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ANALISE DA PRESENCA DE Enterococcus sp. RESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS ISOLADOS DE ALIMENTOS DE PORTO ALEGRE-RS

Autor: Daiane Acosta Falcado
Orientadora: Profd. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

Bactérias do género Enterococcus sp. sdo Gram positivas com morfologia celular em
formato de cocos, em pares ou em cadeias curtas. Estas bactérias estdo presentes na
microbiota de mamiferos, como a do ser humano, e na microbiota de aves. S&o também
isolados de varias fontes, como alimentos, solo e agua. Uma das caracteristicas deste
género é a capacidade de adquirir diferentes determinantes genéticos que conferem
resisténcia a antimicrobianos distintos. O presente estudo teve como objetivo determinar
e caracterizar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus sp. de alimentos
de trés diferentes mercados de Porto Alegre-RS; e avaliar a evolucdo da resisténcia
antimicrobiana comparados com dados de 2006. Os alimentos aipim, batata-doce,
batata inglesa, beterraba, carne de frango crua, cenoura, couve, salsa, queijo colonial e
ricota foram processados e colonias com morfologia tipica de Enterococcus isoladas dos
alimentos foram selecionadas e submetidas a identificacdo em nivel de género por
testes fenotipicos. Aqueles identificados como Enterococcus foram submetidos a
técnicas moleculares, através de PCR género-especifica para a presenca do gene tuf,
perfil de susceptibilidade e presenca de genes de resisténcia. Foram testados os
seguintes antibioticos: Ampicilina (AMP), Ciprofloxacina (CIP), Cloranfenicol (CLO),
Eritromicina (ERI), Estreptomicina (EST), Gentamicina (GEN), Linezolida (LNZ),
Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina (NOR), Tetraciclina (TET), Rifampicina (RIF) e
Vancomicina (VAN). Trezentos e dez cepas de Enterococcus foram isoladas dos
alimentos e identificados como Enterococcus faecalis (177), Enterococcus casseliflavus
(103), Enterococcus hirae (17), Enterococcus faecium (6), Enterococcus durans (3) e
Enterococcus spp. (4). Em relacado a distribuicdo das espécies nos alimentos, E. faecalis
foi a espécie mais prevalente nas amostras de carne e queijo no presente estudo, assim
como em 2006. No entanto, nas amostras de vegetais as espécies mais predominantes
foram E. faecium em 2006 e E.casseliflavus em 2016. Entre os isolados, 33 (10,64%)
foram susceptiveis a todos o0s antimicrobianos testados, enquanto 277 (89,35%)
apresentaram resisténcia a pelo menos um. dos farmacos estudados. Os maiores
nameros de resisténcia foram observados para os antibioticos: RIF (54,8%, n=170), ERI
(47,74%, n=148), TET (31,29%, n=97) e CIP (20%, n=62). Em 2006, 34% das cepas
eram resistentes a CIP (n= 19), 25% a CLO (n=14), 16% a GEN (n=9), 5,35% a AMP
(n=3) e 1,78% a VAN (n=3), assim, em comparacdo ao presente estudo houve
diminuicdo na porcentagem de cepas resistentes a AMP, CIP, CLO, GEN e VAN,
presente nas amostras de alimentos. Os isolados de E. faecalis apresentam todos os
genes de resisténcia testados e 0 gene que apresentou a maior prevaléncia entre as
amostras foi tetM (24,51%), seguido de ermB (20,32%), tetL (2,42%), aac (6')/aph (2') e
gyrA (3,22%) e mrsC (2,25%). Os dados aqui descritos demonstram fendtipos de
resisténcia a uma gama de antibiéticos de grande relevancia clinica, que serve de alerta
para a importancia da cadeia alimentar na disseminacéo e transferéncia de genes de
resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chaves: Microbiologia de Alimentos; Enterococcus sp.; Resisténcia microbiana;
Genes de resisténcia.
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ANALYSIS OF THE PRESENCE OF Enterococcus sp. RESISTANT TO
ANTIMICROBIALS ISOLATED FROM FOOD OF PORTO ALEGRE-RS

Author: Daiane Acosta Falcao
Advisor: Prof2. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

ABSTRACT

Bacteria of the genus Enterococcus sp. are Gram positive with cellular morphology in the
shape of coccus in pairs or in short chains. These bacteria are present in the mammal’s
microbiota, such as of the human being, and in the bird’s microbiota. Currently they have
been found in several sources, mainly in food. In addition, Enterococcus has acquired
different genetic determinants that confer resistance to distinct antimicrobials. The
present study aimed determine and characterize the profile of resistance to
antimicrobials of Enterococcus sp. isolated of foods from three different markets of Porto
Alegre-RS; and evaluate the evolution of the resistance to antimicrobials compered to
data of 2006. The foods (cassava, sweet potato, potato, beetroot, raw chicken, carrot,
cabbage, parsley, colonial cheese and ricotta) were processed and the colony with
typical Enterococcus morphology isolated from food were selected and submitted to
identification at the genus level by phenotypic tests. Those identified as Enterococcus
were submitted to molecular techniques, through PCR genus-specific for the presence of
the tuf gene, susceptibility profile and presence of resistance genes. The following
antibiotics were tested: Ampicillin (AMP), Ciprofloxacin (CIP), Chloranphenicol (CLO),
Erythromycin (ERI), Streptomycin (EST), Gentamicin (GEN), Linezolid (LNZ),
Nitrofurantoin (NIT), Norfloxacin (NOR), Rifampin (RIF), Tetracycline (TET) and
Vancomycin (VAN). Three hundred and ten strains of Enterococcus were isolated from
the food and identified as Enterococcus faecalis (177), Enterococcus casseliflavus (103),
Enterococcus hirae (17), Enterococcus faecium (6), Enterococcus durans (3) e
Enterococcus spp. (4). In relation to the distribution of the species in food, E. faecalis
was the most prevalent species among meat and cheese samples, as well as in the
present study. However in the vegetable samples the most predominant species was E.
faecium in 2006 and E.casseliflavus in 2016. Among the isolates, 33 (10.64%) were
susceptible to all antimicrobials tested, while 277 (89.35%) presented resistance to at
least one of the drugs studied. The highest numbers of resistance strains were observed
for the antibiotics: RIF (54.8%, n=170), ERI (47.74%, n=148), TET (31.29%, n=97) and
CIP (20%, n=62). In 2006, 34% of the strains were resistant to CIP (n=19), 25% to
chlorofenicol (n=14), 16% to GEN (n=9), 5,35% AMP (n=3), 1,78% to VAN (n=3), thus, in
comparison to the present study, there was a decrease in the percentage of strains
resistant to AMP, CIP, COL, GEN and VAN isolated from food samples.The E. faecalis
isolates present all genes of resistance tested and the gene that presented the highest
prevalence among the samples was tetM (24.51%), followed by ermB (20.32%), tetL
(2.42%), aac(6 ")/aph(2") and gyrA (3.22%) and mrsC (2.25%). The data described here
demonstrate phenotypes of resistance to a range of antibiotics of great clinical relevance,
which serves as an alert to the importance of the food chain in the dissemination and
transfer of antimicrobial resistance genes.

Keywords: Food Microbiology; Enterococcus sp.: Microbial resistance; Resistance
genes.
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1. INTRODUCAO

O género Enterococcus sp. corresponde a um grupo de micro-organismos
conhecido com bactéria acido-laticas de grande importancia em diversas areas,
como ambiental, clinica e de alimentos. Os micro-organismos pertencentes a este
género sdo Gram-positivos, anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos,
oxidase e catalase negativos, com morfologia celular na forma de cocos em pares
ou em cadeias curtas. Sao bactérias ubiquas, comumente encontradas no trato
gastrointestinal de humanos e de animais, bem como em seus habitats. No entanto
estdo se tornando patdgenos emergentes e causadores de infec¢cdes hospitalares
graves, apesar de serem bactérias comensais.

Os enterococos desempenham papel ambiguo em alimentos, enquanto
algumas linhagens possuem um papel benéfico durante a maturacdo de
determinados produtos fermentados, outras cepas estao relacionadas a deterioracao
de alimentos. Estes micro-organismos foram considerados durante muito tempo
comensais com baixo potencial patogénico, mas a medida que aumentou o
envolvimento  destes micro-organismos nas infeccdes nosocomiais e
multirresisténcia a antimicrobianos, enfatizaram a importancia das caracterizagoes.

A frequéncia dessas bactérias isoladas de diferentes fontes de alimentos
adquiridos da cidade de Porto Alegre — RS, assim como a presenca de resisténcia a
antimicrobianos foram avaliadas pela primeira vez em 2006. O presente estudo
isolou enterococos resistentes de alimentos, como vegetais, carnes e produtos
lacticos, identificou as espécies por andlises fenotipicas e genotipicas e comparou
os dados obtidos neste estudo com os dados de 2006, objetivando avaliar a
evolucdo da resisténcia dos enterococos isolados de alimentos frente a

antimicrobianos de uso clinico e veterinario.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
O objetivo principal deste estudo foi determinar a frequéncia e a

caracterizagdo do perfil de resisténcia de Enterococcus spp. isolados de diferentes

alimentos adquiridos em mercados de Porto Alegre — RS, avaliando a evolucao da

resisténcia a antimicrobianos em comparacédo com dados obtidos em 2006.

2.2
221

2.2.2
2.2.3

2.2.4

2.2.5

Objetivos Especificos

Identificar em nivel de espécie as cepas de Enterococcus spp. isoladas a
partir de diferentes amostras de alimentos;

Avaliar a diversidade destes micro-organismos nos alimentos analisados;
Determinar os perfis de susceptibilidade a antimicrobianos nas diferentes
espécies identificadas;

Verificar a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos nos
isolados identificados;

Compara o perfil de resisténcia/susceptibilidade das cepas isoladas no

presente com dados de 2006.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Enterococcus spp.

As bactérias do género Enterococcus sdo bactérias Gram-positivas que
pertencem ao grupo das bactérias acido-laticas (LAB) e constituem parte da
microbiota natural do trato gastrointestinal de humanos e de varios animais, podendo
ser encontradas em solo, adgua e alimentos (Franz et al., 2003; Giraffa, 2003).
Microscopicamente apresentam morfologia em forma de cocos arranjados em
cadeias curtas, aos pares ou em células Unicas (Murray et al., 1990; Foulquié
Moreno et al., 2006).

Enterococos sao micro-organismos anaerobios facultativos, mesofilos que
apresentam temperatura 6tima de crescimento de 35°C, embora a maioria deles seja
capaz de tolerar altas variacbes de temperatura que variam de 10°C a 45°C.
Possuem metabolismo homofermentativo, ou seja, produzem 4&cido latico como
produto final da via de consumo da glicose, sem producdo de gas. Sao capazes de
hidrolisar a esculina na presenca de sais biliares (40%), produzindo glicose e
esculetina, geralmente toleram altas concentracdes de NaCl (6,5%) (Franz et al.,
2003; Lebreton et al., 2014). Além disso, crescem em uma ampla variedade de pH
(4,6 a 9,9), sendo seu crescimento 6timo em 7,5 (Fisher & Phillips, 2009).

Atualmente, o género inclui mais de 50 espécies, que foram classificadas
com base em evidéncias filogenéticas, sequenciamento do gene 16S rRNA e
estudos de hibridizacdo DNA-DNA (Foulquié Moreno et al., 2006; Parte, 2013).

As espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo as mais
comumente encontradas no intestino de humanos e animais, e sdo descritas como
as principais responsaveis por infec¢cdes hospitalares junto com o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos (Lebreton et al.,, 2014). Algumas espécies
apresentam coldnias pigmentadas, tais como E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii,
E. pallens e E. sulfureus. Outras espécies apresentam motilidade, como E.
gallinarum e E. casseliflavus. H& espécies capazes de hidrolisar a L-pirrolidonil-3-
naftilamida (PYR) como E. cecorum, E. columbae, E. pallens, E. saccharolyticus, E.
canintestini, E. termitis, E. viikiensis e E. devriesei (varia entre as linhagens), e

espécies que pertencem ao grupo Q de Lancefield, como E. avium. Todas essas
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caracteristicas peculiares de cada espécie tém contribuido para a adaptabilidade e a
ampla distribuicdo do género Enterococcus na natureza (Lebreton et al., 2014).

Determinadas espécies de enterococos sao utilizadas beneficamente na
indastria alimenticia e farmacéutica, especialmente E. faecalis, que séo utilizados
como indicadores de contaminacdo fecal em alimentos e na agua, auxiliando na
avaliacao das condicdes sanitarias dessas fontes (Werner, 2013).

Estudos sobre os enterococos tém mostrado significante papel na
disseminagéo e persisténcia da resisténcia antimicrobiana, pelo uso indiscriminado
destes compostos, levando a selecdo de genes resistentes e conduzindo ao
aparecimento de cepas com estas caracteristicas em outros locais. A presenca
desses genes de resisténcia em micro-organismos tem sido considerada como alto

risco a saude humana e animal (Jackson et al., 2004; Pieniz et al., 2015).

