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RESUMO

Enterococos séo bactérias que exercem um papel muito importante na producdo de
varios alimentos fermentados e também podem ser usadas como probidticos. A
presenca e o crescimento de enterococcos em alimentos fermentados como queijos
e linglicas conferem a esses produtos caracteristicas organolépticas Unicas. Em
contrapartida, sua presenca nos alimentos também est4 associada com falta de
higiene durante a manipulagdo. Estes microrganismos também estdo relacionados
com o desenvolvimento de algumas doencas, como endocardites, septicemia,
infeccbes do trato geniturinario, entre outras. A presenca de caracteristicas de
viruléncia aumenta o potencial de infeccdo do microrganismo e a severidade da
doenca a ele relacionada. Com o objetivo de avaliar possiveis modificacdes
fenotipicas e genotipicas de amostras de enterococos isoladas de frango, durante a
subcultura destas cepas no laboratério, varias analises foram realizadas como: a
presenca dos fatores de viruléncia; proteina de superficie (esp) e gelatinase (gelE),
do operon fsr-regulador do gelE, a expressédo fenotipica do gelE, a capacidade de
formacédo de biofilme e a resisténcia a antimicrobianos, desinfetantes e antisépticos.
Quarenta isolados de Enterococcus sp. foram avaliados quanto a presenca dos
genes gelE, esp, operon-fsr, sprE por PCR, a atividade gelatinolitica por testes
bioquimicos convencionais, resisténcia a antimicrobianos, antisépticos e
desinfetantes por antibiograma e formacédo de biofilme pelo método cristal violeta.
Todos os testes foram realizados na 1° geracdo e na 12° geragao das cepas. 85%
dos isolados produziram gelatinase e em 92,5% dos isolados o gene gelE estava
presente na 1° geracdo. A andlise do fsr-operon destes isolados do primeiro cultivo
demonstrou que o gene fsrA estava presente em 35 isolados e o fsrC em 37 isolados
e a presenca destes genes pareceu nao ter correlagdo com a atividade
gelationolitica. O gene fsrB estava presente em todos os isolados (35) que
apresentaram atividade gelatinolitica sugerindo que a presenca deste gene é
importante na expressao desta enzima. Apds o0 subcultivo, apenas um isolado
perdeu a atividade gelatinolitica e 15 perderam o gene gelE. Doze isolados perderam
pelo menos um gene do fsr-operon durante a subcultura, porém nenhum destes
perdeu a capacidade de expressar a enzima gelatinase talvez devido a presenca do
gene fsrB. O gene sprE foi detectado em 34 isolados na primeira geracdo e na 12°
geracado em apenas 20 isolados. O gene da proteina de superficie de Enterococcos
(Esp), néo foi encontrado em nenhum dos isolados. O antibiograma do isolados no
primeiro cultivo demonstrou que 100% dos isolados foram sensiveis a ampicilina e a
gentamicina, 95% sensiveis a vancomicina, 85% a ciprofloxacina, 5% a tetraciclina,
65% a eritromicina e 52,5% a cloranfenicol tanto na 1° quanto na 12° geracao. Apods
a subcultura a susceptibilidade dos isolados aumentou a eritromicina (67,5%) e ao
cloranfenicol (80%). Quanto ao perfil de resisténcia aos detergentes e anti-sépticos
de uso comercial, todos os isolados apresentaram fendtipo de resistentes ao linear
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alquilbenzeno sulfonato (LAS) e ao triclosan durante a subcultura. Todos isolados
foram suscetiveis ao formaldeido, mas se tornaram resistentes ao 8,5% hipoclorito
de sbdio e a clorexidina durante a subcultura. Em geral, todos os isolados foram
formadores de biofilme e a produc&o de gelatinase parece ser necessaria para esta
formacdo. O perfil genético ndo pareceu ter relacdo com a formacédo de biofilme.
Tanto o perfil genotipico quanto o fenotipico pode sofrer alteracdes durante a
subcultura das cepas no laboratdrio.

Palavras chave: enterococos, gelatinase, esp, biofilme, resisténcia antimicrobiana.
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ABSTRACT

Enterococci are bacteria that have a very important role in the production of various
fermented foods and can also be used as probiotics. The presence and growth of
enterococci in fermented foods like cheese and sausages bring to these products
unique organoleptic characteristics. However, their presence in foods is also
associated with lack of hygiene during handling. These microorganisms are also
related to the development of some diseases such as endocarditis, septicemia,
genitourinary infections, among others. The presence of virulence characteristics
increases the potential infection of the organism and severity of disease related to it.
The aim of the present study is analyze the possible changes of phenotypic and
genotypic of enterococci isolated from chicken, during the subculture of the strains in
the laboratory, the presence of virulence factors: enterococcal surface protein (esp)
and gelatinase (gelE), operon-fsr gelE regulator, gelE phenotypic expression, the
ability of biofilm formation and antibiotic, disinfectant and antiseptic resistance were
determined in samples of enterococci isolated from chicken. The presence of gelE,
esp operon-fsr and sprE genes were evaluated by PCR, gelatinase activity were
observed by conventional biochemical tests, antibiotics resistance, antiseptics and
disinfectants resistance were analyzed by standard disk diffusion method and biofilm
formation were detected following the crystal violet staining method in forty
enterococci isolates from chicken. All tests were performed in the 1° generation and
12" generation. 85% of the isolates produced gelatinase and in 92.5% of the isolated
the gelE gene was present in the 1% generation. The analysis of operon-fsr in the 1%
generation of these isolates showed that the fsrA gene was present in 35 isolates
and fsrC gene was present in 37 isolates and the presence of these genes seemed
to have no correlation with the gelatinase activity. The fsrB gene was present in all
isolates (35) with gelatinase activity suggesting that the presence of this gene is
important in the expression of this enzyme. After subculture, only one isolate lost the
gelatinase activity and 15 isolates lost the gelE gene. Twelve isolates lost at least
one gene of the operon-fsr during laboratory subculture, but none of these isolates
lost the ability to express the enzyme gelatinase probably due the presence of the
fsrB gene. The sprE gene was detected in 34 isolates in the 1% generation and in 12"
generation only 20 isolates maintained this gene. The protein surface of enterococci
gene (Esp), was not found in any isolate. The antibiogram of the isolates showed that
100% of the isolates were susceptible to ampicillin and gentamicin, 95% susceptible
to vancomycin, 85% to ciprofloxacin, tetracycline 5%, 65% to erythromycin and
52.5% to chloramphenicol in the 1% generation. After subculture the susceptibility of
isolates to erythromycin (67.5%) and chloramphenicol (80%) increased. As the profile
of resistance to detergents and antiseptics for commercial use, all isolates showed
resistance phenotype of the linear alkylbenzene sulfonate (LAS) and triclosan during
subculture. All isolates were susceptible to formaldehyde, but became resistant to
8.5% sodium hypochlorite and chlorhexidine during the subculture. In general, all
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isolates were biofilm formers. Gelatinase production appears to be required for
biofiime formation. The genetic profile did not appear to have relation with the
formation of biofilms. Genotypic and the phenotypic profile may change during the
subculture of the strains in the laboratory.

Keywords: enterococci, gelatinase, esp, biofilm, antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

Os Enterococcus sp. sdo cocos Gram-positivos comumente encontrados no
trato gastrintestinal de seres humanos e de animais, no solo, na agua e nos
alimentos. Os enterococos correspondem a um grupo de microrganismos
conhecidos como bactérias acido-laticas (LAB) dispostas em cocos, em pares ou em
cadeias curtas capazes de crescer sob temperaturas de 10 a 45°C e sobreviver em
ambientes com altas concentragdes salinas e amplo pH (MURRAY et al.,, 1998;
FACKLAN, SAHM, TEIXEIRA, 1999).

Nos alimentos, os Enterococcus sp. podem ser encontrados em carnes,
legumes, leite e produtos fermentados como 0s queijos nos quais, desenvolvem um
importante papel no processo de maturacdo e enriquecimento do sabor. Algumas
espécies de enterococos sao utilizadas na manufatura de alimentos, porém a falta de
conhecimento sobre seus fatores de viruléncia gera inseguranca na utilizacado de
cepas deste género como culturas fermentadoras e probidticas (GIRAFFA, 2003;
FOULQUIE-MORENO et al., 2006).

A sanitizacdo inadequada das superficies que entram em contato com o
alimento como os equipamentos e ambientes de processamento do alimento tem
contribuido como fator em surtos alimentares envolvendo Listeria monocytogenes,
Salmonella e Enterococcus sp. A limpeza inapropriada de superficies promove o
crescimento bacteriano e a presenca de agua contribui para o desenvolvimento de
biofilmes bacterianos o0s quais podem conter microrganismos patogénicos. A
contaminacdo cruzada ocorre principalmente quando o alimento entra em contato
com superficies contaminadas. Um ponto importante ocorre quando as superficies
contaminadas possuem defeitos que impedem a remog¢do das bactérias, resultando
na sobrevivéncia e formacdo de biofiimes bacteriano (HOLAH, THORNE, 1990;
MAFU et al., 1990; BOWER,; BOULANGE-PETERMAN, BARROUX, BELLON-
FONTAINE, 1993; MCGUIRE, DAESCHEL, 1996).

Nos ultimos anos os enterococos tém sido associados ao aumento do
namero e da severidade das infeccdes nosocomiais e na comunidade incluindo
infecgbes no trato urinario, endocardites e infecgbes sanguineas. A resisténcia
intrinseca aos agentes antimicrobianos e alguns fatores de viruléncia como a
agregacao de substancia, citolisina, proteinas de superficie e enzimas hidroliticas ja

foram descritos, porém a resisténcia dos enterococos permanece pouco esclarecida
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(QIN et al., 2000; EATON, GASSON, 2001; GILMORE, PILAR, 2003; POETA et al.,
2006).

Dentre estas enzimas hidroliticas estd a gelatinase, uma metaloprotease
extracelular que segundo estudos contribui potencialmente como fator de viruléncia
dos Enterococcus sp. em modelos animais e em humanos. A gelatinase, codificada
pelo gene gelE, tem capacidade de hidrolisar colageno, gelatina e pequenos
peptideos e é aparentemente regulada pela cascata de genes do operon fsr, que é
composto pelos genes fsrA, fsrB e fsrC, homdélogos aos genes agrA, agrB e agrC,
respectivamente, do locus agr do Staphylococcus aureus. Segundo Nakayama et al.
(2001), o operon fsr é mediado por um peptideo ciclico denominado Ferormbnio
Ativador da Biossintese da Gelatinase (Gelatinase Biosynthesis-activating
Pheromone - GBAP) secretado pelos microrganismos e quando ocorre o acumulo de
GBAP no meio extracelular a expressdo da gelatinase é desencadeada (QIN et al.,
2000; GILMORE, PILAR, 2003; POETA et al., 2006; POETA et al., 2007).

