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Enterococcus sp. ISOLADOS DE FEZES DE MACACO-PREGO
(Sapajus nigritus) (GOLDFUSS, 1809) COLETADAS EM REMANESCENTES DE
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BRASIL?

Autor: Tiela Trapp Grassotti

Orientadora: Prof . Dr'. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

Enterococcus séo associados a microbiota intestinal de mamiferos e aves. Além dos
primatas apresentarem estreita relacdo evolutiva com seres humanos, é pouco
conhecido o impacto da resisténcia antimicrobiana associada as bactérias
comensais, como 0s enterococos. O trabalho teve como objetivo identificar e
caracterizar enterococos isolados de amostras fecais de macacos-prego (Sapajus
nigritus) em relacdo a determinantes de resisténcia e viruléncia. As amostras foram
coletadas de animais vivendo em cativeiro no Zooldgico de Sapucaia do Sul (ZOO) e
selvagens, nas cidades de Sao Sebastido do Cai (SSC) e Santa Cruz do Sul (SCS).
As espécies isoladas foram identificadas utilizando a técnica de MALDI-TOF. Estas
foram testadas frente a 12 antimicrobianos através do método disco difusdo. Genes
que conferem resisténcia a tetraciclina (tetM, tetL e tetS), fluoroquinolonas (gyrA),
eritromicina (msrC e ermB) e viruléncia (agg, esp, cylA, ace e gelE) foram
detectados por PCR. Foram identificados 296 isolados de Enterococcus sp. oriundos
de 24 amostras fecais de macacos-prego. Destes, 137 eram oriundos de amostras
de SSC, 86 de SCS e 73 do ZOO. A espécie mais encontrada foi E. faecalis (42,6
%), seguida de E. hirae (29,4 %) e E. faecium (15,5 %). Cento e noventa e nove
amostras (67,2 %) apresentaram suscetibilidade reduzida a antimicrobianos. As
amostras apresentaram menos suscetiveis para rifampicina (46,3 %), tetraciclina
(26,0 %) e eritromicina (22,3 %). Entre os isolados, E. faecalis (69,0 %) apresentou
as maiores frequéncias de suscetibilidade reduzida. Em relacdo ao local de coleta,
69,3 % dos isolados das amostras SSC apresentaram suscetibilidade reduzida a
antimicrobianos, 69,7 % dos isolados das amostras SCS e 60,2 % dos isolados das
amostras do ZOO, sendo atribuido perfil de mdltipla resisténcia a 29 isolados de
SSC, 6 isolados SCS e 8 de ZOO. As amostras ZOO apresentaram maiores indices
para os genes de resisténcia msrC (81,8 %), gyrA (60,7 %) e tetL (44,4 %). Para o
gene tetM os isolados de SCS apresentaram maior frequéncia (100 %). As amostras
SSC e SCS apresentaram as maiores porcentagens para o gene gelE (100 %). Para
esp (3,5 %), ace (93,0 %) e agg (10,5 %), as amostras SCS apresentaram as
maiores porcentagens. As presencas de determinantes de resisténcia e viruléncia
nas amostras foram atribuidas tanto a acdo antropogénica encontrada no habitat dos
macacos como através do proprio resistoma ambiental. Ainda, a proximidade dos
animais com o0 ser humano demonstrou ser uma das principais fontes de
disseminagéao de resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Enterococcus; primatas; resisténcia antimicrobiana; viruléncia
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ABSTRACT

Enterococcus is associated with the intestinal microbiota of mammals and birds. In
addition to primates having a close evolutionary relationship with humans, the impact
of antimicrobial resistance associated with commensal bacteria, such as enterococci,
is little known. The objective of this work was to identify and characterize isolates of
enterococci from faecal samples of black capuchin monkey (Sapajus nigritus) in
relation to determinants of resistance and virulence. The samples were collected
from animals living in the Sapucaia do Sul Zoo (ZOO) and wild, in the cities S&o
Sebastido do Cai (SSC) and Santa Cruz do Sul (SCS). The isolated species were
identified using the MALDI-TOF technique. These were tested against 12
antimicrobials using the disc diffusion method. Genes that confer resistance to
tetracycline (tetM, tetL and tetS), fluoroquinolones (gyrA), erythromycin (mrsC and
ermB) and virulence (agg, esp, cylA, ace and gelE) were detected by PCR. It were
identified 296 isolates of Enterococcus sp. from 24 faecal samples of S. nigritus. Of
these, 137 were from SSC samples, 86 from SCS and 73 from ZOO. The most
common species was E. faecalis (42.6 %), followed by E. hirae (29.4 %) and E.
faecium (15.5 %). One hundred and ninety-nine samples (67.2%) presented reduced
antimicrobial susceptibility. The samples were less susceptible to rifampicin (46.3%),
tetracycline (26.0%) and erythromycin (22.0%). Among the isolates, E. faecalis
(69.0%) had the highest frequencies of reduced susceptibility. Regarding the
collection site, 69.3% of the SSC isolates presented reduced susceptibility to
antimicrobials, 69.7% of the isolates from the SCS samples and 60.2% from the
isolates from the ZOO samples, with a multiple resistance profile 29 SSC isolates, 6
SCS isolates and 8 ZOO isolates. The ZOO samples presented higher indices for the
resistance genes msrC (81.8%), gyrA (60.7%) and tetL (44.4%). For the tetM gene
the SCS isolates showed a higher frequency (100%). The SSC and SCS samples
showed the highest percentages for the gelE gene (100%). For esp (3.5%), ace
(93.0%) and agg (10.5%), the SCS samples presented the highest percentages. The
presences of resistance and virulence determinants in the samples were attributed
both to the anthropogenic action found in the monkey habitat and through the
environmental resistance itself. Furthermore, the proximity of animals to humans has
been shown to be one of the main sources of dissemination of bacterial resistance.

Key-words: Enterococcus; primates; antimicrobial resistance; virulence
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, compreendendo
cerca de 103.870 espécies animais diferentes, sendo os primatas destacados
como a ordem mais conhecida (Sociedade Brasileira de Primatologia, 2016).
Apesar disso, essa diversidade vem sendo afetada em razéo das atividades
humanas ao longo do tempo (MMA, 2018). Dentre as principais causas que
ameacam a conservacao de espécies destacam-se a fragmentacao florestal, a
qual tende a diminuir a qualidade de habitat do animal, trazendo como principal
consequéncia a dependéncia da habilidade de adaptacdo a novas dietas
nestes padrdes modificados (Bicca-Marques, 2003).

Esta situacao torna-se demasiadamente preocupante no momento
em que sdo encontradas bactérias comensais como o0 Enterococcus sp.
apresentando resisténcia a antimicrobianos em populagdes de animais
selvagens (Santos et al., 2013). Este género faz parte da familia
Enterococcaceae, compreendendo cocos Gram-positivos podendo ser
agrupados em pares ou cadeias curtas. Anaerdbicos facultativos, a maioria é
associada a microbiota intestinal de mamiferos e aves. Quando encontrado
fora do ambiente intestinal pode ser interpretado como indicador de poluicéo
(Devriese et al., 2006). Ainda, este género possui uma grande variedade de
plasmideos e transposons que sdo envolvidos na transferéncia de genes de
resisténcia a antimicrobianos e fatores de viruléncia (Svec e Devriese, 2010),
0s quais tendem a colaborar com a aquisicao e transferéncias destes fatores
(Paulsen et al., 2003).

Em razdo do impacto da resisténcia antimicrobiana de bactérias
comensais em animais selvagens em areas remotas ser pouco conhecido,
especialmente préprio da espécie S. nigritus, o trabalho tem como obijetivo
analisar a presenca e caracterizacdo fenotipica e genotipica e resisténcia
antimicrobiana e fatores de viruléncia de Enterococcus sp. em amostras fecais
de primatas da espécie S. nigritus em diferentes fragmentos florestais de
regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em condicbes selvagem e

cativeiro.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de Enterococcus
sp. em amostras de fezes de macaco-prego (S. nigritus) selvagens e em
cativeiro, bem como verificar o perfil de resisténcia antimicrobiana e presencga

de genes de viruléncia.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Isolar e identificar a diversidade de Enterococcus sp. em amostras
de fezes de macaco-prego selvagens e em cativeiro em diferentes localidades
do Rio Grande do Sul — Brasil;

e Analisar a suscetibilidade destas amostras contra antimicrobianos

utilizados na terapéutica de humanos e animais;

e Detectar a presenca de fatores de viruléncia e genes de
resisténcia nos isolados de Enterococcus sp., utilizando a técnica de PCR

convencional;

e Correlacionar a presenca das espécies, perfil de resisténcia e
viruléncia entre Enterococcus sp. isolados de animais selvagens e em cativeiro,

e relacionar com as a¢des antropogénicas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fragmentacao Florestal

Grandes extensodes florestais transformaram-se em um mosaico de
pequenos fragmentos, em decorréncia de a¢Bes antropogénicas (Zau, 1998).
No século XVI, a Mata Atlantica abrangia uma area equivalente a 1.315.460
kmz2. Atualmente restam 12,5 % dos remanescentes florestais acima de 100
hectares. Considerada hotspot mundial, estes remanescentes abrigam 2.208
espécies de vertebrados, 298 espécies de mamiferos e 15.700 espécies de
plantas, sendo 8 mil endémicas. Dentre as pressées que mais ameacam estas
areas, destacam-se o impacto ambiental causado pelos mais de 145 milhdes
de brasileiros que habitam suas éareas, consumo excessivo de recursos
naturais, lixo, poluigédo, industrializagéo, expansdo urbana desordenada e
exploracdo predatéria de madeira e espécies vegetais (SOS Mata Atlantica,
2016). Dentre os multiplos fatores que auxiliam na reducdo florestal, a
construcdo de estradas e producdo de soja também contribuem de forma
subjacente a fragmentacdo (WWF, 2018).

Considerada em risco de extingéo, a Mata Atlantica esté presente na
lista das 200 ecorregibes prioritarias para conservacdo global (Olson e
Dinerstein, 2002), uma vez que cerca de 443 espécies de arvores ja foram
registradas em apenas um hectare de mata. Um fendbmeno que vem ocorrendo
em razdo do empobrecimento generalizado das comunidades vegetais € a
defaunacao, causando vazios florestais e diminuicdo da populagdo de animais
considerados topos da cadeia alimentar, os quais atuam como reguladores do
ecossistema, como a oncga-pintada (Panthera onca) (WWF, 2017).

Os efeitos da fragmentacdo na dinamica da transmissao de
patdgenos entre primatas e outras espécies, inclusive humanos, sdo pouco
explorados. Goldberg e colaboradores (2008) associaram a fragmentacao
florestal como a causa da transmisséo de bactérias entre humanos/primatas e
gado, uma vez que foi encontrada uma similaridade genética entre as cepas

oriundas dos grupos estudados. Ja Lambais et al. (2006), mostram a grande



diversidade bacteriana presente no dossel de folhas oriundas da Floresta
Atlantica. Seu estudo destacou que 97 % das espécies bacterianas
encontradas ainda nao foram descritas, sugerindo um forte endemismo e
diversidade nesta floresta.

Subdividida em 15 ecorregides terrestres, o Rio Grande do Sul
abrange as regides do Alto Parana e Floresta Umida de Aralcaria (WWF,
2017). As reservas do Sudeste da Mata Atlantica as quais localizam-se nos
estados do Parand e Sdo Paulo sdo consideradas pela UNESCO como
Patriménio Mundial Natural, em decorréncia do seu valor universal excepcional
(The United Nations Organization for Education, Science and Culture, 2018).
Com a cobertura florestal reduzindo de forma desacelerada, a pesquisa esta
mudando sua perspectiva de exploracdo e descricAo para avaliacdo e

reabilitagdo de organismos (Norconk et al., 2011).

3.2 A espécie Sapajus nigritus

Segundo a classificacdo de Rylands (2012), o género Sapajus faz
parte da familia Cebidae e é caracterizado fenotipicamente por macacos
capuchinhos robustos, que possuem adornos ou tufos na cabeca, além de
outras diferencas craniais e habitats de origem, que os distinguem do género
Cebus. Sao macacos de tamanho médio os quais possuem moderado
dimorfismo sexual, apresentando bracos e pernas de mesmo comprimento
segundo Alfaro et al. (2012). Pesam aproximadamente 2,5 kg a 5 kg.
Conhecido popularmente como macaco-prego, € considerado o maior onivoro
dos primatas neotropicais, possuindo aptiddo em adaptar sua dieta de acordo
com a disponibilidade de alimento, o que faz com que entrem em contato com
ampla diversidade de micro-organismos (Fragaszy et al., 2004).

A espécie S. nigritus é nativa da América do Sul, ocorrendo no Brasil
nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, estendendo a sua distribuicdo até a provincia
Argentina (Vilanova et al., 2005; International Union for Conservation of Nature

- IUCN, 2017). No Brasil, podem ser encontrados em diferentes ambientes,



como na natureza, em zooldgicos, em centros de reabilitacdo ou pesquisa, e
inclusive em meios urbanos e rurais (Ferreira et al., 2015), sendo alguns destes
criados ilegalmente como animais de estimacdo (Muehlenbein, 2017). Embora
abrangente, esta espécie esta sujeita a reducao de individuos em razdo da
degradacdo do habitat e a caca em sua area de distribuicdo. Além disso, é
considerada praga em algumas areas, principalmente em plantacdes de pinus
e cana de acucar (International Union for Conservation of Nature - [IUCN, 2017).
Endémica da Floresta Atlantica, a espécie em estudo tem seu habitat em
florestas costeiras de planicie, florestas montanhosas, florestas montanas,
florestas semideciduais e floresta de Lauraceae (Rylands et al., 1996).

Para compor a energia necessaria para o correto funcionamento do
organismo, primatas necessitam de alimentos ricos em determinados
nutrientes. Carboidratos e fibras sdo adquiridos em folhas, flores, frutos e
sementes; proteinas de folhas, sementes e insetos; e minerais e vitaminas de
plantas. Sua alimentacéo € constituida cerca de 55 % por frutas, 33 % insetos,
8 % sementes, 8 % folhas (principalmente jovens) e 2 % flores (National
Research Council, 2003). Além da espécie S. nigritus, ocorrem também no
bioma Mata Atlantica as espécies de primatas Alouatta belzebul, Alouatta
caraya, Alouatta guariba, Brachyteles arachnoides, Brachyteles hypoxanthus,
Callithrix aurita, Callithrix flaviceps, Callithrix geoffroyi, Callithrix jacchus,
Callithrix kuhlii, Callithrix penicillata, Leontopithecus caissara, Leontopithecus
chrysomelas, Leontopithecus chrysopygus, Leontopithecus rosalia, Cebus
flavius, Cebus libidinosus, Cebus robustus, Cebus xanthosternos, Callicebus
coimbrai, Callicebus melanochir, Callicebus nigrifrons e Callicebus personatus
(Paglia et al., 2011).

A espécie-alvo selecionada para o trabalho foi escolhida
primeiramente por se tratar de um possivel hospedeiro com estreita relacao
evolutiva com seres humanos (Wolfe et al., 2007), uma vez que espécies
intimamente relacionadas tendem a desenvolver sinais clinicos semelhantes
guando infectados por patdgenos especificos. Essa caracteristica facilita a
transmissao de micro-organismos, como no caso do virus da imunodeficiéncia

(Sharp e Hahn, 2010), virus da raiva (Favoretto et al., 2001), virus Ebola (como



espécie intermediaria suscetivel) (Leroy et al., 2011), herpesvirus, Klebsiella
dentre outros agentes infecciosos (Renquist, 1987), podendo servir como
espécies indicadoras de patdgenos de importancia clinica para humanos, como
a recente epizootia de febre amarela no Brasil (Leal et al., 2016). Outro critério
para selecdo destes animais-alvo para o estudo, é o fato de ocuparem uma
sobreposicao de nicho com seres humanos, como no caso dos animais semi-

selvagens ou criados em cativeiro (Calvignac-Spencer et al., 2012).

3.3 Género Enterococcus

Enterococcus faziam parte do género Streptococcus devido a suas
caracteristicas semelhantes, entretanto com o passar dos anos, diversos
estudos permitiram a analise e melhor diferenciacdo entre os géneros, e uma
subdivisdo foi realizada a partir de -caracteristicas distintas. Uma das
propriedades que diferem o0s Enterococcus de outros géneros € sua
capacidade de crescimento em elevadas concentracbes de sal e sua
combinacdo de temperaturas minimas (10°C) e maximas (45°C) de
crescimento, somada a sua habilidade em fermentar o manitol (Sherman,
1937). Esta hipdtese foi corroborada em 1984, separando-o definitivamente do
género dos estreptococos, como resultado de estudos de DNA-DNA e DNA-
rDNA realizado por Schleifer e Kilpper-Balz.

Bactéria acido latica homofermentativa (onde o &cido lactico é o
anico produto da fermentagéo da glicose), hidrolisa a esculina na presenca de
bile, resultando em um complexo de coloracdo preta pela acdo da esculetina e
ions férricos encontrados no meio de cultura. Ainda, o meio de cultura mais
utilizado para seu isolamento apresenta azida como agente seletivo (Svec e
Devriese, 2010).

Atualmente ja foram descritas 57 espécies diferentes de
Enterococcus (LPSN — List of prokaryotic names with standing in nomenclature,
2018). Algumas destas vém recebendo atencdo referente ao aumento das
resisténcias aos antimicrobianos, principalmente em infeccdes nosocomiais.

Algumas espécies tem potencial para producao e expressdo de bacteriocinas,



chamadas enterocinas, ativas contra outros Enterococcus assim como outros
grupos bacterianos (Svec e Devriese, 2010), fato que os torna cada vez mais
estudados no meio cientifico.