3.2 Enterococos em alimentos

As espécies de Enterococcus sdo de natureza ubiqua, o que faz com que
seja comum sua ocorréncia em uma ampla variedade de alimentos, fazendo-se,
dessa forma, que seja importante manter uma vigilancia frequente destes micro-
organismos nos alimentos (Soares-Santos, 2015). Este género tem a capacidade de
suportar grandes oscilacbes em diferentes variaveis ambientais, como as variagdes
de temperatura, salinidade e acidez, condicbes muitas vezes consideradas adversas
para outros micro-organismos (Eaton & Gasson, 2001; Mota et al., 2005; Fisher &
Phillips, 2009).

Um panorama geral de sua distribuicdo na natureza, incluindo a presenca
em materiais fecais e sua capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes hostis no meio
extra-entérico, pode explicar sua ampla distribuicdo no ambiente e, naturalmente,
sua presenca em quase tudo o que cerca o0s seres humanos, inclusive agua,
alimentos, e medicamentos de origem vegetal (lversen et al., 2000).

A variedade de espécies de LAB, encontradas em alimentos, tem
despertado o interesse por proporcionar beneficios a satude. Os enterococos podem
ser utilizados como probiéticos (para melhorar o equilibrio microbiano do intestino),
nos processos de maturacdo e desenvolvimento de queijos (culturas starter) e
também como atividade anti-Listeria, pela producdo de bacteriocinas. Mas também
sédo utilizados como indicadores de qualidade, principalmente em virtude de seu



19

histérico como causadores de doencas, sugerindo uma avaliacdo cuidadosa antes
de sua aplicacdo na industria alimenticia (Eaton & Gasson, 2001; Giraffa, 2003;
Johnston & Jaykus, 2004; Jiménez et al., 2013).

O género Enterococcus também estd associado com a deterioracdo de
alimentos, principalmente carnes. A presenca de enterococos no trato
gastrointestinal de animais os torna um possivel contaminante da carne durante o
abate. Como essas bactérias caracterizam-se por serem mais termotolerantes
dentre as bactérias ndo formadoras de esporos, elas podem causar problemas de
deterioracéo de carnes cozidas e processadas (Franz et al., 1999).

O isolamento de enterococos em produtos lacticos é altamente
controverso, embora sua incidéncia nesses produtos seja considerada resultado de
condi¢cbes inadequadas de higiene ao longo da producéo e processamento do leite,
por vezes ndo estd relacionada diretamente com a contaminagdo fecal. A
contaminacgdo pode ocorrer através de fontes externas como a agua, equipamentos
de processamento e tanques de estocagem. Como 0S enterococos Sao micro-
organismos termotolerantes as condi¢des ambientais, podem crescer e aumentar
em numero de células durante o periodo de refrigeracédo do leite e sobreviver apds a
pasteurizacéo (Franz et al., 1999; Giraffa, 2003; Ogier et al., 2008).

Os enterococos pertencem ao grupo de LAB, importantes na tecnologia
de producao de alimentos, devido as suas caracteristicas bioquimicas, responsaveis
pelo desenvolvimento de propriedades organolépticas especificas e para fazerem
parte da maturacéo de uma grande variedade de carnes fermentadas e queijos. Elas
também sdo capazes de contribuir para tornar o produto seguro, do ponto de vista
microbiologico, por competir com outros micro-organismos e por produzir compostos
com atividade antimicrobiana. A producdo de substancias antimicrobianas, que sao
frequentemente ativas contra alguns patdgenos alimentares Gram-positivos (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum), é a razdo para a
inclusdo desses micro-organismos como biopreservativos de alimentos, aumentando
ainda mais o interesse da industria e sua utilizacdo no género alimenticio (Franz et
al., 2007).

Embora se conheca pouco sobre a associacdo direta dos enterococos
com plantas, sabe-se que as espécies E. casseliflavus e E. mundtii podem estar
relacionadas com plantas, tanto comestiveis como medicinais (Ulrich et al., 1998).

Entretanto, a interpretacdo da presenca destes micro-organismos em alimentos de
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origem vegetal € dificil, uma vez que as espécies associadas as plantas podem
ocorrer juntamente com espécies de enterococos sabidamente de origem fecal e
ambiental, que contaminam estes alimentos (Devriese et al., 1995).

A contaminagdo dos alimentos de origem animal (carnes e produtos
carneos, leite e derivados) com enterococos pode ser enddégena ou exdgena
dependendo se a origem das bactérias for do proprio animal ou do meio ambiente,
incluindo-se agua, solo, equipamentos e operadores, que tém contato com o0s
alimentos em alguma fase de sua preparagao, distribuicdo e consumo, sendo,
portanto, esta relacdo bastante controversa e discutivel. A contaminacdo dos
alimentos de origem animal (aves, bovinos, ovinos e suinos) pode ocorrer tanto
durante o processo de abate como também durante qualquer das outras fases do
processamento destes tipos de produtos, envolvendo toda a manipulagdo, a
estocagem e comercializacéo (Tiecco, 1992).

Como se sabe 0s enterococos sdo comensais intestinais na maioria dos
vertebrados, 0os enterococos sdo usados como marcador de contaminacao fecal de
produtos alimentares. Os enterococos com base em alimentos raramente s&o
implicados como responséveis diretos de infec¢des transmitidas por alimentos, mas
a aquisicdo dessas bactérias através de alimentos pode resultar em infec¢des
sanguineas. Além disso, muitas infeccdes da corrente sanguinea por E. faecium séo
de origem gastrointestinal, aumentando a possibilidade de que o alimento possa ser
um veiculo para essas bactérias. O alimento também pode ser uma fonte de
Enterococcus sp. causando infec¢Bes do trato urinério. Os enterococos alimentares
podem transferir genes de resisténcia para agentes patogénicos, como
Campylobacter, Listeria e Escherichia coli (Raj et al.,1961; Sorensen et al., 2001,
Abriouel et al., 2008; Tyson et al., 2017).

Devido a ubiquidade dos enterococos no intestino animal, juntamente com
a sua resiliéncia ao estresse ambiental e capacidade de adquirir resisténcia aos
antibioticos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que 0s sistemas
integrados de monitoramento de resisténcia antimicrobiana usem enterococos como
organismos sentinelas para resisténcia a agentes com atividade contra Gram-
positivos. Nos Estados Unidos, o Sistema Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Antimicrobiana (NARMS) monitora a resisténcia antimicrobiana de
patdogenos bacterianos transmitidos por alimentos em todo o suprimento de

alimentos, incluindo Enterococcus spp. isolados de carnes de varejo. Portanto, a
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vigilancia prévia da resisténcia de enterococos de carnes de varejo conduzidas pelo
NARMS pode ser usada como base para medir possiveis mudancas futuras na
prevaléncia de resisténcia de enterococos no suprimento de alimentos e também
para entender melhor as pressbes seletivas que contribuem para a resisténcia em
alimentos de origem animal (Tyson et al., 2017).

Enterococcus também tem outras aplicacdes tecnoldgicas na industria de
alimentos e tém sido utilizados como culturas starters (Foulquié-Moreno et al., 2006),
além disso, algumas cepas que produzem a bacteriocina, enterocina, vém sendo
utilizadas como bio-conservantes (Stiles & Holzapfel, 1997). A tolerancia a extremos
ambientais explica a sua sobrevivéncia durante o processamento de carnes curadas
cozidas e nao cozidas e sua capacidade de se multiplicar durante as fermentacfes
(Hugas et al., 2003; Simpson, 1994). Esta alta capacidade de sobrevivéncia em
ambientes em mudanca, como os alimentos, pode ser explicada em parte pela sua
capacidade de formar biofilmes (Cretl et al., 2004; Holley, 2014; Tendolkar et al.,
2006).

3.3 Resisténcia a antimicrobianos

Enterococcus sp. sdo intrinsecamente resistentes a  muitos
antimicrobianos e tem uma capacidade notavel para adquirir caracteristicas
adicionais de resisténcia antimicrobiana, através das aquisicbes de genes ou
mutacoes, limitando as opcdes terapéuticas (Prieto et al., 2016). A disseminacao de
cepas que apresentam genes de resisténcia a antimicrobianos ndo apenas de
amostras clinicas, mas também de muitos ambientes tem aumentado o interesse em
estudar a ocorréncia e as caracteristicas enterococos de habitats ndo humanos
(Freitas, 2010).

A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente, € codificada no cromossomo
bacteriano e esta presente na maioria dos enterococos ou particularmente em
alguma espécie. Ja a resisténcia adquirida é variavel e ocorre através de mutacdes
no DNA bacteriano ou aquisicdo de elementos genéticos moveis, tais como
plasmideos e transposons (Teixeira et al., 2011).

Esses micro-organismos apresentam diferentes mecanismos de acao de
resisténcia a maior parte dos antimicrobianos utilizados na area clinica, podendo ser

intrinsecos ou adquiridos (Garrido et al., 2014). Além disso, sugeriu-se que 0 uso de



22

antimicrobianos para promoc¢ao de crescimento animal ou para tratamento e controle
de doencas animais acelera a selecdo de bactérias resistentes a antibidticos em
seres humanos (Mundy et al., 2000; Smith et al., 2002;).

Algumas cepas de enterococos podem exibir resisténcia in vitro a trés ou
mais classes distintas de antimicrobianos, o0 que o0s classifica-as como
multirresistentes (Magiorakos et al., 2012). O problema da resisténcia antimicrobiana
nos enterococos ndo se limita apenas a contextos clinicos, mas também afeta outros
ambientes. Os Enterococcus spp. desenvolveram mecanismos altamente eficientes
para adquirir e distribuir genes de resisténcia aos antimicrobianos entre as cepas de
enterococos e para outros microorganismos (Guerrero-Ramos et al., 2016). Essa
facilidade na disseminacao e aquisicdo de genes lhes conferem vantagens seletivas
para sua sobrevivéncia. Esses elementos mdveis ndo se limitam a géneros nem a
espécies, podendo ser encontrados diferentes espécies bacterianas (Chotinantakula
et al., 2018).

3.3.1 Resisténcia a glicopeptideos

Os glicopeptideos atuam na inibicdo do crescimento bacteriano por
interferéncia na biossintese da parede celular, proveniente da ligacdo de alta
afinidade a extremidade terminal D-Ala-D-Ala. Pertencem a este grupo a
vancomicina e a teicoplanina. A resisténcia a vancomicina se da quando ocorre uma
mudancga no aminoacido terminal do peptideoglicano precursor, onde o terminal D-
Ala-D-Ala passa a ser ou D-Ala-D-Lac, conferindo altos niveis de resisténcia, ou D-
Ala-D-Ser, conferindo niveis baixos niveis de resisténcia (Miller et al., 2014; Ness et
al., 2014).

Os Enterococcus spp. tém servido como doadores do cluster de genes de
resisténcia a vancomicina a diversos micro-organismos patogénicos, pois se
adaptam facilmente em diferentes ambientes. Esses clusters podem ser
diferenciados pelo nivel de aminoacidos na enzima ligase, pelo grau de resisténcia
conferida & vancomicina, pela habilidade da inducdo a teicoplanina e pelo arranjo
estrutural do cluster (Miller et al., 2014).

Nove fenotipos de resisténcia aos glicopeptideos ja foram descritos em
enterococos, sendo cada tipo associado a diferentes elementos génicos (vanA,

vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM e vanN) (Garrido, 2014; Kristich et al.,
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2014). Destacam-se os fen6tipos vanA (resisténcia em altos niveis a vancomicina e
a teicoplamina) e vanB (resisténcia moderada a altos niveis de vancomicina),
considerados de alta relevancia clinica e frequentemente associados a E. faecalis e
E. faecium. O fendtipo vanC (resisténcia em baixos niveis a vancomicina) esté
relacionado a caracteristica intrinseca de E. casseliflavus, E. gallinarum e E.
flavescens (Bell et al., 1998; Miller et al., 2014; Moura et al., 2015).

Os fendtipos vanA e vanB, conferem a resisténcia atraveés da modificacao
do alvo para residuos de peptidil-D-Ala-D-Lac, o que reduz a afinidade entre os
glicopeptideos e a parede celular bacteriana (Werner et al., 2008). O fenétipo do
gene vanC é expresso constitutivamente ou induzivelmente como resultado da
producdo de precursores de peptideoglicanos que terminam em D-Ser. Trés genes
vanC que codificam ligases D-Ala:D-Ser tém sido descritos: vanCi1 em E. gallinarum,

vanCz em E. casseliflavus e vanCs em E. flavescens (Courvalin, 2006).

3.3.2 Resisténcia a macrolideos

Os antimicrobianos eritromicina, claritromicina e azitromicina fazem parte
do grupo dos macrodlidos. A resisténcia e este grupo baseia-se nos seguintes
mecanismos: modificacdo do alvo por mutacdes precisas; modificacdo do alvo por
meio da metilagcdo da porcdo 23S da subunidade ribossomal 50S; hidrélise do anel
lactona da molécula antibiética e bombas de efluxo, que removem moléculas
antibidticas do interior da célula (Garrido et al., 2014).

Os determinantes mais frequentes da resisténcia aos macrolidos sédo os
genes ermA, ermB e ermC, que conferem resisténcia a eritromicina a partir da
modificacdo do alvo por meio da codificacdo de uma metiltransferase que age em
residuos especificos da subunidade 23S rRNA, causando a dimetilacdo de residuos
de adenina, impedindo a ligacdo dos macrolideos (Murray, 1990; Diarra et al., 2010;
Garrido et al., 2014).