Estudos demonstram que a presenca do gene gelE ndo esta
necessariamente relacionada com fenétipos positivos das cepas de enterococos.
Segundo Eaton e Gasson (2001) e Lopes et al. (2006) a atividade gelatinolitica é
perdida durante a subcultura do estoque original concordando com Nakayama et al.
(2002) que sugere que apos 6 geragBes as amostras perderiam a capacidade de
producéo de gelatinase devido a diferentes fatores: i) uma delecdo cromossomal de
23,9 kb da regido codificadora dos genes fsr; ii) ou a mutagéo dos genes gelE, fsrA,
fsrB ou fsrC; iii) a uma possivel sequéncia de terminacdo rho-independente na
regido intergénica entre fsrC e gelE; iv) a presenca de duas regides semelhantes de
7 pares de base (pb) separados por 14 pb nas regides promotoras do fsrB (QIN et
al., 2000; EATON, GASSON, 2001; NAKAYAMA et al, 2001; SEMEDO et al., 2003;
CRETI et al., 2004; LOPES et al., 2006). Alguns estudos como o de Hancock e
Perego (2004) e Arciola et al. (2008) sugerem que a presenca do gene gelE e a
producéo de gelatinase estado diretamente relacionados com a capacidade da cepa
formar biofilme, porém alguns autores indicam que a capacidade de formacgéo de
biofilme dos enterococos é devida a presenca de outro fator de viruléncia dos
enterococos, a proteina de superficie de Enterococcos (Esp). A proteina codificada
pelo gene esp se liga a superficie da parede celular e cujas variagfes na estrutura
podem contribuir para a capacidade dos enterococos ndo serem detectados pelo
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sistema imunolégico em um hospedeiro e permanecer nos sitios de infeccdo
(SHANKAR et al., 1999).

Bactérias capazes de formar biofiime, além de serem mais resistentes a
antimicrobianos sao mais resistentes a desinfetantes. Existem evidencias diretas que
0s patégenos presentes no biofilme sdo capazes de disseminar doencas através dos
alimentos. Desinfetantes e anti-sépticos sdo substancias utilizadas extensivamente
na medicina, na agricultura, na producao e sanitizacdo de alimentos para controle de
microrganismos. Um fato preocupante € que estas substancias quimicas acabam
sendo distribuidas no meio ambiente principalmente através da agua utilizada para
retirar o excesso destes produtos (BOULANGE-PETERMAN, BARROUX, BELLON-
FONTAINE, 1993; BOWER, MCGUIRE, DAESCHEL, 1996). Segundo Beier et al.
(2005) a resisténcia aos desinfetantes pode estar correlacionada a resisténcia aos
antimicrobianos

Com o objetivo de analisar possiveis modificacdes genotipicas e fenotipicas
dos enterococos durante a subcultura das cepas no laboratorio, foi observada a
presenca dos genes esp e gelE dos genes do operon-fsr, a expressao da gelatinase,
a capacidade de formagédo de biofilme e a resisténcia a antimicrobianos,

desinfetantes e antisépticos de amostras de enterococos isoladas de frango.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENTEROCOCCUS sp.

Os enterococos sao bactérias anaerobias facultativas catalase-negativas com
temperatura 6tima de crescimento de 35°C capazes de crescer em meio contendo
6,5% de NaCl e toleram 40% sais biliares. O género Enterococcus sp. foi
considerado por longo periodo pertencente ao género Streptococcus possuidor do
antigeno D de Lancefield, inicialmente descritos como “estreptococos de origem
fecal”. Apds varios estudos soroldgicos e técnicas moleculares modernas, 0 género
Streptococcus spp foi desdobrado em outros trés, nomeadamente, Enterococcus,
Lactococcus e Streptococcus devido a grande distancia genética existente entre
estes grupos. Dessa forma, além da separacdo do género patogénico Streptococcus
do ndo patogénico e industrialmente importante Lactococcus criou-se o0 género
Enterococcus o qual incluia inicialmente apenas as espécies Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium (DEVRIESE et al., 1994; MURRAY et al., 1998; FORTINA et
al., 2004; INNINGS et al., 2005).

Existem atualmente, mais de 37 espécies reconhecidas de enterococos,
porém as espécies E. faecalis e E. faecium sdo as mais freqiientemente encontradas
devido a ampla distribuicdo no meio ambiente. Os testes fenotipicos podem ser
utilizados para distinguir a maioria das espécies de enterococos, porém a
identificacdo das espécies pelos métodos convencionais € lenta levando em
determinados testes cerca de 10 dias de incubacdo. A aplicacdo de técnicas
moleculares para identificacdo das espécies de enterococos esta se expandindo
devido a rapidez dos resultados. A amplificacdo da regido 16S rDNA e andlise do
polimorfismo do fragmento podem ser utilizadas para a diferenciacdo de espécies
bacterianas como E. faecalis e E. faecium (DEVRIESE et al., 1994; FACKLAN, 2002;
MANERO et al., 2002).

Devido a capacidade desses microrganismos de crescer e sobreviver por
longos periodos em condi¢cdes adversas, existe uma diversidade de nichos onde j&
foram identificadas cepas de enterococos. Além de ser um microrganismo comensal
em humanos, principalmente pela colonizagdo do trato gastrintestinal (TGI) e
geniturinario (TGU), os enterococos sdo encontrados em mamiferos, passaros,

répteis, insetos, bem como disseminados no solo, plantas e agua onde normalmente
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sdo considerados contaminantes fecais. Porém, em algumas situagfes, a relacao
comensal com o hospedeiro € perturbada podendo causar graves infeccdes
(FACKLAN, 2002).

Na ultima década, o género Enterococcus tornou-se um patégeno emergente
tanto nas infec¢des hospitalares como nas adquiridas na comunidade e as principais
espécies sdo E. faecalis e E. faecium. As infeccbes por enterococos podem se
originar da microbiota normal do paciente, da transferéncia de microrganismos de
paciente para paciente ou da aquisicdo dos patdégenos através do consumo de agua
ou alimentos contaminados. Segundo Spera e Farber (1994) e Murray et al. (1998) a
maioria das infec¢gBes por enterococos sédo de origem enddgena o que pode dificultar
0 tratamento por serem intrinsecamente resistentes a varios antimicrobianos. Os
Enterococcus sp. tem sido considerado um dos principais agentes causadores de
bacteremias (MUNDY, SAHM, GILMORE, 2000; KUHN, IVERSEN, LAUFS, 2003;
MAROTHI, AGNIHOTRI, DUBEY, 2005).

2.2 ENTEROCOCOS EM ALIMENTOS

A distribuicdo de enterococos na natureza indica seu potencial de adaptacéo e
de crescimento sob diversas condicdes ambientais bem como em alimentos. Os
enterococos sao comumente encontrados como contaminantes naturais de
alimentos como carnes e legumes. Apesar disso, sua utilizagdo no processamento
de alimentos est& crescendo devido a contribuicdo no aumento da vida de prateleira,
melhoria da textura e das propriedades organolépticas dos alimentos. Em alguns
produtos, principalmente lacteos, os enterococos podem ser utilizados como culturas
starters e probiodticas. Devido a capacidade de algumas cepas de enterococos
produzirem bacteriocinas ativas, em alguns tipos de alimentos principalmente por
desenvolver um papel no controle de outros microrganismos no setor da industria
alimentar e biomédica estas cepas sdo introduzidas. Porém, tendo em vista a
situacao clinica de bacteremias causadas por enterococos a utilizacdo de cepas em
alimentos deve ser cautelosa e passar por uma criteriosa avaliagdo de seguranca
alimentar (MUNDY, SAHM, GILMORE, 2000; POETA et al., 2006).

Outra fonte de contaminagdo por enterococos sdo 0S animais devido a sua
capacidade de formar reservatorios destas bactérias e contribuir assim para a
disseminacdo de cepas resistentes. Os enterococos podem ser adicionados a
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alimentacdo de animais, como probidtico ou promotores de crescimento a fim de
reduzir ou controlar o namero de bactérias entéricas patogénicas e manter o
equilibrio da microbiota normal e da imunidade dos animais. Enterococos
resistentes, ja foram isolados de carne de frango expostas ao consumo humano em
diversos paises (EATON, GASSON, 2001; BECQUET, 2003; GIRAFFA, 2003;
MANNU et al., 2003; FOULQUIE-MORENO et al., 2006).

2.2.1 Probidticos

Segundo a FAO / WHO (2001) probidticos sao microrganismos vivos que
conferem beneficios & saude do hospedeiro. A sua utilizagdo é uma alternativa para
a prevencdo ou tratamento de doencas, o que poderia evitar ou, pelo menos,
diminuir o uso de drogas antibacterianas comuns (REID et al. 2003).

Algumas caracteristicas dos microrganismos como aderéncia aos epitélios e
capacidade de formacdo de biofilme em superficies mucosas sdo necessérias para
gue as bactérias sejam consideradas potencialmente probidticas. Essas
caracteristicas podem desempenhar um papel na prevencdo de aderéncia de
bactérias patogénicas (KLEESSEN, BLAUT, 2005) e poderia conferir aos probioticos
capacidade de colonizar e se estabelecer no hospedeiro. A atividade antimicrobiana
devido a producdo de bacteriocinas, &cidos, peréxido de hidrogénio ou outros
compostos também é desejavel em microrganismos probidticos selecionados para
aplicacoes.

A utilizacdo de bactérias lacticas (LAB) e enterococos como probidticos tem
levado a discussdo de novos aspectos da seguranca, como a natureza do
microrganismo e sua capacidade de aquisicdo e distribuicdo de genes de
resisténcia. Um fator importante na selecdo dos microrganismos para uso probioticos
€ a investigagcdo da sua capacidade de transferéncia de genes resistentes (FRAGA
et al., 2008).

2.2.2 Bacteriocinas
Nos ultimos anos, a utilizacdo de bacteriocinas e probidticos na prevencao ou
tratamento de infec¢Bes bacterianas esta sendo muito discutida. Os enterococos tem

a capacidade de produzir bacteriocinas, também chamadas de enterocinas, que
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possuem uma expressiva atividade contra bactérias deterioradoras de produtos
alimentares ou patogénicas (DE VUYST, FOULQUIE-MORENO, REVETS, 2003).
Por isso, a aplicagéo de enterocinas, quer como aditivos alimentares ou por meio da
producéo in loco por um adjuvante da cultura fermentadora durante a fermentacéo
alimentar € promissora (GIRAFFA, OLIVARI, NEVIANI, 2000).