Poucos estudos avaliam a ocorréncia de Enterococcus sp. em
amostras fecais de suabes retais de primatas. O género Enterococcus foi
reportado por Xavier et al. (2010) em amostras fecais de primatas da espécie
Callithrix pennicilata and Cebus paella do Centro de Primatas da Universidade
de Brasilia. Foram avaliadas diversidade de espécies, perfis de resisténcia e
viruléncia, juntamente a variabilidade genética. Glover (2014) trabalhou com
amostras fecais de primatas babuinos e verver monkeys localizados em dois
centros de reabilitacdo no sul da Africa. Foram identificados o género
Enterococcus e estes, testados frente a antibiéticos. Recentemente Woods et
al. (2017) cultivou o0 mesmo género bacteriano a partir de camaras de registro
cefélica cronica de macacos da espécie Macaca mulatta e Macaca fasicularis,

0s quais foram testados também para resisténcia antimicrobiana.

3.4 Resisténcia antimicrobiana em Enterococcus sp.

A descoberta de antimicrobianos na histéria da medicina foi
provavelmente o melhor tratamento quimioterapico ja desvendado (Aminov,
2010). Na medicina humana, o uso prudente de antibidticos exige que o médico
diagnostique qual bactéria é realmente responsavel pelos sintomas de
determinada patologia, antes de prescrevé-lo (Allen et al., 2010). Por outro
lado, na medicina veterinaria ndo existem estas mesmas precaucoes,
utilizando-os na auséncia de infeccdo, como profilaticos e melhora na eficiéncia
alimentar de animais (Landers et al., 2012), selecionando bactérias resistentes
em maior ritmo do que a insergdo de novos medicamentos no mercado
farmacéutico (Garrido et al., 2014).

A ocorréncia de E. faecium e E. faecalis tanto no trato
gastrointestinal de animais quanto em alimentos pode constituir um reservatoério
de genes de resisténcia. Apesar dessa transferéncia de genes nado ser

influéncia direta para o homem, esses genes podem ser transferidos para



bactérias patogénicas ou para bactérias comensais, podendo ocasionar
diferentes riscos a saude (EFSA/ECDC, 2013). A resisténcia intrinseca dos
enterococos a muitos agentes antimicrobianos comumente utilizados pode ter-
Ihes permitido uma vantagem cumulativa para a aquisicao adicional de genes
que codificam resisténcia de alto nivel a aminoglicosideos, penicilinas,
tetraciclina, cloranfenicol e vancomicina (Mundy et al., 2000). Segundo o
mesmo autor, ha duas principais razdes a multirresisténcia apresentada pelos
enterococos: (1) resisténcia intrinseca a varios agentes antimicrobianos; (2)
resisténcia adquirida através da mobilidade dos genes de resisténcia em
plasmideos e transposons, e/ou troca cromossémica.

O levantamento de mecanismos de resisténcia aos antibioticos pode
auxiliar na elucidacdo de novos mecanismos 0S quais podem emergir
clinicamente, bem como servir como base para o desenvolvimento de novos
antibiéticos (D’Costa et al., 2006). Apesar do pouco conhecimento sobre os
mecanismos de ac¢do que conferem resisténcia aos antibiéticos, sabemos que
alguns organismos e ambientes abrigam genes de resisténcia a antibioticos
independentemente do uso destes compostos (Allen et al., 2010). Como
demonstrado por Bhullar et al. (2012), bactérias isoladas de cavernas de mais
de quatro milhdes de anos em Lechuguilla, México, apresentaram resisténcia a
14 antimicrobianos distintos, comprovando a capacidade de servirem como
reservatorio de genes.

Considerando que o tratamento antibiotico € o método primario e,
em muitos casos, 0 Unico para doencas infecciosas, estudos mais detalhados
relacionados a reservatérios ambientais de resisténcia sdo cruciais para a

futura capacidade de combater e prevenir infec¢des (Allen et al., 2010).

3.4.1 Resisténcia aos macrolideos (eritromicina (msrC ermB)

O primeiro antimicrobiano macrolideo foi descoberto em 1950, sendo
a eritromicina o segundo, em 1952 (Nakajima, 2002). Fazem parte do grupo
macrolideos, lincosamina e estreptogramina (MLS) os quais sao quimicamente

diferentes, porém possuem um modo de acdo similar. S&o compostos por um



minimo de dois amino&cidos e/ou acglcares neutros ligados a um anel de
lactona de tamanho variavel. Possuem como alvo uma estrutura ribossémica
conservada associada a sintese proteica bacteriana, com uma alta afinidade a
subunidade ribossomal 50S, ndo se ligando ao ribossomo 80S dos eucariotos
(Mao, Putterman e Wiegand, 1970; Hansen, Mauvais e Douthwaite, 1999).

A resisténcia aos macrolideos em Gram-positivos ocorre por trés
principais mecanismos: modificacdes da sequéncia alvo mediado por genes
erm, inativacao e efluxo da droga mediado por genes msr (Portillo et al., 2000).
Os pequenos plasmideos de resisténcia MLS ndo séo conjugativos, ou seja,
sua transferéncia é dependente da mobilidade de plasmideos conjugativos
corresidentes, podendo acontecer por meio de fagos (Leclercq e Courvalin,
1991).

Uma das formas que faz com que uma cepa expresse resisténcia a
eritromicina é através de uma modificacdo pos-transcricdo do rRNA 23S por
uma N-metiltransferase (metilase) caracteristico de adenina especificada por
uma classe de genes de metilacdo do ribossomo de eritromicina (erm) (do
inglés - erythromycin resistance methylase). A metilacdo evita que o0s
antibiéticos da MLS se liguem ao circuito interno no dominio V no 23S rRNA. A
alteracdo dimetilada na posicdo A2058 provavelmente da origem a uma
alteracdo conformacional (mal definida) no RNA, levando a elevada resisténcia
aos antibidticos MLS, porque os sitios de ligacdo desses farmacos se
sobrepdem (Weisblum, 1995; Nakajima, 2002). Por outro lado, a familia dos
genes erm nado estd sozinha em conferir resisténcia aos antimicrobianos
macrolideos.

Os genes msr pertencem a familia transportadora ABC, onde msrA &
um determinante transmitido por plasmideo, inicialmente descrito em
Staphylococcus epidermidis, e msrC é uma proteina cromossdmica descrita em
E. faecalis, a qual produz resisténcia de baixo nivel aos macrolideos (Munita e
Arias, 2016). Pertencente a familia dos genes responsaveis pela bomba de
efluxo, o gene msrC possui 62 % de similaridade a nivel de DNA e 72 % a nivel
de aminoacidos com o gene msrA, sendo considerado por Portillo et al. (2000)

um gene enddgeno da espécie E. faecium, por estar presente no cromossomo
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deste. Porém esta informacédo foi substituida apds trabalho publicado por
Werner, Hildebrandt e Witte (2001) onde descreveram que o gene msrC nao
tende a ser igualmente distribuido em todos os isolados de E. faecium. Ainda,
sao considerados proeminentes em termos de sua alta eficiéncia em relacéo a
expulsdo de drogas e substancias toxicas a célula, facilitando a
multirresisténcia bacteriana (Sun et al., 2014).

3.4.2 Resisténcia as ansamicinas (rifampicina)

A rifampicina, previamente chamada de rifamicina, foi descrita em
1966 como antimicrobiano sintético, ativo oralmente contra bactérias Gram-
positivas e negativas (Maggi et al., 1966). Hartmann e colaboradores (1967)
descreveram a acdo da rifampicina contra a RNA polimerase bacteriana,
prevenindo a iniciagao da transcrigdo. A rifampicina interage diretamente com
esta enzima, inativando-a em baixas concentracfes (Wehrli, 1983).

Doi et al. (1970) descrevem que a resisténcia a rifampicina se da
através de uma alteracao nas propriedades da polimerase. Mais precisamente
Rabussa e Zillig (1969) concluiram que a resisténcia se da por uma mudanca
estrutural na subunidade [, localizada no gene estrutural da polimerase,
guando analisadas e comparadas cepas suscetiveis e resistentes a este
antimicrobiano. A resisténcia também pode ser frequentemente associada a
mutac¢des nos codons rpoB 516, 526 ou 531 da sequéncia consenso do DNA
(Goldstein, 2014).

Por muito tempo, esta droga foi amplamente utilizada no tratamento
de infeccbes causadas por Mycobacterium tuberculosis e ndo comumente
associada ao tratamento de infec¢cOes causadas por Enterococcus. Estima-se
que as resisténcias encontradas neste género tenham ocorrido em
consequéncia da exposicdo a droga, durante o tratamento de infeccdes

causadas por bactérias ndo comensais (Kristich, Rice e Arias, 2014).
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3.4.3 Resisténcia as tetraciclinas (tetM, tetL, tetS)

Oxitetraciclina e clortetraciclina foram as primeiras tetraciclinas
descritas em 1940, oriundas do Streptomyces rimosus e Streptomyces
aureofaciens (Chopra and Roberts, 2001). Segundo Epe, Woolley e Harnig
(1987), este antimicrobiano age contra o sitio A reduzindo sua afinidade pelo
tRNA em cerca de 50 %, agindo na subunidade ribossémica 30S, que é
responsavel pela combinacao de codon-anticodon.

Foi amplamente utilizada como promotor de crescimento na
agricultura, em razdo de suas propriedades positivas como: atividade contra
agentes patogénicos comuns, boa absorcdo oral, baixa toxicidade, e baixo
custo. Préatica esta que colabora com o desenvolvimento de bactérias
resistentes (Schnappinger e Hillen, 1996).

A resisténcia as tetraciclinas ocorre em vérias bactérias comensais e
patogénicas devido a aquisicdo de genes tet (Chopra e Roberts, 2001). Os
mecanismos de resisténcia dos genes tet sdo divididos em dois grupos, onde
0S genes tetM e tetS conferem protecdo ribossomal a célula e o gene tetL
codifica proteinas de bomba de efluxo (Chopra e Roberts, 2001; Frazzon et al.,
2010).

O gene tetS foi detectado em uma cepa de Listeria monocytogenes
BM4210, descrito por Charpentier, Gerbaud e Courvalin (1994). Este gene
confere protecéo riboss6mica a bactéria e pode se encontrado em plasmideos
auto-transferiveis segundo Charpentier, Gerbaud, e Courvalin (1994). Os
mesmos autores também encontraram este gene em cepas de E. faecalis,
confirmando desta forma a troca de informacfes genéticas entre Enterococcus
e Listeria spp. na natureza.

Associado aos elementos conjugativos (transposons) da familia
Tn916-Tn1545 (Clewell et al., 1995), o gene tetM tem por caracteristica ser o
mais comum dos genes segundo Roberts (2005) e Chopra e Roberts (2001),
pelo fato deste gene possuir uma ampla gama de hospedeiros, tanto em
bactérias Gram-positivas como negativas. O gene foi isolado por Burdett em

1991, onde foi associado a uma GTPase dependente de ribossomo, sendo a
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atividade especifica semelhante a atividade correspondente associada ao fator
de alongamento G (promove o0 passo de translocacdo na sintese de proteinas
bacterianas e, juntamente com o fator de reciclagem do ribossomo, a
desmontagem do ribossomo pos-terminacao) (Savelsbergh et al., 2009).

O mais prevalente mecanismo de resisténcia as tetraciclinas é
através do mecanismo de efluxo, com 28 classes de bombas identificadas
(Nguyen et al., 2014). Uma destas bombas é codificada pelo gene tetL, o qual
confere resisténcia a tetraciclina e doxiciclina, sendo carreado e mobilizado por
plasmideos conjugativos. Este gene esta relacionado principalmente as
bactérias Gram-positivas e codificam proteinas capazes de realizar o
bombeamento do composto antimicrobiano para o exterior da célula (Chopra e
Roberts, 2001; Frazzon et al., 2010).

3.4.4 Resisténcia a fluoroguinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina

— gyrA)

Em 1962, Lesher e colaboradores sintetizaram quimicamente o
primeiro antibiético da classe das quinolonas (Lesher et al.,, 1962). Séao
chamadas fluoroquinolonas as quinolonas que tiveram a introducéo de um fltor
em sua conformacao quimica (Aldred et al., 2014). Segundo Hooper (2001) séo
as Unicas drogas inibidoras diretas da sintese de DNA. Através de uma ligacao
ao complexo enzima-DNA, realiza quebras de cadeias de DNA criadas pela
DNA girase e topoisomerase IV. Essas enzimas desempenham papéis
essenciais na maioria dos processos de &cidos nucleicos, auxiliando no
controle dos niveis de DNA sobrepostos, removendo enrolamento do
cromossomo bacteriano. A DNA girase possui duas subunidades: GyrA e GyrB;
engquanto topoisomonerase IV sdo ParC e ParE em Gram-negativos e GrlA e
GrlB em positivos (Aldred et al., 2014).

Sdo citados pelo menos trés mecanismos de resisténcia as
quinolonas: mutagcdo no gene gyrA, mutagcdo no gene gyrB e mutacdes
relacionadas ao transporte da droga (Nakamura et al., 1989). Porém, segundo

Nakanishi et al. (1991) altera¢cbes da subunidade A da DNA girase contribuem
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em maior grau a resisténcia as fluoroquinolonas. E desconhecida a resisténcia
a fluoroquinolona em Enterococcus através de elementos moveis, sendo
principalmente caracterizada por mutacdo nas subunidades da girase e
topoisomerase IV (Murray, 1990). Mutacbes dos genes parC e gyrA ja foram
descritos em Enterococcus (LOpez et al., 2011). Estas alteracdes genéticas
afetam as regides chamadas “determinantes da resisténcia de quinolona’,
alterando a afinidade do alvo com a droga (Miller, Munita e Arias, 2014). Em
gyrA, esta mutagcdo pontual ocorre mais especificamente no cédon 83 (serina
para tirosina ou serina para isoleucina) ou no cédon 87 (glutamina para glicina)

(Petersen e Jensen, 2004).

3.4.5 Resisténcia aos glicopeptideos (vancomicina)

Os (glicopepetideos agem diretamente na biossintese do
peptideoglicano, inibindo desta forma o crescimento bacteriano. Sao formados
complexos com os terminais do peptideo D-Ala-D-Ala, precursores de
peptidoglicanos na superficie externa da célula, o que impede que as enzimas
biossintéticas da parede celular as utiizem como substratos para
transglicosilacdo e transpeptidacdo e, consequentemente, comprometendo a
integridade da parede celular (Kristich, Rice e Arias, 2014).

O principio bioquimico da resisténcia aos glicopeptideos se da por
meio de uma modificagdo no sitio alvo do antibiotico. Bactérias resistentes
possuem peptideoglicanos percursores alterados, em que o0s terminais D-Ala-
D-Ala sdo modificados de modo que terminem em D-Ala-D-lactato ou D-Ala-D-
Ser, diminuindo a afinidade do antibiético com o peptideoglicano. Os clusters
de genes que conferem resisténcia séo tipicamente referidos pelos nomes
dados as ligases as quais codificam (VanA, VanB, VanC, etc.). Os tipos VanA e
VanB séo os clusters mais comuns entre isolados clinicos e foram estudados
com um maior detalhamento (Kristich, Rice e Arias, 2014). Ainda, Noble, Virani
e Cree (1992) afirmam que ha transferéncia de genes que conferem resisténcia
a vancomicina de E. faecalis para S. aureus, corroborando com os achados de

Leclercqg (1989), onde plasmideos que conferem resisténcia foram passados de
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Enterococcus para demais espécies.

Responsavel por especificar a produgdo de precursores de
peptideoglicanos modificados, e formar o dipeptideo D-Ala-D-Lac, 0 gene vanA
€ o mediador mais comum que confere resisténcia a vancomicina nos
enterococos, onde sua expressao estd sob a regulamentacdo de dois
promotores (Miller, Munita e Arias, 2014). Ainda, ha relatos que afirmam que
uma cepa de S. aureus resistente a vancomicina (vancomycin-resistant S.
aureus — VRSA) tenha adquirido o gene vanA de uma cepa de E. faecalis
resistente a vancomicina, ambas isoladas de um mesmo paciente (Chang et
al., 2003).

Conferindo de moderada a alta resisténcia a vancomicina, o gene
vanB pode ser adquirido pelo transposon Tn5382/Tn1549, o qual pode ocorrer
em plasmideos ou até mesmo no cromossomo do hospedeiro (Kristich, Rice e
Arias, 2014).

As resisténcias a vancomicina podem ser adquiridas, porém em E.
gallinarum e E. casseliflavus tendem a ser intrinsecas quando se tratando do
tipo VanC (Courvalin, 2006). O cluster de genes vanC, o qual localiza-se
cromossomicamente, codifica cinco proteinas: VanCy, VanXY¢, VanT, VanRc, e
VanSc. Nao obstante, a presenca de trés destes genes ja tem a capacidade de
expressar resisténcia, sendo um deles o gene vanC; (Arias et al., 2000).

3.4.6 Resisténcia aos aminoglicosideos  (gentamicina e

estreptomicina)

Estreptomicina foi o primeiro antibiético da classe dos
aminoglicosideos descrito. Em 1944, Schatz e colaboradores o caracterizam
como uma substancia antibacteriana a qual possuia acdo contra bactérias
Gram-positivas e negativas, produzida por cepas de actinomicetos. Estas
drogas perturbam a fidelidade de leitura do polirribonucleotideo na sintese do
polipeptideo, influenciando na incorporacdo de aminoacidos (Abou-Zeid et al.,
1978). Mais precisamente o0 composto se liga na regido 16S rRNA da

subunidade 30S ribossomal interferindo na sintese proteica (Kristich et al.,
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2014).