Os genes msrA e msrC conferem resisténcia a eritromicina pelo
mecanismo de bombas de efluxo, removendo as substancias indesejadas para fora
da célula. Os genes msr pertencem a familia transportadora ABC, onde msrA é um
determinante transmitido por plasmideo, inicialmente descrito em Staphylococcus
epidermidis, e msrC é uma proteina cromossoémica descrita em E. faecalis, a qual

produz resisténcia de baixo nivel aos macrolideos (Munita & Arias, 2016).
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3.3.3 Resisténcia a quinolonas

Existem mais de vinte representantes integrando esta classe de
antimicrobianos, dentre eles, a ciprofloxacina e a norfloxacina, que apresentam
atividade moderada contra enterococos. As quinolonas inibem o crescimento de
bactérias ao interferir com a replicacdo do DNA, especificamente pela ligacdo as
topisomerases de tipo Il que controlam o superenrolamento do DNA, inibindo a sua
funcao, levando a rupturas letal da dupla fita de DNA. (Lebreton et al, 2014).

Os alvos destes antimicrobianos sado as enzimas DNA girase e DNA
topoisomerase 1V, que séo tetrameros formados por duas subunidades: gyrA e gyrB,
para o complexo DNA girase, e parC e parE, para topoisomerase IV. O mecanismo
de resisténcia esta relacionado com a alteracdo de aminoacidos na subunidade gyrA
da DNA girase, ou na subunidade parC da topoisomerase IV, denominadas regides
determinantes de resisténcia as quinolonas (Leavis et al., 2006; Hegde et al., 2011;
Lebreton et al., 2014). Mutacbes nos genes gyrA e parC, sdo encontradas
principalmente em E. faecalis e E. faecium. Essas alteragbes afetam a regido de
ligagdo com as quinolonas e modificam a afinidade com o antibiético (Miller et al.,
2014).

3.3.4 Resisténcia a aminoglicosideos

Estreptomicina e gentamicina sao exemplos de antimicrobianos de amplo
espectro desta classe. O efeito deste antimicrobiano deve-se a interferéncia do
composto na sintese de proteinas pela ligacdo a porcdo 16S rRNA da subunidade
ribossomal 30S, ocasionando a morte celular. O nivel de resisténcia varia entre 0s
diferentes aminoglicosideos e esta associado a baixa permeabilidade da parede
celular a estas moléculas, reduzindo sua entrada na célula bacteriana (Tavares,
2000).

Todas as espécies de Enterococcus apresentam resisténcia intrinseca a
moderadas concentragbes de aminoglicosideos, decorrente da reduzida penetracédo
do antimicrobiano pela parede celular (Miller et al., 2014). A resisténcia adquirida a
altas concentracdes destas drogas pode ter duas explicacdes, uma delas é que
pode ser decorrente de mutacdes, as quais ocasionam a diminuicdo da ligacdo do

agente antimicrobiano ao ribossomo, como a que ocorre com a estreptomicina,
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chamada resisténcia ribossémica, enquanto que a outra explicacdo, mais frequente,
€ devido a aquisicdo de novos genes que codificam enzimas capazes de modificar
0s aminoglicosideos, assim, resisténcia adquirida (Teixeira & Facklam, 2004).

No entanto, estratégias adotadas pelos micro-organismos levaram ao
surgimento de estirpes com resisténcia a altos niveis aos aminoglicosideos e mesmo
ao sinergismo. Por conseguinte, a aquisicdo de genes que codificam enzimas como
fosfotransferases, acetiltranferases ou nucleotidiltransferases, promovendo
modificacdes na estrutura do antimicrobiano, elevam os niveis de resisténcia
(Murray, 1990; Murray, 1998; Shepard & Gilmore, 2002).

A resisténcia a elevados niveis de aminoglicosideos € mais
frequentemente mediada por enzimas modificadoras de aminoglicosideos, como
fosfotransferases (APHSs), acetiltransferases (AACs) e nucleotideostransferases
(ANTSs) (Garrido, 2014). Uma das enzimas de resisténcia aos aminoglicosideos mais
importantes € AAC(6’)-APH (2”). O alto nivel de resisténcia de gentamicina em
enterococos € reportado como sendo predominantemente mediado pelo gene
aac(6’)-le-aph(2”)-la, que codifica um aminoglicosideo bifuncional que modifica essa
enzima. A acdo desta enzima nos enterococos elimina a atividade sinérgica da
gentamicina quando combinados com um agente ativo da parede celular, como a

ampicilina ou a vancomicina (Boehr et al., 2001).

3.3.5 Resisténcia a Tetraciclinas

A acao bacteriostatica ocorre pela ligacdo do antimicrobiano, de maneira
reversivel, ao sitio A da subunidade 30S do ribossomo, bloqueando a ligacdo do
RNA transportador (tRNA) ao RNA mensageiro (mMRNA), e impedindo a sintese
proteica. A resisténcia a tetraciclina, presente em enterococos, pode ser adquirida
através de diversos genes, que atuam por diferentes mecanismos de acao, entre
eles a bomba de efluxo do antibiético da célula bacteriana e a protecdo ribossomal
(Cauwerts et al., 2007; Frazzon et al., 2010). Os genes tet(M), tet(O) e tet(S) séo
responsaveis por conferir protecao ribossomal a célula, reduzindo a associacdo da
tetraciclina aos ribossomos (Connell et al., 2003; Huys et al., 2004). Estes genes séo
determinantes da resisténcia cromossdmica e podem ser transferidos via
transposons. Esses genes codificam uma proteina com homologia significativa a

fatores de elongacéo, e como fatores de elongacao, essas proteinas sao capazes de
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hidrolisar GTP na presenca do ribossomo, o qual altera sua conformacéo e desloca
a tetraciclina ligada. Desta forma, esses genes atuam como protetores ribossomais,
e conferem um maior espectro de resisténcia a tetraciclina do que é observado em
bombas de efluxo para este mesmo antibiético (Chopra & Roberts, 2001; Frazzon et
al., 2010; Garrido et al., 2014; Miller et al., 2014).

Um segundo mecanismo de resisténcia é atribuido aos genes tet(L) e
tet(K), que codificam proteinas de bombas de efluxo celular dependentes de energia,
diminuindo a concentracdo das tetraciclinas no interior da célula (Huys et al., 2004).
Pois, na presenca deste antimicrobiano, o complexo ribossomal é incapaz de
sintetizar o peptideo principal. Assim, um segundo sitio de ligacdo se torna
acessivel, o que permite a sintese da bomba de efluxo. Desta forma, as proteinas
associadas a membrana exportam a tetraciclina da célula reduzindo a concentracao
do antimicrobiano e protegendo os ribossomos intracelulares (Chopra & Roberts,
2001; Miller et al., 2014; Ness et al., 2014).

O uso de tetraciclinas para o tratamento de infec¢cdes clinicas tornou-se
limitado, uma vez que a resisténcia a esses antimicrobianos se tornou comum em
diversos géneros bacterianos (Speer et al., 1992). Este antibiétioco também é usado
como promotores de crescimento na producdo animal. O amplo uso deste
antimicrobiano o leva a pressao seletiva e conduz a um aumento na presenca de
genes de resisténcia adquiridos entre as bactérias de diferentes géneros (Choi &
Woo, 2015). Quando o antibiético é adicionado a alimentagdo animal, mesmo que
em baixas concentragfes, ha um estimulo da transferéncia de alguns elementos
transmissiveis, podendo aumentar essa transferéncia de elementos que conferem
resisténcia, bem como selecionar as cepas que adquirem esses genes (Speer et al.,
1992; Choi & Woo, 2015).

3.3.6 Resisténcia a B-lactamicos

Espécies de Enterococcus sp. normalmente exibe baixa resisténcia
intrinseca aos B-lactamicos, como a penicilina e ampicilina, os quais exercem efeito
bacteriostatico (Garrido et al., 2014). A resisténcia a ampicilina, por exemplo, é mais
rara em E. faecalis e ocorre na maior parte das vezes (90%) em cepas de E. faecium
isoladas de infeccbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (Arias & Murray,
2012).
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Os antimicrobianos pertencentes a este grupo tém a capacidade de
inibirem a sintese da parede celular, impedindo assim que as ligacbes cruzadas
entre as fitas de glicopeptideos se formem. Ja foram descritos dois mecanismos de
resisténcia a B-lactamicos para a espécie E. faecalis, um deles é a producdo da
enzima B-lactamase que tem a capacidade de hidrolisar os antimicrobianos desse
grupo e o outro € a baixa afinidade das proteinas de ligagcdo a penicilina (PBP),
presentes nos enterococos (Ligozzi et al., 1996; Horner et al., 2005; Ono et al.,
2005).

As B-lactamases sdo enzimas sintetizadas na membrana celular, podendo
também ser segregadas extracelularmente e encontradas nos cromossomos e
plasmideos, sendo assim transferiveis de uma célula para outra (Konemann et al.,
2001). A resisténcia natural intrinseca dos enterococos aos [-lactamicos difere
dentre as drogas deste grupo, sendo as penicilinas mais eficientes frente a essas
bactérias, seguidas pelos carbapenens e cefalosporinas (Valdes et al., 1998; Kak &
Chow, 2002).

3.3.7 Resisténcia a Cloranfenicol

A acédo bacteriostatica deste antimicrobiano provém da inibicdo da sintese
proteica, pela ligacdo a subunidade 50S do ribossomo, bloqueando a acédo da
enzima peptidiltransferase. Os enterococos apresentam resisténcia a este composto,
comumente mediada pelo gene cat (chloramphenicol acetiltransferase), presente no
cromossomo ou em plasmideos, que codifca a enzima cloranfenicol
acetiltransferase, alterando a estrutura quimica da substancia de forma a perder a
capacidade de ligacdo ao ribossomo. Esses genes foram classificados em dois
grupos principais: tipo A, que geralmente resulta em uma resisténcia elevada, e tipo
B, que confere baixo nivel de resisténcia ao cloranfenicol. Embora esses
determinantes sejam geralmente abrigados em elementos genéticos méveis, como
plasmideos e transposons, eles também foram relatados como parte do
cromossomo de algumas bactérias (Murray, 1990; Munita & Arias, 2016).
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3.3.8 Resisténcia a Oxazolidinonas

O antimicrobiano que representa este grupo € a linezolida, que apresenta
uma elevada atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas. A resisténcia
a esse antimicrobiano esta relacionada a uma mutacdo na regido do gene que
corresponde a atividade da peptidil-transferase no 23S rRNA (Prystowsky et al.,
2001). O mecanismo de acao a linezolida inibe a sintese proteica através da ligacao
com a subunidade 50S ribossomal, no sitio da peptidil-transferase do 23S rRNA,
bloqueando a formacdo de um complexo entre o ribossomo, RNA transportador e
RNA mensageiro (Fung et al., 2001).

As cepas resistentes a linezolida também podem mostrar co-resisténcia a
outros antibiéticos, como a ampicilina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, gentamicina,
macrolideos, nitrofurantoina, rifampicina e vancomicina (Garrido et al., 2014). O
gene cfr é o responsavel pela resisténcia a linezolida, cujo se enquadra como
plasmideo determinante e vem sendo encontrado em isolados clinicos de E.
faecalis. Sua sequéncia tem estabelecido a transferéncia de genes de resisténcia
bem como alterado a sequéncia promotora das proteinas regulatérias ou ativado a
expressao de determinantes de resisténcia. 1sso explica a capacidade do gene crf
ser compartilhado entre as espécies e também fazer possivel a disseminacao

generalizada no cenario clinico (Miller et al., 2014).

3.3.9 Resisténcia a Nitrofurantoinas

A resisténcia a nitrofurantoina & bastante incomum, mesmo com o0
surgimento de Enterococcus sp. resistentes a diversos antimicrobianos, esses micro-
organismos possuem alta suscetibilidade a esses antimicrobianos (Butt et al., 2004).
Isso se deve ao seu complexo mecanismo de acdo, onde o antimicrobiano usa as
flavoproteinas de células bacterianas para converté-las em mudiltiplas formas
intermediarias que danificam o DNA. Esse mecanismo faz com que ocorra a inibicdo
do metabolismo de carboidratos e a interferéncia na sintese da parede celular.

Mesmo assim, os dados sdo limitados quando se referem a atividade deste

antimicrobiano (Meena et al., 2017).
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3.3.10 Resisténcia a Rifampicinas

Os enterococos sdo frequentemente resistentes a rifampicina, mesmo que
este antibidtico ndo seja comumente utilizado em infecgbes enterocécicas. O
mecanismo de resisténcia esta relacionado com as mutagbes em sitios especificos
do gene rpoB, que codifica a subunidade B da RNA polimerase, que inibe a
transcricdo do mRNA (Kristich et al., 2014; Garrido et al., 2014).