Strompfovd e Laukova (2003) demonstraram a capacidade de
enterococos isolados de trato gastrointestinal de frangos de produzir bacteriocinas e
descreveram algumas propriedades probidticas de cinco isolados de E. faecium.
Todos os isolados produziram bacteriocinas contra 14 das 20 bactérias isoladas de
animais, alimentos ou do meio ambiente. Os E. faecium selecionados sobreviveram
por mais de 3 h em pH 3.0 e na presenca de 1% de bile durante 24 h e foram
sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados. Entre 1.5% e 9.2% dos isolados
testados foram capazes de aderir ao intestino humano e canino. De qualquer forma,
a melhor capacidade de adeséo foi observada na mucosa canina. Foi realizada a
deteccdo dos genes A e P das enterocinas por PCR em todas as cepas
selecionadas. A caracterizacdo das bacteriocinas foi determina na cepa E. faecium
EF55. A cepa EF55 produziu bacteriocina (durante a fase logaritmica e fase
estacionaria) com atividade inibitoria frente a maioria das bactérias Gram-positivas
(100-51,200 AU/mL) incluindo Listeria monocytogenes. O carater protéico das
bacteriocina foi confirmado (a sua atividade inibitéria foi perdida ap6s o tratamento
com proteases), e parece ter sido estavel apds aquecimento (100°C/10 min).

2.2.3 Culturas Iniciadoras (starters)

As culturas starters sdo adicionadas aos produtos para assegurar
confiabilidade em termos de saude publica, para que, em um menor tempo de
fermentacdo, obtenha-se um produto final de qualidade e padronizado, com textura,
aroma e sabor constantes, e ainda, vida de prateleira prolongada. Os enterococos
podem desempenhar esse papel na producdo de uma variedade de produtos
alimentares fermentados, contribuindo principalmente para o amadurecimento e
desenvolvimento de aroma destes produtos. As influéncias positivas dos
enterococos nos alimentos parecem ser o resultado de tracos bioquimicos

especificos, tais como a atividade proteolitica e lipolitica, a utilizacdo de citrato e a
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de producdo de compostos organicos volateis aromaticos (DE VUYST, 2000;
AMBADOYIANNIS et al., 2004).

Em queijos, os enterococos podem atingir contagens de até 6.8 log
ufc/g e desempenhar um importante papel nas caracteristicas organolépticas
durante a maturacdo (SARANTINOPOULOS, KALANTZOPOULOS, TSAKALIDOU,
2002; PSONI et al., 2006). Porém, sabores de muitos produtos tradicionais sao
parcialmente derivados de culturas acido-laticas ndo-fermentadoras (NSLAB), que
nao sao incluidos na microbiota do fermento, mas desenvolvidas no produto como
microbiota secundéria particularmente durante o processo de maturacdo (LEROY,
DE VUYST, 2004).

Segundo Yoon, Kim e Hwang (2008) cepas isoladas de Chungkukjang, um
alimento fermentado da soja, tradicional da Coréia, possuem propriedades
adequadas para sua utilizagdo como culturas starters. Além de ndo apresentarem
patogenicidade, as cepas de E. faecium testadas demonstraram capacidade de
sobrevivéncia a baixas faixas de pH e tolerancia a presenca e atividade hidrolitica
dos sais biliares.

2.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Devido a ampla distribuicdo ambiental dos enterococos, estas bactérias
podem funcionar como vetores para a propagacéo de determinantes de resisténcia
antimicrobiana que, através da cadeia alimentar podem ser transferidos para o
consumidor. Além disso, estudos demonstram que as bactérias acidas laticas séo
capazes de transferir genes de resisténcia de patégenos entéricos e de
contaminantes alimentares (GEVERS et al., 2003).

2.3.1 Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

As bactérias tém desenvolvido uma variedade de mecanismos para resistir da
acao dos antimicrobianos. A resisténcia dos Enterococcus sp. aos antimicrobianos
pode ser atribuida a resisténcia intrinseca das cepas ou a capacidade desse género
de adquirir resisténcia a antimicrobianos através de mudancas na permeabilidade da
membrana, do aumento das proteinas transportadoras e das enzimas responsaveis

pela hidrélise da droga. A combinacdo sinérgica da penicilina ou a glicopeptideos
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com aminoglicosideos, mais comumente gentamicina, é o tratamento de escolha de
infecgBes sérias causadas por E. faecium. Estudos destacam a resisténcia de
enterococos a aminoglicosideos, beta-lactamicos, cloranfenicol, estreptograminas,
glicopeptideos, lincosamidas, monobactamicos, penicilinas, polimixinas, tetraciclinas
e vancomicina (DAHLEN et al., 2000; POETA, ANTUNES, RODRIGUES, 2005).

A resisténcia intrinseca a alguns antimicrobianos comumente utilizados no
tratamento de infecgbes ocorre devida necessidade do microrganismo de sobreviver
e persistir em ambientes altamente competitivos, como o trato gastrointestinal. Os
genes responsaveis por este tipo de resisténcia tém sido identificados em
enterococos como parte de elementos genéticos méveis como transposons e
plasmideos capazes de aumentar a transferéncia genética horizontal. O aumento da
frequencia de isolamento de E. faecium resistentes a gentamicina e vancomicina em
hospitais tem sido atribuido a disseminacdo de elementos genéticos cromossomais
independentes (HANDWERGER, SKOBLE, 1995; MORRISON, WOODFORD,
COOKSON, 1997).

Varios relatos indicam que a utilizacdo indiscriminada da avoparcina como
promotor de crescimento, aumentou o0 numero de enterococos resistentes a
vancomicina, do inglés “vancomycin resistant enterococci” (VRE). Avoparcina é um
antibidtico da familia dos glicopeptideos com uma estrutura quimica analoga a
vancomicina. Este antimicrobiano foi muito utilizado na Europa por mais de 50 anos
para promover crescimento rapido em criacdes de frangos e porcos. No entanto
ainda ndo se tem conclusbes explicitas sobre a direta relacdo entre o uso da
avoparcina e os VRE. Segundo alguns autores 0 uso da vancomicina nos hospitais
dos Estados Unidos e da avoparcina como promotor de crescimento de animais na
Europa sdo as principais causas dos altos indices de resisténcia de VRE no mundo
(WILLEMS et al., 2001; BONTEN, WILLEMS, WEINSTEIN, 2001).

A crescente importancia dos enterococos como patdégenos pode ser atribuida,
em parte, & sua capacidade natural de adquirir material genético através de
plasmideos e transposons ou por mutacao, ou seja, elementos extra cromossémicos
que codificam caracteristicas que permitem a sobrevivéncia destes microrganismos
ou vantagens quanto ao crescimento em ambientes ndo usuais ou estressantes.
Devido a estas caracteristicas comecaram a surgir um grande numero de linhagens
de enterococos multi-resistentes (MUNDY, SAHM, GILMORE, 2000; TEIXEIRA et
al., 2001).
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A probabilidade exata com que esta transferéncia ocorre, bem como as
consequéncias biolégicas e econdbmicas da entrada, fixacdo e dispersdo destas
resisténcias na populacdo humana sdo atualmente matérias de grande enfoque
cientifico e social, devidamente consideradas por 6rgaos nacionais e internacionais
(EEDE, et al., 2004).

2.3.1.1 Resisténcia a a-lactamicos

Dois mecanismos de resisténcia bacteriana a a-lactamicos em E. faecalis ja
foram descritos; um é a producdo de a-lactamase, enzima capaz de hidrolisar os
antimicrobianos a-lactamicos e o outro é a baixa afinidade de proteinas de ligacdo a
penicilinas (PBPs) com estes agentes antimicrobianos (FONTANA et al., 1996; ONO,
MURATANI, MATSUMOTO, 2005). Dentre os a-lactamicos a resisténcia a ampicilina
e imipenen ja foram estudadas. O aumento da resisténcia a ampicilina em
enterococos é atribuido tanto a producdo de &-lactamase quanto a alteracdes na
expresséo e estrutura das PBP 4 e 5, a producao de a-lactamases tem sido descrita
em E. faecalis e atribuida na maioria dos casos a aquisicdo do operon da &-
lactamase de S. aureus. Porém a producéo de &-lactamases ocorre em baixos niveis
em enterococos indicando que a resisténcia aos a-lactamicos esta diretamente

relacionada as PBP’s.

2.3.1.2 Resisténcia a aminoglicosideos

Estudos tém demonstrado altos indices de isolados de E. faecalis resistentes
a aminoglicosideos principalmente a gentamicina. Os determinantes genéticos
codificadores das enzimas modificadoras de aminoglicosideos responsaveis pelo
alto indice de resisténcia a gentamicina (MIC>2,000 ,ug/ml) sdo mediados pela
transferéncia plasmidial. Os aminoglicosideos exercem seu efeito antimicrobiano
interferindo na sintese de proteinas pela ligacdo a porcdo 16S rRNA da subunidade
ribossomal 30S. A resisténcia a gentamicina ocorre devido a presenca de genes
codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosideos que podem ser
acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferases. O gene acc(6’)-le-
aph(2”)-la codifica a enzima bifuncional que possui atividades de acetilacdo e
fosforilacdo da molécula do antibiético. Os genes aph(2™)-Ib e aph(2)-Id codificam
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uma fosfotransferase responsavel pelo elevado nivel de resisténcia a gentamicina,

tobramicina, canamicina e netilmicina (HERNANDEZ, 1998).

2.3.1.3 Resisténcia a glicopeptideos

Os glicopeptideos inibem a sintese da parede celular de bactérias sensiveis
atraveés de sua ligacédo de alta afinidade a extremidade terminal da D-alanil-D-alanina
de unidades precursoras da parede celular. A resisténcia dos enterococos a
teicoplanina e vancomicina estad relacionada a presenca do gene vanA que
normalmente é adquirido através do transposon Tn1546 ou Tn3 (ARHTUR et al.,
1993). A presenca do gene vanB esta relacionado a resisténcia de vancomicina
porém ndo de teicoplanina estando normalmente localizado no cromossomo
bacteriano ou carreado por plasmideos (REMONATTO et al., 2005). Algumas cepas
gue possuem 0 gene vanA sao capazes de transferir resisténcia por conjugacao a
teicoplanina outras ndo transferem resisténcia por conjugagédo porém sao resistentes
a teicoplanina. A transferéncia de resisténcia foi recentemente observada em E.

faecalis e E. faecium.

2.3.1.4 Resisténcia a tetraciclina

Devido ao emprego de tetraciclina na dieta de animais como promotor de
crescimento, a resisténcia a tetraciclina é a resisténcia mais prevalente em
Enterococcus sp. A tetraciclina é um antibético bacteriostatico que atua inibindo a
sintese de proteinas agindo na regido 16S RNA ribossomal (RNAr). A resisténcia a
esta droga ocorre devido a limitacdo do excesso do antimicrobiano ao seu alvo que
pode ser através do mecanismo de efluxo presente na membrana celular, por
alteracao ribossomal que dificulta uma ligacéo efetiva do antimicrobiano ao alvo ou
pela producao de enzimas que inativam a tetraciclina (ZHANEL et al., 2004).

