0 0 

E.hirae (24) 0 0 0 0 

E.casseliflavus (9) 0 0 0 0 

TOTAL (158) 87 36 87 60 
 

Foi observada uma grande distribuição de fatores de virulência nos 

isolados de E. faecalis. A maior frequência observada foi para os genes gelE e 

ace, com 98,86% (87/88), seguidos de asa, com 68.18% (60/88), e cylA com 

40,90% (36/88). Essa ampla presença de fatores de virulência também foi 

encontrada em estudos com isolados de enterococos clínicos, de alimentos e 
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de animais selvagens, E. faecalis é a espécie que apresenta o maior e mais 

bem elucidado arsenal de fatores de virulência quando comparado com as 

demais espécies desse gênero (Eaton & Gasson, 2001; Poeta et al., 2005).  

Enterococcus faecalis possui múltiplos determinantes de virulência, o que 

reforça a evidência na patogenicidade (Eaton & Gasson, 2001). 

Santestevan et al., (2015) detectaram os genes de virulência em 

diferentes espécies de enterococos. Entre 160 isolados obtidos de lobos-

marinhos, 69,4% (111/160) apresentaram pelo menos um dos genes testados. 

Dos 81 E. faecalis isolados, 93,8% (76/81) apresentaram o gene ace; 76,5% 

(62/81), o gene gelE; 11,1% (9/81), o gene asa; e 4,9% (4/81), o gene cylA.  

Prichula (2015), também avaliou a presença desses genes em 

pinguins-de-magalhães e os encontrou somente na espécie E. faecalis. Sendo 

gelE e ace os genes mais prevalentes, com 43% (74/142), seguidos de asa, 

com 35,5% (61/172). Assim como neste trabalho, a espécie E. faecium de 

ambos os estudos não apresentou nenhum dos quatro genes relacionados à 

virulência. 

Embora a presença desses genes de virulência neste estudo tenha 

sido relatada somente em E. faecalis. Esses genes, também, têm sido 

descritos em outras espécies de enterococos, como E. faecium, E. hirae, E. 

durans, E. casseliflavus, E. gallinarum (Eaton & Gasson, 2001; Poeta et al., 

2005; Santestevan et al, 2015). Os enterococos possuem mecanismos de 

transferência de genes altamente eficazes e sabendo-se que a maioria dos 

genes de virulência é conhecida por estar associada com alguns plasmídeos 

altamente transmissíveis, é importante considerar a possibilidade de micro-
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organismos que carecem de genes de virulência terem adquirido esses genes 

por conjugação (Eaton & Gasson, 2001). 

Guerrero-Ramos (2016) avaliaram um total de 55 enterococos (45 E. 

faecium, 7 E. faecalis, e 3 E. durans) isolados de carne de animais selvagens 

de caça (veados, javalis, coelho, faisão e pombo) no noroeste da Espanha. 

Nove fatores de virulência foram estudados, dentre eles o gene gelE, que foi 

encontrado em pelo menos 10 % dos isolados. 

Esses genes de virulência também foram encontrados por Ahmad et 

al. (2014), onde avaliaram os genes de virulência entre enterococos isolados 

de água do mar e de amostras de água de um rio que desembocava em uma 

praia da Malásia. Os genes, gelE, asa, esp e cylA, foram detectados em 100%, 

63,41%, 21,95% e 7,32%, respectivamente, entre os isolados do rio. Já entre 

os isolados da água da praia, em proporções menores de 67,27%, 41,82%, 

20%, 0%, respectivamente. Esse estudo ainda salientou que isolados positivos 

para estes genes de virulência em águas recreativas poderiam ser um risco 

para a saúde humana e de outros animais que habitam esses ambientes 

aquáticos. 

No entanto, a presença de genes de virulência não necessariamente 

implica em risco à saúde do hospedeiro. Esses genes podem estar 

relacionados apenas ao aumento na capacidade desses micro-organismos em 

se instalar e colonizar o trato gastrointestinal ou se propagar para outros nichos 

altamente competitivos, como foi ressaltado no estudo de Santestevan et al. 

(2015). 
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5.6 Relação entre a presença do gene gelE e a produção da 
enzima gelatinase 
 

Dos 158 isolados para os quais a atividade da enzima gelatinase foi 

investigada, somente os E. faecalis apresentaram atividade na frequência de 

98,8% (87/88), como é possível verificar na Tabela 10. A tabela mostra a 

relação entre a presença do gene gelE e a atividade gelatinolítica entre os 

isolados deste estudo. 

TABELA 10. Relação entre a presença do gene gelE e a atividade gelatinolítica entre as 
espécies de enterococos isoladas de amostras fecais de tartarugas marinhas encontrados no 
Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. 