34 Enterococcus Resistentes em Alimentos

O surgimento de enterococos resistentes a multiplas drogas ao longo dos
ultimos 50 anos tem se agravado, e enterococos resistentes a antibioticos sdo agora
as principais causas de infeccdo nosocomial em todo o mundo (Lebreton et al.,
2014). H4 muito tempo, a resisténcia aos antimicrobianos tem sido relacionado
exclusivamente ao ambiente hospitalar, mas atualmente com maior conhecimento
sobre a aquisicdo e transmissdo de resisténcia, tem atraido a atencdo dos
pesquisadores para outras fontes de propagacao de cepas resistentes, como por
exemplo, os alimentos (Gazzola et al. 2012; Wang 2012; Chajecka-Wierzchowska et
al., 2014).

Detectar cepas de Enterococcus em alimentos, examinando sua
resisténcia a antimicrobianos e a presenca de genes que codificam resisténcias a
diferentes antimicrobianos permite avaliar os riscos e proceder com a correta
inspecao dos alimentos. A presenca de Enterococcus spp. em alimento ndo é levada
em consideracdo nos critérios de higiene ou seguranca de alimentos. Portanto, a
vigilancia da resisténcia aos antibidticos e a promoc¢do do uso adequado de
antibioticos sdo necessarias em todo o pais. Estudos tem mostrado que enterococos
resistentes a antibiéticos em alimentos pode atuar como um reservatério de cepas
resistentes, criando uma rota potencial de transferéncia de genes por transferéncia
horizontal (Frazzon et al. 2010; Chajecka-Wierzchowska et al., 2016).

A utilizagdo de antimicrobianos como promotores do crescimento na
producdo animal pode promover resisténcia aos antibidticos nas bactérias da
microbiota destes animais. Diversos estudos ja apresentaram dados que remetem a
uma ligacdo entre o uso do estimulante do crescimento avoparcina (glicopeptideo)

em fazendas produtoras de galinhas e suinos e o crescimento na ocorréncia de
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cepas de enterococos resistentes a diversos antimicrobianos em humanos, bem
como uma comprovacao da evidéncia de transmissdo aos humanos a partir de
animais (Wegener et al., 1999; Poeta et al., 2004). O uso generalizado e indevido de
antibiéticos, tanto na medicina quanto na agricultura, aumentou a prevaléncia e a

expressao de genes de resisténcia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de Alimentos

Cada alimento foi adquirido em trés mercados diferentes da cidade de
Porto Alegre — RS, Brasil. A aquisicdo das amostras de alimentos foi realizada entre
setembro a novembro de 2016. Os alimentos, do mesmo tipo, foram sempre
comprados no mesmo dia em mercados aleatérios de Porto Alegre — RS, Brasil
(FIGURA 1).

Os seguintes alimentos foram utilizados: aipim (n=3), batata-doce (n=3),
batata-inglesa (n=3), beterraba (n=3), cenoura (n=3), couve (n=3), carne de frango
crua (n=3), queijo tipo colonial (n=3), queijo ricota (n=3) e salsa (n=3). Como o0
objetivo principal do estudo foi avaliar a resisténcia a antimicrobianos em cepas de

enterococos.

FIGUKk RA 1 — Localizacdo da cidade de Porto Alegre — RS, Brasil, onde as coletas foram realizadas.

LOCALIZAGAO DA CIDADE DE PORTO ALEGRE - RS

(@]

Fonte: Google Maps, 2017.
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4.2 Processamento das Amostras: Semeadura, Isolamento e Identificacdo de

Enterococcus sp.

As amostras de alimentos foram processadas no Laboratério de
Microbiologia Ambiental do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Primeiramente, foram pesados 25g de cada alimento
e adicinados em 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA) estéril por 18 horas, a
37°C. Posteriormente, 1 mL dessa suspensao foi inoculada em 9 mL do meio Caldo
Azida Dextrose (Azida Dextrose Broth, Himedia®, india) e incubada a 35°C, durante
24 horas.

Apoés esse tempo de incubacéo, foi realizada diluicdo seriada em solucéo
salina 0,85% até a diluicdo 103, e 100 pL da suspenséo foi inoculada, em triplicata,
em placas contendo agar Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI - Brain Heart Infusion,
Himedia®) acrescido de 6,5% de Cloreto de Sédio (NaCl - Nuclear®). A adicédo de
NaCl no meio de cultura teve com o objetivo fazer uma presséao seletiva, uma vez
gue bactérias do género Enterococcus toleram altas salinidades durante seu
crescimento. As placas foram incubadas a 35°C, por 48 horas.

Doze colbnias foram selecionadas aleatoriamente de cada uma das
amostras de alimento. Col6nias com morfologia tipicas de Enterococcus foram
submetidas a testes preliminares para identificacdo presuntiva em nivel de género,
sendo eles: coloracdo de Gram, teste da catalase, hidrolise da esculina em
combinagao a resisténcia a sais biliares e crescimento a 10°C e 45°C.

Cada isolado selecionado foi inoculado em meio Agar Bile Esculina (Bile
Esculin Agar, Himedia®) e incubados a 35°C durante 24 horas. Isolados que se
apresentaram positivos para a degradacao da esculina na presenca de sais biliares,
com escurecimento do meio de cultura, foram semeados por esgotamento em meio
BHI e incubados a 35°C por 24 horas.

A partir do isolamento de colbénias puras em meio BHI, as mesmas foram
submetidas a esfregacos corados pelo método de Gram. As colbnias tipicas de
enterococos apresentam-se como cocos Gram-positivos isolados, aos pares ou em
cadeias curtas.

Para detectar a presenca da enzima catalase, uma por¢ao do crescimento
bacteriano foi depositada sobre uma gota de peroxido de hidrogénio (H20:2 - Lifar®)
a 3% (v/v). Quando o micro-organismo possui a enzima, o0 teste da catalase
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demonstra a decomposicdo do peroxido de hidrogénio, com formacdo de agua e
oxigénio molecular, observado através da presenca de bolhas. No caso do género
Enterococcus, ndo ha a formacgéo de bolhas, sendo, portanto, catalase negativo.
ApOGs a caracterizagdo presuntiva quanto ao género, os isolados foram
classificados como Enterococcus sp., 0s mesmos foram inoculados em agar BHI
(Himedia®) e incubados a 35°C durante 24 horas, a partir desse cultivo, as colénias
foram preservadas em solucdo contendo 50% (v/v) de glicerol (Vetec®) e
armazenados em criotubos a -20°C para analises moleculares posteriores e a fim de
evitar que caracteristicas importantes fossem perdidas com o tempo de manuseio

das colbnias.

4.3 Extracdo de DNA Bacterianos

A extracdo do DNA de cada isolado bacteriano foi realizada através do
método de lise térmica descrita por Riboldi et al. (2009), onde uma col6nia do
isolado cultivada a 35°C durante 24 horas em agar BHI, foi suspendida em 100 pL
de agua MiliQ estéril e submetida a fervura a 100°C por 10 minutos. Posteriormente,
as suspensodes bacterianas foram centrifugadas a 13000 x g durante 10 minutos em
micro centrifuga (Eppendorf® Minispin®). Os DNAs extraidos foram armazenados a

-20°C para realizagdo dos testes moleculares.

4.4 Confirmagéo do Género Enterococcus por PCR

A confirmacdo da identificacdo do género Enterococcus dentre o0s
isolados foi realizada por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
empregando oligonucleotideos iniciadores género-especifico, seguindo o protocolo
descrito por Ke et al. (1999). Para a reacdao de PCR foram utilizados 25 uL de
volume total, contendo: 1x de tampao Taq DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia),
0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de MgCl.,
200 pM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1U de Taq DNA Polimerase (Ludwig
Biotecnologia), 100 ng de DNA e agua MilliQ estéril para completar o volume da
reacdo. Foi utilizado oligonucleotideos iniciadores que amplificam o gene tuf e 16S

rDNA para analise do género Enterococcus (Tabela 1).


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z606235?lang=en&region=US
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Para a amplificacéo foi utilizado o termociclador 2720 Thermal Cicler nas
seguintes condi¢des: desnaturacao inicial por 3 minutos a 95°C, seguido por 35
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C e extenséao final
por 7 minutos a 72°C. A cepa E. faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle
positivo durante as reacoes.

O amplicon esperado com massa molecular de 112 pb foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen®), com visualizagdo em Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia®,

Molecular Imaging).

4.5 Identificacdo das Espécies de Enterococcus sp.

Para a identificacdo das espécies utilizou-se duas técnicas: uma
genotipica, por meio da PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores espécie-
especificos para Enterococcus casseliflavus e Enterococcus faecalis, e a técnica
fenotipica com espectrometria de massa MALD-TOF, para as demais espécies

identificadas.
4.5.1 PCR espécie-especifico
Para a identificagdo das espécies E. casseliflavus e E. faecalis realizou-se
PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para as diferentes

espécies de enterococos, como exposto na tabela 1.

TABELA 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacdes de PCR para identificacdo das
espécies de enterococos.

Oligonucleotideos Temperaturade  Produto

iniciadores? Sequéncia (5- 3) Anelamento (°C) (pb) Referéncia

Entl TACTGACAAACCATTCATGATG
55 112 Ke et al, 1999

Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
E. casseliflavus F TAGGATGTTACGTCTGCGTG 58 139 Medeiros et al,
E. casseliflavus R TTGTTGGTTTGGGCTTTTCCCG 2017
E16S 72f CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG 66 138 Sedgley etal.,
E16S 210r CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC 2005
coccus16S rDNA-F GAGAATGATGGAGGTAGAGC 60 123 Lehner et al.
coccus16S rDNA -R GACTACGGATCTTATCACTC (2005)

1 Enterococcus sp. — gene tuf (Entl e Ent2); E. casseliflavus (E. casseliflavus F e E. casseliflavus R);
E. faecalis (E16S 72f e E16S 210r); 16S rDNA (coccus16S rDNA—-F e coccusl6S rDNA-R).
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As reacbes de PCR foram realizadas com o volume total de 25 pL,
contendo 100 ng de DNA, 1x de tampéao de reacdo da Taqg DNA polimerase (4G®),
0,4 uM de cada oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (4G®),
200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia®), 1U de Taqg DNA polimerase (4G®) e
Agua MiliQ estéril para completar o volume da reacao.

Os ciclos foram o0s seguintes: desnaturacao inicial por 5 minutos a 95°C,
seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 58°C (E. casseliflavus F e E.
casseliflavus R), ou 66°C (E16S 72f e E16S 210r), 1 minuto a 72°C, seguido de 5
minutos a 72°C. As cepas de E. casseliflavus J21 (Santestevan et al., 2015) e E.

faecalis ATCC 29212, foram utilizadas como controle positivo.

45.2 MALDI-TOF

A partir das cepas preservadas em glicerol, os isolados foram cultivados a
35°C por 24 horas em caldo BHI para recuperacdo dos mesmos. Seguido esse
periodo de incubacéo, os isolados foram semeados em agar BHI e incubados a
35°C por 18 horas. Posteriormente, selecionou-se uma colonia de cada isolado, e
pelo método de transferéncia direta as amostras foram aplicadas sobre cada spot na
placa alvo do MALDI-TOF. Apés secagem, foi adicionado sobre cada spot 1 pL de
solucdo matriz HCCA e deixado a temperatura ambiente até secar.

A placa foi colocada no Microflex LT/SH (BrukerDaltonics) e a
identificacdo dos isolados foi realizada pelo software MALDI Biotyper 4.0 com base
nos perfis gerados. Os isolados foram considerados corretamente identificados ao
nivel de género quando os scores foram = 1,7 e ao nivel de espécie, quando os

scores foram = 2.

4.6 Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos

Doze antimicrobianos pertencentes a dez classes distintas foram testados
frente as cepas estudadas e estas categorizadas em susceptivel, intermediaria ou
resistente conforme recomendado pelo CLSI (2015) (Tabela 2). Os farmacos
utilizados foram Ampicilina — AMP (10 pg/ml), Ciprofloxacina - CIP (5ug/ml),
Cloranfenicol — CLO (30 pg/ml), Eritromicina — ERI (15pg/ml), Linezolida — LNZ
(30pg/ml), Nitrofurantoina — NIT (300ug/ml), Norfloxacina - NOR (10ug/ml),
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Rifampicina — RIF (5ug/ml), Tetraciclina —TET (30 pg/ml), Vancomicina —VAN (30
pg/ml). Para deteccdo de niveis elevados de resisténcia aos aminoglicosideos (HLR-
A) foram utilizados discos de Estreptomicina — EST (300ug/ml) e Gentamicina —
GEN (120ug).

TABELA 2 — Interpretacdo dos didmetros das zonas de inibicdo do crescimento microbiano para
Enterococcus spp.

Didmetro do halo total de inibicdo em mm

Antimicrobiano** Concentragao

RP s S
AMP 10 ug <16 - 217
CIP 5 ug <15 16 - 20 221
CLO 30 ug <12 13-17 =18
ERI 15 ug <13 14 - 22 223
EST 300 ug <6 7-9 210
GEN? 120 ug <6 7-9 =210
LNZ 50 ug <20 21-22 =223
NIT 300 ug <14 15-16 217
NOR 10 ug <12 13-16 217
RIF 5 ug <16 17 -19 220
TET 30 pg <14 15 - 18 219
VAN 30 ug <14 15- 16 =17

Fonte — CLSI (2016)

*. AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Clorofenicol; ERI: Eritromicina; EST: Estraptomicina;
GEN: Gentamicina; LIN: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina; RIF: Rifampcina; TET:
Tetraciclina; VAN: Vancomicina.® Aminoglicosideos resistentes a altos niveis;  Resistente; °
Intermedidrio; ¢ Sensivel.