2.3.1.5 Resisténcia a cloranfenicol
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O cloranfenicol atua inibindo a sintese de proteinas nas bactérias através de
uma ligacéo reversivel a subunidade ribossémica 50S. Na maioria dos enterococos,
a resisténcia é mediada pela presenca do gene cat, que pode ser encontrado no
cromossomo ou em plasmideos e codifica uma acetiltransferase, a qual tem funcao
de alterar estrutura do antimicrobiano fazendo com que este perca a capacidade de

ligacéo a porgao ribossomal (LAZO et al., 2006).

2.3.1.6 Resisténcia a macrolideos

A eritromicina € o principal representante desta classe de antimicrobianos
bacteriostaticos que inibem a sintese de proteinas através de sua ligacdo reversiveis
a subunidades ribossémicas 50S. Para os enterococos, o principal mecanismo de
resisténcia aos macrolideos é a alteracdo do sitio de ligacdo conferida pela enzima
que metila um residuo de adenina na porcdo 23S da subunidade 50S do RNA
ribossomal, dificultando a ligagdo do antimicrobiano ao ribossomo. Este mecanismo

€ mediado pelo gene erm(B) e pelo erm(A) (LAZO et al., 2006).

2.3.1.7 Resisténcia a quinolonas

O alvo destes antimicrobianos (ciprofloxacina, acido nalidixico, norfloxacino) é
a DNA-girase (Gram-negativas) e topoisomerase |V bacterianas (Gram-positivas). A
atividade da ciprofloxacina contra enterococos € moderada e a resisténcia a estes
antimicrobianos é comum. O mecanismo de resisténcia ocorre basicamente por

mutacoes nas regides parC e gyrA do DNA bacteriano (KOLAR et al., 2006).

2.3.2 Resisténcia a desinfetantes e antisépticos

Antisépticos e desinfetantes sdo utilizados de forma extensiva como
prevencdo e controle de infec¢des, principalmente nosocomiais. Nos ultimos anos,
um aumento na utilizacdo destes produtos como prevencgao de infecgdes derivadas
de alimentos tem sido relatado. A ineficacia na remocdo das bactérias das
superficies contaminadas pode causar sérias implicacdes na transmissao de

doencas provenientes de alimentos principalmente por contaminagao cruzada que
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pode ocorrer pelo contato com maos, superficies e outros alimentos contaminados
(GORMAN et al., 2002).

Inidmeros agentes ativos ou biocidas séo utilizados nestes produtos e muitos
deles sao utilizados a mais de cem anos. Os biocidas tém um grande espectro de
atividade e multiplos sitios de acdo enquanto os antimicrobianos tém normalmente
um unico sitio. A utilizacdo indiscriminada de produtos antisépticos e desinfetantes
tem sido alvo de especulacdo sobre o desenvolvimento de resisténcia microbiana
em particular resisténcia cruzada com antimicrobianos. A resisténcia aos biocidas
pode ser intrinseca ou adquirida por mutacdo ou aquisicdo de plasmideos ou
transposons.

Nos ultimos anos tem sido observada a aquisi¢cdo da resisténcia a biocidas
pelos enterococos. Devido a sua possivel presenca como contaminante alimentar,
0S enterococos podem servir como reservatorio de genes de resisténcia e transferir
0S genes por conjugacao, a bactérias suscetiveis conferindo-as resisténcia (BLOCK,
1991; MCDONNELL, RUSSEL, 1999).

2.3.2.1 Resisténcia a clorexidina

A clorexidina (CHX) é o biocida do grupo biguanida muito utilizado em
produtos antisépticos devido a sua acado desinfetante e preservativa, principalmente
em produtos de uso oral e sabonetes. A CHX é um agente antimicrobiano de amplo
espectro que em baixas concentrag0es afeta a integridade da membrana, causando
extravasamento do citoplasma alterando o equilibrio osmético da bactéria e em altas
concentracfes causa precipitacdo de proteinas e acidos nucléicos. CHX tem eficacia
antibacteriana comparada ao hipoclorito de sédio e tem sido relatado como
antiséptico efetivo em terapia endodontica. Além disso, a CHX tem atividade contra
espécies resistentes a hidréxido de calcio. Segundo Basrani et al. (2003), CHX inibe
in vitro o crescimento de E. faecalis. O mecanismo de resisténcia a clorexidina em
bactérias Gram-positivas esta relacionado ao glicocalice e mucoexopolissacarideo
gue reduzem a difusdo do antiséptico (DELANY et al., 1982; KOLAWOLE, 1984;
JEANSONNE, WHITE, 1994).
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2.3.2.2 Resisténcia ao formaldeido

O formol ou formaldeido € um composto liquido claro com varias aplicacdes,
sendo usado normalmente como preservativo, desinfetante e antiséptico. O
formaldeido € extremamente reativo quimicamente e seu mecanismo de a¢do esta
relacionado a sua capacidade de interacdo com proteinas, DNA e RNA, porém o
mecanismo e o sitio de a¢do do formaldeido ainda ndo € completamente conhecido.
O possivel mecanismo de resisténcia ao formaldeido é plasmidial que codifica a
inativacdo da enzima formaldeido desidrogenase e/ou altera¢des nas proteinas da
membrana externa da superficie celular (FRAENKEL-CONRAT, OLCOTT, 1946;
KAULFERS, KARCH, LAUFS, 1987; KAULFERS, MASQUARDT, 1991;
MCDONNELL, RUSSEL, 1999).

2.3.2.3 Resisténcia ao triclosan

Triclosan exibe atividade antimicrobiana principalmente frente a bactérias
Gram-positivas. Alguns estudos tém demonstrado também atividade antiinflamatoria.
O mecanismo de acgdo do triclosan ocorre na sintese dos acidos graxos inibindo a
enzima enol redutase (proteina, Fabl) agindo como potente inibidor irreversivel e
esta inibicdo tem sido descrita como lenta e competitiva. A resisténcia ao triclosan
vem sendo associada a transferéncia plasmidial e recentemente a alteragbes no
gene fabl. Recentemente, isolados de Staphylococcus aureus resistentes a
clorexidina e a meticilina (MRSA) vem sendo associados ao aumento dos niveis de
resisténcia ao triclosan sugerindo correlacdo da resisténcia entre desinfetantes e
antimicrobianos através da transferéncia de resisténcia entre as cepas (COOKSON,
etal., 1992; BARKVOLL, ROLLA, 1994; AL-DOORI et al., 2003).

2.3.2.4 Resisténcia ao hipoclorito de sédio (HS)

O hipoclorito de sodio (HS) € amplamente utilizado para a desinfecgdo de
superficies contaminadas por bactérias, fungos e virus. O mecanismo de acdo do
HS ainda ndo é completamente entendido, mas segundo alguns autores o efeito
deletério do HS ocorre no DNA bacteriano envolvendo a formag¢do dos derivados
clorados das bases nucleotidicas, assim a atividade celular das proteinas é
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diminuida. A resisténcia bacteriana ao HS ocorre primeiramente devido a
transferéncia limitada do HS para o alvo intracelular devido a mudancas na
permeabilidade da membrana celular, acimulo de exopolimeros na superficie da
célula bacteriana e/ou formacdo de agregados. A presenca dos plasmideos de
viruléncia ColV aumenta a capacidade dos microrganismos de sintetizar
polissacarideos o que além de aumentar o poder de ataque dos microrganismos 0s
protege da acdo do HS (DENNIS, OLIVIERI, KRUSE, 1979; BAYLISS, WAITES,
KING, 1981; HICKS, et al., 1986; ANDERSON et al., 1990; DYCHDALA, 1991).

2.3.2.5 Resisténcia ao alquilbenzeno linear sulfonado (LAS)

O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) € um detergente sintético muito
utilizado, pois pode sofrer degradacdo. A degradagdo molecular deste surfactante
anionico ocorre devida sua estrutura quimica, grupos de sulfonato hidrofilicos
anionicos e as cadeias hidrofébicas de alquil. Todavia, a velocidade e o grau com
gue esse fendbmeno ocorre estédo relacionados com o meio no qual o tensoativo se
encontra e com 0S microrganismos nele existentes. Esses microrganismos
promovem, sequencialmente, a oxidacdo da cadeia alquidica, a dissulfonacao,
oxidacao e ruptura do anel aromético. O mecanismo de acdo do LAS ocorre pela
perturbacdo da integridade da membrana celular. Segundo estudos, 0 mecanismo
de resisténcia ao LAS das bactérias ocorre devido a utilizagcdo do enxofre da
molécula de LAS sob condi¢des limitadas deste elemento o que conseqientemente
modifica a estrutura molecular do principio ativo impedindo a sua acédo
(SCHWUGER, BARTNIK, 1980; LIE et al., 1996; DENGER, COOK, 1999;
ELSGAARD, PETERSEN, DEBOSZ, 2001; SANZ et al. 2003).

2.4 FATORES DE VIRULENCIA

A presenca de fatores de viruléncia permite a adesdo das bactérias as
superficies epiteliais, a evasdo a resposta imunitaria, a aquisicdo de nutrientes e a
disseminagdao em locais extra-intestinais de infeccdo conduzindo assim certas
estirpes de Enterococcus sp. a apresentarem maior capacidade de causar doenca.
Os fatores que contribuem para a patogenicidade dos Enterococcus incluem
citolisina, substancia de agregacédo, adesinas e proteases as quais, além de fornecer
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nutrientes ao microrganismo, desempenham um importante papel na sistematica da
doenca nos mamiferos. A gelatinase e a serina-protease sdo as duas proteases ja
descritas em linhagens de Enterococcus sp. (POETA et al., 2006).

2.4.1 Gelatinase

O gene gelE codifica uma metaloendopeptidase extracelular também
chamada de gelatinase, que € uma enzima capaz de hidrolisar gelatina, colageno,
caseina, hemoglobina e outros compostos bioativos. O gene gelE apresenta
homologia a S. aureus. A gelatinase tem sido considerada interferente do sistema
imune, impedindo a inativacdo de peptideos bacterianos LL-37 e acdo de
defensinas. Recentemente, a gelatinase demonstrou ser relevante para a
translocacéo in vitro do E. faecalis pelas células T84 humanas (SCHMIDTCHEN et
al., 2002; VERGIS et al., 2002; ZENG, TENG, MURRAY, 2005).