Enterococos podem adquirir genes de resisténcias a esta classe,
expressando enzimas modificadoras da droga, sendo desta forma
consideradas resistentes a altos niveis de aminoglicosideos (high-level
aminoglycoside resistance - HLAR). Ainda, a presenca do gene aac(6’)-
leaph(2”’)-la é associado ao HLAR, demonstrando MIC =500 mg/mL,
considerado gene de maior importancia clinica em Enterococcus (Chow, 2000).
Em determinadas infecgcOes causadas pelo Enterococcus, usa-se uma
combinacdo de drogas inibidoras de parede celular juntamente com
aminoglicosideo (Herman e Gerding, 1991). Essa associacdo auxilia na
penetracdo da droga até o citoplasma bacteriano, tornando a bactéria
previamente resistente, sensivel ao composto (Adhikari, 2010).

Miller et al. (2014) afirmam que 0S enterococos possuem tolerancia
intrinseca a aminoglicosideos, o qual pode ser mediado por dois fatores: a ma
absorcdo do antibiético o qual requer concentracdes mais elevadas para
promover a entrada no espaco intracelular e a inativacdo por modificacdo
covalente dos grupos hidroxilo ou amino da molécula levada por enzimas
enterococicas de ocorréncia natural, criando um impedimento e diminuindo
assim a ligacdo ao alvo ribossomal. Somente dois aminoglicosideos
(gentamicina e estreptomicina) sao utilizados de forma fidvel na pratica clinica
devido ao fato destes compostos ndo serem facilmente afetados por enzimas

intrinsecas produzidas por enterococos (Miller et al., 2014).

3.4.7 Resisténcia ao fenicol (cloranfenicol)

Em 1947, Ehrlich e colaboradores descreveram um novo
antibiotico isolado de uma cepa de Streptomyces sp., previamente chamado de
Chloromycetin. Conhecido atualmente como cloranfenicol, este composto atua
principalmente ligando-se a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, onde
pode também interagir com o ribossomo eucarioto, sendo dessa forma
considerado téxico para as células (Bambeke et al., 2017).

Genes para cloranfenicol acetiltransferase (chloramphenicol
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acetyltransferase - cat) sédo relacionados a uma modificacdo enzimatica
preponderante, que foi observada como subjacente em cepas resistentes a
droga (Murray e Shaw, 1997). Genes cat vém sendo descritos em bactérias
Gram-positivas e negativas, sendo classificadas de acordo com nivel de
resisténcia frente a droga. Sao geralmente abrigados em elementos
geneticamente moveis ou no cromossomo bacteriano (Munita e Arias, 2016).
Um segundo mecanismo de resisténcia foi descrito em uma cepa de
E. faecalis V583, a qual apresentou uma taxa de crescimento alterada frente a
droga. Os autores relacionaram esta superacao frente ao efeito do cloranfenicol
com a presenca de bombas de efluxo, conferindo resisténcia a mesma (Aakra
et al., 2010). Apesar de suas toxicidades, estudos demonstram que o
cloranfenicol é efetivo no tratamento de infec¢cdes causadas por Enterococcus
resistentes a vancomicina (vancomycin-resistant enterococci — VRE) (Norris et

al., 1995; Ricaurte et al., 2001).

3.4.8 Resisténcia aos B-lactamicos (ampicilina)

O primeiro antibidtico B-lactamico foi descoberto e descrito por
Alexander Fleming em 1929, logo apo6s perceber que em uma de suas placas
de cultura bacteriana havia se desenvolvido um fungo, cujo crescimento
interferira no de sua cepa de Staphylococcus previamente inoculada (Fleming,
1929). Atuam como inibidores das transpeptidases, prejudicando a sintese da
parede celular bacteriana, mimetizando a sequéncia D-Ala-D-Ala (Bambeke et
al.,, 2017). Em Enterococcus, dois mecanismos Sao responsaveis pela
resisténcia aos [-lactamicos: proteinas de ligagdo a penicilina (Penicillin-
binding proteins - PBP) de baixa afinidade e produgcdo de p-lactamases
(Fontana et al., 1990).

Antibidticos da classe dos B-lactamicos agem pela ligagdo a PBP,
indispensavel para o inicio da ligacdo cruzada entre peptideoglicanos e
consequentemente, para formacdo da parede celular. PBPs modificadas
adicionais permitem a sintese de uma parede celular mesmo na presenca do

antibiético, tornando desta forma a bactéria resistente ao mesmo. Cada
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espécies de Enterococcus pode conter até cinco PBPs diferentes. Ainda,
espécies ja foram diferenciadas através dos padrbes dessas proteinas
(Williamson et al., 1986).

Os genes para a produgao de B-lactamases em enterococos podem
estar localizados em plasmideos, ou ho cromossomo bacteriano, expresso pela
familia dos genes bla (Garrido et al., 2014). O alvo destas enzimas é o anel -
lactamico em bactérias, os quais sdo hidrolizadas pelas B-lactamases. Coudron
e colaboradores (1992) isolaram cepas de Enterococcus em diferentes areas
geograficas que, além de possuir a enzima em questdo, eram consideradas
resistentes a aminoglicosideos. A presenca de B-lactamases é considerada
interesse clinico. Para tratamento adiciona-se geralmente um inibidor de [-
lactamases como o sulbactam, restaurando desta forma a eficiéncia do

tratamento com o antibiético (Miller et al., 2014).

3.4.9 Resisténcia aos nitrofuranos (nitrofurantoina)

Nitrofurantoina foi introduzida na pratica clinica em 1952. O exato
modo de acdo da droga ndo é bem compreendido, porém sabe-se que este
composto inibe uma série de enzimas bacterianas, impedindo o metabolismo
de carboidratos em trés pontos do ciclo de Krebs, interferindo desta forma em
outras funcbes celulares (Cunha, 1989). Tem sido usada no tratamento de
infeccbes em mulheres gravidas, em funcdo de néo ter a capacidade de
atravessar a placenta e também no tratamento de VRE em infeccdes
nosocomiais do trato urinario (Cunha, 2006).

Em razdo da falta da sintese de novos agentes antimicrobianos, o
uso de antibidticos mais antigos, como a nitrofurantoina, vem sendo aplicado
ao tratamento de bactérias multirresistentes. A droga usa as flavoproteinas de
células bacterianas para as converté-las em mudultiplas formas intermediarias
capazes de danificar o DNA, inibindo o metabolismo de carboidratos e
interferindo na sintese da parede celular. Uma vez que a aquisicdo de
resisténcias a este antibiético é incomum, devido a seu complexo mecanismo

de acdo, 0 uso desse agente antimicrobiano vem sendo uma boa opcdo de
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tratamento as infeccdes e doencas causadas por bactérias (Meena et al.,
2017).

3.4.10 Resisténcia as oxazolidinonas (linezolida)

O primeiro antimicrobiano pertencente a classe das oxazolidinonas
foi desenvolvido no ano de 1987. Porém, devido aos efeitos toxicos
apresentados em animais, sua fase clinica foi impedida (Slee et al., 1987;
Diekema e Jones, 2001). Em 1996, eperezolida e linezolida foram
desenvolvidas, ndo apresentando maiores toxicidades, liberados assim para
uso clinico (Brickner et al., 1996; Diekema e Jones, 2001).

As oxazolidinonas agem ligando-se a subunidade 50S do ribossomo
bacteriano, inibindo desta forma a sintese proteica (Lin et al., 1997). A
resisténcia a droga ocorre quando ocorrem mudancas no sitio alvo
ribossémico. O aparecimento de resisténcia em cepas clinicas de Enterococcus
desencadeia uma preocupacdo em relacdo a selecdo de enterococos
resistentes presentes na microbiota intestinal do paciente, quando estes sdo
tratados com a droga (Diekema e Jones, 2001). A presenca da mutacao
G2576U de base unica no dominio V do 23S rRNA tem sido associada a
mutacdo de enterococos a linezolida (Marshall et al., 2002; Ruggero et al.,
2003; Burleson et al., 2004).

3.5 Genes de viruléncia em Enterococcus sp.

Fatores de viruléncia auxiliam bactérias a colonizar as células do
hospedeiro, causarem doencas e evadirem as defesas do organismo. Podem
ser codificados em plasmideos, cromossomo, transposons e bacteriofagos
temperados, podendo integrar-se ao cromossomo bacteriano (Peterson, 1996).
Estas atividades metabdlicas adicionais como resisténcia e viruléncia, que
auxiliam a aptidao bacteriana, podem ser encontradas em regides chamas ilhas
gendmicas (Hacker e Kaper, 2000).

Os fatores mais comuns associados a viruléncia em enterococos sao
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(1) substancia de agregacdo, (2) proteina de superficie, (3) citolisina, (4)
adesina de colageno e (5) gelatinase. Em E. faecalis esses fatores séo
expressos para facilitar a adesdo de bactérias as membranas das células
hospedeiras e as superficies ambientais, onde podem obter nutrientes e evadir
a resposta imune do hospedeiro (Medeiros et al., 2014).

Dada a importancia da crescente participagdo dos enterococos em
infeccbes, o estudo da identificacdo de fatores de viruléncia associados a
invasdo ao hospedeiro tornou-se extremamente importante. O desenvolvimento
de outros mecanismos para o controle da infeccdo, como a prevencao da
formacao de biofilme de enterococos ou a inibicdo da acéo de outros fatores de
viruléncia, pode proporcionar um método alternativo de terapia (Comerlato et
al., 2013).

3.5.1 Substancia de agregacdo — agg

Adeséo aos tecidos do hospedeiro € considerado pré requisito para
0 estabelecimento de uma infeccdo bacteriana (Koch et al., 2004). Nesses
casos pode acontecer a transferéncia de plasmideos indutiveis por feromdnios,
onde células receptoras secretam essa substancia no meio, difundindo-se para
uma célula doadora potencial. Ao ligar-se, o feromdnio inicia uma resposta,
ativando a expressdo de algumas funcbes celulares bacterianas, incluindo a
sintese da substancia de agregacdo (aggregation substance - AS), que pode
promover a ligacdo aos receptores atraves de um receptor complementar
chamado substéncia de ligacéo enterocécica (enterococcal binding substance -
EBS). Esse canal fechado entre células permitem a transferéncia de
plasmideos do doador para o receptor (Dunny et al., 1995).

Além de promover contato celular, a AS proporcionam adesao as
proteinas da matriz extracelular e aumento da hidrofobicidade da superficie
celular (Upadhyaya et al., 2009). Trabalho de Kreft e colaboradores (1992)
comprovaram gue a substancia de agregacao além de mediar o contato célula-
célula, auxilia na adesédo da bactéria em células eucariotas, contribuindo para

viruléncia da cepa. Soares et al. (2014) associaram a presenca de gene agg
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com a formacédo de biofilme em isolados clinicos de Enterococcus spp. N&o
obstante, a formacg&o de biofilme torna os enterococos mais resistentes aos
antibioticos, através da formacdo desta estrutura de defesa (Mohamed e
Huang, 2007).

3.5.2 Proteina de superficie - esp

Em 1999, Shankar e colaboradores identificaram uma proteina
associada a parede celular em E. faecalis, chamado de proteina de superficie
de enterococos, codificada pelo gene esp. Sua associacdo com amostras
patogénicas mostrou que este gene é um potencial determinante de viruléncia.
Cepas que apresentam gene esp possuem a capacidade de formacdo de
biofilme em superficies abioticas (Toledo-Arana et al., 2001), fazendo parte de
uma ilha de patogenicidade (Shankar et al., 2002). Por isso, esp pode ser
considerado um importante determinante de adeséo e formacéo de biofilme em
Enterococcus sp. (Heikens et al., 2007). Além de promover a adesdo,
colonizacdo e evasao do sistema imunolégico (Moreno et al., 2006), a proteina
de superficie de enterococos também vem desempenhando algum papel na
resisténcia aos antibidticos (Fisher e Phillips, 2009). Com base nestas
informacgdes, Medeiros e colaboradores (2014) encontraram 0 gene esp
somente em amostras clinicas, sendo que em amostras alimentares foi
observada a auséncia deste mesmo fator de viruléncia.

A presenca do gene esp serve como método de rastreamento de
poluicdo fecal humana no meio ambiente. Scott e colaboradores (2005)
identificaram a presenca deste gene em 97 % de amostras oriundas de esgoto,
porém nédo detectado em lagoas de residuos de gado ou amostras fecais de
aves e outros animais. Os pesquisadores utilizaram a técnica de Rastreamento
de Fontes Microbiana (Microbial Source Tracking - MST), apontando indice de

poluicdo fecal humana através dos achados genéticos.
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3.5.3 Citolisina - cylA

A toxina citolisina é a Unica toxina bacteriana com habilidade em
lisar tanto células bacterianas como eucaridticas. Foi primeiramente
identificada como uma hemolisina, porém com estudos posteriores foi
confirmada sua classificagdo como um membro divergente da familia das
bacteriocinas lantibidticas (Carniol e Gilmore, 2006). A associacdo entre a
expresséo de citolisina e viruléncia em Enterococcus vem sendo reportada ao
longo dos anos (lke et al., 1987; Furumura et al., 2006; Zheng et al., 2017).

Citolisina é mediada por um operon auto-transmissivel e também
pode ser encontrada em ilhas de patogenicidade, localizadas no cromossomo
bacteriano (Shankar et al., 2002). O operon € composto por oito genes: cylR1,
cylR2, cylLs, cylL. cylM, cylB, cylA e cyll. Este € subdividido em duas unidades
transcricionais. A primeira unidade € composta pelos genes estruturais da
citolisina (cylL, e cylLs), funcdes pds-traducédo e secrecado (cylM, cylB and cylA)
e producdo da imunidade celular (cyll). A segunda unidade € composta pelos
genes regulatérios cylR1 e cylR2 (Coburn e Gilmore, 2003). A hemolisina
também pode possuir papel na aquisicdo de ferro através da lise dos
eritrocitos, liberacdo da hemoglobina, ou ainda, estar envolvida em doencas
gastrointestinais (Janda e Abbott, 1993).

3.5.4 Adesina de colageno - ace

Adesina de colageno (Ace) é pertencente a familia das adesinas de
componente de superficie microbiana de reconhecimento de molécula de
matriz adesiva (Microbial surface component recognizing adhesive matrix
molecule - MSCRAMM) de ligagdo ao colageno em enterococos (Rich et al.,
1999). Como a colonizagdo em tecidos é o primeiro evento da patogenicidade
bacteriana, esta adesina apresenta papel importante na viruléncia da cepa que
as possui, em razdo de que o colageno é a proteina mais abundante em
vertebrados (Patti et al., 1994).
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Nallapareddy e colaboradores (2011) afirmaram que em mutante
bacteriano sem o gene ace, sua expressao foi claramente atenuada, sugerindo
que Ace é considerada um importante fator de viruléncia. A expressédo de ace
tende a ser aumentada por estimulos ambientais, como na presenca de sais
biliares e variagcdes de temperaturas (Lebreton et al., 2009). A Ace se liga ao
colageno através de um mecanismo chamado collagen hug, o qual ocorre em
varios passos, onde dois subdominios cooperam para envolver e "abracar" a
estrutura de um monémero de colageno. Esta expressao foi primeiramente
descrita em S. aureus no fator de viruléncia Cna (Zong et al., 2005), sendo
apresentada sua estreita similaridade com enterococos ao comparado com
fator Ace (Liu et al., 2007).

3.5.5 Gelatinase - gelE

Pensa-se que o papel principal tanto da gelatinase (GelE) como da
serina protease na patogénese enterocoOcica seja proporcionar nutrientes as
bactérias por degradacdo do tecido hospedeiro, embora também tenham
alguma funcao na formacao de biofilmes (Mohamed e Huang, 2007). O gene
gelE que codifica a GelE estd localizado no cromossomo bacteriano e é
regulado de uma forma dependente da densidade de células (Fisher e Phillips,
2009). A gelatinase hidrolisa a gelatina do tecido do hospedeiro em
subcomponentes tais como polipeptideos, peptideos e aminoacidos (Elavarashi
et al., 2017), reduzindo a viscosidade das solucdes de gelatina (Levin et al.,
1965).

Este fator de viruléncia é o principal mediador de patogenicidade em
endocardites (Thurlow et al., 2010). Para a secrecéo da protease gelatinase €
necessario a presenca do locus regulatério fsr, que é composto por trés genes:
fsrA, fsrB, e fsrC. Portanto, para formacao de biofilme juntamente a gelatinase,
o sistema fsr é de extrema importancia (Hancock e Perego, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coletas das amostras de fezes de macacos da espécie Sapajus

nigritus

Foram coletadas 25 amostras de fezes e suabes retais de macacos
da espécie S. nigritus tanto de vida selvagem como de cativeiro (zool6gico)
(Tabela 1).

Os animais selvagens foram capturados e manipulados pelos
médicos veterindrios do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) utilizando armadilhas tipo Tomahawk. Os
animais foram contidos e anestesiados para a obtencdo das amostras. Foram
administrados pelos médicos veterinarios do IBAMA doses intramusculares de
Cetamina (100 mg / mL) e Xilazina (20 mg / mL) de acordo com 0 peso e
condicdo de cada animal, onde foi estabelecida a quantidade dos produtos
utilizando a férmula peso x dose / concentracdo do anestésico. Os animais no
zooldgico estavam em recuperacao no setor de triagem e quarentenario, e em
razdo de terem sido apreendidos de criatérios ilegais, ndo necessitaram de
anestesia. Todos os animais foram classificados de acordo com sexo e faixa
etaria.