4.6.1 Determinacdo da Susceptibilidade aos Antimicrobianos pelo Método de

Difusdo em Agar

Foi utilizado o método de difusdo em agar (JORGENSEN et al., 2005) e
os resultados interpretados seguindo as normas do CLSI (2016).

As cepas identificadas foram semeadas em tubos com Agar BHI e
incubadas a 35° C por 24 horas. Posteriormente uma algada de cada cultura foi
emulsionada em solugéo salina estéril 0,85% e comparada com o padréo de turbidez
0,5 da Escala de McFarland. A turbidez foi comparadal ao padrdo da Escala de
McFarland equivalente a uma suspensédo contendo aproximadamente 102 Unidades
Formadoras de Colonia (UFC)/mL (CLSI, 2015).

Foram semeadas trés placas contendo agar BHI com o auxilio de um
swab esterilizado umedecido de cada emulsdo bacteriana. Em seguida, as placas
foram mantidas entreabertas por um periodo de 3 minutos, a fim de se permitir que o

excesso de umidade fosse absorvido. Os discos dos antimicrobianos foram
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depositados individualmente, com o auxilio de uma ping¢a, previamente esterilizada,
na superficie do agar. Foram dispostos quatro discos de antimicrobianos por placa.
ApOs a aplicagcéo dos discos, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 35°
C por 18-24 horas. A medida dos halos de inibicdo do crescimento microbiano foi

efetuada utilizando-se paquimetro.

4.6.2 Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Para os antimicrobianos Vancomicina (VAN), Gentamicina (GEN) e
Estreptomicina (EST) foram realizados os ensaios de determinacédo de concentracao
minima inibitoria para confirmar o perfil de resisténcia. Para a MIC, utilizou-se a
técnica de microdiluicdo em caldo, conforme recomendac¢des do CLSI (2016). Os
sais dos antimicrobianos foram estocados a - 20°C. As solu¢des concentradas dos
antimicrobianos foram diluidas em &gua destilada esterilizada, considerando a
concentracdo de cada antimicrobiano fornecida pelos fabricantes dos mesmos.

Os ensaios seguiram por um protocolo adaptado sob as recomendacdes
do CLSI (2016). Os isolados preservados foram inoculados em meio solido BHI a
35°C por 24 horas. A partir das culturas de 24 horas, preparou-se suspensodes
bacterianas em solucédo salina 0,85 % de NaCl estéril, e foram ajustadas de acordo
com a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A técnica de microdiluicdo
em caldo foi realizada em placa de 96 pocos estéril, contendo caldo Miller Hilton,

suspensao bacteriana e solugdo dos antimicrobianos.

4.6.2.1 Determinacbes da Concentracdo Inibitéria Minima para Isolados néo

Susceptiveis a Vancomicina

Foram analisados quanto a concentracdo inibitéria minima, os isolados
gue demonstraram resistente-intermediario ou resistente ao antimicrobiano
Vancomicina (30 ug) pelo método de disco de difusdo, conforme recomendagdes do
CLSI (2017). Testou-se a vancomicina nas concentragdes de 32 uyg mL* a 0,5 ug
mL2,

Foi utilizada como controle positivo a cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212 e como controle negativo apenas caldo MH e antimicrobiano. Apds a
inoculacéo dos controles e das amostras em duplicata, as placas foram incubadas a
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35°C, por 16-20 horas. A leitura da MIC foi realizada apds esse periodo de
incubacao e o resultado considerado foi a menor concentracdo de antibiético na qual
ndo se observou visualmente o crescimento bacteriano. Os critérios de
suscetibilidade e resisténcia adotados para cada antimicrobiano foram os
recomendados pelo CLSI (2016).

4.6.2.2 Determinacdo da concentragdo inibitdria minima para isolados resistentes

a gentamicina e a estreptomicina

Determinou-se a concentracdo inibitéria minima para os isolados com
halos inferiores ao diametro de 9 mm nos discos de gentamicina (120 ug) e
estreptomicina (300 pg) no teste de disco-difusdo. Foram preparadas solu¢des dos
antimicrobianos a serem testados, uma solugao de Estreptomicina na concentracao
de 1000pg/mL, e uma solucédo de Gentamicina na concentracéo de 500ug/mL.

Utilizou-se como controle positivo a cepa de E. faecalis ATCC 29212, que
é sensivel a ambos os antimicrobianos, e como controle negativo apenas caldo MH
e 0 antimicrobiano. Os isolados e o0s controles (positivo e negativo) foram
submetidos aos mesmos testes de microdiluicdo em triplicata, e incubados a 35°C,
por 24 horas para gentamicina, e por 24-48 horas para estreptomicina. Considerou-
se resistente o0 isolado capaz de crescer na presenca do antimicrobiano,
representado por um depdsito visivel de sedimento celular e pelo aumento de

turbidez no meio de cultivo.

4.7 Determinacéo dos genes de resisténcia nos isolados de Enterococcus sp.
por PCR

A verificacdo dos genes de resisténcia foi realizada somente nos isolados
gue apresentaram fendtipo de resistentes-intermediarias ou resistentes aos
antimicrobianos eritromicina (genes ermA, ermB, ermC e msrC), ciprofloxacina e/ou
norfloxacina (gene gyrA), tetraciclina (genes tetL, tetM, tetS) e gentamicina (gene
aac(6')/aph(2"). As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estdo descritas na
tabela 3.
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TABELA 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacdes de PCR e tamanhos dos
fragmentos gerados. tetM, tetL, tetS, ermA, ermB, ermC, gyrA, msrC e aac(6')/aph(2").

Oligonucleotideos Temperatura de  Produto

iniciadores Sequéncia (5- 3') anelamento (°C) (pb) Referéncia
tet(M)_F GTTAAATAGTGTTCTTGGAG 52 657 Aarestrup
tet(M)_R CTAAGATATGGCTCTAACAA et al. (2000)
tet(L)_F ACTCGTAATGGTGTAGTTGC 54 625 Frazzon et
tet(L)_R TGTAACTCCGATGTTTAACACG al. (2010)
tet(S)_F TGGAACGCCAGAGAGGTATT 58 220 Aarestrup
tet(S)_R ACATAGACAAGCCGTTGACC et al. (2000)
erm(A) _F TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 52 490 Sutcliffe et
erm(A) _R CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT al. (1996)
erm(B) _F GAAAAGGTACTCAACCAAATA 52 546 Sutcliffe et
erm(B) _R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC al. (1996)
erm(C)_F TCAAAACATAATATAGATAAA 52 837 Sutcliffe et
erm(C)_R GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT al. (1996)
gyr(A) F ATGAACGAATTGGGTGTG 50 250 Rathnayake
gyr(A) R AAGGAATCCTTCTCTCTCCG etal. (2011)
msrC 3 AAGGAATCCTTCTCTCTCCG Werner et

52 343
msrC 4 GTAAACAAAATCGTTCCCG al. (2001)
GN-R CACTATCATAACCACTACCG Wei Jia et
56 220

GN-F CCAAGAGCAATAAGGGCATA al. (2014)

Tetraciclina — gene tetM (tetM_F e tetM_R); gene tetL (tetL_F e tetL_R); gene tetS (tetS_F e tetS_R);
1Eritromicina — gene ermA (ermA_F e ermA_R); gene ermB (ermIB_F e ermB_R); ermC (ermC_F e
ermA_C); gene msrC (msrC 3 e msC 4);

ICiprofloxacina e Norfloxacina — gene gyrA (gyrA F e gyrA R);

1Gentamicina — gene aac(6')/aph(2') (GN-R e GN-F);

Realizou-se a reacdo de PCR em um volume total de 25 pL, contendo 1x
de tampéo de PCR (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen®), 200 uM de dNTPs
(Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U
de Tag DNA polimerase (4G®), 100 ng de DNA e agua miliQ estéril para completar o
volume da reacdo. Para o gene gyrA, a reacdo da PCR foi realizada como descrito
acima com excec¢ao do MgClz que foi empregado na concentracdo de 3,0 mM.

Os ciclos de amplificacdo foram conduzidos sob as seguintes condi¢des:
5 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos consecutivos de 94°C por 1 minuto,1 minuto
a 52°C (tet(M), erm(A), erm(B), erm(C), gyr(A) e msr(C), ou 54°C (tet(L)), ou 56°C
(GN), ou 58°C (tet(S)), 72°C por 1 minuto; e uma etapa final de 5 minutos a 72°C.
Em seguida, os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% e visualizados em Transiluminador L. Pix (Loccus Biotecnologia®,

Molecular Imaging).
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4.8 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos quanto a incidéncia, aos padrdes de suscetibilidade
a antimicrobianos e os genes de resisténcia do género estudado foram, organizados
em tabelas e os valores convertidos em percentuais.

A analise comparativa com os dados encontrados em 2006 foi realizada
juntamente com o NAE — Nucleo de Assessoria Estatistica da UFRGS, utilizando

qui-quadrado para o teste exato de Fischer pelo programa SPSS versao 18.
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5. RESULTADOS

51 Distribuig&o e Identificagéo dos Isolados das Amostras de Alimentos

As amostras de alimento foram adquiridas em trés diferentes mercados de
Porto Alegre, com o intuito de obter uma amostragem em triplicata de cada um dos
alimentos utilizados no presente estudo. De cada um das amostras de alimentos
foram selecionadas 12 coldnias aleatérias, totalizando 36 isolados por cada tipo de
alimento. Nas amostras de aipim, batata-doce, batata-inglesa, carne de frango crua,
gueijo colonial e ricota conseguiu-se isolar e confirmar como género Enterococus
todos 36 isolados, entretanto das amostras de beterraba; cenoura; couve; e salsa,
das 36 colbnias selecionadas, 24, 3, 33 e 34 confirmar como enterococos,
respectivamente.

Ao total foram obtidos 324 isolados bacterianos das amostras de
alimentos, os quais foram classificadas presuntivamente por testes fenotipicos como
Enterococcus sp., sendo que destes 310 (95,67%) confirmaram pertencer ao género
pela técnica de PCR (Tabela 4).

TABELA 4 - Origem de Enterococcus isolados de alimento de Porto Alegre, RS
Niamero (%) de enterococos isolados por alimento
AP Bl BD BT CE CcVv FR QJ RT AS
36 36 36 24 3 33 36 36 36 34
(11,6) (11,6) (11,6) (7,7 (1,0) (10,6) (11,6) (11,6) (11,6) (11,0)
AP: Aipim; Bl: Batata-inglesa; BD: Batata-doce; BT: Beterraba; CE: Cenoura; CV: Couve; FR: carne
de frango cru; QJ: Queijo colonial; RT: Ricota; e SA: Salsa.

Nos isolados confirmados como enterococos, foram identificadas cinco
espécies distintas, das quais mostrou-se dominante a espécie Enterococcus faecalis
(57,1%; n = 177), seguida de Enterococcus casseliflavus (33,2%; n = 103), e em
menores quantidades Enterococcus hirae (5,5%; n = 17), Enterococcus faecium
(1,9%; n = 6) e Enterococcus durans (0,96%; n = 3) e Enterococcus spp. (1,29%; n =
4) (Figura 2).



42

FIGURA 2 - Frequéncia das espécies de Enterococcus isoladas de alimentos de Porto Alegre-RS em
2016.
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Na tabela 5, estdo expressas as quantidades de cepas identificadas de
acordo com as amostras de alimentos das quais foram isoladas. Enterococcus
faecalis (n=177) foi a espécie mais frequente dentre os isolados, ocorrendo em
praticamente todos as amostras, sendo predominando nas amostras de carne de
frango crua (n=36), e queijo colonial (n=36), ndo sendo isolada apenas de beterraba.
A espécie E. casseliflavus (n=103) também ocorreu com grande frequéncia, onde os
maiores valores foram encontrados nas amostras de beterraba (n=24), batata-doce
(n=21) e salsa (n=22). Enquanto que as demais espécies E. hirae (n=17), E. faecium
(n=6), Enterococcus spp. (n=4) e E. durans (n=3) ocorreram com frequéncia bem
inferior nos alimentos avaliados.

Em 2006 foram isolados 56 cepas de Enterococcus provenientes dos
alimentos obtido em Porto Alegre, que identificou-se como E. faecalis (n=27), E.
faecium (n=23), E. mindtii (h=1) e Enterococcus sp. (n=5). Em relacdo a distribuicdo
das espécies nos alimentos, E. faecalis foi a espécie mais prevalente dentre as
amostras de carne e queijo, assim como no presente estudo. Entretanto nas
amostras vegetais a espécie mais predominante foi E. faecium em 2006 e E.

casseliflavus em 2016.
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TABELA 5 — Espécies de Enterococcus spp. identificadas por amostra de alimento.