 Percentagem (n) de isolados*   
Espécies gelE -/gelatinase - gelE +/gelatinase - gelE +/gelatinase + 

E.faecalis 1,136 %(1/88) 0% (0/88) 100% (87/87) 

E.faecium 100% (37/37) 0% (0/37) 0% (0/37) 

E.hirae 100% (24/24) 0% (0/24) 0% (0/24) 

E.casseliflavus 100% (9/9) 0% (0/9) 0% (0/9) 

* (-): resultado negativo; (+): resultado positivo 
 

Os isolados pertencentes às espécies E. faecium, E. hirae e E. 

casseliflavus não apresentavam o gene gelE, como já havíamos salientado 

anteriormente, tampouco produziram gelatinase. Apenas um isolado de E. 

faecalis, da amostra T2, não apresentou nem gene gelE, nem a atividade da 

gelatinase; como pode ser observado na Tabela 10. 

Embora sejam escassos os trabalhos que avaliam fatores de 

virulência em enterococos isolados de tartarugas marinhas, bem como, no 

ambiente marinho. Outros estudos com enterococos isolados de diversos 
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nichos tem relatado a presença do gene gelE e a atividade gelatinolítica. 

Jiménez (2013) avaliaram amostras de suínos, caninos, ovinos e felinos e 

obtiveram 15 isolados de E. faecalis, destes, 13 isolados possuíam o gene 

gelE, e 12 apresentaram resultado positivo para a atividade da gelatinase. 

Di Cesare et al. (2014) compararam enterococos isolados de 

ambiente marinho com isolados clínicos quanto a presença de fatores de 

virulência e embora a frequência, no ambiente marinho tenha sido menor, 

ainda foi possível isolar enterococos positivos para gelE. Di Cesare et al. 

(2014) ainda concluíram que estes achados precisam ser corroborados por 

estudos mais amplos. Contudo, eles indicam que, embora em baixas 

frequências, os enterococos resistentes a antimicrobiano, abrigando vários 

genes de virulência podem ser encontradas no ambiente marinho. 

Klibi et al.  (2015) determinaram a diversidade genética em 

enterococos recuperados a partir de amostras de fezes de animais produtores 

de alimentos (aves, bovinos e ovinos) na Tunísia. Dos isolados encontrados, 

11,5% carregava o gene gelE e apresentavam a atividade gelatinolítica. Em 

outro estudo investigaram a presença de determinantes de virulência em 

enterococos isolados de fezes de cães e gatos saudáveis, e observaram que o 

gene gelE foi positivo em 62,6%, mas apenas 26,1% eram gelatinase positivo, 

sugerindo a existência de genes silenciosos (Iseppi, 2015). 
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5.7 Relação entre a presença do gene cylA e a atividade da 
citolisina 
 

A expressão da citolisina foi avaliada somente para os isolados 

positivos para o gene cylA. Dos 36 E. faecalis cylA positivos, 16 foram também 

positivos para a expressão da enzima citolisina, já em 17 E. faecalis positivos 

para o gene, não foi possível detectar a expressão da enzima citolisina, uma 

vez que não foi verificada hemólise em meio ágar sangue (Tabela 11). 

 
 
TABELA 11. Relação entre a presença do gene cylA e a atividade da enzima citolisina entre as 
espécies de enterococos isoladas de amostras fecais de tartarugas marinhas encontrados no 
Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. 

 Percentagem (n) de isolados*   
Espécies cylA -/citolisina - cylA +/citolisina - cylA +/citolisina + 

E.faecalis 59,1% (52/88) 19,3% (17/88) 21,6% (19/88) 

E.faecium 100% (37/37) 0% (0/37) 0% (0/37) 

E.hirae 100% (24/24) 0% (0/24) 0% (0/24) 

E.casseliflavus 100% (9/9) 0% (0/9)  0% (0/9) 

* (-): resultado negativo; (+): resultado positivo 
 

A citolisina em enterococos é de interesse porque suas atividades 

aumentam a virulência dos enterococos em modelos de infecção e, em estudos 

epidemiológicos, tem sido associada com a mortalidade do paciente (Coburn & 

Gilmore, 2003). A citolisina é letal para uma ampla gama de células procariotas 

e eucariotas, e esta atividade está presente em cepas particularmente 

virulentas de E. faecalis, incluindo estirpes resistentes a múltiplos 

antimicrobianos, que servem como modelo para testar o poder de 

desenvolvimento de virulência terapêutica (Coburn & Gilmore, 2003). 
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Dessa forma, o fato de os isolados de enterococos portadores deste 

gene também possuírem os outros três genes avaliados, pode proporcionar a 

eles melhores condições de se estabelecer neste ecossistema e indicar maior 

potencial de virulência. Entretanto, a presença do gene pode estar envolvida 

com a capacidade de autoproteção exercida pela atividade antimicrobiana 

(bacteriocina) frente a muitas células procarióticas e eucarióticas (Mundy et al., 

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

Jiménez et al. (2013) avaliaram amostras de suínos, caninos, ovinos 

e felinos e obtiveram 15 isolados de E. faecalis, destes, 7 isolados possuíam o 

gene cylA e apresentaram resultado positivo para a atividade da citolisina. 