Eaton e Gasson (2001) pesquisaram os fatores de viruléncia gelatinase em
trés tipos de enterococos incluindo isolados clinicos humanos, enterococos utilizados
como cultura starters e enterococos utilizados como probidticos em alimentos. Em
algumas cepas, tanto isoladas de materiais clinicos e de alimentos, o gene gelE
estava presente, porém nao apresentava atividade gelatinolitica. Segundo os
autores, isto se deve ao fato do gene gelE necessitar de determinados fatores
ambientais para expressar a atividade gelatinolitica como o ambiente do trato
gastrointestinal, o equilibrio da microbiota intestinal e efeitos de sinergismo
bacteriano, assim como, a presenca e persisténcia de um grande numero de
enterococos viaveis (EATON &, GASSON, 2001). No entanto, segundo o estudo de
Qin et al. (2000), o gene gelE de E. faecalis possui genes reguladores denominados
operon-fsr (fsrA, fsrB e fsrC) semelhantes aos genes do sistema agr do S. aureus e
segundo os autores, a presenca do gene porém sem expressao se deve a mutacdes
no operon-fsr. Qin et al. (2000) também descreve que a conservacdo de duas
sequUéncias repetidas de 7 pb (ACFRCDRE) separadas por 14 bp nas regides
promotoras dos genes Pb (frsB) e Pe (gelE) é necessaria para a expressao

fenotipica da gelatinase.

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

2.4.1.1 Locus fsr

27

Os genes fsrA, fsrB, fsrC regulam positivamente a expressao do gene gelE e

SprE (serina protease) e estéo localizados “up-stream” ao gene gelE (FIGURA 01). A

auséncia destes genes ou a presenca de uma mutagdo em um ou mais destes trés

genes, pode comprometer a expressao da gelatinase (QIN et al., 2000).
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Figura 01: Representacao esquematica dos genes relacionados com a regulacédo da gelatinase (gelE)
e serina-protease (sprE), reguladores fsrA, fsrB e fsrC indicando as dire¢cdes da transcricdo. Pa,
promotor fsrA; Pb, promotor fsrB; Pe, promotor gelE.

Fonte: Qin et al. (2000).

A presenca do locus fsr e da gelatinase aumento o poder de E. faecalis
causar infec¢cbes em modelos animais, porém eles ndo sdo necessarios para causar
a doenca. Em isolados de E. faecalis, a presenca de mutacdes no operon-fsr e no
gene gelE atenuaram periodontites em ratos, infeccbes em modelos como o0s
nematodos Caenorhabditis elegans e plantas Arabidopsis thaliana , endoftalmites em
coelhos e mais recentemente endocardites humanas (QIN et al., 2000; MYLONAKIS
et al., 2002; SIFRI et al., 2002; ENGELBERT et al., 2004; JHA, BAIS, VIVANCO,
2005; SINGH et al., 2005; MAADANI et al., 2007).

Segundo Pillai et al. (2002), o locus fsr esteva presente em 100% dos 12 E.
faecalis isolados de endocardites. Nakayama et al. (2002) relataram que uma
delecdo cromossomica de 23,9 Kb envolvendo o locus fsr era comumente
encontrada em bactérias isoladas de urina e esta delecao foi encontrada na maioria
de amostras gelatinase negativa. Roberts et al. (2004) compararam amostras de E.
faecalis isoladas de pacientes com endocardites, infecgbes do trato urinario ou
infeccbes sanguineas com outras amostras isoladas de fezes de voluntarios
saudaveis, com relacdo a presenca de fsr e producdo de gelatinase. A maioria das
bactérias gelatinase-negativa continha a delecéo de 23,9 Kb descrita e faltavam fsrA
e fsrB. Porém, segundo Roberts et al. (2004) ha obrigatoriedade de que os loci dos
genes fsr e gelE sejam intactos para a producao de gelatinase.
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2.4.1.2 Ferorménio ativador da biosintese da gelatinase (GBAP)

Segundo Nakayama et al. (2001), o sistema FsrABC é mediado por um
peptideo ciclico denominado ferormdénio ativador da biosintese da gelatinase
(GBAP). O GBAP é secretado pelas células e quando a concentracdo extracelular de
GBAP aumenta, a producéo das proteases é desencadeada. GBAP € um residuo de
11-peptidios que contém um anel lactona na carboxila e a regido C-terminal esti
ligada ao grupo hidroxila da serina no terceiro residuo como representado na Figura
02.

NHz-GIn-Asn-SFr-Pro-As n-IIe-k,?@
0 o
J-1e-diL-ujp
0

Figura 02: Estrutura de 11 peptideos da “Gelatinase Biosynthesis-Activating Pheromone” (GBAP).
Fonte: Nakayama et al. (2001).

A sequéncia aminoacidica do GBAP corresponde a porcao C-terminal de 242-
residuos da proteina codificados pelo gene fsrB. Isto sugere que o sinal de GBAP é
traduzido por dois componentes do sistema regulatério que compreende a proteina
histidina-quinase (fsrC) e o regulador da resposta (fsrA) (NAKAYAMA et al., 2001).
A Figura 03 ilustra a ativacdo do operon-fsr e seu efeito na sintese de gelatinase e

serina protease.
/b GBAP-\
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Figura 03 - Diagrama esquematico representativo da ativagdo do operon-fsr e seu efeito na sintese de
gelatinase e serina protease.
Fonte: Podbielski & Kreikemeyer, 2004.
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O produto do gene fsrB de 11 aminoacidos na regido C-terminal, denominado
GBAP, é secretado e sai da célula utilizando uma membrana de passagem ainda
ndo conhecida. Quando a concentracdo de GBAP acumulado fora da célula alcanca
niveis por volta de 1 nM, o GBAP interage com a histidina quinase FsrC que esta
associada a membrana. A associacdo do GBAP ao FsrC é responsavel pela
fosforilacdo do FsrA. O FsrA fosforilado autoregula a transcricdo do operon-fsrBC
regulando positivamente a expresséo tanto da gelatinase como da serina protease
(NAKAYAMA et al., 2001; PODBIELSKI & KREIKEMEYER, 2004).

2.4.2 Proteina de superficie de enterococos (Esp)

A proteina de superficie de enterococos (Esp) codificada pelo gene esp tem
sido encontrada na maioria dos enterococos responsaveis por infecgdes. Acredita-se
que Esp esta envolvido na invasdo da imunidade, na formacdo de biofiime e na
adesédo das células. Estudos recentes tém indicado que a regido N-terminal do Esp
esta envolvida com a formacéo de biofilme, porém outros estudos demonstram que a
formacdo de biofilme é independente do Esp. A presenca do Esp contribui para a
colonizacdo e persisténcia no trato urinario de modelos animais e as infec¢cdes em
pacientes transplantados. Recentemente demonstrou-se que Esp faz parte da ilha
de patogenicidade do E. faecalis. A proteina Esp apresenta homologia estrutural e
similaridade as proteinas alfa C envolvidas na letalidade e invasdo da imunidade, a
proteina R28 de Staphylococcus pyogenes capaz de clivar células humanas in vitro
e a proteina Bap associada a formacéo de biofilme em Staphylococcus epidermides
(SHANKAR et al, 1999; STALHAMMAR-CARLEMALM et al., 1999; CUCARELLA et
al., 2001; WAAR et al., 2002).

2.5 ENTEROCOCCUS sp. FORMADORES DE BIOFILME

A formacgdo de biofilme esta diretamente relacionada a muitas doencas
bacterianas incluindo endocardites, osteomelites, céaries dentais e infec¢cbes
auriculares. O estabelecimento do biofilme é capaz de tolerar altas concentracdes de
agentes antimicrobianos o que os torna extremamente dificeis de serem erradicados.
Os biofilmes relacionados as infec¢cbes capazes de responder ao tratamento

terapéutico de antibiéticos podem levar semanas ou até meses, muitas vezes
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necessitando de remocéo cirdrgica. A formacdo de biofilme tem aumentado a
resisténcia a agentes antimicrobianos e estdo diretamente relacionadas com
infecgBes envolvendo cateteres em hospitais e, na industria alimentar a aderéncia
dos enterococos aos equipamentos tem como consequencia a contaminacao dos
alimentos. Estudos recentes sobre a formacdo de biofiime bacteriano tém
relacionado a presenca de fatores genéticos a capacidade de formacgéo do biofilme.
Em E. faecalis, alguns fatores tem sido associados com o desenvolvimento do
biofiime como as proteinas BopD, o quorum-sensing locus fsr, a heterogenicidade
das cargas da superficie e a metaloprotease GelE (STALHAMMAR-CARLEMALM et
al., 1999; WILLEMS et al., 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi analisar possiveis
modificac6es genotipicas e fenotipicas de Enterococcus sp. isolados de frangos

durante a subcultura no laboratério.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Andlise das linhagens quanto a producdo de gelatinase por métodos
bioquimicos convencionais;

Deteccao por PCR com “primers” especificos para os genes dos fatores de
viruléncia esp e gelE e dos genes do operon-fsr e sprE ;

- Correlagéo entre a presenca do gene gelE e do operon-fsr com a atividade
gelatinolitica;

- Verificar variagbes genotipica dos genes gelE, esp, sprE e do operon-fsr
durante a subcultura das cepas em laboratoério entre a 1° e 12° geracao;

- Verificar variacdes fenotipicas de atividade de gelatinase, perfil de
resisténcia a antibiotico, desinfetante e antisépticos entre a 1° e 12°
geragao;

Determinar a capacidade de formacdo de biofilme das cepas de
Enterococcus sp. isoladas de frango na 1° e 12° geragao;

Relacionar a capacidade de formacdo de biofiime ao perfil genotipico e
fenotipico dos isoaldos entre a 1° e 12° geracao.
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4 MATERIAIS E METODOS

A secdo de materiais e métodos e a se¢éo de resultados e discussdes serdo
apresentadas a seguir em forma de artigo cientifico. O artigo cientifico “Phenotypic
and genotypic and analysis after laboratory subculture of Enterococcus sp.
isolated from chicken” serd submetido a publicacdo no periédico Food Control.
Este artigo apresenta os procedimentos utilizados para detectar a atividade
gelatinolitica, a presenca dos genes de viruléncia esp e gelE bem como os genes
sprE e o operon-fsr regulador, o perfil de resisténcia a antimicrobianos, desinfetantes

e anti-sépticos e a capacidade de formacédo de biofilme.
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ABSTRACT

Virulence-related phenotypes (biofilm and gelatinase production), genotypes (gelE,
esp, fsr-operon, sprE), antibiotic, disinfectant and antiseptic resistance and
subculturing effects of 40 enterococci isolated from chicken were studied. Thirty-four
of the isolates produced gelatinase even when gelE were absent. Yet, fsrB gene was
present in all gelatinase producing isolates. No isolates carried esp gene. All strains
produce biofilm and gelatinase appears to be required for biofilm formation. However,
neither genes (gelE, esp), operon-fsr nor sprE seemed to be correlated with biofilm
formation. Gelatinase activity, gelE, sprE, fsrA and fsrC genes and disinfectant and
antibiotic resistance could be lost during laboratory subculturing.