Amostras retais foram coletadas a partir do reto dos animais com a
ajuda de suabes estéreis e luvas, armazenados em meio de transporte Stuart
(Kasvi, Parana, Brasil) (Anvisa, 2004) e transportadas até o Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Béasicas da
Saude (ICBS), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Amostras
fecais foram coletadas quando os animais defecaram nas gaiolas,
individualmente ou em grupos, como no caso dos animais de cativeiro. No final
da coleta, todos os animais foram devolvidos a seu habitat e / ou gaiolas. Os
suabes retais e amostras fecais individuais desses macacos-prego foram
coletados entre os meses de agosto de 2016 a novembro de 2017 em
diferentes fragmentos florestais de regifes do estado do Rio Grande do Sul,

Brasil.
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Um dos pontos de coleta dos animais foi os intermédios florestais
proximos ao Hospital Sagrada Familia, no municipio de Sdo Sebastido do Cai
(Latitude: -29.58804585, Longitude: 51.36499495, Elevacdo: 108 m). O
segundo local de coleta foi o fragmento florestal encontrado na cidade de Santa
Cruz do Sul, no Parque da Gruta do indio (Latitude: -29.7108384, Longitude: -
52.4098881, Elevagao: 110 m). Os animais de cativeiro foram coletados no
Parque Zooldgico da Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul (Latitude: -
29.802078, Longitude: -51.166460, Elevacdo: 23 m). Todas as coletas dos
animais selvagens foram licenciadas e autorizadas em parceria com o IBAMA e
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio) (SISBIO-
CERAM numero 56540). As amostras do zoologico foram coletadas pelos

veterinarios responsaveis.

Tabela 1: Descrigdo das amostras de fezes coletadas de macacos-prego.

Local de Identificacdo Origem da amostra Faixa etaria Sexo Peso
coleta (@)
MP1 Amostra fecal (individual)
MP3 Amostra fecal (individual)
MP4 Amostra fecal (individual)
S30 MP9 Suabe retal Juvenil Fem!n!no 1,520
Sebastizio MP10 Suabe retal Adulto Fem!n!no 3,030
do Cai MP11 Suabe retal Adulto Fem!n!no 2,400
(SSC) MP12 Suabe retal Adultq Fem!n!no 2,075
MP13 Suabe retal Juvenil Feminino 1,900
MP14 Suabe retal Juvenil Masculino 1,560
MP15 Suabe retal Juvenil Masculino 2,200
MP17 Amostra fecal (grupo)
MP21 Amostra fecal (grupo)
MP22 Amostra fecal (grupo)
Santa MP24 Suabe retal Adulto Mascul?no 3,170
Cruz do MP25 Suabe retal Jovem Masc_ul_lno 1,900
Sul (SCS) MP26 Suabe retal Adulto Femmmo 2,270
MP27 Suabe retal Adulto Masculino 2,000
MP28 Suabe retal Adulto Masculino 2,200
MP29 Amostra fecal (grupo)
MP16 Amostra fecal (individual)
Zoolégico MP18 Amostra fecal (?nd?v@dual)
(ZOO) MP19 Amostra fecal (individual)
MP20 Amostra fecal (individual)
MP30 Amostra fecal (grupo)

MP: Macaco-prego
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4.1.1 Sao Sebastido do Cai — Hospital Sagrada Familia

Sao Sebastido do Cai esta localizado no Estado do Rio Grande do
Sul, a 60 km de Porto Alegre. Consta com aproximadamente 21.932
habitantes. E banhado pelo rio Cai, no trecho baixo Cai, apresentando terrenos
mais planos e areas mais baixas (IBGE, 2017; Sdo Sebastido do Cai, 2018;
SEMA, 2018). Segundo o atlas remanescente de 2016 (SOS Mata Atlantica), a
cobertura original de Mata Atlantica do municipio de S&o Sebastido do Cai
abrangia 100 % de sua extens&o. Hoje, seu remanescente conta com 2 % de
vegetacao, totalizando 246.59 hectares de mata (Figura 1).

O Hospital Sagrada Familia, encontrado nesta cidade, foi inaugurado
em 14 de Marco de 1937, e atualmente permanece em funcionamento. Conta
com uma equipe de 176 colaboradores e dispde de 89 leitos (Hsagradafamilia
et al., 2018). Localizado junto a um fragmento florestal de cerca de 1,61 km, é
encontrada a Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) da CORSAN do
municipio, localizado a aproximadamente 212 metros do local, possuindo
aproximadamente 48 metros de extensao hidrica. O hospital informou que os
efluentes oriundos da lavanderia passam por fossa e filtro e apéds, sdo
destinados a rede publica de tratamento de efluentes (informagéo verbal)®.

As coletas foram realizadas neste fragmento localizado na parte
posterior ao hospital, onde um bando de macacos-prego, composto de 30 a 50
individuos, habita. Estes animais recebem alimentacdo diretamente da
populacdo dos arredores da mata, composta na maior parte por frutas da
estacdo (informacéo verbal)®. As coletas foram realizadas no dia 23 de Agosto
de 2016.

' Informacdo concedida pela administracdo do Hospital Sagrada
Familia
% Informacéo concedida pelo médico veterinario do IBAMA, Paulo

Guilherme Carniel Vagner em Maio de 2017.
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4.1.2 Santa Cruz do Sul — Gruta do indio

No estado do Rio Grande do Sul, o municipio de Santa Cruz do Sul
esta localizado a 155 km da cidade de Porto Alegre. Consta com
aproximadamente 118.374 habitantes, fazendo parte da regido conhecida
como Vale do Rio Pardo (IBGE, 2016; Santa Cruz do Sul, 2017). Segundo o
atlas remanescente de 2016 (SOS Mata Atlantica), a cobertura original de Mata
Atlantica do municipio de Santa Cruz do Sul abrangia 84 % de tua extensdo.
Hoje, seu remanescente conta com 13 % de vegetacao, totalizando 7.740,81
hectares de mata (Figura 1).

O Parque da Gruta do indio localizado nesta mesma cidade é
situado a 2 km do centro do municipio. Com area de 17,4 hectares, o Parque
dispbe de cavernas, trilhas em meio a mata nativa, cascatas, pedalinho e uma
infraestrutura completa com churrasqueiras, banheiros, playground, restaurante
e lanchonete. Em 2016 passou a abrigar também o chamado Parque de
Aventuras, com equipamentos como tirolesa, parede de escalada e trilhas de
arvorismo (Santa Cruz, 2017). As coletas foram realizadas neste fragmento
florestal do Parque, onde vive um bando de macacos-prego composto por 30 a
50 individuos. Por ser um parque aberto para visitacdo, os macacos ali
encontrados séo frequentemente alimentados com uma dieta totalmente
industrializada e humanizada, composta por salgados, doces, frituras,
carboidratos entre outros compostos, oferecidos pelos visitantes do local
(informac&o verbal)®. Estas coletas foram realizadas no dia 23 de Maio de
2017.

% Informacéo concedida pelo médico veterinario do IBAMA, Paulo

Guilherme Carniel Vagner em Maio de 2017.
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Figura 1: Mapa de localizagdo dos remanescentes florestais encontrados nos
municipios de Santa Cruz do Sul e S&o Sebastido do Cai, juntamente com a

supressédo da vegetacao nativa.

[J Dominio original Mata Atlantica
B Remanescente Mata Atlantica
[JAreaurbana

Fonte: Adaptado SOS Mata Atlantica e Google Earth.

Ao topo mapa do Brasil (A). Ao centro mapa do Rio Grande do Sul mostrando os locais de
coleta das amostras (B). A direita extensdo da cidade de S&do Sebastido do Cai (C) e a
esquerda extensdo da cidade de Santa Cruz do Sul (D), mostrando a supressao da vegetagéo
nativa. Abaixo fragmentos florestais das cidades de Santa Cruz do Sul (E) e S&o Sebastido do

cai (F), mostrando os locais de coleta.
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4.1.3 Parque Zooldgico da Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande
do Sul

O Parque Zoologico esta situado no municipio de Sapucaia do Sul,
regido metropolitana a 30 km de Porto Alegre. Sua area total compreende
cerca de 160 hectares, abrigando em torno de 130 espécies de animais.

Os animais recebidos pelo Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS - IBAMA) séo entregues ao Zooldgico para cuidados e adaptacdo ao
local. Muitas vezes, chegam ao Zoolégico sem condi¢cdes de retornarem a
natureza, fazendo com que permanecam definitivamente em condicbes de
cativeiro. Dentre os primatas acolhidos no Zooldgico de Sapucaia do Sul, séo
encontradas as espécies Alouatta guariba, Alouatta caraya, Sapajus nigritus,
Ateles chamek, Aotus Nigriceps, Leontopithecus chrysomelas, Callithrix jacchus
e Callithrix geoffroyi (ZOO FZB, 2018).

A dieta destes macacos € composta por racdo extrusada propria
para primatas, da marca Nuvilab Primatas Neotropicais, complementada por
frutas e hortigranjeiros. Sua composicdo basica é constituida por: milho pré-
gelatinizado, farelo de soja, leite integral em po, farinha de carne e 0ssos,
farinha de arroz gelatinizada, soro de leite em p0, acucar, 6leo de soja refinado,
cloreto de sédio, concentrado proteico de soja, protenose, levedura de cana,
ovo em po, feno de alfafa, polpa de beterraba, farinha de visceras de aves,
calcario calcitico, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, aroma de baunilha,
aroma de banana, aroma de frutas vermelhas, mananoligossacarideo,
frutoligossacarideo, aditivo adsorvente de micotoxinas, extrato de yucca,
hexametafosfato de sédio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, vitamina C, niacina,
pantotenato de calcio, acido folico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro,
sulfato de manganés, sulfato de zinco, sulfato de cobre, iodato de calcio,
sulfato de cobalto, selenito de sdodio, zinco aminoacido quelato, manganés
aminoacido quelato, proteinado de selénio, triptofano, BHT e BHA (Anexo 1).

As amostras MP16, MP18, MP19 e MP20 foram coletadas de

animais que defecaram nas gaiolas de apreensdo individualmente em
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Setembro de 2016; e MP30 foi coletada a partir de um pool de fezes do grupo
de animais habitantes do zooldgico, recolhidas no inicio do dia pelo

responsavel pela limpeza do local em Novembro de 2017.

4.2 Isolamento de bactérias do género Enterococcus

Para isolamento de Enterococcus sp. foi utilizada metodologia
descrita por Cassenego et al. (2011) e Nachtigall et al. (2013) com algumas
modificacdes. Para amostras fecais, foi pesada a quantidade de 0,1 g de fezes
e incubadas em agua peptonada tamponada (Himedia, Mumbai, india) para
pré-enriquecimento ndo seletivo a 35 °C 1 °C durante 24 horas.

Para as amostras de suabes retais, estes foram incubados
diretamente em agua peptonada tamponada (Himedia, Mumbai, india) para
pré-enriquecimento ndo seletivo a 35 °C 1 °C durante 24 horas.

Apoés esses processos, uma aliguota de 1 mL dessa suspenséao foi
inoculada em 9 mL de caldo azida dextrose (Himedia, Mumbai, india) e
incubada a 35 °C +1 °C durante 24 horas. O plaguemento foi realizado pela
técnica de espalhamento em superficie (Spread Plate), em triplicata, onde 0,1
mL do caldo azida cultivado foi disposto em &agar infusdo de cérebro e coracdo
(BHIA) (Acumedia, Lansing, Michigan) suplementado com 6,5 % de Cloreto de
Sadio (NaCl - Nuclear®). As placas foram incubadas a 35 °C +1 °C durante 48
horas.

Foram selecionadas 15 unidades formadoras de colbnia que
apresentaram crescimento isolado suspeito do género (UFCs menores) para
andlise. Estas foram plaqueadas em &agar bile esculina (Himedia Mumbai, india)
e incubadas a 35 °C %1 °C durante 24 horas. Os isolados que apresentaram
caracteristicas morfologicas (colonias regulares e circulares com superficie lisa,
contendo até 5 mm de didmetro (Svec e Devriese, 2010) e tintoriais (meio
enegrecido por hidrolisar esculina na presenca de 40 % de sais biliares
(Facklam, 1973)) para o género pesquisado foram repassadas para caldo e
agar BHI (Acumedia, Lansing, Michigan) e incubadas a 35 °C 1 °C durante 24

horas. Apos crescimento das col6nias, foram realizados os testes de coloracéo
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de Gram, catalase e a extracdo de DNA pelo método de lise térmica conforme
Donato (2007), onde no pellet das culturas puras pré incubadas em caldo BHI,
adiciona-se uma solucéo alcalina contendo SDS (dodecyl sulfato de sédio) que
€ um detergente removedor de lipideos da membrana celular, seguido de
tampdo TE, que contém 10 mM Tris para estabilizar o pH e EDTA que
sequestra o célcio e 0 magnésio para preservar o material (DNA).

Foi utilizado Thermo Scientific™ NanoDrop Lite Spectrophotometer
para mensurar a concentracdo de DNA das amostras e sua pureza utilizando
razédo 260/280.

Todas as amostras foram armazenadas em criotubos a -20°C em
uma solucdo contendo 1 mL de meio para preservacao (solucdo de 10 % de
leite desnatado e 10 % de glicerol) (Cody et al., 2008) junto a uma aliguota da

cultura bacteriana isolada.

4.3 ldentificacdo do género pela Reacdo em Cadeia da Polimerase —
PCR

A verificacdo da presenca do género bacteriano foi confirmada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em Termociclador — 2720
Thermal Cycler® (Applied Biosystem, Califérnia, EUA), utilizando
oligonucleotideos iniciadores género-especifico: 5-
TACTGACAAACCATTCATGATG -3’ e 5— AACTTCGTCACCAACGCGAAC -
3’ (Ke et al.,, 1999) referentes a amplificacdo do gene tuf, responsavel por
codificar o fator de elongamento EF-Tu, o qual é encontrado em um dos
operons mais conservados na evolucdo dos procariotos (Putzer e Laalami,
2013). Como controle positivo foi utilizada a cepa referéncia E. faecalis ATCC
29212 (American Type Culture Collection).

A reacao da PCR foi realizada em volume total de 25 pL, contendo
100 ng de DNA, 1x de tampédo de reacdo da Taq (4Ge), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Invitrogene), 1,5 mM de MgCl, (4Ge), 200 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologiae), 1U de Taq DNA polimerase (4Ge) e agua miliQ

estéril para completar o volume da reacdo. A PCR foi realizada nas condi¢tes
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de 3 minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 55°C e 1 minuto a 72°C, com um ciclo de extensao final de 7
minutos a 72°C.

Para a visualizacdo dos produtos amplificados na PCR, foram
aplicados 8 pL de cada amostra em um gel com concentragéo de 1,5 % de
agarose, dissolvido em tampao tris-acetato-EDTA 1x (TAE) corado com Blue
Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil). As amostras
foram aplicadas no gel e submetidas a uma tensdo de 50 volts por 75 minutos
para a migracdo dos amplicons. A visualizagdo dos fragmentos foi realizada em
Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologiae, Molecular Imaging). Foram
interpretadas como positivas as amostras que amplificaram fragmento com

tamanho aproximado de 112 pares de bases.

4.4 Identificacdo das espécies utilizando a técnica de ionizacdo e

dessorcéo a laser assistida por matriz MALDI-TOF e PCR

A técnica de ionizacdo e dessorcado a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF) foi aplicada aos isolados de Enterococcus sp. de acordo com
protocolo previamente descrito por Sauget et al. (2017). Primeiramente foi
realizada uma suspensao bacteriana dos isolados em 300 uL de agua estéril.
Apos, a adicdo de 900 pL de etanol absoluto, onde a mistura foi centrifugada a
10.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante dessa suspensao foi
descartado e o pellet foi resuspendido em 50 pL de acido férmico (70 % v/v).
Posteriormente foram adicionados 50 uL de acetonitrila. O microtubo foi
centrifugado a 10.000 rpm durante 2 minutos, e 1 uL deste sobrenandante foi
transferido para o MALDI. Apés a secagem, foi adicionado 1 uL de acido a-
cyano-hydroxycinnamico (Bruker Daltonik GmbH) neste sobrenadante seco. A
cepa Escherichia coli 1917 Nissle foi utilizada como controle positivo e também
como padrao de calibracdo. A analise MALDI-TOF foi realizada utilizando um
microflex LT Bruker espectrometro de massa (Bruker Daltonik GmbH) e os
espectros foram automaticamente identificados utilizando programa

BrukerBioTyper ™ 1.1.
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Foram atribuidas classificacbes as amostras em razdo do score
apresentado, sendo: identificacdo de espécies altamente provavel (range entre
2300 e 3000), identificacao segura do género, identificacdo provavel de espécie
(range entre 2000 e 2299), provavel idenficacdo de género (range entre 1700 e
1999) e identificacdo ndo confiavel (range entre 0 e 1699).