Iseppi et al. (2015) investigaram a presença de determinantes de virulência em 

enterococos isolados de fezes de cães e gatos saudáveis e apesar da beta-

hemólise não estar presente no isolados testados, 15 enterococos (13%) foram 

positivos para o gene cylA. 

Em 17 dos 36 enterococos positivos para o gene cylA, isolados de 

tartarugas marinhas não foi possível detectar a expressão da enzima citolisina, 

uma vez que não foi verificada hemólise em meio ágar sangue. Eaton & 

Gasson (2001) também encontraram várias cepas com genes cyl silenciosos. 

Abriouel et al. (2008), em estudo comparativo entre os enterococos isolados de 

frutas e outros alimentos vegetais, água, solo e amostras clínicas, observaram 

que enterococos isolados a partir de alimentos e água apresentavam menor 

atividade hemolítica do que os isolados a partir de amostras clínicas, e que os 

isolados provenientes de vegetais e água não possuíam o gene cylA. 

Semedo et al. (2003) e Coburn & Gilmore (2003) explicam que a 
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produção da citolisina é regulada por um conjunto de genes, e que a atividade 

citolítica está relacionada com uma sequência de fatores interligados, como a 

correta atuação de cada um dos genes do operon. Logo, tendo em vista que 

outros genes não foram avaliados e podem influenciar na expressão da 

citolisina, o fato de não ter sido detectado a atividade de citolisa em alguns 

isolados de tartarugas marinhas. Assim sendo, tanto quanto identificar o operon 

cyl completo, avaliar a atividade citolítica nos demais enterococos pode apontar 

diferentes mecanismos associados. 

 

5.8 Capacidade de formação de biofilme in vitro 
 

Mudanças na fisiologia do crescimento de células planctônicas 

influenciam na formação do biofilme. Essas células passam a se organizar em 

comunidades onde a comunicação entre as células é responsável por 

coordenar a expressão de genes e a atividade metabólica do biofilme (Dunny et 

al., 2014). A capacidade de formar biofilme em enterococos é uma 

característica de virulência importante (Mohamed & Huang, 2007). 

A preocupação em biofilmes formados por enterococos clínicos se 

deve principalmente ao fato de que, quando apresentam esse fenótipo, eles 

aumentam a sua resistência aos antimicrobianos (Mohamed & Huang, 2007; 

Medeiros et al., 2013). Já na indústria, os biofilmes formados por enterococos 

associados a alimentos são um problema, uma vez que esses micro-

organismos podem aderir à superfície de equipamentos de processamento de 

alimentos, tornando-os fontes de contaminação, além de apresentarem uma 
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maior resistência a sanitizantes (Cassenego et al., 2013; Fernandes et al., 

2015).  

Estudos sobre a formação de biofilme por enterococos isolados do 

ambiente marinho ainda são escassas (Asmat et al., 2014). Com o objetivo de 

ampliar os dados relativos a essa temática, os 158 enterococos deste estudo 

foram avaliados quanto à capacidade de formação de biofilme in vitro. Os 

resultados estão expressos na Tabela 12. 

TABELA 12. Capacidade de formação de biofilme das diferentes espécies de enterococos 
isoladas de amostras fecais de tartarugas marinhas encontradas no Litoral Norte do Rio 
Grande do Sul, Brasil. 

 
Número (%) dos isolados com capacidade de formação de biofilme 

 

Espécies (n) Forte Moderado Fraco Não formador 

E. faecalis (88) 2 (2,3%) 44 (50%) 30 (34,1%) 12 (13,6%) 

E. faecium (37) - 10 (27,1%) 6 (16,2%) 21 (56,7%) 

E. hirae (24) - - - 24 (100%) 

E. casseliflavus (9) - 1 (11,1%) 1 (11,1%) 7 (77,8%) 

Total (158) 2 (1,3%) 55 (34,8%) 37 (23,4%) 64 (40,5%) 

n= número de isolados de cada espécie 
 

Os enterococos avaliados se mostraram, na sua maioria, não 

formadores (64/158), moderados (55/158); fracos (37/158) formadores de 

biofilme. Apenas dois isolados da espécie E. faecalis foram classificados como 

forte formador de biofilme. 

Em relação as espécies, moderada e fraca capacidade de formação 

de biofilme foram os fenótipos mais amplamente distribuídos entre a espécie E. 

faecalis. Cerca de 50% (44/88) dos E. faecalis foram moderados e 34,1% 

(30/88), fraco formadores de biofilme. Enterococcus hirae foi a espécie que não 
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apresentou capacidade de formação de biofilme. Enterococcus faecium e E. 

casseliflavus foram, em sua maioria, não formadores de biofilme. Onde 56,7% 

(21/37) dos E. faecium e 77,8% (7/9) dos E. casseliflavus foram classificados 

como não formadores biofilme nas microplacas.  