Keywords: enterococci, biofilm, virulence

INTRODUCTION

Enterococci have a long history of use by the food industry as starter cultures,
probiotic and growth promoters (Franz et al.,, Muscholl-Silberhorn, Yousif,
Vancanneyt, Swings & Holzapfel, 2001; Kayser, 2003). However, enterococci have
also been involved in food spoilage (Giraffa, 2002), food poisining (Saavedra,
Taranto, Sesma & Valdez, 2003), nosocomial infections (Abriouel, Omar & Molinos,
2008) and in the spread of antibiotic resistance through the food chain (McDonnell &
Russell, 1999), which raises significant safety concerns. Studies reported that
enterococci strains isolated from foods were resistant to antibiotics and presented
virulence genes (Saavedra et al., 2003; Jurkovic et al., 2006). Antibiotic resistance is
transmissible by plasmids and virulence genes can be easily exchanged between
strains through conjugation. The widespread use of antiseptic and disinfectant
products has prompted speculation about the development of microbial resistance,

particularly cross-resistance to antibiotics. The most significant resistance
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mechanism is the protective effects of biofilm that allow microorganisms to survive in
the presence of an active agent (Eaton & Gasson, 2001; Hancock & Perego, 2004;
Semedo, Santos, Lopes, Figueiredo, Barreto & Tenreiro, 2003). Bacterial virulence is
one of many adaptive responses generally believed to be controlled through signal
transduction mechanisms. The operon-fsr is a regulatory locus required for the
production of gelatinase and serine protease, and control of gelE and sprE gene
activity that may be involved in, or responsible for, biofilm formation (Christensen et
al., 1985). Fsr-operon genes seem to be easily lost or deleted during laboratory
manipulation. This hypothesis is supported by reports of 23.9-kb chromosomal
deletion containing the fsr-operon and its correlation with the loss of gelatinase
activity, even in the presence of the gelE gene (Macovei & Zurek, 2007; Gomes et
al., 2008).

This study evaluates the potential risks of chicken enterococci isolates. The
presence of two virulence factors (esp and gelE), fsr-operon genes, and sprE gene
were analysed and the phenotypic biofilm and gelatinase profile were determined.
Subculturing effects on genotypic and phenotypic expression were investigated in
order to ascertain whether this factor could explain the apparent chromosomal
deletion containing the fsr-operon. This study also determines the frequency of
disinfectant, antiseptic and antibiotic resistance.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

Forty enterococci isolated from chicken (carcass) provided by Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICBS-UFRGS),
were used in this study. Isolates were previously identified as Enterococcus faecalis

(29), Enterococcus faecium (3), Enterococcus gallinarum (2), Enterococcus
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casseliflavis (3), Enterococcus hirae (1) and Enterococcus sp (2). These 40 isolates
were stored in brain heart infusion containing 50% glycerol at 4° C. Cells were
subcultivated for 12 gerations in BHI agar plates and then tested. Each culture grew
for approximately 18 h at 35°C. In the 1% generation and 12" generation fenotypes
(gelatinase activity, biofilm formation, antimicrobial, antiseptic and disinfectant
resistance) were determined and genotypes (detection of gelE, sprE, fsrA, fsrB, fsrC
and esp genes) was analysed.

Gelatinase activity assay

The gelatinase activity was performed by inoculatin the isolates in tubes containg
agar BHI supplemented with 4% of gelatin substrate. After incubation at 37°C for 48
hours, the tubes were placed upright in ice for at least 30 minutes in order to bring the
temperature considerably below 28°C (the melting point of gelatin). A positive
reaction was indicated by a liquid consistency and the negative result by a solid
gelatin. If the results were negative the sample was reincubated for up to 7 days
(CLAUS, 1989).

Preparation of DNA and PCR

Total DNA was extracted from cells according to the boiling method of Hagen,
Gauthier, Sprague & Vidal (2002). The gelE, sprE, fsrA, fsrB, fsrC and esp genes
(Table 1) were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The PCR reaction
was performed in a final volume of 25 ul containing 25 ng of template DNA, 0.2 uM of
each primer, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTPs, 10mM Tris-HCI (pH 9,0) and 1U of Taq
DNA polymerase. The amplifications of all genes were performed with a thermal
cycler (MJ Research, Inc.PTC-100) under the following conditions: 5 min at 94°C, 30
cycles of 94°C 1 min, 53°C 2 min, 72°C 3 min, 5 min final extension at 72°C and 4°C

until analysis. The sequence of primers used to amplify the genes is presented in
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Table 1. Visualization of amplicons was done with ethidium bromide (0.5 ug mL™)
under UV transillumination after electrophoresis on 1.5% agarose gels. Image
analysis was performed with Kodak Digital Science™ DC120.

Antimicrobial susceptibilities

Tests for antimicrobial susceptibility were performed through the standard disk
diffusion method, according to guidelines of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). In this study, the following antimicrobials were used:
chloramphenicol, ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, tetracycline, ampicillin and
vancomycin. The diameters of growth inhibition areas were measured and strains
were classified according to the NCCLS (2002) criteria.

Disinfectants and antiseptic susceptibility tests

All Enterococcus sp. strains were subcultured on BHI medium for 18h at 37°C. The
concentration of the cultures were adjusted following to 0.5 McFarland scale. Three
commercial disinfectants (8.5% sodium hypochlorite, 7.9% formaldehyde, linear
alkylbenzene sulphonate) and 2 commercial antiseptics (chlorhexidine digluconate
10 mg/mL, 0.3% triclosan) were used. Petri plates containing Miller-Hinton agar
medium were swabbed with the bacteria suspension. Paper discs (6 mm diameter)
were soacked with 15 pl of each disinfectants or antiseptics tested solution and
placed on the plates which were incubated for 18h at 37°C. After incubation, the
diameters of growth inhibition areas were determined and classified following
JOHNSON and CASE (1995). The tests were repeated three times for all strains.
Bactericidal activity tests were carried out following CLSI (2002).

Biofilm assay on polystyrene microtiter plates

Biofilm formation on polystyrene was quantified with the crystal violet staining

method as previously described by Stepanovic, Vukovic, Dakic, Savic and

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

38

Svabic-Vlahovic (2000). Staphylococcus epidermides strain was used as a positive
control. The optical density of each well was measured at 450 nm using an
automated Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). All strains were
separated into categories using the optical densities of bacterial films, as
described previously by Christensen et al. (1985) were the cut-off ODc, for the
microtiter-plate test is defined as OD of negative control three standard deviations
above the mean OD. Strains were classified as follows: non-adherent, weakly
adherent, moderately adherent or strongly adherent (Figure 2). Differences in the
degree of biofilm formation were examined by the Wilcoxon signed ranks test (SPSS
for Windows 13.0). P-values of <0.05 were considered significant.

Results and Discussion

Gelatinase (gelE) and enterococcal surface protein (esp) are virulence factors in
enterococci and are usually associated with clinical isolates. Few studies have found
gelatinase producers and the presence of esp gene among food enterococci
(Semedo et al., 2003; Jurkovic et al., 2006). The results obtained from PCR
amplification in this work revealed that nos of the isolates analized present the esp
gene (Table 2). Similarly, the absence of the esp gene has been reported among
enterococcal isolates from chicken (Gomes et al.,, 2008) and ready-to-eat food
(Macovei & Zurek, 2007). However, Valenzuela et al. (2008) found esp gene in
strains of E. faecalis isolated from pork.

Among the 40 enterococci analysed, 34 (85%) of the isolates were gelatinase
producers similar results was obtained by Lopes, Simdes, Terneiro, Marques and
Crespo (2006) who found 33 (90%) of the isolates gelatinase producers. Clinical
enterococci strains (Singh, Nallapareddy, Nannini & Murray, 2005) reported

equivalent gelatinase production as that found in our study. The incidence of
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gelatinase production among food enterococci strains in our study seems to be
higher than that reported in some food-based studies (Gomes et al., 2008) and
clinical strains (Semedo et al.,, 2003). Some studies suggest that gelatinase
expression depends on environmental and culture conditions. The high incidence of
gelatinase activity among enterococci in this study may be explained by the fact that
all enterococci originated from a protein-rich source. Thus, the production of protease
may be a selection mechanism for enterococci growing in meat or dairy derivates
(Franz et al., 2001).

All species tested in our study were capable of gelatinase production differing from
Gomes et al. (2008) that found no E. faecium gelatinase producing strains. The
incidence of gelatinase activity of the enterococci in this study was expected to be
even higher because 37 (92.5%) isolates carried gelE but only 34 (85%) isolates
were gelatinase positive. Qin, Singh, Weinstock & Murray (2000) and Nakayama,
Kariyama & Kumon (2002) showed that fsr-operon genes act as positive regulators of
gelatinase expression and that chromosomal deletion in the fsr gene cluster region
may be responsible for results of negative gelatinase production with isolates that the
gelE gene is present. Other studies had similar results (Eaton & Gasson, 2001;
Creti, Imperi, Bertuccini, Fabretti, Orefici, Di Rosa & Baldassarri, 2004; Jurkovic, et
al., 2006; Lopes et al., 2006; Gomes et al., 2008) suggesting that a 23.9-kb
chromosomal deletion may contain the fsr-operon. The complete fsr-operon was
present in 35 (87.5%) strains and 34 (97.2%) of them were gelatinase producers
(Table 2 and 3). Studies analyzed fsr-operon and gelE and they suggest that an
intact fsrB and gelE are both necessary for gelatinase production (Qin et al., 2000;
Macovei & Zurek, 2007). Our study also suggest that an intact fsrB gene is necessary

for gelatinase production because, in the 5 isolates that were gelatinase negative the
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fsrB gene was absent. Our study suggest that the presence of the gelE gene is not
necessary to gelatinase production because one isolate without the gelE gene
presented all fsr-operon genes and produced gelatinase. This result agrees with
Pangallo et al. (2008) that found 5 strains capable of producing gelatinase without
gelE, suggesting that the presence of gelE is not suficent for gelatinase activity.
Previous study showed that fsr quorum sensing is mediated by a cyclic peptide
termed gelatinase biosynthesis-activating pheromone (GBAP) (Nakayama, Kariyama
& Kumon, 2002). One strain in our study, gelE, sprE and all fsr-operon genes were
present (Figure 3) but was gelatinase negative. Lopes et al. (2006) found 12 strains
with these same profile. This case may be explained by the inhibition of GBAP
signaling. Lyon & Muir (2003) revealed the presence of key residues, responsible for
receptor activation that act as competitive antagonists with GBAP, which may explain
the positive genotype profile and the negative phenotype found in this strain.

The Fsr system plays a significant role in the virulence of E. faecalis in disease
models and it may provide an attractive target for the development of new
antimicrobial agents. Serine protease gene (sprE) was detected in 34 (85%) (Table
2) isolates, 26 (76.5%) of which were identified as E. faecalis. Our results agree with
Lopes et al. (2006) that found the presence of sprE gene in 58.6% of the dairy
entorococci and E. faecalis was the prevalent species.