NUmero de espécies de enterococos
E. faecalis E. casseliflavus E. hirae E. durans E. faecium Enterococcus spp

Amostras

AP 24 12 - - - -

BD 12 21 - - 1 2
Bl 17 19 - -
BT - 24 - - - -
CE 3 - - - - -
Cv 26 5 1 - 1 -
FR 36 - - - -
QJ 36 - - - - -
RT 17 - 12 3 4 -
AS 6 22 4 - - 2
177 103 17 3 6 4

AP: Aipim; BIl: Batata-inglesa; BD: Batata-doce; BT: Beterraba; CE: Cenoura; CV: Couve; FR: carne
de frango cru; QJ: Queijo colonial; RT: Ricota; e SA: Salsa.

5.2 Perfis de Resisténcia aos Antimicrobianos

Os isolados foram classificados quanto a sua susceptibilidade aos
antimicrobianos de acordo com CLSI (2016) (Tabela 6). Dos 310 isolados, 33
(10,64%) foram susceptiveis a todos os antimicrobianos testados, enquanto que 277
(89,35%) apresentaram resisténcia a pelo menos um dos farmacos estudados.
Dentre os antimicrobianos testados, ampicilina, cloranfenicol, gentamicina e

vancomicina apresentaram maior eficacia frente as cepas isoladas.

TABELA 6. Perfil de susceptibilidade das cepas de Enterococcus em relacdo ao alimento que foram
isoladas.

Numero (%) de Enterococcus classificados como

Antimicrobiano®

Susceptivel (%) Intermediario (%) Resistente (%)

AMP 308 (99,35) - 2 (0,65)
CIP 248 (80) 57 (18,39) 5(1,61)
CLO 303 (97,74) 3(0,97) 4 (1,29)
ERI 162 (52,26) 93 (90) 55 (17,74)
EST 271 (87,42) - 39 (12,58)
GEN 299 (96,45) - 11 (3,55)
LNZ 267 (86,13) 22 (7,10) 21 (6,77)
NIT 281 (90,65) 8 (2,58) 21 (6,77)
NOR 271 (87,42) 23 (7,42) 16 (5,16)
RIF 140 (45,16) 56 (18,06) 114 (36,77)
TET 213 (68,71) 12 (3,87) 85 (27,42)
VAN 310 (100,0)- - -

*. AMP — Ampicilina; CIP — Ciprofloxacina; CLO - Cloranfenicol; ERI — Eritromicina; EST—
Estreptomicina; GEN — Gentamicina; LNZ — Linezolida; NIT — Nitrofurantoina; NOR - Norfloxacina;
RIF — Rifampicina; TET — Tetraciclina; VAN — Vancomicina

Os maiores numeros de cepas de resisténcia foram obervados para os
antibioticos: rifampicina (54,8%; n=170), eritromicina (47,74%; n=148), tetraciclina
(31,29%; n=97) e ciprofloxacina (20%; n=62) (Figura 3).
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FIGURA 3 — Percentual de enterococos com perfil de resisténcia antimicrobiana
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US| 9968 80 | 97,74 | 52,26 | 87,42 | 96,45 | 86,13 | 90,65 | 87,42 | 45,16 | 68,71 | 100

OBS: Optou-se unir os dados obtidos como resistentes-intermediario e resistentes, em um sé grupo
de cepas resistentes;

R: Resistente; S: Susceptivel; AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Clorofenicol; ERI:
Eritromicina; EST: Estraptomicina; GEN: Gentamicina; LIN: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina; NOR:
Norfloxacina; RIF: Rifampcina; TET: Tetraciclina; VAN: Vancomicina.

Na tabela 7 pode-se observar os perfis de resisténcia encontrados nos
isolados em relacdo as espécies. E. faecalis e E. casseliflavus tiveram maior
frequéncia de cepas resistentes, com perfis de resisténcia a quase todos
antimicrobianos testados, exceto a vancomicina. Ja as demais espécies
apresentaram perfis de resisténcia a um namero menor de antimicrobianos, os E.
durans mostraram resisténcia a CIP, ERI, LNZ, NIT e TET, os E. faecium a CIP, ERI,
RIF e TET, os E.hirae a ERI, LNZ, RIF e TET, e Enterococcus sp. a NIT, NOR, RIF e
TET.

Os 45 isolados (35 E. faecalis, 9 E. casseliflavus e 1 E. faecium) que
apresentaram perfil fenotipico de resisténcia a estreptomicina pelo disco difusao
foram submetidos a MIC. Os resultados da concentragdo minima inibitoria foram
valores equivalentes a 1000,0 pug mL-1, considerando entédo 86,7% (n=39) das cepas
(33 E. faecalis e 5 E. faecium) resistentes ao antmicrobiano estreptomicina.

Um isolado de E. casseliflavus e 10 de E. faecalis que apresentaram perfil
fenotipico de resisténcia a gentamicina pelo disco difusdo também foram submetidos

a MIC. Os resultados foram valores equivalentes a 500,0 pg mL-1, considerando
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entdo 72,7% (n = 8) das cepas, todas elas E. faecalis resistentes ao antimicrobiano

gentamicina.

TABELA 7 - Perfil de resisténcia total (%) de amostras resistente e resistentes-intermediarias.

Antimicrobiano* E.casseliflavus E.durans E. faecalis E.fecium E.hirae  Enterococcus spp.

(n=103) (n=3) (n=177) (n=6) (n=17) (n=4)
AMP 0,97 - 0,56 - - -
CIP 13,59 33,33 24,29 66,67 - -
CLO 1,94 - 2,82 - - -
ERI 37,86 66,67 54,8 83,33 29,41 -
EST 4,85 - 19,21 - - -
GEN 0,97 - 5,65 - - -
LNZ 8,74 33,33 15,82 - 29,41 -
NIT 16,5 66,67 5,08 - - 25
NOR 11,65 - 14,69 - - 25
RIF 62,14 - 53,67 16,67 52,94 25
TET 15,53 66,67 37,29 16,67 58,82 50

VAN - - - - - -

OBS: Optou-se unir os dados obtidos como resistentes-intermediario e resistentes, em um sé grupo
de cepas resistentes;

*. AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Clorofenicol; ERI: Eritromicina; EST: Estraptomicina;
GEN: Gentamicina; LIN: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina; RIF: Rifampcina; TET:
Tetraciclina; VAN: Vancomicina.

Os perfis de resisténcia encontrados nos isolados em relacdo a
distribuicdo nos alimentos, estdo ilustrados na tabela 8. Todos os alimentos
avaliados neste estudo apresentaram elevada frequéncia de cepas resistentes,
principalmente a eritromicina (47,74%; n=148) e a rifampicina (74,8%; n=170).

Os isolados de batata-inglesa e cenoura foram 0s que se mostraram mais
susceptiveis aos antimicrobianos utilizados, sendo resistentes a apenas 3 (ERI, LNZ
e RIF) e 4 (ERI, NIT, NOR e RIF) dos farmacos testados, respectivamente. As
amostras de aipim apresentaram cepas com resisténcia a quase todos o0s
antimicrobianos, exceto a vancomicina. Cepas resistentes a tetraciclina ndo foram
detectadas somente nas amostras de batata inglesa e cenoura.

Os isolados das amostras de frango apresentaram resisténcia a nove dos
antimicrobianos testados (CIP, ERI, EST, GEN, LNZ, NIT, NOR, RIF e TET),
engquanto que os isolados das amostras de queijo colonial e couve mostraram-se
resistentes a oito dos antimicrobianos (CIP, CLO, ERI, EST, NOR, RIF e TET),
variando apenas na resisténcia para ampicilina nas amostras de queijo e linezolida

nas amostras de couve.



46

As duas cepas resistentes a ampicilina foram isoladas das amostras de
aipim (n=1) e queijo colonial (n=1), os sete isolados resistentes ao cloranfenicol
foram provenientes de aipim (n=1), beterraba (n=1), couve (n=4) e queijo colonial
(n=1), j& as onze cepas resistentes a gentamicina, foram isoladas de aipim (n=1) e

frango (n=10).

TABELA 8 — Perfil de resisténcia total de amostras resistente e resistentes-intermediarias.
Numero (%) de cepas resistentes ao antimicrobianos?
AMOSTRA?2 AMP CIP CLO ERI EST GEN LIN NIT NOR RIF TET VAN

AP 1 9 1 32 4 1 10 7 6 15 6 -
(28) (25) (2,8) (88,9) (11,1) (2,8) (27,8) (19,4) (16,7) (41,7) (16,7) -
. - 1 - 5 - - - 11 8 32 1 -
- (28 - (139 - - - (30,6) (22,2)(88,9) (2,8) -
- - - 1 - - 2 - - 24 - -
ol - - - 28 - - (56) - - (66,7) - -
- 4 1 11 1 - - - - 23 1 -
BT - (16,7) (42) (458) (42) - - - - (95,8) (4,2) -
o - - - 1 - - - 2 1 3 - -
- - - (333 - - - (66,7) (33,3) (100) - -
- 19 4 25 13 - 9 - 7 14 13 -
cv - (57,6) (12,1) (75,8) (39,4) - (27,3) - (21,2)(42,4) (39,4) -
- 6 -2 7 10 14 1 7 9 24 -
FR - (16,7) - (58,3) (19,4) (27,8) (38,9) (2,8) (19,4) (25) (66,7) -
- 1 7 1 33 12 - - - 1 25 23 -
(2,8) (19,4) (2,8) (91,7) (33,3) - - - (2,8) (69,4) (63,9 -
- - 11 - 12 - - 8 2 2 11 16 -
- (306) - (333) - - (222) (56) (56) (30,6) (44,4) -
- 5 - 7 - - - 6 7 14 13 -
A - @147 - (208) - - - (17,6) (206) (41,2) (382) -

OBS: Optou-se unir os dados obtidos como resistentes-intermediario e resistentes, em um sé grupo
de cepas resistentes;

1: AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Clorofenicol; ERI: Eritromicina; EST: Estraptomicina,;
GEN: Gentamicina; LIN: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina; NOR: Norfloxacina; RIF: Rifampcina; TET:
Tetraciclina; VAN: Vancomicina.

2: AP: Aipim; BI: Batata-inglesa; BD: Batata-doce; BT: Beterraba; CE: Cenoura; CV: Couve; FR: carne
de frango cru; QJ: Queijo colonial; RT: Ricota; e SA: Salsa.

Dentre os isolados, 97 cepas (31,3%) foram resistentes a trés ou mais
classes de antimicrobianos, sendo consideradas, segundo Magiorakos et al. (2012),
resistentes a multiplas drogas (RMD) (Tabela 9). Apenas as cepas de Enterococcus
spp. ndo foram classificadas como RMD. O perfil RMD para eritromicina,

estreptomicina, rifampicina e tetraciclina (9,0%; n=9) foi o mais frequentemente
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encontrado. De forma geral, as cepas RMD apresentaram resisténcia variando entre
3 a 7 classes de antimicrobianos, com 3 classes (n=49) ocorreram 20 perfis
diferentes, com 4 classes (n=26) 16 perfis diferentes, 5 classes (n=15) 10 perfis
diferentes, com 6 (n=2) 2 perfis diferentes e com 7 classes (n=1) apenas 1 perfil.

Em relagéo as espécies e seus perfis de RMD, E. faecalis (67,0%; n=65)
e E. casseliflavus (23,7%; n=23) tiveram a maior frequéncia de cepas RMD, quando
comparados com as demais espécies.

Com analise estatistica foi possivel observar uma diferenca significativa
(p<0,05) entre os perfis de resisténcia encontrados neste estudo e 2006. Houve
diminuicAo na porcentagem de cepas resistentes a ampicilima, ciprofloxacina,
clorofenicol, gentamicina e vancomicina, presente nas amostras de alimentos. Em
2006, 34% das cepas eram resistentes a ciprofloxacina (n= 19), 25% ao clorofenicol
(n=14), 16% a gentamicina (n=9), 5,35% a ampicilina (n= 3) e 1,78% a vancomicina
(n=3).



TABELA 9 — Perfis de resisténcia verificados para as espécies de Enterococcus spp. isoladas
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Numero de espécies de enterococos resistentes

Perfis de resisténcia”

E. casseliflavus E. durans E. faecalis E.faecium E. hirae

Enterococcus spp.