Em uma revisão sobre biofilmes, Mohamed & Huang (2007), 

destacaram que E. faecalis é a espécie mais frequentemente relatada na 

formação de biofilme quando comparadas com outras espécies de enterococos 

e que a formação de biofilmes pode ser um fator importante na patogênese 

desses enterococos. A capacidade dessas bactérias em formar biofilme pode 

contribuir para a sobrevivência, para a persistência e para a dispersão de 

genes de virulência e/ou resistência em diversos nichos ambientais, bem como 

pode favorecer patogêneses nos diferentes hospedeiros. Em contrapartida, 

Dunny et al. (2014) salientam o cuidado ao se associar a formação de biofilme 

a patogêneses, uma vez que nem sempre os ensaios laboratoriais refletem de 

perto as condições de um hospedeiro humano ou animal. 

Tsikrikonis et al. (2012) investigaram a formação de biofilme em 

isolados de enterococos obtidos de fezes humanas e animais. Observaram que 

a formação de biofilme é significativamente maior entre os isolados de 

humanos do que em isolados animais. Além disso, verificaram que a produção 

de gelatinase teve associação significativa com formação de biofilme 

principalmente em E. faecalis obtidos de animais. Trabalhos publicados sobre a 

produção de biofilme por Enterococcus oriundos de fezes de animais 

corroboram com os resultados encontrados neste estudo com tartarugas 

marinhas. 
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A gelatinase, segundo alguns autores, também pode contribuir para 

a formação de biofilme (Medeiros et al., 2013; Ahmad et al., 2014). Contudo, 

essa ainda é uma questão controversa, pois outros estudos não verificaram 

correlação entre a expressão de gelatinase e a formação de biofilme 

(Mohamed & Murray, 2005; Marra et al., 2007). Outros estudos salientam que a 

expressão do gene asa tem um efeito importante sobre a formação de biofilme, 

uma vez que promove a agregação de micro-organismos aderentes a uma 

superfície (Chuang-Smith et al., 2010; Dunny et al., 2014).  

A capacidade de formar biofilme entre enterococos obtidos de uma 

praia da Malásia foi avaliada por Ahmad et al., (2014). A formação de biofilme 

foi maior entre isolados da areia (61,54%), seguido por água da praia (31,58%) 

e água de um rio que desembocava na praia (22,73%). Além disso, a formação 

de biofilme foi significativamente associada com a presença dos genes asa e 

gelE (Ahmad et al., 2014).  

Porém, no presente estudo, não parece haver uma relação entre a 

presença dos genes gelE e asa com a formação de biofilme, visto que, embora 

os isolados que apresentaram um dos genes ou os dois genes, foram capazes 

de formar biofilme; o contrário também foi observado, a ausência dos genes em 

espécies formadoras de biofilme, bem como a presença dos genes (gelE e asa) 

e a não formação de biofilme em outros isolados. Diversos estudos têm 

salientado que esse fenótipo é multifatorial e depende de uma série de fatores 

intrínsecos e extrínsecos que atuam juntos. Além disso, vários outros genes, 

além dos estudados neste trabalho, têm sido relatados como importantes na 

formação de biofilme em enterococos, o que confirma a complexidade e a 
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natureza multifatorial dessa característica (Mohamed & Murray, 2005; 

Mohamed & Huang, 2007; Chuang-Smith et al., 2010; Tsikrikonis et al., 2012; 

Cassenego et al., 2013; Asmat et al., 2014; Dunny et al., 2014).  

 

5.9 Diversidade genotípica pela análise dos perfis de 
fragmentação do DNA cromossômico por eletroforese em campo pulsado 
(PFGE) 

 

Reconhecido como uma técnica padrão ouro para verificar a relação 

clonal de muitas linhagens de enterococos, o PFGE (eletroforese em gel de 

agarose submetido a um campo pulsado) é um método de tipagem que permite 

o estudo da disseminação dos enterococos em diferentes hospedeiros e 

ambientes (Saeedi et al., 2002; Magalhães et al., 2005; Teixeira et al., 2011; 

Werner 2015). O PFGE auxilia no entendimento da estrutura populacional, da 

evolução de linhagens multirresistentes e virulentas, e da emergência e 

dispersão global de certos clones responsáveis por surtos causados por esse 

gênero (Camargo et al., 2008; d’Azevedo et al., 2008; Teixeira & Merquior, 

2013; Werner 2015).  