Serine protease as gelatinase is related to the pathogenicity of E. faecalis, an
opportunistic pathogen. In a model testing rabbit endophthalmitis, a mutant strain
gelE- sprE+-infected eyes retained better visual function than the eyes infected with
gelE+ sprE-. But, in our study and in Lopes et al. (2006), the presence/absence of
SprE gene was not correlated with gelatinase activity (Qin et al., 2000; Garsin et al.,

2001; Engelbert, Mylonakis, Ausubel, Calderwood & Gilmore, 2004).
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During our experiment one isolate lost the ability to produce gelatinase during the
subculture. Eaton and Gasson (2001) have also reported that gelatinase activity was
lost during subculturing. Nakayama et al. (2002) observed in their experiment that 2
of 12 gelatinase producing strains became gelatinase negative after six generations.
According to Lopes et al. (2006), the failure of the expression of gelE and gelatinase
under laboratory conditions was correlated with the loss of one or more fsr-operon
genes. These observations suggest that this kind of deletion may occur at a high
frequency. Pathogenicity islands, partner genetic elements that range in size from 10
to 200 kb and contain one or more genes associated with virulence which can be
deleted in blocks (Oelschlaeger & Hacker, 2004). Therefore, a subculture experiment
was carried out including the detection of gelE, operon-fsr genes and sprE in 12"
generation. The genotypic and phenotypic profile of enterococci isolates were
variable in the 1% and 12" generation (Table 2). The gelE gene was detected in 37
(92.5%) isolates in the 1% generation and 22 (55%) maintained the gelE gene in 12"
generation and, none of these strains lost gelatinase activity. Among 34 (85%)
gelatinase producing isolates in the 1° generation, only 1 strain lost gelatinase
activity in 12" generation. This finding is similar to studies that show the loss of the
gelatinase activity during the manipulation of the strains in the laboratory (Qin et al.,
2000; Lopes et al.,, 2006). The complete fsr-operon was present in 35 (87.5%)
isolates in the 1 generation while only 23 (57.5%) isolates maintained the complete
fsr-operon in the 12" generation. All isolates that lost at least one fsr-operon gene did
not lose the capacity to produce gelatinase. This is most likely due to the fact none of
them lost the fsrB gene, which seems to be necessary for gelatinase production (Qin

et al., 2000).
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Ten (25%) isolates lost gelE, fsrA and sprE genes in 12" generation. These genes,
seems to be the most easily lost. Serine protease gene (sprE) was detected in 34
(85%) isolates in the 1° generation while in the 12" generation only 20 isolates
maintained the presence of sprE gene. One isolate lost the gelatinase activity in the
12" generation but did not lost either gelE or fsr-operon. This finding is supported by
Lopes et al. (2006), who detected the mRNA of the gelE, fsrA, fsrB and fsrC genes in
4 subcultures and all cDNA from the genes were detected, including the strain
incapable of producing gelatinase. The gelatinase activity as well as the gelE gene,
were detected in 1%' generation in 33 (82.5%) isolates and the complete fsr-operon
was detected in 35 (57.5%) strains among different enterococcal species. The
incomplete fsr-operon was found in E. hirae, E. faecium and E. faecalis. In the 12"
generation gelatinase activity and gelE gene was detected in 18 (45%) enterococcal
isolates and the complete fsr-operon was detected in 23 (57.5%) isolates from
different enterococcal species. The fsr-operon in E. casseliflavus did not suffer
alterations with the subculturing (Table 2). This is the fist study with food enterococci
that detected all genes involved in gelatinase activity after the 12" generation.

All enterococci isolates were susceptible to ampicillin and gentamicin in the 1% and
12" generation (Table 3). In both tests, 38 (95%) isolates were susceptible to
vancomycin, 34 (85%) were susceptible to ciprofloxacin and just 2 isolates (5%) were
susceptible to tetracycline. Our results were similar to Valenzuela et al. (2008), which
found 38 enterococci isolated from meat, dairy and vegetable foods susceptible to
ampicillin and gentamicin. This study also shows that the strains had high
susceptibility to vancomycin (91. 3%) and ciprofloxacin (91%) and low susceptibility
to tetracycline (13%). A higher incidence of ciprofloxacin resistance was found in

enterococci isolates from water (Costa, Vaz-Pires & Bernardo, 2006) and fruits and
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vegetables (Abriouel et al.,, 2008). Resistance to vancomycin, ciprofloxacin and
tetracycline are all related to the presence of resistant genes found through
transposon or plasmids (Arthur, Molinas & Depardieu, 1993).

Similar to other studies, 26 (65%) isolates were susceptible to erythromycin in the
15! generation (Teuber, 1999; Costa et al., 2006; Abriouel et al., 2008; Valenzuela et
al., 2008). Gomes et al. (2008) in their work found which documented 81%
enterococci isolates susceptible to erythromycin. All erythromycin-resistant isolates of
our study were also resistant to tetracycline, similar to the findings described by
Teuber (1999). This may be explained by the fact that erythromycin-resistant
plasmids and transposons are commonly found among enterococci and a significant
proportion of tetracycline-resistant isolates exhibited co-resistance to erythromycin
and/or chloramphenicol, which suggests further selection of multiple resistances. It is
also likely that tet genes, which carry multiple antimicrobial resistance genes, are
associated with transposons. Food safety is another vital factor when addressing the
high incidence of tetracycline-resistance, especially when tetracycline is used as
growth stimulator in animal production. Enterococcus sp. is capeable of transfering
resistance genes to other microrganisms which create a large pool of resistant
organisms that may be passed to humans (Michalova, Novotna & Schlegelova,
2004).

Twenty-one (52.5%) isolates were susceptible to chloramphenicol in the 1% assay,
differing from previous studies that demonstrated higher susceptibility in isolated food
samples (Teuber, 1999; Franz et al., 2001; Cariolato, Andrighetto & Lombardi, 2008;
Valenzuela et al., 2008). All isolates resistant to chloramphenicol were also resistant
to tetracycline, a result that is most likely related to the co-resistance of tetracycline

and cloramphenicol and transposons carrying multiple antimicrobial resistance
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genes. Erythromycin and chloramphenicol had different susceptibility profiles in the
1% and 12" generation. Twenty-six (65%) isolates were susceptible to erythromycin
in the 1% generation and 27 (67.5%) in 12" generation. Twenty-one (52.5%) isolates
were susceptible to chloramphenicol in the 1% assay and 32 (80%) in the 2" assay.
This result can be attributed to spontaneous plasmid loss during subcultures (LAZO,
BRUTON, PARKER, 2006).

Due to the spontaneous loss of plasmids, of the 40 samples tested, 13 (32.5%)
showed a multi-resistance profile and 26 (65%) were resistant to 1 or 2 of the
antimicrobials tested in the 1% generation. Yet in the 12" generation, 12 (30%)
showed a multi-resistance profile and 25 (62.5%) were resistant to 1 or 2 of the
antimicrobials tested. Koluman, Akan & Cakiroglu, (2009) found that 72% of the
chicken samples were resistant to at least two antimicrobials. In contrast, multi-drug
resistance was uncommon among dairy isolates, occurring in only 13.6% of the
strains (Cariolato et al., 2008).

According to Pérez-Pulido, Abriouel & Ben Omar (2006) the virulence of
enterococci is strongly enhanced by its resistance to antimicrobials. Our results
support this conclusion because we found that in all isolates resistant to at least one
antimicrobial the virulence factor gelE was present. Two (5%) isolates suscesptible to
tetracycline did not present virulence genes (gelE nor esp), operon-fsr or sprE.
Long-term exposure of bacteria to antimicrobials creates a level of resistance that the
resistant strains can compete with susceptible strains even in absence of
antimicrobials (Barbosa & Levy, 2000). Frequent detection of antimicrobial resistance
among food enterococci is probably due to the efficient transfer mechanisms of

resistance genes, via conjugative plasmids and transposons (Teuber, 1999).
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A wide divergence in the response to disinfectants and antiseptic agents was
observed among the strains (Table 4). Thirty-nine (97.5%) isolates were
susceptible to formaldehyde in the 1% generation and 40 (100%) in the 12"
generation. Our results agree with Aarestrup & Hasman (2004) study that does not
indicate any development of resistance to formaldehyde. The only isolate that was
resistant to formaldehyde in the 1% generation lost its resistance in the 12"
generation, most likely because it lost the plasmid gene that encodes resistance. This
resistance gene has been identified (Kimmerle, Feucht & Kaulfers, 1996) and also
found in formaldehyde resistant isolates of Escherichia coli isolates and other
bacterial species (Wollmann & Kaulfers, 1991).

All enterococci isolates were resistant to linear alkylbenzene sulphonate (LAS) in the
1% and 12™ generations and this result may have occurred due to the resistance
mechanisms of linear alkylbenzene sulphonate. According to studies, the bacteria
use the sulphur molecule of LAS when this element is limited which causes a
modification in the molecular structure of the principle acting agent that in turn
impedes its ability to function. Planktonic cultures grown under conditions of nutrient
limitation or reduced growth rates have cells with altered sensitivity to disinfectants,
probably as a consequence of modifications in their outer membranes (Brown,
Collies & Gilbert, 1990).

Triclosan resistance was observed in all enterococci isolates in the 1% and 12"
generations and this result was most likely due to the presence of resistant
plasmids which altered or caused the overproduction of the target site. Our study
diverges from Beier, Duke & Ziprin (2008) findings where 46 (92%) vancomycin-
resistant E. faecium isolates were susceptible to triclosan. However, Beier et al.

(2008) used higher concentrations of triclosan than our study. Some studies showed
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evidences of possible association between triclosan and antimicrobial resistance. The
overexpression of marA, soxS or acrAB genes, efflux system regulators, in laboratory
or clinical strains of E. coli reduces susceptibility to triclosan, ampicillin, tetracyclines
and fluoroquinolones (Al-Doori, Morrison & Edwards, 2003; McMurry, Oethinger &
Levy, 1999).

Fourteen (35%) isolates were susceptible to 8.5% sodium hypochlorite in the 1%
generation, which were higher than the results obtained by Sena et al. (2006) that
found 5.25% of the microorganisms susceptible to sodium hypochlorite. According to
Kayaoglu, Erten & Orstavik (2008), the presence of the ace gene, which is
responsible for the production of the adhesin Ace, makes E. faecalis resistant to
common disinfectants like sodium hypochlorite. The ace gene may be present in
isolates that were resistant to sodium hypochlorite in our study.