M
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CIP + ERI
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CIP + RIF +TET
CLO + ERI + RIF
ERI + EST + NIT
ERI + EST + TET
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LIN + RIF + TET
NIT + NOR + RIF
(CIP + NOR) + ERI + LIN*
(CIP + NOR) + ERI + RIF*
CIP + ERI + EST + TET
CIP + ERI + RIF + TET
CLO + ERI+ EST + TET - -
ERI + EST + NOR + TET - -
ERI + EST + RIF + TET - -
ERI + GEN + LIN + TET - -
ERI + GEN + RIF + TET - -
ERI+ LIN + NIT + TET - 1
ERI + LIN + RIF + TET -
ERI + NIT + NOR + RIF 1
NIT + NOR + RIF + TET 1 -
CIP + ERI + (EST + GEN) + LIN* 1
(CIP + NOR) + ERI + LIN + RIF* -
(CIP + NOR) + ERI + LIN +TET* - -
(CIP + NOR)* + ERI + RIF + TET - -
ERI + (EST + GEN)* + LIN + TET - -
AMP + ERI + EST + RIF + TET - -
CIP + ERI + EST + LIN + RIF - -
CIP+ERI+EST + LIN+TET - -
CIP + ERI + EST + RIF + TET -
CIP + ERI + LIN + NIT + RIF 1
CIP+ERI+LIN+ NIT + TET 1 -
1

= O
1
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1
1
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1 1
1 1

ERI+ EST + LIN+ NIT + TET
ERI + GEN + LIN + RIF + TET
(CIP+NOR) + ERI + EST + LIN + TET * - -
(CIP + NOR) + ERI + EST + RIF + TET * - -
CLO + ERI+ EST + LIN + NOR + TET - -
(CIP + NOR) + ERI + GEN + LIN + RIF + TET* - -
AMP + (CIP + NOR) + CLO + ERI + EST + NIT + RIF + TET* 1 -
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1
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)3 86 3 147 6 8 2 252

OBS: Optou-se unir os dados obtidos como resistentes-intermediario e resistentes, em um sé grupo de cepas resistentes;
* Entre “()” estdo os antimicrobianos pertencentes a uma mesma classe;

AMP: Ampicilina; CIP: Ciprofloxacina; CLO: Clorofenicol; ERI: Eritromicina; EST: Estraptomicina; GEN: Gentamicina; LIN: Linezolida; NIT: Nitrofurantoina;

NOR: Norfloxacina; RIF: Rifampcina; TET: Tetraciclina; VAN: Vancomicina.
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5.3 Presenca de Genes de Resisténcia aos Antimicrobianos nos Isolados

Identificados

Dos 148 isolados com perfil de resisténcia a eritromicina, 63 (42,56%)
foram positivos para o gene ermB e sete (4,72%) para o gene mrsC. Os genes ermA
e ermC ndo foram detectados para nenhuma das cepas resistentes analisadas.
Entre os 78 isolados com perfil de resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacina e
norfloxacina, apenas 10 (12,82%) apresentaram resultado positivo quando testados
para o gene gyrA. Os genes que conferem resisténcia a tetraciclina foram positivos
em 79 (81,44%) das cepas com o perfil de resisténcia a tetraciclina, dentre eles 56
(70,8%) apresentaram o gene tetM, trés (3,79%) o gene tetL, 20 (25,31%) os dois
genes tetM e tetL. Nenhuma das cepas resistentes a tetraciclina foi positiva para o
gene tetS. J4 o gene aac(6')/aph(2") foi detectado em 10 (90,9%) cepas resistentes a
gentamicina.

Em relacdo a distribuicdo dos genes nos alimentos, na tabela 10 esta a
frequéncia dos genes de resisténcia detectados. O gene que apresentou maior
prevaléncia entre as amostras foi tetM (24,51%), seguido por ermB (20,32%), tetL
(2,42%), aac(6')/aph(2) e gyrA (3,22%) e mrsC (2,25%) quando calculados em
relacdo ao numero total de cepas isoladas neste trabalho. O gene aac(6')/aph(2") foi

detectado apenas nas amostras de frango.

TABELA 10 — Deteccao de genes de resisténcia nas estirpes isoladas das amostras de alimentos
coletados em mercados de Porto Alegre — RS

Numero de genes de resistencia

Amostras” aac(6')/aph(2) gyrA ermB msrC tetM tetL 3
AP - 4 12 - 2 2 20

BD - - - - - - -

BI - - - - - - -

BT - - - - - - -

CE - - - - - - -
Ccv - 2 14 3 12 - 19
FR 10 - 14 - 21 21 45
QJ - - 19 2 23 - 44
RT - 3 4 2 6 - 15
AS - 1 - - 12 - 13
)3 10 10 63 7 76 23 156

*. AP: Aipim; Bl: Batata-inglesa; BD: Batata-doce; BT: Beterraba; CE: Cenoura; CV: Couve; FR:
Frango; QJ: Queijo colonial; RT: Ricota; e SA: Salsa.

Na tabela 11, estdo apresentados os numeros de genes de resisténcia

detectados entre as espécies de enterococos. A espécie E. faecalis apresentou
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todos os genes de resisténcia testados, nas demais espécies detectou-se 0s genes
gyrA, ermB e tetM em E. casseliflavus, gyrA, msrC e tetM em E. faecium, gyrA e

ermB em E. durans, ermB e tetM em E. hirae e tetM em Enterococcus spp.

TABELA 11 — Numero de genes de resisténcia detectados divididos por espécies

Numero de cepas de enterococos 5
GENES E. casseliflavus E. durans E. faecalis E.faecium E. hirae Enterococcus spp.

aac(6")/aph(2) - - 10 - - - 10
gyrA 5 1 2 2 - - 10
ermB 8 1 53 - 1 - 63
msrC - - 5 2 - - 7
tetM 10 - 58 1 5 2 76

tetL - - 23 - - - 23
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6. DISCUSSAO

6.1 Origem e Identificacdo dos Isolados das Amostras de Alimentos

Micro-organismos do género Enterococcus foram durante muito tempo
considerados como comensais, entretanto nas ultimas décadas passaram a ser
reconhecidos como importantes patégenos oportunistas (Edwards, 2000), devido a
suas caracteristicas de resisténcia intrinseca ou adquirida aos antimicrobianos, seu
arsenal de caracteristicas diferenciais, que contribuem para a viruléncia do micro-
organismo. Além disto, sua capacidade de sobrevivéncia em condicdes ambientais
bastante adversas |lhes confere facilidade de disseminacéo e representatividade nos
ambientes nosocomiais (Gilmore et al., 2002; Giraffa et al., 2002).

A natureza ubiqua dos enterococos faz com que seja comum seu
isolamento de uma ampla variedade de alimentos, mesmo aqueles que passam por
processamentos na tecnologia de producdo onde 0s micro-organismos presentes
sdo submetidos a condicbes extremas de temperatura, pH e salinidade sao
passiveis de os apresentarem viaveis no final do processo (Giraffa, 2002; Foulquié-
Moreno et al., 2006). Neste estudo, 90,0% das amostras alimentares analisadas
foram positivas para enterococos. Ao total foram isoladas 310 isolados
caracterizadas como enterococos, com 6 espécies distintas, sendo 57,1% E.
faecalis, 33,2% de E. casseliflavus, 5,5% de E. hirae, 1,9% de E. faecium, 1% de E.
durans e 1,3% de Enterococcus spp., confirmadas apenas em nivel de género. A
presenca destas espécies em alimentos esta de acordo com dados da literatura.

No Brasil, a prevaléncia de Enterococcus em queijos foi demonstrada por
Gomes et al. (2008) como sendo de 83,3%, com predominancia de E. faecium.
Fracalanzza et al. (2007) ap0s a analise de carne e leite pasteurizado no estado de
Rio de Janeiro, demonstraram a incidéncia de Enterococcus de 56,8% em carnes e
43,2% no leite, e estabeleceram E. faecalis como predominante sob as demais
espécies, seguido por E. casseliflavus (26,3%), no leite pasteurizado e E. durans
(12,6%). Riboldi et al. (2009) e Frazzon et al. (2010) também isolaram enterococos
de amostras de alimentos (carne, queijo e vegetais) da cidade de Porto Alegre.
Riboldi et al. (2009) isolou 56 cepas de Enterococcus sp., sendo 48,2% E. faecalis,

41,07% E. faecium e 1,07% Enterococcus sp., e Frazzon et al. (2010) obteveram
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112 isolados, onde 72,3% eram E. faecalis, 16,07% E. faecium, 6,25% E. gallinarum,
2,67% E. casseliflavus, 1,78% Enterococcus sp. e 0,89% E. hirae.

A espécie mais frequente nas amostras alimentares foi E. faecalis,
detectada em quase todos alimentos, com excecédo da beterraba e predominante
nas amostras de frango e queijo colonial. A presenca desta espécie nas amostras de
alimentos como frango, queijo colonial e ricota podem ser justificada pelo fato de que
sao alimentos muito manipulados, sugerindo uma contaminag¢do durante o processo
de fabricagdo. A ocorréncia de isolados de E. faecalis em carne de frango foi
relatada por varios autores (Chajecka-Wierzchowska et al., 2016; Kin et al., 2017;
Tyson et al., 2017). Os enterococos sdo frequentemente isolados de carne de gado,
aves e carcacas de frango procedentes de abatedouros (Campos et al., 2013; Kin et
al., 2017). Quando presentes nos alimentos crus, esses micro-organismos S&o
capazes de sobreviver a alguns processos como, por exemplo, a pasteurizagcao, a
fermentacdo e se multiplicar sob refrigeracdo (Giraffa et al., 2002). Entretanto, a
contaminacdo pelos enterococos ocorre ndo apenas em produtos CArneos crus,
sendo frequentemente encontrados também em produtos carneos processados, pois
suas caracteristicas de robustez, eles sdo capazes de permanecer como
contaminantes até o produto final (Jahan et al., 2015; Chajecka-Wierzchowska et al.,
2016; Chotinantakul et al., 2018).

A prevaléncia de enterococos no leite e queijo pode ser considerada
resultado de condicfes precarias de higiene durante a producéo e o processamento
do leite, assim como contaminacéo direta pelo animal e pelos manipuladores. Sua
presenca também pode ser associada indiretamente a fontes de agua
contaminadas, as carcacas dos animais, ao equipamento de processamento do leite
e aos tanques de armazenagem. Entretanto, atualmente estes micro-organismos
podem ser considerados como componentes normais da microbiota de alimentos
lacteos e ndo sé um indicador de pouca higiene (Giraffa, 2002; Foulquie-Moreno et
al. 2006; Gomes et al., 2008).

A espécie E. casseliflavus ocorreu com grande frequéncia nos vegetais,
foram encontrados em maiores porcentagens nas amostras de beterraba (100%),
salsa (64,7%) e batata-doce (58,3%). A presenca de enterococos em vegetais é
geralmente resultado de contaminacdo fecal através da agua de irrigagcdo ou do
solo. Estudos tém mostrado que os Enterococcus spp encontram seu caminho para

0 ambiente através de fezes humanas e animais e, devido a sua adaptabilidade,
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colonizam-no facilmente. Assim, sua ocorréncia comum € no solo, na agua, no
esgoto e nas plantas, de onde chegam as matérias-primas de origem animal
(Giraffa, 2002). Entretanto, dados da literatura sobre o isolamento e caracterizacéao
de enterococos de tais produtos sdo escassos. As demais espécies foram isoladas
principalmente das amostras de ricota, sendo 33,3% dos isolados E. hirae, 8,3% E.

durans e 11,1% E. faecium.

6.2 Perfis de Resisténcia aos Antimicrobianos e Genes de Resisténcia

A resisténcia a antibioticos € uma ameaca crescente a saude publica em
todo o mundo. Portanto, esforcos urgentes e multifacetados sdo necessarios para
reduzir a selecao de cepas resistentes tanto no ambiente clinico humano, quanto na
producéo de alimentos.

O numero de bactérias resistentes a antibidticos encontrados no meio
ambiente vem crescendo nos ultimos anos. A presenca de enterococos resistentes
aos antibioticos nos alimentos, pode atuar como um reservatorio de cepas
resistentes, criando uma rota potencial de transferéncia horizontal de genes (Girafa,
2002; Frazzon et al., 2010; Chajecka-Wierzchowska et al., 2016). Enterococos
multirresistentes sdo um grande problema e estdo sendo cada vez mais relatados
em todo o mundo. O surgimento e disseminacdo da resisténcia a antibidticos em
bactérias é considerado um grande problema de saude publica (Kin et al., 2017).
Segundo Molton et al. (2013), uma das principais causas de aumento da resisténcia
em bactérias é o intenso e indevido uso de antibiéticos na pecuéria.

Além do tratamento da infeccdo humana, agentes antimicrobianos sao
usados na conservagcao de alimentos, para tratar e promover o crescimento de
animais, na producdo de plantas, e para outros fins ndo relacionados a saude
(Lebreton, 2014) Os enterococos resistentes a antibidticos ocorrem em produtos
carneos, lacteos e até mesmo em cepas usadas como probidticos (Giraffa, 2002).
Ronconi et al. (2002) avaliaram a presenca de enterococos altamente resistentes a
aminoglicosideos e glicopeptideos em alimentos crus.

Neste estudo, relatou-se que 89,35% das cepas apresentaram resisténcia
a pela menos um dos farmacos estudados. Todas as cepas investigadas foram

susceptiveis a vancomicina. Todos os alimentos avaliados neste estudo
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apresentaram elevada frequéncia de cepas resistentes, principalmente a eritromicina
(47,74%) e a rifampicina (74,8%).

Embora a rifampcina ndo seja utilizada para tratar infeccdes
enterococicas, essas bactérias normalmente sdo resistentes a esse antimicrobiano.
Kim et al. (2017) demonstraram a presenca de cepas resistentes em isolados de
carcaca de frango; Enne et al. (2004) isolaram cepas resistentes de amostras fecais
de porcos; Valenzuela (2009) em amostras de alimentos de origem animal, como
gueijo e leite; Schwaiger et al. (2011) com isolados de origem vegetal; e Bessa et al.
(2014) em amostras de &gua proveniente de rios. A rifampicina é um farmaco
presente na maioria das combinacdes escolhidas para o tratamento da tuberculose
humana causada por Mycobacterium tuberculosis. A resisténcia a rifampicina surge
a partir de mutacdes no gene rpoB, que ja foi identificada em diversas espécies de
bactérias, enquanto a inativagdo enzimatica também foi observada em alguns
estudos. A presenca de cepas resistentes a rifampicina entre enterococos isolados
de alimentos reflete a consequéncia de enterococos comensais sendo expostos a
este antimicrobiano (Kristich et al., 2014).