Dos 60 isolados selecionados, inicialmente, 6 plugs não puderam ser 

utilizados, devido erros na metodologia, resultando em 54 perfis analisados. A 

análise por PFGE dos 54 isolados revelou diferentes perfis de fragmentação do 

DNA cromossômico distribuídos em 10 perfis clonais (PC) distintos e 4 

singletons, formado por 4 perfis não relacionado aos demais, como pode ser 

observado na Figura 12. O ponto de corte para considerar as bactérias como 

pertencentes ao mesmo perfil clonal (PC) foram de 80% de similaridade 
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(Tenover et al., 1995). Cada um dos 10 perfis clonais foi constituído por 

enterococos de uma mesma espécie. Todos os perfis clonais formados tiveram 

mais de 90% de similaridade, sendo que 4 perfis clonais (o PC 4, PC 6, PC 7 e 

o PC 10) apresentaram 100% de similaridade.  



97 

 

 

 

FIGURA 12: Dendrograma representativo dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 
obtidos por eletroforese em campo pulsado (PFGE) após digestão pela enzima SmaI, do 
enterococos isolados das amostras T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 e T8, demonstrando os 10 perfis 
clonais (PC). 
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Uma relação entre o perfil clonal e a resistência foi observada. Na 

amostra T1 foi isolado enterococos das espécies E. casseliflavus e E. faecalis 

que foram agrupados em dois perfis clonais, o PC 2 e o PC 10, conforme 

Figura 12. O PC 2 apresentou resistência intermediária para eritromicina e 

rifampicina, mas nenhum dos genes de resistências testados foram 

encontrados. Já o PC 10 com E. faecalis apresentou fenótipos de resistência e 

resistência intermediária somente para rifampicina, como pode ser visto na 

Figura 13. 

A amostra T2 é composta por enterococos das espécies E. fecalis e 

E. hirae, essa amostra gerou o PC4, com os E. hirae e um dos singleton 

formado pela única amostra de E. faecalis isolada da amostra T2 (T2-04). É 

importante salientar que nenhum dos dois perfis (PC 4 e o singleton) 

apresentaram resistência aos antimicrobianos (Figura13). 

Já a amostra T3 é composta por espécie E. faecium e apresentou 

um único perfil clonal, o PC 9. Esse perfil clonal apresentou fenótipos de 

resistência a eritromicina e todos os representantes desse grupo apresentaram 

o gene msrC.4 

Considerando-se a diversidade genética dentro de uma mesma 

espécie, analisando a amostra T4, composta pelas espécies E. hirae e E. 

faecium, foi encontrado dois perfis clonais, o PC 1 composto pelo E. hirae e o 

PC3 composto de E. faecium, além dos dois perfis clonais a amostra T4 

apresentou 2 singletons de E. faecium, formado por dois perfis não 

relacionados aos demais, cuja similaridades foram de 76% (T4-20) e 70% (T4-

04) em relação ao PC 3 (Figura 12). 
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Quando aos perfis de resistência aos antimicrobianos observados 

para esses perfis clonais, o PC 1 apresentou resistência intermediaria a 

rifampicina; já no PC 3 observou-se fenótipos de multirresistência a rifampicina 

e eritromicina, bem como a presença do gene msrC nos isolados. 

Convém ressaltar, também, que o singleton de E. faecalis da 

amostra T2 (T2-04) apresentou uma similaridade de 56% com o PC 1, cuja 

espécie era E. hirae isolada da amostra T4.  

Em relação a amostra T5, foi possível verificar um perfil clonal, o PC 

7 composto por E. faecalis. Já na amostra T6, que é composta apenas por 

espécies de E. faecalis foi observado um perfil clonal, o PC 8 e um singleton 

formado pela amostra T6-11 que apresentou 59% de similaridade com PC 7, 

composta por isolados E. faecalis da amostra T5.  

No PC 7 foi observado alguns fenótipos de resistência intermediária 

a rifampicina, mostrado na Figura 13. Já no PC 8 foi observado a presença de 

um isolado com resistência intermediaria a eritromicina (T6-14) e três isolados 

com resistência intermediaria a rifampicina. Em ambos os perfis clonais (PC 7 e 

PC 8) não foram encontrados genes de resistência. 

Por fim, as amostras T7 e T8 compostas de E. faecalis 

apresentaram os perfis clonais PC 5 e PC 6, respectivamente, conforme pode 

ser visto na Figura 12. O PC 5 foi sensível a todos os antimicrobianos testados, 

já o PC 6 apresentou resistência intermediaria a rifampicina, conforme 

mostrado na Figura 13. 
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FIGURA 13: Dendrograma gerado a partir dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 
obtidos por PFGE, perfil de resistência aos antimicrobianos e genes de resistência dos isolados 
de tartarugas marinhas. Fonte: A autora. 
 
 
 



101 

 

 

 
Quando relacionamos os perfis clonais com os genes de virulência, 

produção da gelatina, produção da citolisina e capacidade de formação de 

biofilme, conforme mostrado na Figura 14, é possível observar que os E. hirae 

do PC 1 não apresentaram nenhum fator de virulência, além de serem não-

formadores de biofilme. 