Por indisponiblidade do equipamento MALDI-TOF, algumas
amostras foram identificadas através da técnica de PCR (Apéndice 1). Foram
identificadas as espécies E. faecalis e E.hirae através da utilizagcdo de
oligonucleotideos  espécies-especificos e condicdes especificas de
amplificacdo: para E. faecium foi utilizada a temperatura de anelamento de
62°C para amplificacdo de fragmento na altura de 172 pb com os
oligonucleotideos 5- TTGAGGCAGACCAGATTGACG-3 e 5-
CGGAAGTGATGCTTCCTACTG-3' utilizando controle positivo a amostra F12
(Medeiros et al., 2014; Medeiros, 2011); para E. hirae foi utilizada a
temperatura de anelamento de 62°C para amplificacdo de fragmento na altura
de 94 pb com os oligonucleotideos 5’-TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA-3’
e 5 -TATTGATAAGCTAATGCAAGCGC-3’ utilizando controle positivo a
amostra C1 (Prichula et al, 2016; Santestevan et al., 2015);

4.5 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Para determinar a sensibilidade bacteriana in vitro frente aos
agentes antimicrobianos foi utilizada a metodologia de disco-difusdo (CLSI,
2016). As amostras foram padronizadas em solugdo salina 0,85 %, com
turbidez semelhante & solugcdo padrdo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 1 a 2 x 10 UFC mL™) e avaliadas quanto & suscetibilidade
aos seguintes antimicrobianos: ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP),
cloranfenicol (CLO), eritromicina (ERI), estreptomicina (EST), gentamicina
(GEN), linezolida (LNZ), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), rifampicina
(RIF), tetraciclina (TET) e vancomicina (VAN) (Tabela 2).

Em cada placa de Petri foram adicionados seis discos

antimicrobianos nas concentracgdes citadas (Tabela 2), colocados respeitando a
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distancia de 24 mm entre seus centros e pressionando-os levemente para fixa-
los no agar Mueller Hinton (Kasvi, Curitiba, Brasil). Estas placas foram
incubadas a 35 °C %1 °C, durante 18 a 24 horas. O diametro dos halos de
inibicdo de crescimento foi analisado e as amostras foram classificadas como
sensiveis, intermediarias ou resistentes, através das faixas de interpretacdo

especifica para Enterococcus sp. (CLSI, 2016).

Tabela 2: Descricdo dos agentes antimicrobianos utilizados no estudo.

Classe Antimicrobiano Sigla Concentracéo Alvo bacteriano
Gentamicina GEN 120 ug
Aminoglicosideos Sintese proteica
Estreptomicina EST 300 pg
Beta-lactamicos Ampicilina AMP 10 g Sintese da parede
celular
Fenicol Cloranfenicol CLO 30 pg Sintese proteica
Ciprofloxacina CIP 5 ug
Fluoroquinolonas Sintese DNA
Norfloxacina NOR 10 yg
Glicopeptideos Vancomicina VAN 30 ug Sintese da parede
celular
Macrolideo Eritromicina ERI 15 ug Sintese proteica
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT 300 ug Sintese DNA
Oxazolidinonas Linezolida LNZ 30 ug Sintese proteica
Rifampicina Rifampicina RIF 5 ug Sintese RNA
Tetraciclina Tetraciclina TET 30 ug Sintese proteica

Amostras que apresentaram resisténcia a trés ou mais classes de
antimicrobianos foram consideradas com perfil de multipla resisténcia (PMR)
(EFSA e ECDC, 2013).

4.6 Concentracéo inibitéria minima (MIC) para amostras ndo suscetiveis

a vancomicina

Os isolados que demonstraram resultados intermediarios ou
resistentes ao antimicrobiano vancomicina (30 pg) pelo método de disco
difusdo foram analisados em relacdo a concentracdo minima inibitoria (MIC)
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conforme recomendacgdes do CLSI (2016). As concentragdes testadas foram de
32pgmLta0,5 pg mLt

As amostras foram pipetadas em duplicata em microplaca 96 pocos
a partir da primeira coluna, sendo as duas Ultimas reservadas para 0s controles
positivo (S. aureus ATCC 29213) e negativo (caldo e antimicrobiano),
respectivamente. A placa foi incubada a 35 °C +1 °C durante 16 a 20 horas. A
leitura da placa foi realizada conforme CLSI (2016), onde a concentracdo
minima inibitéria foi considerada a menor concentracdo em que nao houve

crescimento microbiano.

4.7 Deteccdo dos genes relacionados a resisténcia em Enterococcus

sp.

As amostras resistentes ou intermediarias a determinados
antimicrobianos foram selecionadas para caracterizagcdo genética de
resisténcia antimicrobiana. Os isolados resistentes ou intermediarios foram
testados por PCR para deteccdo dos seguintes genes: ermB e msrC (em
isolados resistentes ou intermediarios a eritromicina), gyrA (em isolados
resistentes ou intermediarios a ciprofloxacina e norfloxacina), tetL, tetM, tetS
(em isolados resistentes ou intermediarios a tetraciclina) e vanA, vanB, vanC; e
vanC,.3 (em isolados resistentes ou intermediarios a vancomicina) (Tabela 3 e
4).

A reacdo da PCR foi realizada utilizando Termociclador — 2720
Thermal Cycler® (Marca Applied biosystem, Califérnia, EUA), segundo as
condi¢bes descritas na tabela 4, em volume total de 25 pL, contendo 100 ng de
DNA, 1x de tampdao de reacdo da Taq DNA polimerase (4Ge), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Invitrogene), 1,5 mM de MgCl, (4Ge), 200 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologiae), 1U de Taq DNA polimerase (4Ge) e agua miliQ
estéril para completar o volume da reacao.

Para a visualizagcdo dos produtos amplificados na PCR, foram
aplicados 8 pyL de cada amostra em um gel com concentracdo de 1,5 % de

agarose, dissolvido em tampao tris-acetato-EDTA 1x (TAE) corado com Blue
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Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil). As amostras

foram aplicadas no gel e submetidas a uma tensao de 50 volts por 75 minutos

para a migracao dos amplicons. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada em

Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologias, Molecular Imaging). Foram

interpretadas como positivas as amostras que amplificaram fragmento nos

tamanhos citados na Tabela 3.

Tabela 3: Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes

de PCR para os genes ermB, gyrA, msrC, tetL, tetM, tetS, vanA, vanB, vanc; e

vanCo.s.
Nome do P Produto A
primer Gene Sequéncia (5’- 3°) (pb) Referéncia Cepa controle
erm(B) _F ermB GAAAAGGTACTCAACCAAATA 547 Sutcliffe et al. 485 (Medeiros AW,
erm(B) _R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC (1996) 2011)
gyrAF A ATGAACGAATTGGGTGTG 250 Rathnayake et MP12.3 (E. durans)
gyrAR ay AATTTTACTCATACGTGCTT al. (2011) (Neste trabalho)
msrC 3 AAGGAATCCTTCTCTCTCCG Werner et al. .
msrC 4 msrC GTAAACAAAATCGTTCCCG 343 (2001) P6.7 (Prichula J, 2015)
tet(L)_F ACTCGTAATGGTGTAGTTGC Frazzon et al. .
tet(L) R tetl TGTAACTCCGATGTTTAACACG 625 (2010) P4.1 (Prichula J, 2015)
tet(M)_F GTTAAATAGTGTTCTTGGAG Aarestrup et al. .
tet(M)_R tetM CTAAGATATGGCTCTAACAA 657 (2000) P6.7 (Prichula J, 2015)
tet(S)_F tetS TGGAACGCCAGAGAGGTATT 720 Aarestrup et al. C12 (Medeiros AW,
tet(S)_R ACATAGACAAGCCGTTGACC (2000) 2011)
van(A)_F vanA TAATTGAGCAGGCTGTTTCG 80 Moura et al. E. faecalis ATCC
van(A)_R TACTGCAGCCTGATTTGGTC (2015) 29212
vanB vanB ATGGGAAGCCGATAGTC 635 Dutka-Malen et E. faecalis ATCC
vanB GATTTCGTTCCTCGACC al. (1995) 700802
vanC, vanC GGTATCAAGGAAACCTC 822 Dutka-Malen et E. gallinarum 11
vanC, 1 CTTCCGCCATCATAGCT al. (1995) (Medeiros AW, 2011)
vanCos CTCCTACGATTCTCTTG 430 Dutka-Malen et '(Esgﬁfes;'e'('/z‘r’]“;ﬁl
vanCss 23 CGAGCAAGACCTTTAAG al. (1995) N

2015)

pb: pares de base
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Tabela 4: Condigcbes de amplificacdo utilizadas para genes de resisténcia
ermB, gyrA, msrC, tetL, tetM, tetS, vanA, vanB e vanC.

Inicio Desnaturagéo Anelamento Extensdo Extensao final

Gene T °C Cicles °C T °C T °C T °C T Referéncia
ermB  3min 93 35 93 1min 52 Imin 72 1min 72 5min Sutcliffe et al., 1996
gyrA 5min 94 40 94 1min 52 Imin 72 1min 72 5min Neste trabalho
msrC  5min 94 35 94 1min 52 Imin 72 1min 72 5min Werner et al., 2001
tetL 5min 94 35 94 1min 58 Imin 72 1min 72 5min Frazzon et al., 2010
tetM 5min 94 35 94 1min 52 Imin 72 1min 72 5min Aarestrup et al., 2000
tetS 5min 94 35 94 1min 58 Imin 72 1min 72 5min Choi e Woo, 2015
vanA 5min 94 35 94 1min 56 Imin 72 1min 72 10min Moura et al., 2015

vanB 2min 94 30 94 1min 54 1min 72 1min 72 10min Dutka-Malen et al., 1995
vanC; 2min 94 30 94 1min 54 1min 72 1min 72 10min Dutka-Malen et al., 1995
vanCys; 2min 94 30 94 1min 54 Imin 72 1min 72 10min Dutka-Malen et al., 1995

T: Tempo; °C: Temperatura

4.8 Deteccao dos genes relacionados a viruléncia em Enterococcus sp.

A presenca dos genes de viruléncia ace (adesina de colageno), agg
(substancia de agregacao) e esp (proteina de superficie de enterococos) foram
avaliados em todos os isolados bacterianos. Ja para cylA (citolisina) e gelE
(gelatinase) foram avaliadas as amostras que apresentaram positividade no
teste fenotipico. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estao
descritas na Tabela 5.

As reagbes da PCR foram otimizadas utilizando Termociclador —
2720 Thermal Cycler® (Marca Applied biosystem, Califérnia, EUA) segundo as
condi¢cbes descritas na Tabela 6, em volume total de 25 pL, contendo 100 ng
de DNA, 1x de tampao de reacdo da Taq DNA polimerase (4Ge), 0,4 uM de
cada um dos oligonucleotideos iniciadores (Invitrogene), 1,5 mM de MgCl;
(4Ge), 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologiae), 1U de Taq DNA polimerase
(4Ge) e agua miliQ estéril para completar o volume da reacdo. A reacdo para
deteccdo do gene agg foi igual as demais com excecdo da quantidade de DNA,
a qual foi empregada na concentracao de 200 ng.

Para a visualizagdo dos produtos amplificados na PCR, foram
aplicados 8 pL de cada amostra em um gel de agarose a 1,5 % diluido em
tampao tris-acetato-EDTA (TAE) corado com Blue Green Loading Dye | (LGC
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Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil). As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a uma tensédo de 50 volts por 75 minutos para a migragdo dos
amplicons. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada em Transiluminador
L.Pix (Loccus Biotecnologia®, Molecular Imaging). Foram interpretadas como
positivas as amostras que amplificaram fragmentos de tamanhos citados na
Tabela 5.

4.8.1 Ensaio para gelatinase

Foi realizado o ensaio de gelatinase segundo Marra et al. (2007).
Um inéculo da cultura bacteriana pura foi perfurado em tubos contendo 12 %
de gelatina (Labsynthe) em 0,8 % de caldo BHI (Himediae). Os tubos foram
incubados a 35 °C +1 °C durante 24 horas e posteriormente refrigerados a 4°C
por 30 minutos. Apds esse periodo, as amostras que apresentaram o meio
liquefeito foram consideradas positivas. Quando o meio contendo gelatina se
apresentou intacto (estado semi-solido), a bactéria foi caracterizada como nao

produtora de gelatinase.

4.8.2 Ensaio para citolisina

O ensaio para citolisina foi realizado segundo Brenden e Janda
(1987), onde as amostras foram estriadas em placas contendo blood agar base
(Himediae) contendo 5 % de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram
incubadas a 35 °C £1 °C durante 24 horas e foram examinadas as zonas de

hemolise, as quais se estenderam a partir da borda do crescimento bacteriano.
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Tabela 5: Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para as

reacoes de PCR para os genes de viruléncia ace, cylA, esp, gelE e agg.

N&Tﬂfedro Gene Sequéncia (5’- 3°) Pr(c:)dbt;to Referéncia Cepa controle
acel F AAAGTAGAATTAGATCACAC 320 Mannu et al. C12 (Medeiros AW,
ace2 R ace TCTATCACATTCGGTTGCG (2003) 2011)

cylA_TE17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT Eaton e Gasson 14 (Medeiros AW,
cylA TE1g YA TCTACAGTAAATCTTTCGTCA 517 (2001) 2011)
ESP46 TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC
ESP47 esp CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG 913 Shankar et al. (1999) 14.3 (Neste estudo)
gelE_F | ACCCCGTATCATTGGTTT 02 Eaton e Gasson C12 (Medeiros AW,
gelE R 9E ACGCATTGCTTTTCCATC 4 (2001) 2011)

agg TE3 AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC Eaton e Gasson M2.15 (Neste

agg TE4 299 AAACGGCAAGACAAGTAAATA 1553 (2001) estudo)

pb: pares de base

Tabela 6: Descricdo das condi¢des de

amplificagéo utilizadas para genes de

viruléncia ace, agg, cylA, esp e gelE.

Inicio Desnaturacao Anelamento Extensdo Extensao final
Gene Referéncia
T °C Ciclos °C T °C T °C T °C T
ace 5min 94 35 94 1min 57 1min 72 1min 72 5min Mannu et al., 2003
agg 5min 94 30 94 1min 62 Imin 72 1min 72 10min Eaton e Gasson, 2001
cylA 5min 94 35 94 1min 54 Imin 72 1min 72 5min Shankar et al., 1999
esp 3min 94 35 94 1min 64 Imin 72 1min 72 5min Eaton e Gasson, 2001
gelE  5min 94 35 94 1min 50 Imin 72 1min 72 5min Eaton e Gasson, 2001

T: Tempo; °C: Temperatura

4.9 Analise estatistica

A correlacdo entre suscetibilidade antimicrobiana apresentada pelas
amostras de Enterococcus sp. resistentes e origem das coleta dos suabes
retais dos macacos-prego foram analisados utilizando tabela cruzada com teste
qui-quadrado de Pearson (x°) (p<0,05) e teste exato de Fisher quando
amostras pequenas (<5). Quando os dados apresentaram diferenca estatistica
significativa (p<0,05), foram analisados o0s residuos, onde se 0s mesmos
apresentassem 22 ou <-2 confirmava a presenca da diferenca. Os dados foram

analisados utilizando software IBM SPSS statistics versao 18.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados da distribuicdo de Enterococcus sp. isolados de

amostras de fezes de macacos-prego

Em SSC foram isoladas 137 amostras de Enterococcus sp. oriundas
de 11 origens: MP1, MP3 e MP4 foram coletadas de animais que defecaram
nas gaiolas de apreensao individualmente; MP9, MP10, MP11, MP12, MP13,
MP14 e MP15 foram coletadas com suabes estéreis individualmente dos
animais; e MP17 foi coletada a partir de um pool de fezes dos animais que
estavam em recuperacao da anestesia.

Em SCS foram isoladas 86 amostras de Enterococcus sp. oriundas
de 8 origens: MP21 e MP22 foram coletadas de animais que defecaram nas
gaiolas de apreensdo em grupo; MP24, MP25, MP26, MP27 e MP28 foram
coletadas com suabes estéreis individualmente; e MP29 foi coletado a partir de
um pool de fezes dos animais que estavam em recuperacéo da anestesia, que
foram trazidos para a cidade Porto Alegre para completa recuperacao.

Nas amostras ZOO foram isoladas 73 amostras de Enterococcus sp.
oriundas de 5 origens: MP16, MP18, MP19 e MP20 foram coletadas de animais
gue defecaram nas gaiolas de apreensdao individualmente; e MP30 foi coletada
a partir de um pool de fezes do grupo de animais habitantes do zoologico.

Duzentos e noventa e seis isolados de Enterococcus sp. foram
identificados nos trés grupos trabalhados, sendo 137 de macacos de Séo
Sebastido do Cai (SSC), 86 de Santa Cruz do Sul (SCS) e 73 de cativeiro
(ZOO). As especies mais encontradas foram E. faecalis (42,6 %; n = 126),
seguido de E. hirae (29,4 %; n = 87) e E. faecium (15,5 %; n = 46). Diferencas
na composicdo de Enterococcus sp. foram detectadas nos animais das trés
regides, onde E. faecalis foi a espécie mais encontrada em SCS e E. hirae nas
amostras de SSC e ZOO (Tabela 7).
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Tabela 7: Distribuicdo de Enterococcus sp. isolados (%) de amostras de fezes

de macaco-prego oriundos de trés regides diferentes do estado do Rio Grande

do Sul, Brasil.
Espécie Numero (%) de isolados
SSC(n=137) SCS(n=86) ZOO (n=73) Total (%)
E. faecalis 44 (32,1) 77 (89,5) 5 (6,8) 126 (42,6)
E. hirae 49 (35,8) 2(2,3) 36 (49,3) 87 (29,4)
E. faecium 26 (19,0) 2 (2,3) 18 (24,7) 46 (15,5)
E. durans 7 (5,1) 0 (0,0) 13 (17,8) 20 (6,8)
E. casseliflavus 9 (6,6) 4 (4,7) 0 (0,0) 13 (4,4)
E. raffinosus 1(0,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(0,3)
E. avium 1(0,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(0,3)
E. gallinarum 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,4) 1(0,3)
Enterococcus sp. 0 (0,0) 1(1,2) 0 (0,0) 1(0,3)
Total 137 (100) 86 (100) 73 (100) 296 (100)

SSC: Sdo Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zoolégico de Sapucaia do Sul

5.2 Resultados do teste de suscetibilidade antimicrobiana

A porcentagem de suscetibilidade antimicrobiana reduzida detectada
nos isolados de Enterococcus sp. pode ser visualizada na tabela 8. Cento e
trinta e sete (46,3 %) apresentaram nao suscetibilidade a rifampicina, 77
isolados a tetraciclina (26,0 %) e 66 isolados a eritromicina (22,3 %). Noventa e
cinco (69,3 %) isolados de SSC apresentaram resisténcia a pelo menos um
antibiético testado, 60 (69,7 %) em SCS e 44 (60,2 %) em ZOO (tabela 10). O
perfil de mudltipla resisténcia foi encontrado em 29 (21,2 %) isolados de
Enterococcus sp. de SSC, 6 (6,9 %) em SCS e 8 (11 %) isolados em ZOO
(Tabela 10). Para amostras ndo suscetiveis ou intermediarias a vancomicina e,
foi aplicado teste MIC, ao qual todos os isolados de Enterococcus sp.
apresentaram sensibilidade. Os isolados MP 14.1, 14.4, 14.5, 14.7, 14.8, 15.8,
15.9, 15.13, 16.2, 16.7, 16.13 e 17.2 apresentaram MIC 0,5 pg mL™, MP 15.12,
18.7 € 19.10 MIC 1 ug mL™* e MP 15.4 MIC 2 ug mL™.