Dentre os isolados que apresentaram perfil de resisténcia a eritromicina, a
espécie mais frequente foi E. faecalis (n=97), seguido por E. casseliflavus (n=39), E.
faecium (n=5), E. hirae (n=5) e E. durans (n=2). Os micro-organismos do género
Enterococcus apresentam resisténcia adquirida a este antimicrobiano. A eritromicina
€ um antibidtico utilizado no tratamento clinico de infec¢cbes causadas por
enterococos (Garrido et al. 2014). Seu uso disseminado, tanto no ambiente clinico,
guanto em animais para o tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias Gram-
positivas, levou ao aumento do numero de enterococos resistentes a esses
antimicrobianos (Jaglic et al.,, 2011). Os genes ermB e mrsC, que conferem
resisténcia a eritromicina, foram positivos em 42,56% e 4,72% dos enterococos
resistentes analisados, respectivamente. Ja 0s genes ermA e ermC nao ocorreram
nas cepas resistentes analisadas. Entre os genes erm, o ermB é frequentemente
encontrado no genoma de enterococos (Jensen et al., 1998). A presenca dos genes
erm em cepas de Enterococcus isoladas de alimentos ja foi relatada por Guerreiro-
Ramos et al. (2016), que detectaram resisténcia a eritromicina em enterococos
isolados de carnes de caca, e relataram a presenca dos genes ermB e ermC,
Chajecka-Wierzchowska et al. (2016) relataram a presencas de ermB (33,8%), ermA

(18,9%), ermC (3,3%) e msrC (1%) em enterococos isolados de alimentos. Zou et al.



56

(2011) efetuaram uma pesquisa em E. faecalis isolados de suinos na China e
observaram que 54 cepas apresentaram o0 gene ermB e 37 o gene ermA. Diversos
estudos relatam a presenca dos genes ermB e msrC em E. faecalis de isolados
clinicos (Emaneini et al., 2016; Wang et al., 2016), também detectaram o0s genes
ermB ou msrC em enterococos isolados de animais selvagens (Santestevan, 2014,
Pereira, 2016).

A resisténcia a tetraciclina foi observada em 97 (31,29%) das cepas
isoladas dos alimentos, destas 34 foram das amostras de vegetais (AP, BD, BT, CV
e SA), 24 da carne de frango crua e 39 dos queijos (QJ e RT). Esse grupo de
antibioticos é muito empregado na agricultura e piscicultura, principalmente como
promotor de crescimentos em paises europeus (HUYS et al., 2003). Observou-se
gue o maior niumero de cepas positivas para os genes de resisténcia foi isolado das
amostras de frango, que podemos atribuir ao fato de que antibiéticos sdo usados
como promotores de crescimento na racdo animal ou até mesmo no tratamento de

doencas destes animais.

Em relacdo a presenca dos genes de resisténcia a tetraciclina, 78,35%
das cepas resistentes a tetraciclina no antibiograma apresentaram o0 gene tetM
(n=76) e 23,7% o gene tetL (n=23). A resisténcia a tetraciclinas nas cepas de E.
faecalis foram codificadas pelo gene tetM (n=38), ou pelo gene tetL (n=3), ou pela
combinacdo dos genes tetM + tetL (n=20). Ja nas cepas de E. cassaliflavus (n=10),
E. hirae (n=5) e Enterococcus spp. (n=2) a resisténcia a tetraciclina foi codificada a
pelo gene tetM. O gene mais frequente em enterococos com resisténcia a
tetraciclina € o gene tetM, normalmente esta localizado no cromossomo bacteriano,
podendo ser carregado por transposons conjugativos. Ja o gene tetL é cromossomal
ou plasmidial (pAMa1), articula efluxo ativo de tetraciclina a partir de células
(Cauwerts et al., 2007; Choi & Woo, 2015). A associacdo do gene tetM com
elementos conjugativos é um fator importante para a disseminacdo da resisténcia a
tetraciclina em enterococos, 0 que apoia a perspectiva de que espécies de
Enterococcus sdo fontes de genes resistentes a antibidticos pela transferéncia
horizontal de genes em bactérias potencialmente patogénicas cadeia alimentar
(Rizzotti et al. 2009; Frazzon et al. 2010).

Chotinantakul et al. (2018) avaliaram a prevaléncia de fenétipos e genes

de resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus spp. isolados de carne de porco
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fermentada tradicional tailandesa, e detectaram que o gene tetL (43,8%) foi mais
prevalente do que o gene tetM (31,3%). Guerrero-Ramos et al. (2016) observaram
em isolados de E. faecium e E. faecalis resistentes a tetraciclina, uma prevaléncia de
62,2% de gene tetM, 13,5% de tetL e 21,6% da combinacdo desses dois genes.
Frazzon et al. (2010) relatou a presenca do gene tetM em 38% dos isolados, tetL em
9% e, em 13% isolados abrigam os genes tetM e tetL, em cepas de Enterococcus
spp. isolados de alimentos no sul do Brasil.

Nossos resultados revelaram que apenas 9,35% dos isolados de
enterococos de alimentos testados apresentaram resisténcia a nitrofurantoina.
Destes, 17 isolados foram identificadas como E. casseliflavus (5,5%) procedentes
das amostras de aipim, batata-doce e salsa, 9 isolados como E. faecalis (2,9%) das
amostras de bata-doce, cenoura e carne de frango, dois isolados sendo E. durans
(0,65%) da ricota e Enterococcus spp. (n=1) da batata-doce. A nitrofurantoina € um
antibiotico que vem sendo usado a muito tempo na medicina veterinaria e humana
por apresentarem amplo espectro de acdo e baixa capacidade de selecdo de
bactérias resistentes. A aquisicdo de resisténcia a nitrofunatoinas € bastante
incomum, isso se deve ao seu complexo mecanismo de agao, que inibe sistemas
enzimaticos bacterianos, como a acetilcoenzima A, ou pela interrupcdo da sintese
da parede celular (Meena et al., 2017).

Neste estudo o0s resultados obtidos em relacdo ao cloranfenicol
apontaram uma taxa de 2,6% de resisténcia envolvendo E. faecalis e E.
casseliflavus provenientes de aipim (n=1), beterraba (n=1), couve (n=4) e queijo
colonial (n=1). H& poucos relatos sobre a ocorréncia de resisténcia ao cloranfenicol
entre enterococos isolados de animais que pode estar relacionado a restricdo de uso
do cloranfenicol, que foi banido na producéo de alimentos de origem animal por mais
de 30 anos e é utilizado com cautela na medicina humana (Lebreton et al., 2014).
Entretanto nossos dados discordam de outros que observaram percentuais de
resisténcia ao cloranfenicol bem mais elevados entre enterococos isolados a partir
de alimentos (Franz et al., 2001, Liu et al., 2012; Chotinantakul et al., 2018).

A resisténcia a linezolida foi observada em 13,87% dos isolados,
envolvendo quatro espécies de enterococos, E. casseliflavus (n=9), E. faecalis
(n=28), E.durans (n=1) e E. hirae (n=5). Kim et al. (2017) observaram resisténcia a
linezolida em 15,3% dos isolados das amostras de carcaca de frango. A linezolida é

um agente bacteriostatico com ampla atividade contra bactérias Gram-positivas. Ela
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atua no ribossomo ao se ligar a um sitio ativo conservado em 23S rRNA da
subunidade 50S do ribossomo inibindo assim o alongamento da cadeia polipeptidica
(Prieto et al. 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos ciprofloxacina e norfloxacina, se da pela
substituicdo de um aminoacido na girase e/ou na topoisomerase IV, comprometendo
a afinidade do antibiético com a molécula alvo (Lebreton et al., 2014; Miller et al.,
2015). Foi encontrado perfil de resisténcia a ciprofloxina e norfloxacina em 78
isolados de amostras de alimentos, porém apenas 10 (12,82%) apresentaram
resultado positivo quando testados para o gene gyrA, que esta relacionado a
mutacdo na girase. A utilizacdo destes antibidticos no tratamento de infeccbes no
trato urinario em humanos causou um aumento de uma moderada resisténcia para
enterococos (Garrido et al., 2014; Miller et al., 2015). No estudo de Prichula et al.
(2016), os enterococos isolados de espécies marinhas silvestres possuem maior
frequéncia de resisténcia a rifampicina (59,68%), seguidos por eritromicina (32,25%),
ciprofloxacina (20,96%), tetraciclina (14,51%) e nofloxacina (12,90%). Os
percentuais de resisténcia a ciprofloxacina e norfloxacina foram similares aos
encontrado no presente estudo.

Em relagdo aos aminoglicosideos, os percentuais de resisténcia para a
gentamicina foram significantemente mais baixos (3,5%) do que com relacdo aos
resultados obtidos com a estreptomicina (12,58%), totalizando em 16% das cepas
resistentes a aminoglicosideos. As amostras que apresentaram resisténcia a
gentamicina foram identificadas como E. faecalis (n=10) e E. casseliflavus (n=1),
isoladas de carne de frango e aipim, respectivamente. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos por Poeta et al. (2006) e Guerrero-Ramos et al. (2016), que
obtiveram percentuais baixos de enterococos resistentes a gentamicina (1 a 9%), e
mais frequentemente associados a E. faecalis.

Dentre as cepas consideradas resistentes a gentamicina, 90,9%
apresentaram o0 gene aac-(6’)-le-aph(2”)-la. Os enterococos demonstram tolerancia
intrinseca aos aminoglicosideos, a qual pode ser mediada por dois fatores: ma
captacdo do antibiético, o que requer altas concentracdes para promover a entrada
no espaco intracelular, e diminuicdo da ligagdo ao alvo ribossomal (Miller et al.,
2014). O alto nivel de resisténcia de gentamicina em enterococos € reportado como
sendo predominantemente mediado pelo gene aac(6’)-le-aph(2”)-la, que codifica um

aminoglicosideo bifuncional que modifica essa enzima (Boehr et al., 2001). Com o
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aumento do uso de antibidticos em animais de fazendo e na agricultura, a
disseminacdo desses genes de resisténcia tem sido evidente em produtos
alimenticios (Jaimee e Halami, 2017).

Comparando com os perfis de resisténcia encontrados em 2006,
observou-se que houve diminuicdo na porcentagem de cepas resistentes a
ampicilima, ciprofloxacina, clorofenicol, gentamicina e vancomicina, presente nas
amostras de alimentos. Isso pode ser justificado, com implantacdo da RDC 20/2011
onde restringe o uso de antimicrobianos, podendo apenas ser adquirido sob
prescricdo médica. O uso inadequado de antibiéticos, de uso humano ou veterinério,
acelera o processo de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas

bactérias, por isso € importante o seu uso racional.
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7. CONCLUSAO

A ocorréncia de bactérias do género Enterococcus foi verificada em
guantidades relevantes em quase todos os alimentos analisados neste estudo. Foi
possivel detectar 6 espécies diferentes, sendo: E.casseliflavus, E. durans, E.
faecalis, E. faecium, E. hirae e Enterococcus spp. Tal ocorréncia pode servir como
indicativo de uma higienizacdo ineficiente nesses alimentos, o que pode vir a
comprometer a qualidade desses produtos e a disseminacdo destes
microorganismos para os consumidores.

Dentre os enterococos isolados a partir dos alimentos analisados, 89,35%
apresentaram perfis de resisténcia a pelo menos um dos farmacos testados e, foi
confirmada a presenca de 6 genes de resisténcia para o0s isolados que
apresentaram este perfil fenotipicamente. Tais padroes de resisténcia sao de
extrema relevancia, visto que estes microrganismos, uma vez ingeridos, possuem a
capacidade tanto de permanecerem no trato gastrointestinal, como de trocar
informacdes genéticas com outros representantes do género, podendo desta forma
colonizar o consumidor e, por conseguinte, disseminar o perfil resistente.

Comparando os dados do presente estudo com os obtidos em 2006,
pode-se observar que houve um aumento significativo na presenca e na diversidade
dos enterococos isolados. Esse aumento pode ser justificado pelo o
aperfeicoamento das técnicas de isolamento e identificacdo das bactérias.
Entretanto, E.faecalis foi a espécie mais prevalente nas amostras analisadas tanto
em 2006 como em 2016.

Em relacdo aos perfis de resisténcia encontrados em 2006 e 2016,
verificouse que 0s enterococos resistentes isolados em 2016 apresentaram uma
diminuicdo na porcentagem de cepas resistentes a ampicilima, ciprofloxacina,
clorofenicol, gentamicina e vancomicina. Podendo se concluir que a populacao tem
se conscientizado da importancia da correta administracdo de antimicrobianos. Pois
0 uso inadequado de antibioticos, tanto de uso humano ou veterinario, acelera o
processo de desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas bactérias, sendo

de grande importancia o seu uso racional.
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