Os E. casseliflavus do PC 2 também não apresentaram genes de 

virulência. Em relação à formação de biofilme, os isolados foram, em sua 

maioria, não-formador embora um isolado tenha sido moderado formador de 

biofilme (T1-03), conforme Figura 14. 

Os perfis clonais PC 3, PC 4 e os dois singletons (T4-20 e T4-04) 

não apresentaram fatores de virulência, nem capacidade de formação de 

biofilme. Já os PC 5, PC 6, PC 7, PC 8 e PC 10 foram os que mais abrigaram 

genes de virulência. Todos os E. faecalis do PC 5 apresentaram os genes ace, 

asa, gelE, além disso todos os isolados foram positivos para a produção da 

gelatinase. Em relação a formação de biofilme, os isolados foram fracos e 

moderados formadores.  

O PC 6 também foi positivo para os genes ace, asa, gelE e 

produziram gelatinase. Já o PC 7 foi positivo para os genes ace, gelE, 

produziram gelatinase e foram moderados formadores de biofilme. O singleton 

T6-11 E. faecalis foi positivo para todos os genes de virulência testados, bem 

como produziu gelatinase e citolisina, mas não foi capaz de formar biofilme. 

O PC 8 composto por E.faecalis isolados da amostra T6 foi positiva 

para todos os genes de virulência testados (cylA, ace, asa e gelE), bem como 

positivo para a produção de gelatinase e citolisina. Em relação a formação de 
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biofilme, os isolados foram moderados, fracos e não formadores de biofilme, 

conforme Figura 14. 

Os isolados pertencentes ao PC 9 foram negativo para os genes de 

virulência testados, bem como suas provas fenotípicas de gelatinase e 

citolisina, porém, perfis de moderado, fraco e não formadores de biofilme foram 

observados. 

Todos os E. faecalis do PC 10 foram positivos para o gene gelE e 

sua prova fenotípica para a gelatinase, 4 dos 5 isolados desse grupo foram, 

ainda, positivos para o gene ace. Em relação a formação de biofilme, os 

isolados foram moderados, fracos e não formadores. 
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FIGURA 14: Dendrograma gerado a partir dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 
obtidos do PFGE, genes de virulência, produção de gelatinase (GelE), produção de citolisina 
(CylA) e capacidade de formação de biofilme dos isolados de enterococos de tartarugas 
marinhas. 
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Assim como neste estudo, outros trabalhos demonstraram que a 

técnica de PFGE é uma ferramenta eficaz para a discriminação de bactérias 

isoladas do ambiente marinho (Jensen et al., 1999; Stoddard et al., 2008; 

Furukawa et al., 2011). Estudos com animais terrestres também salientam a 

eficiência do PFGE em discriminar linhagens de enterococos resistentes e 

virulentas (Jung et al., 2007; Jackson et al., 2010; Wijetunge et al., 2012; 

Jiménez et al., 2013; Oravcova et al., 2014). 

Segundo Magalhães et al. (2005) o PFGE é uma técnica bastante 

complexa e com um poder discriminatório alto, mas é importante ressaltar que 

métodos de tipagem somente auxiliam e, se utilizados isoladamente, podem 

levar a conclusões equivocadas. Nesse sentido, destaca a importância de 

correlacionar os dados gerados por diferentes técnicas (fenotípicas e 

genotípicas) para se inferir resultados mais precisos (Magalhães et al., 2005). 

Os resultados obtidos do PFGE demonstraram que há relações 

entre os perfis agrupados por PFGE e os perfis de suscetibilidade aos 

antimicrobianos, genes de resistência e virulência, além daquelas já 

estabelecidas entre amostras e espécies. No entanto, não foi possível 

correlacionar com a formação de biofilme. Como já foi mencionado 

anteriormente, esse fenótipo pode ser influenciado por uma série de fatores 

intrínsecos e extrínsecos que atuam juntos na determinação dessa 

característica. Isso pode justificar os diferentes fenótipos gerados mesmo em 

cepas pertencentes a um mesmo perfil clonal (Mohamed & Huang, 2007). 

A espécie de E. faecalis tem se mostrado bem adaptada ao trato 

gastrointestinal de animais marinhos. Spence (2014) salienta que a espécie E. 
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faecalis é ubíqua a vários ambientes e um clone dessa espécie foi 

predominante em amostras de fezes dos animais marinhos avaliadas na 

Antártica (tais como focas, elefantes, pinguins-de-adelia e outros). Santestevan 

et al.  (2015) encontraram o predomínio de E. faecalis em amostras de fezes de 

lobos-marinhos e alta similaridade entre isolados de uma mesma amostra. 

Prichula (2015) analizando enterococos em pinguins-de-magalhães, também 

encontrou alta prevalência de E. faecalis bem como similaridade entre os 

isolados de mesma amostra, através do PFGE; como foi visto no presente 

estudo. 