SSC apresentou 0os maiores indices de néo suscetibilidade quando
se trata dos antibidticos tetraciclina (n = 54; 39,4 %), norfloxacina (n = 7; 5,1
%), e ampicilina (n = 1; 0,7 %). Os maiores indices de ndo suscetibilidade das
amostras ZOO foram para os antibidticos nitrofurantoina (n = 25; 34,2 %),
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eritromicina (n = 19; 26,0 %) e cloranfenicol (n = 1; 1,4%). E para as amostras
SCS ciprofloxacina (n = 19; 22,1 %), sendo atribuido indices de suscetibilidade
reduzida semelhantes para o antibiético rifampicina nas regides SSC (n = 70;
51,1%) e SCS (n = 44; 51,2%) (Tabela 8).

Dentre as espécies estudadas, E. faecalis apresentou os maiores
resultados ndo suscetiveis (n = 87; 69,0 %), seguido de E. faecium (n = 34;
73,9 %) (Tabela 9). Cento e noventa e nove amostras (67,2 %) apresentaram
suscetibilidade reduzida a antimicrobianos, destas 69,3 % (n = 95) referente as
amostras SSC, 69,7 % (n = 60) SCS e 60,2 % (n = 44) ZOO (Tabela 9 e 10).
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Tabela 8: Descricdo das resisténcias dos isolados de Enterococcus sp.

detectados em amostras de fezes de macaco-prego.

N isolados (%)

Antibidtico Classificacéo SSC (n=137)  SCS (n=86) _ ZOO (n=73) Total n (%)
Ampicilina NS 1(0,7) 0 0 1(0,3)
S 136 (99,3) 86 (100) 73 (100) 295 (99,7)
Ciprofloxacina NS 27 (19,7) 19 (22,1) 7(9,6) 53 (17,9)
S 110 (80,3) 67 (77,9) 66 (90,4) 243 (82,1)
Cloranfenicol NS 0 0 114 1(0-3)
S 137 (100) 86 (100) 72 (98,6) 295 (99,7)
Eritromicina NS 32 (23,4) 15 (17,4) 19 (26,0) 66 (22,3)
S 105 (76,6) 71 (82,6) 54 (74,0) 230 (77,7)
Estreptomicina NS 0 0 0 0
P S 137 (100) 86 (100) 73 (100) 296 (100)
Gentamicina NS 0 0 0 0
S 137 (100) 86 (100) 73 (100) 296 (100)
Linezolida NS 0 0 0 0
S 137 (100) 86 (100) 73 (100) 296 (100)
. ) NS 15 (10,9) 0 25 (34,2) 40 (13,5)
Nitrofurantoina S 122 (89,1) 86 (100) 48 (658) 256 (86,5)
. NS 7 (5,1) 3 (3,5) 1(1,4) 11 (3,7)
Norfloxacina S 130 (94.9) 83 (96,5) 72 (98,6) 285 (96,3)
Rifampicina NS 70 (51,1) 44 (51,2) 23 (31,5) 137 (46,3)
P S 67 (48,9) 42 (48,8) 50 (68,5) 159 (53,7)
- NS 54 (39,4)* 9 (10,5) 14 (19,2) 77 (26,0)
Tetraciclina S 83 (60,6) 77 (89,5) 59 (80,8) 219 (74,0)
Vancomicina NS 0 0 0 0
S 137 (100) 86 (100) 73 (100) 296 (100)

SSC: Sao Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zoolégico de Sapucaia do Sul
NS: Nao suscetivel (inclui resultados intermediarios e resistentes no teste disco difuséo); S:

Suscetivel;

*Diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Tabela 9: Numero (%) de isolados de Enterococcus sp. ndo suscetiveis

detectados em amostras fecais e suabes retais de macaco-prego.

Numero (%) de isolados ndo suscetiveis

Especie SsC scs ZOO Total® (%)
E. faecalis 26 (59,0) 56 (72,7) 5 (100) 87 (69,0)
E. hirae 31 (63,2) Ausente 21 (58,3) 52 (59,7)
E. faecium 26 (100) 2 (100) 6 (33,3) 34 (73,9)
E. durans 7 (100) Ausente 11 (84,6) 18 (90)
E. casseliflavus 5 (55,5) 2 (50) Ausente 7 (53,8)
E. raffinosus Ausente Ausente Ausente 0
E. avium Ausente Ausente Ausente 0
E. gallinarum Ausente Ausente 1 (100) 1 (100)
Enterococcus sp. Ausente Ausente Ausente 0
Total 95 (69,3)° 60 (69,7)° 44 (60,2)" 199 (67,2)

SSC: Sao Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zooldgico de Sapucaia do Sul
*Total de espécies (%) de Enterococcus sp. ndo suscetiveis subdividido por cada regio.
bRepresentatividade de amostras ndo suscetiveis de cada regido em relacdo ao total de
amostras resistentes.

Os fendtipos de resisténcia antimicrobiana que apareceram com
maior frequéncia entre as amostras foram rifampicina (n = 52; 26,1 %),
tetraciclina (n = 20; 10,1 %), associac¢ao rifampicina e tetraciclina (n = 15; 7,5
%) e nitrofurantoina (n = 13; 6,5 %) (Tabela 10).
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Tabela 10: Numero de isolados de Enterococcus sp. (%) por localidade,

apresentando cada fendtipo de resisténcia antimicrobiana encontrados em

amostras de fezes de macaco-prego.

Enterococcus sp. isolados por localidade (n de resisténcias por

espécies) Total de
Fenoétipo de resisténcia amostras
antimicrobiana SSC scs 700 por
fenétipo
(%)
ERI E. faecalis (5) 5(2,5)
E. faecalis (12),
E. casseliflavus (3), E. faecalis (22), E. hirae (3),
RIF E.hirae (4), E.casseliflavus (2) E. durans (3) 22 (26:1)
E. durans (3)
E. faecium (5), . .
TET E. hirae (8) E. faecalis (6) E. hirae (1) 20 (10,1)
E. hirae (8); E.
NIT durans (4); E. 13 (6,5)
faecium (1)
CIP E. faecalis (2) 2(1,0)
NOR E. faecalis (1) 1(0,5)
. E. faecalis (3);
RIF/ITET E. hirae (11) E. hirae (1) 15 (7,5)
CLO/TET E. faecium (1) 1(0,5)
CIP/RIF E. faecalis (3) E. faecalis (9) 12 (6,0)
E. gallinarum
CIP/NOR 1(0,5)
(€]
CIP/ERI E. casseliflavus (1) 1(0,5)
CIPITET E. faecium (4) 4 (2,0)
ERI/NIT E. faecium (1) E. hirae (1) 2 (1,0
E. casseliflavus (1); E. .
ERI/RIF faecium (5) E. faecalis (4) 10 (5,0)
. . E. hirae (1); E
ERI/TET E. hirae (1) E. faecalis (1) faecium (1) 4 (2,0)
E. durans (4),
NIT/RIF E. durans (2) E. faecium (1); 9 (4,6)
E. hirae (2)
NOR/RIF E. faecalis (1) 1(0,5)
AMP/NIT/RIF E. durans (1) 1(0,5)
ERIRIF/TET E. hirae (3), 4(2,0)

E. faecalis (1)
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ERINIT/TET E. hirae (1) 1 (0,5)
CIP/RIF/TET E. faecium (1) E. faecium (1) E. faecalis (1) 3(1,5)
NIT/RIF/TET E. hirae (4) 4 (2,0)
CIP/ERI/TET E. faecium (1) 1(0,5)
CIP/ERI/NIT E. hirae (1) 1(0,5)
CIP/ERIRIF E. faecalis (3) E. faecalis (4) EEf;ee‘i:';““; ((11)) 9 (4,6)
CIP/NOR/RIF E. faecalis (1) E. faecalis (2) 3(1,5)
CIP/NIT/RIF E. hirae (1) 1 (0,5)
ERI/NIT/NOR/TET E. faecium (1) 1(0,5)

ERI/NIT/RIFITET E. durans (1) E. hirae (1) 2(1,0)

CIP/ERI/NIT/TET E. faecium (1) 1(0,5)

CIP/ERI/NOR/TET E. faecium (3) 3(1,5)

E. faecium (4); E faecalis

CIP/ERI/RIF/TET E.faecium (1) 7 (3,6)

)
CIP/ERI/NIT/RIF/TET E. faecium (3) 3(1,5)
CIP/ERI/NIT/NOR/RIE/TET E. faecium (1) 1(0,5)
Total 95 60 44 199
(69,3)% (69,7)% (60,2)% (67,2)

SSC: Sao Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zooldégico de Sapucaia do Sul
AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Cloranfenicol; ERI: Eritromicina; EST:
Estreptomicina; GEN: Gentamicina; LNZ: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina.
’Representatividade de resisténcias de cada regido em relagdo ao total de amostras
resistentes.
PMR: Perfil de mdltipla resisténcia
5.3 Resultados da deteccdo dos genes relacionados a resisténcia e

viruléncia

Em relacdo & presenca de genes relacionados a resisténcia em
enterococos, as amostras ZOO apresentaram maiores indices para msrC
(18/22; 81,8 %), gyrA (17/28; 60,7 %) e tetL (8/18; 44,4 %) (Tabela 11). Para o
gene tetM os isolados de SCS apresentaram maior frequéncia (9/9; 100 %).
Para 0s genes relacionados a viruléncia, as amostras SSC e SCS
apresentaram as maiores porcentagens para o gene gelE (19/19 e 13/13; 100
%). Para esp (3/86; 3,5 %), ace (80/86; 93,0 %) e agg (9/86; 10,5 %), as

amostras SCS apresentaram as maiores porcentagens (Tabela 11). No geral, o
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gene de resisténcia mais prevalente entre as amostras foi tetM (67/83; 80,7 %);
e gene de viruléncia mais presente destacou-se ace com 129 (43,6 %)

positivos, em relacdo as 296 amostras testadas (Tabela 11 e 12).

Tabela 11: Numero de isolados de Enterococcus sp. (%) com presenca de
genes relacionados a resisténcia e viruléncia em amostras de fezes de

macaco-prego.

Genes de resisténcia (%) Genes de viruléncia (%)
Amostras
msrC* ermB* gyrA* tetL*  tetM* tetS* | gelE* cylA* esp ace agg
ssc 14/55  0/55 23/56 15/56  45/56  0/56 | 19/19 0/32 0/137 41/137  2/137
(25,5)  (0,0) (411)  (26,8) (804) (0,0) | (100) (0,0 (0,0) (29,9) (1.9
sCs 2/21 0/21 6/47 1/9 9/9 0/9 13/13 0/9 3/86 80/86 9/86
(95 (00 (12,8)  (11,1) (100) (0,0) | (100) (0,0 (3,5) (93,0) (10,5)
700 18/22  0/22 17/28 8/18  13/18 0/18 0/0 0/3 1/73 8/73 0/73
(81,8) (0.0) (60,7) (44,4) (722) (0,00 | (0,0 (0,0) (1,4) (109) (0,0
Total 34/98  0/98 46/131 24/83 67/83 0/83 | 32/32 0/44 4/296  129/296 11/296
(347) (0,0 (35,1) (28,9) (80,7) (0,0) | (100)  (0,0) (1,4) (436) @7

*Pesquisado somente em amostras que apresentaram teste fenotipico positivo
SSC: Sao Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zooldgico de Sapucaia do Sul.

Fazendo uma comparacao dentre as espécies de Enterococcus sp.
encontradas, E. faecium apresentou maior frequéncia do gene msrC (25/31;
80,6 %), seguido por E. hirae que destacou-se por apresentar maior frequéncia
para 0s genes gyrA (25/27; 92,6 %) e tetL (19/37; 51,4 %). Para tetM, E.
faecalis apresentou maior frequéncia (14/15; 93,3 %) (Tabela 12). Em relacéo
aos genes de viruléncia, E. faecalis foi a espécie que apresentou 0s maiores
indices para a maioria dos genes analisados, possuindo maior frequéncia para
0s genes gelE (32/32; 100 %), ace (110/126; 87,3 %) e agg (11/126; 8,7 %)
(Tabela 12). E. gallinarum apresentou maior indice para esp (1/1; 100 %). E.
raffinosus e E. avium e Enterococcus sp. ndo apresentaram genes de

resisténcia nem viruléncia.
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Tabela 12: Numero de isolados de Enterococcus sp. (%) com presenca de
genes relacionados a resisténcia e viruléncia em amostras de fezes de

macaco-prego.

Genes de resisténcia (%) Genes de viruléncia (%)
Espécies
msrC* ermB* gyrA* tetL* tetM* tetS* Total | gelE* cylA* esp ace agg Total
E. faecalis 1/31 0/31 5/63 2/15 14/15 0/15 22 (32/32 0/8 3/126 110/126 11/126 156
' B2 (00 (7,9 (13,3) (93,3) (0,00 (12,9)|(100) (0,00 (24) (87,3) (8,7) (88,6)
E hirae 7/28  0/28 25/27 19/37 32/37 0/37 83 0/0 0/17 0/87 7/87 0/87 7
' (25) (0,00 (92,6) (51,4) (86,5 (0,0) (485)| (0,00 (0,0) (0,00 (80) (0,00 (4.0
E. faecium 25/31 0/31 10/33 3/28 21/28 0/28 59 0/0 0/7  0/46 2/46 0/46 2
' (80,6) (0,00 (30,3) (10,7) (75 (0,00 (345 | (0,0) (©0) (0,00 (43) (0,00 (1.1)
E. durans 1/6 0/6 5/5 0/3 0/3 0/3 6 0/0 0/2  0/20 3/20 0/20 3

(16,7) (0,00 (100) (0,00 (0,0) (0,00 (3,5 | (00) (0,0) (0,0 (15 (0,00 (1,7)

E. 0/2 0/2 0/2 0/0 0/0 0/0 0 0/0 0/7  0/13 7/13 0/13 7
casseliflavus (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,0) [ (0,00 (0,00 (0,00 (538) 0,00 (4,0

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0 0/0 0/1 0/1 0/1 0/1 0
0,00 (0 (0 (00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,0 (0,0) 0,00 (0,0

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0 0/0 0/1 0/1 0/1 0/1 0
0,00 (0 (0 (00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,00 (0,0 (0,0) 0,00 (0,0

00 00 11 00 00 00 1 |00 00 1L 01 o 1
00) (0,00 (100) (0,00 (0,00 (00) (0,6) | 000 (0,00 (100) (0,0) (0,00 (0,6)

E. raffinosus

E. avium

E. gallinarum

Enterococcus 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0 0/0 0/1 0/1 0/1 0/1 0
sp. (0,00 (0,0 (0 (0,0 (0 (00 (00 |00 (00 (©0 (00 (0,00 (0,0)
Total 34/98 0/98 46131  24/83  67/83  0/83 171 | 32/32  0/44  4/296 1297296  11/296 176
(34,7) (0,0) (3517 (28,9 (80,7 (0,07  (100) | (100)® (0,00  (1.4) (43.,6) 3.7) (100)

*Pesquisado somente em amostras que apresentaram teste fenotipico positivo

SSC: Séo Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zoolégico de Sapucaia do Sul.
®Numero de amostras positivas para o gene / nimero de amostras testadas para o gene
(porcentagem em relacdo ao nimero total de genes de resisténcia positivos)

®Numero de amostras positivas para o0 gene / nimero de amostras testadas para o gene
(porcentagem em relacdo ao namero total de genes de viruléncia positivos)

Comparando os genotipos e fendtipos para gelatinase e citolisina,
SCS apresentou 15,1 % (13/86) de presenca para gelatinase e SSC 13,9 %
(19/137). Todas as amostras testadas apresentaram positividade para gene
gelE. Para o teste fenotipico para citolisina, SSC apresentou 32 presencas das
137 amostras testadas (23,4 %), SCS 9 presencas das 86 amostras testadas
(10,5 %) e ZOO trés das 73 testadas (4,1 %). Nenhuma amostra testada
apresentou positividade para o gene cylA (Tabela 13).
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Tabela 13: Numero de isolados de Enterococcus sp. (%) com positividade em
testes fenotipicos e genotipicos relacionados a viruléncia em amostras de fezes

de macaco-prego.