In the 1% generation, 34 (85%) isolates were susceptible to chlorexidine (CHX), in
contrast to Aarestrup & Hasman (2004) and Sena et al. (2006) where no resistance
to clorexidina was found. However, these studies utilized a concentration of 20
mg/mL CHX gluconate whereas our study used 10 mg/mL CHX gluconate of the
principle agent. In 12" generation, the chlorexidine and sodium hypochlorite
susceptibility was lower, one isolate and 2, respectively. Laboratory studies have
shown that bacteria can become less susceptible to disinfectants and
crossresistance may occur to other disinfectants and antimicrobials. For example, S.
aureus cells produced by repeated subculturing in glycerol-containing media are
more resistant to the disinfectants alkyl phenols and benzylpenicillin than are wild-
type strains. Subcultures of these cells in routine culture media resulted in reversion

to sensitivity (Hugo & Davidson, 1973).
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In addition, there have been reports of bacteria showing resistance, or
decreased susceptibility, to other disinfectants and a number of reports have
expressed concern that the use of biocides may contribute to the development of
antimicrobial resistance in bacteria. Sub-inhibitory concentrations of antimicrobials
and disinfectants like antibacterial hygiene products, might promote growth of
resistant bacteria or gene transfer between bacteria in the sewage treatment tanks
(Russell, 2001; Lindberg, Jarnheimer, Olsen, Johansson & Tysklind, 2004).

We found that all strains were biofilm producers like Arciola et al. (2008). Recently, a
relationship between esp, gelE and gelatinase has been found in the biofilm
formation (Di Rosa et al., 2006). In none of ours strains the presence of esp gene
was found disagreeing with some studies that demonstrated the presence of the esp
gene, highly associated with the capacity to form a biofilm on a polystyrene surface
(Toledo-Arana et al., 2001; Mohamed, Huang, Nallapareddy, Teng & Murray, 2004;
Tendolkar, Baghdayan, Gilmore & Shankar, 2004). In others studies, however,
biofilm development appeared to be independent of esp gene (Kristich, Cvitkovitch &
Dunny, 2004).

The lack of a correlation between gelatinase and biofilm formation has been
demonstrated recently (Toledo-Arana et al., 2001). We examined the expression of
gelatinase and the  presence of its coding gene, gelE, and their association with
biofilm development. Our results show that 32 (80%) isolates were gelE positive and
gelatinase positive in the 1% and 12™ generations and these isolates were the
greatest biofilm producers. In the 1% generation 20 (50%) isolates were
moderate biofilm producers and 3 (7.5%) isolates were strong biofilm producers. In
the 12" generation 19 (35%) isolates were strong biofilm producers (Figure 4a).

These results are in agreement with the result obtained by Mohamed et al. (2004)
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and Gomes et al. (2008) where they showed that the presence of gelE gene is
essential for biofilm-production. Eleven (27.5%) isolates in 12" generation did not
presented gelE genes but were gelatinase producers, 7 (17.5%) were strong biofilm
producers and 3 (7.5%) were moderate biofilm producers. Our results suggest that
gelatinase production is more important to biofilm production than the presence of
gelE gene. This supports Toledo-Arana et al. (2001) that indicate that biofilm
formation is increased by gelatinase activity but differs from Mohamed et al. (2004)
and Gomes et al. (2008) who found no correlation between biofilm formation and
gelatinase production.

Some studies showed an association between quorum-sensing locus fsr and biofilm
development. An examination of the biofilm-forming capacity of fsrA, fsrB, fsrC, gelE,
SprE genes mutants on polystyrene revealed that all presented a decreased ability to
form a biofilm, except for the strain with a serine protease (sprE) mutation (Hancock
& Perego, 2004). We correlated the presence of the operon-fsr with the capacity of
each isolate to produce biofilm. Thirty-five (87.5%) isolates show complete operon-fsr
in the 1% generation and 20 (57.1%) were moderate biofilm producers. Twenty-two
(62.85%) isolates maintained the complete operon-fsr in the 12" generation and 17
(77.3%) were strong biofilm producers. Despite, in 22 (62.85%) isolates at least one
fsr-operon gene was absent in the 1% and in 12" generation and in this group 16
were strong biofilm producers (Figure 4b). These results show that complete operon
fsr isn’t required for biofilm formation, supporting the finidings of Mohamed et al.
(2004) and Singh et al. (2005). No isolate from our study lost the fsrB gene, in spite
of the fact that many studies claim that this gene is responsible for the expression of
gelatinase and is directly related to the formation of biofilm. In spite of, our biofilm

results seems to by related to the expression of gelatinase but not to the presence of
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the complete fsr-operon. Singh et al. (2005) suggest that the mechanism of
gelatinase production and control may present a target for therapeutic intervention in
enterococcal infections.

Several other factors have been associated with biofilm development in
Enterococcus sp., like the sugar-binding transcriptional regulator BopD (Creti et al.,
2004), heterogeneity in surface charge (van Merode, Pothoven & van der Mei, 2007),
the bee locus (Tendolkar et al., 2004) and ebpABC expression responsible for
adherence pilus production (Bourgogne, Singh & Fox, 2007).

Our results had proven that enterococci isolates from chicken may serve as a
reservoir of resistant bacteria and that the gelatinase virulence factor is
disseminated among the genus Enterococcus, along with the gelE gene. The fsrB
gene is essential for gelatinase activity. The genus Enterococcus is capable of
producing biofilm. The esp gene and fsr-operon do not seem to be necessary for
biofilm production while gelatinase seemed to be required. Further studies of how the
activation or inactivation of known and unknown genes can influence the biofilm
formation and consequently the safety of food should be done.
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Figure 1 - Gelatinase activity test: positive and negative phenotypes. Phenotype

Gelatinase negative (A); Phenotype Gelatinase positive (B)

Figure 2 — Biofilm formation test: categories of biofilm formation. Strong biofilm
producer (1), moderate biofilme producer (2), weak biofilm producer (3), negative

control (4).

Figure 3 — Amplification of fsr-operon in Enterococcus sp. Marker 1 Kb Ladder (1)
PCR reaction using fsrA primer generating a 511 bp product (2); PCR reaction using
fsrB primer generating 426 bp product (3); PCR reaction using fsrC primer generating
455 bp product (4); PCR reaction using gelE primer generating 419 bp product (5);

PCR reaction using sprE primer generanting 514 bp (6).

Figure 4 - Subculturing effects on genotypic and phenotypic of Enteococcus sp.
isolates. (a) Prevalence of gelatinase/gelE profiles and biofilm production: presence
of gene gelE or positive phenotype(+); absent of gene gelE or negative phenotype(-),
first generation (1); twelfth generation (12). (b) Presence of fsr-operon and biofilm
production: absent of one or more gene of fsr-operon (fsr -), presence of all genes of

fsr-operon (fsr +); first generation (1); twelfth generation (12).
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Tables

Table 1. Primers used for PCR and expected amplicon sizes

Gene Primer sequence Expected Ref.
amplicon size

gelE F:5 ACCCCG TAT CATTGGTTT 3 419 bp a
R:5 ACG CATTGCTTT TCC ATC 3 a
sprE F: 5 CACCAACTACTT CAACCT GATC 3’ 514 bp b
R: 5" AAG AAG TGG CAG ATACAACCGAZ b
fsrA F:5 TTGAGACTG GTACTTCCGTTC 3 511 bp b
R: 5" CAG GAC GCC CAACTAAAT ATC 3 b
fsrB F:5 AGT TTG TCC CAT CCATTG TCC 3’ 426 bp b
R: 5" GCT CTG TCG TCT AGA AAG CAT 3 b
fsrC  F:5 CCAACCGTGCTCTTCTGG ATT 3 455 bp b
R: 5" CGA AGA GCT AGC GAT GTTTCG 3 b
esp F:5'TTACCAAGATGGTTC TGT AGG CAC 3’ 913 bp c
R:5CTTTTT TCT TTC CAAGTATACTTAG 3 b

a- Eaton & Gasson (2001); b- Our study; c- Mannu et al. (2003); bp- base pairs.
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Table 2. Different gelatinase phenotypes and genotypes found in the
enterococcal isolates in 1% and 12" generation.

1 generation 12" generation

Presence of esp gene
Presence of gelE gene
Gelatinase activity

Presence operon fsr*
Presence sprkE

Presence gelE and gelatinase
activity

0
37
34
35
34
33

0
22
33
23
20
18

* all three fsr genes were present
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Table 3. In vitro antimicrobial susceptibility for the enterococci isolates

66

Antimicrobial tested

Susceptible isolates/total strains (%)

1% generation 12%' generation

Ampicillin 40/40 (100) 40/40 (100)
Gentamicin 40/40 (100) 40/40 (100)
Chloramphenicol 21/40 (52.5) 32/40 (80)
Tetracycline 2140 (5) 2140 (5)
Erythromycin 26/40 (65) 27/40 (67.5)
Vancomycin 38/40 (95) 38/40 (95)
Ciprofloxacin 34/40 (85) 34/40 (85)

*Based on published Clinical Laboratory Standards Institutes (CLSI, 2002).
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Table 4. In vitro antiseptic and disinfectant susceptibility for the enterococci isolates.

Disinfectants and antiseptic tested Susceptible isolates/total strains (%)

1% generation 12" generation
Formaldehyde solution 7,9% 39/40 (97.5) 40/40 (100)
Linear alkylbenzene sulphonate 0/40 (0) 0/40 (0)
Sodium hypochlorite 8,5% 14/40 (35) 2140 (5)
Triclosan liquid 0.3% 0/40 (0) 0/40 (0)
Chlorhexidine digluconate 10mg/mL 34/40 (85) 1/40 (2.5)

*Based on Johnson & Case (1995) interpretative criteria.
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5 CONCLUSAO

a. A producdo de gelatinase esté presente no género Enterococcus.

b. A presenca dos genes gelE , operon-fsr e sprE foram detectados entre os
isolados. Nenhum dos isolados apresentou 0 gene esp.

c. A presenca do gene gelE e/ou operon-fsr ndo esta relacionada com a
atividade gelatinolitica. O gene fsrB parece ser essencial para a atividade
gelatinolitica.

d. A auséncia dos genes gelE, sprE, fsrA e fsrC e da atividade gelatinolitica pode
ocorrer durante a subcultura em laboratorio.

e. Houve um aumento de isolados susceptiveis a antimicrobianos e alguns
desinfetantes durante a subcultura no laboratério. Entretanto, outros isolados
apresentaram resisténcia a anti-sépticos e desinfetantes apds a subcultura.

f. Todos os Enterococcus sp. isolados de frango foram capazes de produzir
biofilme na 1° e na 12° geracao.

h.Os genes esp, gelE, fsrA e fsrC pareceram ndo ser necessarios para a
capacidade de formacdo de biofilme, porém a producdo de gelatinase parece

ser requerida.
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Apéndice 1 — Comparacgdo das médias da formacédo de biofilme na 12 e 122 geracéo
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