É importante ressaltar que contrastes na ocorrência e prevalência de 

espécies, bem como de clones encontrados nas amostras avaliadas podem 

estar relacionados a uma série de fatores, tais como idade, estado de saúde, 

composição da dieta e/ou o caminho migratório percorrido pelo animal ao longo 

da vida (Lebreton et al., 2014).  

O sequenciamento do genoma de diversas cepas de enterococos e 

a utilização de diferentes técnicas como a amplificação aleatória de fragmentos 

de DNA (RAPD), tipagem por sequenciamento de múltiplos loci (MLST) e 

análise do polimorfismo numérico de sequências repetitivas em múltiplos loci 

(MLVA) têm sido aplicados tanto para identificar as linhagens envolvidas em 

epidemias e infecções quanto para avaliar a similaridade entre isolados de 

diferentes nichos ecológicos (Lebreton et al., 2014; Werner, 2015).  

Apesar de o PFGE ser a técnica padrão ouro para tipagem de 

enterococos, técnicas, como MLST e MLVA, têm sido utilizadas para rastrear 

clones epidemiológicos em ambientes aquáticos (Ahmad et al., 2014; Sadowy 
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& Luczkiewicz, 2014). As principais vantagens desses sistemas são, como no 

PFGE, a boa tipabilidade das amostras, a reprodutibilidade e o poder 

discriminatório, tendo a vantagem, em relação à técnica anterior, de permitir 

comparações em nível global das amostras caracterizadas em bancos de 

dados internacionais de acesso online (Kem et al. 2011).  

Sadowy & Luczkiewicz (2014), em um estudo realizado na Polônia, 

avaliaram amostras de água (estações de tratamento de esgoto, rio e mar) e 

encontraram isolados de E. faecalis e E. faecium que apresentavam vários 

determinantes de resistência e virulência característicos de linhagens 

hospitalares. Os autores observaram também relações clonais entre os 

isolados dos diferentes pontos de amostragem e concluíram que as estações 

de tratamento liberam enterococos resistentes e virulentos para os emissários 

submarinos e salientam a necessidade da compreensão de como essas 

linhagens sobrevivem e se proliferam em ecossistemas aquáticos. 

Said et al. (2015) em um estudo realizado na Tunísia com amostras 

de águas residuais. Foi encontrado através do PFGE 32 perfis diferentes de 

enterococos com altos níveis de resistência a aminoglicosídeos. Os autores 

sugerem que a água pode representar uma fonte importante para a 

disseminação desses micro-organismos resistentes a antimicrobianos para 

outros ambientes. 

 
Veljovic et al., 2015 investigaram a prevalência de enterococos 

resistentes a antimicrobianos em Belgrado na Sérvia. Da análise do PFGE 

revelou semelhanças genômicas que variaram de 75 a 100%. Este estudo 
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indicou a importância do impacto antropogênico à propagação de enterococos 

resistentes a antimicrobianos em águas ambientais de Belgrado na Sérvia. 

O sequenciamento de todo o genoma do micro-organismo pode 

explicar ainda melhor a origem de genes de resistência a antimicrobianos e 

virulência e permitir a atribuição das devidas fontes. Estudos têm demonstrado 

que cepas ambientais têm um genoma menor quando comparadas com 

isolados clínicos, e os trabalhos sugerem que isso ocorre devido à presença de 

genes chamados CRISPR (Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeat). Esses genes seriam responsáveis por impedir as bactérias 

(portadoras de CRISPRs) de trocar material genético através de fagos ou 

plasmídeos com outras bactérias, funcionando como um “sistema de defesa” 

contra a aquisição de desse tipo de material genético, e consequentemente 

essas bactérias apresentariam um genoma menor. As pesquisas demonstram 

que esses genes são mais encontrados em bactérias ambientais do que em 

isolados clínicos (Gilmore et al., 2013). 

Em contrapartida, as estirpes que não possuem os elementos 

CRISPRs são capazes de adquirir sequências de inserção e elementos 

genéticos que confere virulência aumentada e resistência aos antimicrobianos, 

o que resulta em aumento patogenicidade. Estas estirpes de Enterococcus 

parecem ter perdido durante o processo evolutivo os genes associados com o 

nicho gastrointestinal de comensais e movendo-se em direção a um nicho de 

patogenicidade. Há fortes evidências de uma associação entre a acumulação 

de sequências de inserção e aumento da virulência dos enterococos (Gilmore 

et al., 2013; Spence, 2014). 
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Sob essa perspectiva, o sequenciamento de genes constitutivos 

(MLST) ou do genoma completo poderia esclarecer se as linhagens de 

enterococos resistentes e virulentas encontradas no trato gastrointestinal de 

tartarugas marinhas podem estar relacionadas a complexos clonais conhecidos 

mundialmente por causar surtos hospitalares, constituindo, assim, um potencial 

risco à saúde dos próprios animais, de humanos e/ou ao ambiente marinho em 

geral. 