Local de Fendotipos e gendtipos encontrados n (%)
coleta Gelatinase® gelE® Citolisina® cylAP
ssc 19/137 19/19 32/137 0/32
(13,9) (100) (23,4) (0,0)
scs 13/86 13/13 9/86 0/9
(15,1) (100) (10,5) (0,0)
0/73 0/0 3/73 0/3
#00 (0.0) 0.0) (4.1) 0,0)
Total 32/296 32/32 44/296 0/44
(10,8) (100) (14.9) (0,0)

SSC: Sdo Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul; ZOO: Zooldgico de Sapucaia do Sul.
? Fenétipos positivos / fenétipos testados
b Gendtipos positivos / gendtipos testados

6. DISCUSSAO

6.1 Distribuicdo de Enterococcus sp. isolados de amostras de fezes de

macacos-prego

Foi possivel detectar a presenca do género Enterococcus em todas
as amostras fecais e suabes retais dos macacos-prego pesquisados. Esses
achados corroboram com a elevada presenca deste género na microbiota
gastrointestinal de mamiferos (Devriese et al., 2006; Lebreton et al., 2014).
Dentre os trés grupos de amostras analisadas, foi observada uma divergéncia
entre a composi¢cdo de espécies bacterianas encontradas. Nas amostras de
SCS a espécie mais prevalente foi E. faecalis (89,5 %), enquanto nas amostras
de ZOO e SSC a espécie mais detectada foi E. hirae (49,3 % e 35,8 %
respectivamente). Devriese et al. (1987) encontraram no intestino de
mamiferos as espécies E. faecalis e E. hirae com maior frequéncia. Poeta et al.
(2005) ao pesquisar a diversidade de enterococos em animais selvagens,
encontrou 52,1 % E. faecalis e 10 % E. hirae, confirmando a presenca das
espécies em animais selvagens.

Xavier et al. (2010) ao pesquisar enterococos em primatas oriundos
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do Centro de Primatas da Universidade de Brasilia constatou 12,3 % de
presenca de E. faecalis. Segundo os autores, os macacos eram alimentados
com frutas tropicais, vegetais e racdo de gato, o que pode corroborar com 0s
resultados do presente trabalho, onde os animais de SCS, que recebem
alimentacdo mais diversificada, apresentaram maior frequéncia desta mesma
espécie em questdo. Em amostras fecais de lince ibérico (L. pardinus), E. hirae
foi uma das espécies mais prevalentes encontradas (11 isolados) (Gongalves
et al., 2013), reafirmando sua presenca na microbiota intestinal de mamiferos
selvagens.

Sapajus nigritus por ser considerada uma espécie onivora, torna sua
fonte de alimentacdo muito diversificada. Mundt (1962) obteve cepas de
Enterococcus spp. a partir de flores dos géneros Trisetum, Lobelia e Senecio,
0s quais também ocorrem no Brasil (Reflora — Flora do Brasil, 2018), podendo
estimar desta forma que a alimentacdo vegetal pode ser fonte direta
bacteriana. Também é possivel inferir que enterococos encontrados nas fezes
dos macacos podem ser provenientes em grande parte por sua dieta. Ainda, o
mesmo autor encontrou enterococos em fontes diversificadas como amostras
de &gua, superficie de solo, plantas aquaticas, fungos e folhas de samambaia
(Mundt, 1962). Essa diversidade de habitats apresentada pela colonizacdo dos
enterococos pode ser explicada por sua resisténcia as condi¢cdes adversas,
como diferentes temperaturas (10-45°C), hiperosmolaridade (6,5 % NacCl)
(Sherman, 1937), assim como aos agentes fisicos, como radiacdo UV (Hartke
et al., 1998).

Martin e Mundt (1972) mostraram que uma grande variedade de
insetos possui papel crucial na distribuicdo de enterococos em plantas. E.
faecalis (32 %), E. faecium (22,4 %) e E. casseliflavus (43,5 %) foram
associados a 37 diferentes taxons de insetos. Shil et al. (2014) identificaram E.
faecalis, E. durans e E. casseliflavus dentre outras espécies bacterianas em
intestinos de ninfas e pupas de trés espécies de insetos diferentes. Com isso,
pode-se estimar que insetos possam servir como reservatorios e vetores de
enterococos, bem como abrigar genes de resisténcia e/ou viruléncia. Como

insetos servem de alimentos para S. nigritus, sua ingestdo pode estar
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propiciando uma variabilidade genética dentre a microbiota do mesmo,
corroborando com os achados do presente trabalho e salientando desta forma
a importancia do estudo do processo de cadeia alimentar na aquisicdo
bacteriana e genética.

Lebreton et al. (2014) através de um dendograma classificou
espécies de enterococos de acordo com sua distribuicdo na natureza. As
espécies E. raffinosus, E. avium e E. gallinarum foram descritas em infec¢cfes
ou colonizacbes humanas. Enterococcus avium foi descrita também em
insetos, répteis, aves, mamiferos e agua. Ja E. gallinarum além dos grupos
citados, foi encontrada também em plantas, solo e comida. O fato de ter
encontrado presenca de E. raffinosus somente em um isolado de Enterococcus
sp. de SSC, pode ser explicado em razdo da proximidade do bando de
macacos ao hospital da cidade, local onde espécies bacterianas patogénicas
séo encontradas com mais facilidade.

Mundt (1962) inoculou culturas de E. faecalis em sementes de cinco
plantas diferentes. Apds cultivo, conseguiu recuperar a bactéria em estudo em
todas as partes da planta estudada, incluindo no solo, raiz, arilo, haste,
cotilédone e folhas. Portanto, pode-se estimar que frutos, os quais também
fazem parte da alimentagédo dos macacos, podem possuir enterococos desde a
fase de germinacdo, mais especificamente na semente propriamente dita. O
micro-organismo acaba por se manter presente em todos o0s estagios de
desenvolvimento da planta, sobrevivendo as condi¢cdes mais adversas do meio
ambiente. Com isso, pode-se aferir que compartilhar um habitat € um

importante fator de risco para disseminagao de enterococos.

6.2 Suscetibilidade antimicrobiana e genes de resisténcia presentes em

Enterococcus sp. isolados de fezes de macacos-prego

Dentre os antibidticos testados frente as amostras de enterococos
isoladas de fezes de macacos-prego, rifampicina (46,3 %), tetraciclina (26,0 %)
e eritromicina (22,3 %) apresentaram 0s maiores indices de néo

suscetibilidade. De acordo com os testes estatisticos aplicados, as amostras
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SSC diferiram estatisticamente (p<0,05), das amostras dos demais grupos,
demonstrando residuos ajustados superiores para o antibiético tetraciclina. A
proximidade ao ambiente hospitalar apresentada pela origem das amostras,
somada a excrecao e incompleta metabolizacdo de antibiéticos por humanos e
animais € uma das principais fontes de disseminacdo de resisténcia
antibacteriana. Brown e colaboradores (2006) analisaram a presenca de
antibioticos em efluentes hospitalares, onde dos seis antibitticos testados,
todos eles se mostraram presentes em pelo menos uma das amostras
coletadas. Desta forma, os autores concluiram que hospitais tendem a serem
0s principais contribuintes para a presenca de antibiéticos em aguas residuais
(Figura 2). Os hospitais poluidos com antibidticos sdo “zonas de guerra”, no
qual ocorre uma luta continua entre micro-organismos infecciosos e pacientes,
onde profissionais da saude tentam intervir com forcas de paz (Wright, 2007).

Xu e colaboradores (2014) realizaram um estudo comparativo em
agua de diferentes etapas de estacdo de tratamento, onde verificaram que
tanto genes de resisténcia a antibidticos como a prépria droga foram
frequentemente encontrados, reiterando que a descarga de antibiéticos através
de efluentes no meio ambiente pode levar a uma pressdo seletiva para a
ocorréncia de resisténcia antimicrobiana. Rodriguez-Mozaz et al. (2014)
encontraram em efluentes hospitalares altas concentracbes da classe
fluoroquinolonas, juntamente aos genes relacionados a resisténcia a
tetraciclina (tetwW), macrolideos (ermB) e sulfonamidas (sull). Esse problema se
agrava em casos onde rios sdo as principais fontes de agua para o consumo
humano (Figura 2).

Estudos relacionados ao papel do descarte errbneo de antibiéticos
no meio ambiente sdo infrequentes. Na cidade do Rio de Janeiro, Brasil, foram
realizados dois estudos de caso onde foram analisadas a presenca de
bactérias resistentes aos antibidticos na Baia de Guanabara e Lago

Jacarepagua.
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Figura 2: Teoria de redes (network theory) de potenciais inter-relacdes
epidemiolégicas do movimento da resisténcia antimicrobiana, dentre as
populacdes de macacos-prego das regides de Sao Sebastido do Cai e Santa
Cruz do Sul.

Resistoma
ambiental

Resisténcia st

em hopitais Cm

Resisténciana
produgdo
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Fonte: O autor

Em ambos os locais foram encontradas bactérias multirresistentes, onde na
primeira foram encontradas resisténcias relacionadas a ampicilina, tetraciclina
e kanamicina; e no segundo local a bactéria E. gallinarum também possuindo
perfil de multirresisténcia (Coutinho et al., 2013). Na mesma cidade, foi
contatada resisténcia a todos os antibioticos testados, quando realizado cultivo
bacteriano em aguas residuais de um hospital. Estudos como esse corroboram
aos achados do presente trabalho, onde demonstram que o0 impacto
antropogénico pode promover a resisténcia bacteriana no ambiente.

Por alterarem principalmente as formas de vida microscopicas, como
as bactérias, as consequéncias da contaminacdo do ambiente por antibidticos
tém recebido menos atencéo, passando muitas vezes despercebidas (Martinez,
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2009). O problema da falta de tratamento de &guas residuais hospitalares no
Brasil, em razdo de regulamentos sanitarios precarios, acabam por
selecionarem cada vez mais bactérias resistentes no meio ambiente (Picdo et
al., 2013). Vive-se em um momento cuja evolucdo e a disseminacdo da
resisténcia antimicrobiana ndo sdo acompanhadas pelo desenvolvimento de
novas drogas. Somado ao fato de que o controle da disseminacédo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos é absolutamente necessario, regulamentacdes
hospitalares de tratamento de esgotos quanto a disseminacdo de bactérias e /
ou genes de resisténcia poderiam contribuir para desacelerar a evolucdo da
resisténcia antimicrobiana para além dos hospitais (Picdo et al., 2013) (Figura
2).

Rifampicina tem sido utilizada no tratamento da tuberculose
(Goldstein, 2014) e pouco associada ao tratamento de infec¢cdes causadas por
Enterococcus sp. Uma das hipoteses que pode justificar a elevada presenca de
resisténcia a este antimicrobiano (46,3 %) seria a exposicdo da bactéria frente
a este composto, durante tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias néo-
comensais em razdo da pressao seletiva exercida (Kristich et al.,, 2014).
Através deste estimulo causado pela presenca da droga no ambiente, a
bactéria pode desenvolver resisténcia através de mutacdes. Estes ainda
podem ser associados também a para resisténcia a desinfetantes e / ou metais
pesados (Gillings e Stokes, 2012).

No Brasil, segundo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), existem alguns aditivos alimentares que possuem seu
uso liberado em produtos destinados aos animais (bacitracina, colistina,
clorexidina dentre outros). Esses animais que recebem tais aditivos servem de
alimento para os seres humanos e, até mesmo, para outros animais, fazendo
com que sejam ingeridos indiretamente tragcos da droga, pela incompleta
metabolizacdo da mesma (Brown et al., 2006). Ao serem alimentados por
comida industrializada, os macacos estdao adquirindo os mesmos genes e
resisténcias que os humanos, os quais mais tarde serdo defecados e estardo
presente no meio ambiente (Figura 2).

Recente trabalho realizado por Costa (2018) analisou a presenca de
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resisténcias em amostras de Enterococcus sp. isolados de guano de morcegos
selvagens no sul do Brasil. Nele foi constatado que rifampicina apresentou os
maiores indices de resisténcia (72,6 %), seguido por eritromicina (43,83 %).
Esses achados corroboram ao presente estudo, onde as amostras de SSC e
SCS também demonstraram maiores indices de resisténcia a rifampicina (51,1
% e 51,2 %). A proximidade dos morcegos em relacdo as resisténcias
encontradas foi sustentada pela ideia de estarem mais proximos a locais
urbanizados, comparados aos demais testados.

Tetraciclina uma classe de antibiéticos que também demonstrou
isolados com néo suscetibilidade (26,0 %). Este dado pode ser explicado em
razdo das tetraciclinas se manterem estaveis no meio ambiente e ndo serem
tipicamente degradadas como a maioria dos antibiéticos (Rudra et al., 2018).
Sao consideradas poluentes modernos (Dizavandi et al., 2016), uma vez que
podem ser encontradas em solos e meio aquatico (Gothwal e Shashidhar,
2014). As tetraciclinas sao utilizadas para tratamento de infecces em animais
e seres humanos por serem drogas de amplo espectro. Apresentam atividade
contra bactérias Gram positivas e negativas, além de organismos atipicos
como clamidias, micoplasmas e rickettsias e parasitas protozodrios, o que
corrobora seu valor no tratamento de infec¢cdes (Chopra e Roberts, 2001). No
Brasil, 0 uso das tetraciclinas como aditivos zootécnicos foi proibido somente
no ano de 2009 (Brasil, Instrucdo Normativa 26/2009), sendo que a pratica do
uso de antimicrobianos como promotores de crescimento data meados de 1950
(Fernandez et al.,, 1973). Podemos estimar desta forma que o uso de
antibidticos como promotores de crescimento no Brasil levou quase 60 anos
para ser impedido, acumulando muitas resisténcias, sendo refletidas até os
dias de hoje.

Assim como Furness e colaboradores (2017) estimaram o papel de
bioindicadores a pequenos mamiferos através da presenca de Escherichia coli
resistente a antibioticos; pode-se inferir que a presencga de genes e resisténcias
nos macacos do Brasil possam caracteriza-los com a funcéo de sentinelas na
distribuicdo de enterococos na natureza. Ndo obstante, ecossistemas naturais

sdo hotspots de mecanismos de resisténcia, devido a grande diversidade
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genética encontrada entre micro-organismos de vida livre (Coutinho et al.,
2013).

Por outro lado, a resisténcia pode surgir também em ambientes sem
pressdo seletiva a antibioticos, em razdo de que algumas bactérias possuem
papel funcional como produtores de antibidticos. Além disso, a resisténcia
pode ser intrinseca em algumas espécies bacterianas (Stewart et al., 2014;
Wright, 2007). Ha relatos da presenca de resisténcia em bactérias do solo,
independentes de atividade humana (Allen et al., 2010). Com isso, né&o
podemos excluir a possibilidade de que a resisténcia encontrada nos macacos
pode ser derivada do proprio ambiente (Figura 2).

Os genes de resisténcia mais encontrados dentre as amostras de
fezes oriundas de macacos-prego foram tetM (80,7 %), seguido por gyrA (35,1
%) e msrC (34,7 %). Poeta et al. (2005) também encontrou o gene tetM em
maior prevaléncia em amostras de enterococos oriundos de animais selvagens
em Portugal. Prichula et al. (2016) ao estudar o mesmo género bacteriano em
amostras de animais marinhos selvagens identificou o gene tetM em maior
prevaléncia (73,07 %), e o gene msrC em 60,15 % dos isolados de
Enterococcus sp., corroborando aos achados do presente trabalho, onde tetM
foi encontrado em maior prevaléncia e msrC em menor. Cinquenta por cento
das amostras isoladas a partir de duas espécies de lobos marinhos do sul do
Brasil apresentaram gene tetM (Santestevan et al., 2015). Os genes tet sao
comumente encontrados numa vasta gama de géneros bacterianos, isolados
de humanos, animais e meio ambiente, e podem estar associados a elementos
moveis ou conjugativos (Chopra e Roberts, 2001). O gene tetM por ser
associado ao transposon conjugativo Tn916-Tn1545 o torna muito presente no
mundo bacteriano, uma vez que este elemento é considerado altamente
onipresente (Clewell et al., 1995). O fato deste gene estar associado a este
plasmideo, o qual é considerado promiscuo dentre os géneros bacterianos,
pode explicar sua elevada presenca entre as amostras fecais de macacos-
prego.

A presenca de gyrA, que é conferido através de uma mutacdo nas
subunidades da girase (Murray, 1990), foi detectado em 35,1 % das amostras
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de macaco-prego analisadas. Petersen e Jensen (2004) detectaram a presenca
da mutacéo gyrA tanto em enterococos ambientais como clinicos. Desta forma
pode-se estimar que exista pressao seletiva as quinolonas no meio ambiente,
através da presenca da droga. No presente trabalho, somente 46 das 131
amostras resistentes ou intermedidrias para as fluoroquinolonas utilizadas
foram positivas para o gene gyrA. Resultado semelhante foi encontrado por
Demirgul e Tuncer (2017) onde detectaram este mesmo gene em apenas uma
cepa das 23 com perfil fenotipico resistente para ciprofloxacina e Jahan et al.
(2013) nédo detectaram o gene gyrA quando analisados trés isolados
resistentes a ciprofloxacina. Este fato pode ter ocorrido nos trés trabalhos em
razdo da ocorréncia de mutacdo em algum outro gene relacionado a resisténcia
a fluoroquinolonas que nédo pesquisado no trabalho, como parC (L6pez et al.,
2011).