Neste sentido, os resultados do nosso estudo enfatizam a 

importância da caracterização de cepas de enterococos oriundas de tartarugas 

marinhas. Dessa forma, é possível compreender melhor a ecologia das 

tartarugas marinhas, bem como elucidar a trajetória de propagação de 

linhagens bacterianas resistentes e virulentas oriundas desses animais nos 

ecossistemas marinhos. 
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6 CONCLUSÃO 
 

Através desse estudo, foi possível isolar bactérias pertencentes ao 

gênero Enterococcus de amostras fecais de tartarugas marinhas.  Com a 

técnica de PCR espécie-específicos, foi possível realizar a identificação dos 

enterococos. Observou-se que as espécies predominantes nas amostras 

avaliadas foram E. faecalis e E. faecium, seguidas de E. hirae e E. 

casseliflavus.  

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos demonstrou que os 

enterococos encontrados no trato gastrointestinal de tartarugas marinhas foram 

suscetíveis à maioria dos antimicrobianos testados. No entanto, fenótipos de 

resistência foram encontrados para eritromicina, rifampicina e tetraciclina. Entre 

as espécies de enterococos, E. faecium foi a espécie mais resistente aos 

antimicrobianos avaliados, apresentando inclusive alguns fenótipos de 

multirresistência. O único isolado resistente à tetraciclina não apresentou os 

genes tet(L), tet(M), tet(S). Em alguns isolados com resistência a eritromicina 

foi encontrado o gene msrC, já o gene erm(B) não foi detectado nos isolados 

resistentes à eritromicina. Esses resultados apontam para a importância de 

mais estudos com esses animais para o melhor entendimento da evolução dos 
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mecanismos de resistência apresentados pelo gênero enterococos. 

Os genes cylA, gelE, ace e asa, envolvidos na virulência de 

enterococos, foram detectados, exclusivamente na espécie E. faecalis. Além 

disso, verificou-se que alguns desses genes de virulência, tais como o gene 

gelE e cylA estavam sendo expressos em alguns isolados, acarretando na 

atividade da gelatinase e da citolisina, respectivamente.  

Quanto à capacidade de formação de biofilme, houve diferenças na 

formação de acordo com as espécies de enterococos avaliadas, no entanto a 

maioria dos isolados se mostrou não formador de biofilme. Além disso, a 

formação de biofilme em Enterococcus spp. não pareceu estar relacionada a 

nenhum dos genes avaliados neste trabalho, o que confirma a complexidade e 

a natureza multifatorial dessa característica.  

Com relação a análise dos perfis de fragmentação do DNA 

cromossômico dos enterococos foi realizada por meio da eletroforese em gel 

de agarose submetido a um campo pulsado (PFGE) e demonstrou uma alta 

clonalidade entre os isolados de uma mesma amostra. Além disso, foi possível 

estabelecer relação entre os perfis clonais gerados por PFGE e os fatores de 

virulência presentes nos isolados de enterococos. 

Os resultados obtidos neste estudo ressaltam a distribuição de 

genes de virulência e/ou resistência a antimicrobianos entre espécies de 

enterococos que compõem o trato gastrointestinal de tartarugas marinhas. Isso 

indica que estes enterococos podem constituir um reservatório desses genes; 

e, sendo o ecossistema marinho um meio de disseminação, é importante 

considerar o potencial desse gênero em ocasionar riscos à saúde desses 
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animais, bem como para outros organismos que compartilham o mesmo 

ambiente. Portanto, o estudo contribui para a compreensão da ecologia das 

tartarugas marinhas, bem como para a elucidação da trajetória de propagação 

de linhagens bacterianas nesse ambiente. 
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8 APÊNDICES 
 

APÊNDICE A – Manual de coleta e remessa de amostras 

 As amostras biológicas dos animais deverão ser coletadas para a 

realização de pesquisa na área de bacteriologia. A coleta deverá ser feita, 

sempre que possível, dentro de técnicas assépticas, e todas as amostras 

deverão ser mantidas sob refrigeração em temperatura mais baixa possível – 

se forem coletadas a campo, em isopor com gelo e, assim que chegarem às 

instalações apropriadas, em refrigerador ou freezer, sendo encaminhadas ao 

laboratório o mais rapidamente possível.  

Devem ser coletadas amostras de fezes de animais vivos ou recém-

mortos que tenham sido encaminhados para o centro de reabilitação ou 

encontrados na praia. A coleta pode ser feita com suabe retal/cloacal de 

animais vivos ou de conteúdo intestinal de animais mortos (preferencialmente 

até Code 2). 

 Técnica do suabe retal/cloacal: (1) Inserir o suabe no esfíncter 

anal/cloaca, fazendo movimentos rotatórios; (2) Ao retirar, verificar se existe 

coloração fecal no algodão; (3) Armazenar o suabe no invólucro especial 

contendo meio de transporte; (4) Identificar o animal de origem e encaminhar 

ao laboratório. 

 