O gene responséavel pelo efluxo de eritromicina em enterococos
(msrC) foi detectado em 34,7 % dos 98 isolados pesquisados. Portillo et al.
(2000) sugeriram que o gene msrC era espécie-especifico para E. faecium.
Porém, assim como Molale e Bezuidenhout (2016). Apesar deste gene ser
mais encontrado em E. faecium no presente trabalho, foi encontrado também
nas espécies E. faecalis, E. hirae e E. durans. Sugere-se que a presenca do
gene em outras espécies de enterococos pode representar a aquisicao
genética horizontal entre espécies sugerindo a mobilidade deste gene (Thumu
e Halami, 2012). Poucos estudos relatam a presenca do gene mrsC em
enterococos ambientais. Como ja citado, trabalho de Prichula et al. (2016)
relatou 60,15 % de presencga do gene em suas amostras de animais selvagens,
0 que corrobora aos achados do presente trabalho, onde foi encontrado o gene
em isolados selvagens.

Enterococcus hirae foi a espécie que apresentou maior quantidade
de genes de resisténcia (48,5 %). Informacdes genéticas e a descricdo do perfil
de resisténcia sobre esta espécie sao limitadas (Peng et al., 2017), sendo que
somente nos ultimos anos vem sendo reportados trabalhos sobre infeccdes
graves e fatais em humanos (Alfouzan et al., 2014; Dicpinigaitis et al., 2015;

Paosinho et al., 2016). Com base nesta caréncia de dados, Peng et al. (2017)
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realizaram um mapeamento do genoma de uma cepa de E. hirae isolada de
amostras de alimento. O genoma desta espécie ndo sé apresentou genes de
resisténcia a antibioticos, mas também plasticidade genémica mediada por
elementos de transposicdo moéveis independentes, como transposases,
repeticbes tandem e plasmideo pRZ1. Essas caracteristicas podem apoiar a
adaptacdo a novos nichos ambientais, sendo necessarios novos estudos a fim
de atentar a esta cepa como possivel mediadora de resisténcia. Por outro lado,
a presenca de 34,5 % de genes de resisténcia em E. faecium € um resultado
nao inesperado no presente trabalho, uma vez que esta espécie € amplamente
associada as infeccdes nosocomiais (Werner et al.,, 2008), sendo a
multirresisténcia aos antibidticos uma das mais notaveis caracteristicas da
espécie (Willems e Bonten, 2007).

Como o habitat natural de primatas ndo humanos sao florestas
tropicais, a maioria das interacbes entre humanos e primatas ocorre nessa
interface de alto risco, que tem aumentado devido ao ecoturismo, expandindo a
invasdo de florestas, como no caso dos macacos de SCS. Essas interacdes
podem levar a troca de patdgenos através de varias rotas de transmissao
(Wolfe et al.,, 1998), como contatos através do oferecimento de alimentacdo
humana, o que p6de ser observado nos animais de SSC e SCS. Ainda, a
fragmentacao florestal dita como urbanizacdo por Hassel et al. (2016) pode
apresentar efeitos importantes, tanto para a conservacdo da vida selvagem
como para a saude publica. Os mesmos autores citam a teoria de redes
(network theory), que tenta inter-relacionar epidemiologicamente os potenciais
de transmissdo de patdgenos dentro de populacbes (Figura 2). Glover (2014)
ao comparar macacos frente a trés niveis de contato humano constatou que,
guanto mais proximo o animal se encontrava do ser humano, mais resisténcias
ele possuia. Fato também observado no trabalho de Rolland et al. (1985), onde
babuinos que se alimentavam de detritos humanos mantiveram um valor
elevado de resisténcia antimicrobiana no intestino. N&ao obstante, o
ecossistema intestinal € local onde podem ocorrer trocas genéticas entre
bactérias. Em razdo de ser um local de suprimento nutricional continuo e

elevada diversidade bacteriana, torna o intestino fonte potencial de infecgbes
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patogénicas (Licht e Wilcks, 2005).

Tirando como base que o uso de antibiéticos aumentou 36 % em
dez anos (de 54.083.964,813 unidades padrdao em 2000 para 73.620.748,816
unidades padrdo em 2010) (Boeckel et al., 2014), a resisténcia passou a ser
tratada ndo apenas como uma questdo médica, mas também como uma
questdo ecoldgica (Coutinho et al, 2013). Uma baixa concentracdo
(subinibitéria) de antibioticos ndo faz com que ocorra a antibiose, porém este
tipo de tratamento afeta os niveis de expressao génica (Davies, 2006).

Através do monitoramento da prevaléncia de resisténcia em
bactérias indicadoras, como o Enterococcus, comparado a diferentes nichos
(animais, pacientes e humanos saudaveis), faz possivel a realizacdo de uma
deducdo em relacdo a transferéncia de bactérias resistentes ou genes de
resisténcia de animais para humanos e vice-versa (Martel et al., 2001;
Radhouani et al., 2014). A World Health Organization (WHO) recomenda que
agricultores e a industria alimenticia cessem o uso de antibioticos
rotineiramente para promover o crescimento e prevenir doencas em animais
saudaveis, a fim de ajudar a preservar a eficacia dos antibiéticos para uso
terapéutico. Em alguns paises aproximadamente 80 % do consumo total de
antibiéticos medicamentosos esta situado no setor animal, principalmente para

a promocao do crescimento em animais saudaveis (WHO, 2017).

6.3 Determinantes de viruléncia presentes em Enterococcus sp.

isolados de fezes de macacos-prego

Fatores de viruléncia contribuem para o condicionamento e
persisténcia do patégeno no hospedeiro (Soares et al., 2014). Enterococcus
faecalis foi a espécie que apresentou maiores quantidades de genes de
viruléncia pesquisados (88,6 %), comparando com as demais espécies. Eaton
e Gasson (2001) também encontraram em E. faecalis os maiores
determinantes de resisténcia em seu trabalho. E. faecalis tem por caracteristica
ser a espécie mais patogénica dos enterococos. O fato de ter encontrado os

maiores indices de presenca para os genes gelE, esp, ace e agg, suportam o
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fato de estarem mais frequentes nesta espécie, juntamente a seu papel na
patogenicidade.

O gene gelE foi encontrado em todos os isolados de Enterococcus
Sp. que apresentaram teste fenotipico positivo. Assim como Poeta et al. (2005),
75,3 % das amostras fecais de animais selvagens de Portugal que
apresentaram o gene eram da espécie E. faecalis. Achados que corroboram ao
presente estudo, onde 100 % dos isolados pesquisados para 0 gene se
apresentaram como E. faecalis. Porém, de todas as amostras testadas, apenas
10,8 % foram positivas tanto para teste fenotipico como genotipico. No trabalho
de Soares et al. (2014) 62,5 % das amostras de enterococos que apresentaram
positividade para gelE, eram também formadoras de biofilme. As amostras
eram oriundas de isolados clinicos, onde explicou que em funcdo da
degradacdo de colageno e outras proteinas serem extremamente relevantes
para invasédo da cepa, pode desta forma explicar a associacao entre isolados
invasivos e gene gelE positivo.

Nenhum dos Enterococcus sp. isolados produtores de citolisina
apresentaram o gene cylA. Este fato também foi obtido no trabalho de Fujimoto
(2011) onde 14 isolados de Enterococcus sp. apresentaram atividade beta-
hemolitica positiva, porém genes cylA, cylB e cylM negativos. De Vuyst et al.
(2003) também presenciaram este fato em seu trabalho, onde cinco cepas de
enterococos apresentaram beta-hemdlise positiva e cylL, e cylLs negativos. Os
autores explicaram este fato através da ocorréncia de outro provavel
componente citotoxico apresentado nas cepas, responsavel por esta mesma
atividade. Um efeito citotoxico adicional em Enterococcus foi apresentado por
Moy et al. (2004) onde provaram através de cepas mutantes de E. faecium a
producdo de altas concentracdes de peroxido de hidrogénico nas células, o
qual causou danos celulares ao nematédeo Caenorhabditis elegans. Esta
poderia ser uma explicacado dada aos achados do presente trabalho.

A presenca do gene esp em amostras presume a capacidade de
formacao de biofilme em superficies abidticas (Toledo-Arana et al., 2001). No
presente trabalho, foi encontrada baixa frequéncia deste gene, resultando na

sua deteccao em apenas 1,4 % das amostras. Utilizando como base o estudo
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de Scott e colaboradores (2005) onde associaram a presenca do gene esp a
poluicdo fecal humana no ambiente, a baixa frequéncia encontrada para este
gene faz constatar a auséncia deste tipo de contaminante no meio onde os
macacos vivem. Trabalhos mostram que o0 gene esp é frequentemente
associado a amostras clinicas (Billstrom et al., 2008; Fisher e Phillips, 2009).
Porém Drahovska et al. (2004) encontraram este gene em amostras de queijo,
0 que suporta os achados do presente trabalho em Enterococcus sp. isolados
provenientes de SCS, local onde o0s macacos recebem alimentacdo
industrializada em maior quantidade quando relacionados aos outros locais de
coleta. Abriouel et al. (2008) encontraram o0 gene esp em maior prevaléncia nas
amostras clinicas (87,18 %), quando comparadas a agua (33,33 %) e aos
vegetais (23,5 %). Os autores explicaram estas variacbes em razdo da
presenca do gene ndo ser muito Util em ambientes ndo humanos, uma vez que
0 gene é importante para adesao em tecidos humanos, principalmente no trato
urinario.

Assim como trabalhos de Santestevan et al. (2015) e Costa (2018),
0s quais encontraram 93,8 % e 91,8 % de presencas do gene ace em animais
selvagens, o presente estudo também apresentou grande frequéncia (43,6 %)
do gene em amostras de macacos-prego. Adesina ao colageno (Ace) é
responsavel pela colonizacdo em tecidos, sendo considerado evento primordial
na patogenicidade bacteriana e consequentemente, na viruléncia (Patti et al.,
1994). Xavier et al. (2010) encontraram 100 % e 87,5 % dos genes ace e esp
respectivamente, em isolados de enterococos provenientes de amostras fecais
de macacos no Brasil. Os autores afirmam que os primatas além de possuirem
caracteristicas de viruléncia, tem capacidade de disseminar suas linhagens
bacterianas entre diferentes individuos.

Para o gene agg, somente 3,7 % das amostras de enterococos se
apresentaram positivas, sendo a maior parte delas proveniente da coleta de
SCS. A maioria dos trabalhos publicados em relacdo a genes de viruléncia é
relacionada a parte clinica (Furumura et al., 2006; Thurlow et al., 2010;
Nallapareddy et al., 2011; Soares et al., 2014). Apesar disto, Mus et al. (2017)

encontraram 4,6 % de presenca de gene agg em amostras oriundas de
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alimentos de origem animal na Turquia. Os autores observaram que alimentos
também podem ser considerados reservatorios de genes de viruléncia para
enterococos. O fato da maioria dos resultados estarem relacionado aos
Enterococcus sp. isolados provenientes das amostras SCS, faz pensar que o
alimento industrializado que os macacos recebem pode ser considerado fonte
de genes tanto de viruléncia como resisténcia. No trabalho, uma grande porgéo
das amostras que apresentaram O gene ace, possuiram 0 gene agg
concomitantemente. Este fato pode ser explicado através da co-selecéo, onde

um plasmideo pode apresentar multiplos genes de viruléncia.

6.4 Medidas de mitigacdo, remediacdo e prevencdo da resisténcia e

viruléncia bacteriana em meio ambiente antropogénico

Através dos resultados obtidos no trabalho, péde-se inferir o papel
dos macacos-prego como sentinelas na aquisicdo de fatores de viruléncia e
resisténcia, quando estudados isolados de enterococos em amostras fecais.
Diferencas na diversidade das espécies juntamente a frequéncia de genes e
resisténcia foram encontradas. Confinamento, habitat, dieta e contato humano
sdo fatores que podem ser responsaveis por essas diferencas (Adesiyun et al.,
1998). Desta forma, uma preocupacdo em relacdo a presenca destas
caracteristicas nestes animais deve ser evidenciada. Com base nos resultados
do trabalho, algumas providéncias sdo citadas a fim de mitigar, remediar ou
prevenir estes achados em comunidades selvagens.

A pesquisa (1) destas informacfes através de evidéncias cientificas
sdo extremamente importantes, a fim de monitorar a disseminacdo de
resisténcia e viruléncia no ambiente selvagem; estudos comparativos (2) entre
animais-humanos-criagdo em relacao as correlagdes genéticas; a utilizacédo de
métodos mais eficientes em tratamentos de efluentes hospitalares (3), ou a
necessidade da real desinfeccdo (4) dos efluentes finais da estacdo de
tratamento de aguas residuais (Luczkiewicz et al., 2010) sdo hipoteses a serem
avaliadas; o controle (5) do uso de antibidticos, o limitando apenas para

tratamentos terapéuticos de humanos e animais, erradicando 0 uso para
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promocdo do crescimento de animais criados para abate e prevencao de
doencas em animais saudaveis, a fim de ajudar na preservacao da eficicia dos
antibioticos; avaliacdo do uso de terapia alternada (6), onde pares de
compostos antimicrobianos sao ciclados durante o tratamento, inibindo ou
diminuindo a resisténcia (Kim et al., 2014). E através da educacdo ambiental
reduzir a poluicdo (7) e assim preservar o habitat de animais selvagens, para
gue 0os mesmos nao sintam necessidade de buscar alimentacdo através do
contato humano (8). Oferecimento de treinamento e palestras de educacédo
ambiental para aos visitantes do Parque da Gruta do indio e moradores de S&o
Sebastido do Cai devem ser realizadas para que ndo sejam mais ofertados
alimentos humanos industrializados aos animais selvagens, mais
especificamente 0s macacos-prego, uma vez que essa acao interfere no
metabolismo destes animais. Uma proposta para mitigar o problema da
alimentacdo oferecida aos animais pelos visitantes do parque (SCS) e pelos
moradores (SSC) das cidades, é a implementacdo de placas informativas
(Figura 3) nos locais onde ha4 a presenca destes mamiferos, com uma
linguagem compreensivel e com o objetivo de repassar informacfes a
populacdo sobre os riscos que estes alimentos podem trazer para 0s macacos
e para o proprio ser humano, uma vez que mordidas e arranhdes também
podem desempenhar um papel na transmissao de patdgenos (Wolfe et al.,
1998).
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Figura 3: Placa informativa para possivelmente implementar nos locais onde os
macacos-prego sdo alimentados com frequéncia com alimentos

industrializados.

NAO ALIMENTE OS
MACACOS-PREGO E NAO
DEIXE ALIMENTOS
DISPONIVEIS!

Animais selvagens como o macaco-prego (Sapajus nigritus)
ndao devem ser tocados e alimentados porque:

*Alimentos humanos interferem no metabolismo dos
macacos deixando-os vulneraveis a doencgas;

*Pode haver transmissdo de bactérias dos macacos para o ser
humano. Essas bactérias sao benéficas aos macacos, porém
podem causar doeng¢as no ser humano;

*Lembrando que é proibida a caga, perseguicao e maus tratos

aos animais selvagens, conforme Lei N2 5.197, de 3 de
Janeiro de 1967.

RECOLHA SEU LIXO, A NATUREZA AGRADECE

$
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UNIVERSIDADE FEDERAL MICROBIOLOGIA
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7. CONCLUSAO

Foram identificados 296 isolados de Enterococcus sp. a partir de
suabes e fezes de macacos-prego da espécies S. nigritus de trés regibes do
estado do Rio Grande do Sul. Destes, 137 isolados de Enterococcus sp. eram
provenientes de macacos de SSC, 86 de macacos de SCS e 73 de macacos
do ZOO. As espécies mais encontradas foram E. faecalis, seguido de E. hirae e
E. faecium.

Os resultados de amostras ndo suscetiveis foram mais atribuidos
aos antimicrobianos rifampicina, tetraciclina e eritromicina. O perfil de multipla
resisténcia foi encontrado nos isolados de Enterococcus sp. provenientes de
macacos de SSC, SCS e Z0OO. Os isolados de Enterococcus sp. de macacos
de SSC apresentaram maiores frequéncias amostras ndo suscetiveis aos
antimicrobianos  rifampicina, tetraciclina, norfloxacina e ampicilina,
apresentando diferenca estatistica significativa ao antimicrobiano tetraciclina.
Dentre as espécies estudadas, E. faecalis apresentou as maiores resisténcias,
seguido de E. faecium

Em relacdo a presenca de genes relacionados a resisténcia em
enterococos, os isolados de macacos do ZOO apresentaram maiores indices
para 0os genes msrC, gyrA e tetL. Para o gene tetM os isolados de
Enterococcus sp. de macacos de SCS apresentaram maior frequéncia. Para os
genes relacionados a viruléncia, os isolados de macacos de SSC e SCS
apresentaram as maiores porcentagens para o gene gelE. Para esp, ace e agg,
os isolados de macacos de SCS apresentaram as maiores porcentagens. No
geral, o gene de resisténcia mais prevalente entre os isolados foi tetM e gene
de viruléncia mais presente destacou-se o gene gelE e ace.

As elevadas resisténcias e presencas de genes de resisténcia e
viruléncia nos Enterococcus sp. isolados de amostras fecais dos macacos-
prego foram atribuidas tanto a agdo antropogénica encontrada no habitat dos
macacos como atraves do proprio resistoma ambiental. Como perspectivas,
serdo realizadas coletas de macacos-prego com nenhum contato humano, a

fim de comparar os resultados e verificar se havera resisténcia e / ou viruléncia
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nestas amostras. Desta forma, podera se caracterizar os bandos de macacos
através de caracteristicas como alimentacao, habitat e contato humano.
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9. APENDICES

Apéndice 1: Descricdo dos Isolados identificados por espécie, suscetibilidade
aos antimicrobianos, presenca de genes de resisténcia e de fatores de

viruléncia.
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10. ANEXO

Anexo 1: Composicdo de racdo extrusada para primatas, oferecido para a
espécie Sapajus nigritus, no Zoolégico da Fundacdo Zoobotanica do RS.
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