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RESUMO

O bioma Pampa, localizado no sul do Brasil, é uma das seis regides biogeograficas do pais e
abriga uma rica biodiversidade, incluindo espécies, como o gato-do-mato-grande (Leopardus
geoffroyi). No entanto, a expansdo agricola, pecuaria e urbanizacdo tém ameacado Seu
ecossistema, substituindo campos naturais por monoculturas e criacbes de animais, aléem de
introduzir pesticidas e antibidticos prejudiciais. Bactérias do género Enterococcus séo usadas
como bioindicadores ambientais nesse bioma devido & sua ampla distribuicéo e a capacidade
de adquirir e transferir genes que conferem reducéo na sensibilidade a compostos tdxicos. O
estudo objetivou avaliar a resisténcia a antibidticos e metais pesados a partir de amostras orais
e retais de gatos-do-mato-grande (L. geoffroyi). Foram utilizadas 23 amostras de 14 animais
diferentes, provenientes das duas fontes de coleta. O isolamento foi realizado utilizando meios
de cultura seletivos e a identificacdo das espécies foi realizada pela técnica de MALDI-TOF. O
perfil de suscetibilidade frente a 12 antimicrobianos foi testado pelo método de disco difuséo,
de acordo com o CLSI. Cepas com susceptibilidade reduzida para tetraciclina e eritromicina
foram avaliadas por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) para a presenga dos genes tetL e
tetM; e msrC e ermB, respectivamente. O perfil de tolerancia a metais pesados foi determinado
pela concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando &gar suplementado com arsenato de
sodio nas concentracdes de 8 e 16 mM. As cepas positivas fenotipicamente no arsenato de sédio
foram submetidas a PCR para detectar a presenca de genes associados a tolerancia ao arsénio,
como arsA_I e arsA_II. Para andlise da presenca de genes associados a tolerancia ao cobre, foi
realizado PCR em todas as cepas com a finalidade de avaliar a presenca do gene tcrB. No total,
141 enterococos foram isolados e identificados para a espécie. Foi realizado o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos em 111 amostras, e selecionadas 81 amostras para eliminar
possiveis clones. Nessas amostras, E. faecium foi mais frequente (42%), seguido de E. faecalis
(30%), E. cassseliflavus (11,1%), E. hirae (10%), E. durans (6,2%) e E.mundtii (1,2%). Quanto
a suscetibilidade aos antimicrobianos, 80% das cepas apresentaram suscetibilidade reduzida a
pelos menos um dos antimicrobianos, em que rifampicina foi o mais frequente com 44,4%,
seguido por eritromicina (37%), ciprofloxacina (30,9%), tetraciclina (22,2%), norfloxacina
(14,8%), vancomicina (12,3%), nitrofurantoina (7,4%), estreptomicina (3,7%), linezolida
(2,5%) e ampicilina e cloranfenicol (1,2%). Dentre os 30 isolados resistentes a eritromicina,
43,3% possuiam o gene msrC e apenas 1,3% o0 gene ermB. Ja para os 18 isolados resistentes a
tetraciclina, 77% apresentou algum dos genes testados (tetL e tetM). Todas as 81 cepas foram



analisadas quanto a concentragdo minima inibitéria (CIM) para o arsénio em duas
concentracOes, 8 e 16mM, em que 6 apresentaram um fenotipo resistente. As cepas positivas
foram testadas para os genes asrA | e arsA_ll, porém ndo se obteve resultados positivos. Para
analise da presenca a analise da presenca do gene tcrB, que confere resisténcia ao cobre, foi
realizado PCR em todas as amostras, e o0 resultado foi negativo em todas. Em concluséo, as
amostras avaliadas de gatos-do-mato-grande apresentam perfis de resisténcia a antimicrobianos
e metais pesados, possivelmente provenientes do impacto das atividades humanas no

ecossistema desses animais.

Palavras-chave: gato-do-mato-grande, enterococos, bioindicadores, antimicrobianos, metais
pesados.



ABSTRACT

The Pampa biome, located in southern Brazil, is one of the country's six biogeographical regions
and hosts a rich biodiversity, including species like Geoffroy's cat (Leopardus geoffroyi).
However, agricultural expansion, livestock farming, and urbanization have threatened its
ecosystem, replacing natural fields with monocultures and animal farming, and introducing
harmful pesticides and antibiotics. Bacteria of the genus Enterococcus are used as
environmental bioindicators in this biome due to their widespread presence and ability to
acquire and transfer genes that confer reduced sensitivity to toxic compounds. This study aimed
to assess antibiotic and heavy metal resistance from oral and rectal samples of Geoffroy's cats
(L. geoffroyi). A total of 23 samples from 14 different animals, sourced from both collection
points, were used. Isolation was performed using selective culture media, and species
identification was conducted using the MALDI-TOF technique. Susceptibility profiles against
12 antimicrobials were tested using the disk diffusion method according to CLSI standards.
Strains with reduced susceptibility to tetracycline and erythromycin were evaluated by PCR
(polymerase chain reaction) for the presence of tetL and tetM genes, and msrC and ermB genes,
respectively. The heavy metal tolerance profile was determined by minimum inhibitory
concentration (MIC) using agar supplemented with sodium arsenate at concentrations of 8 and
16 mM. Strains phenotypically positive for sodium arsenate were subjected to PCR to detect
the presence of genes associated with arsenic tolerance, such as arsA_I and arsA_Il. To analyze
the presence of genes associated with copper tolerance, PCR was performed on all strains to
assess the presence of the tcrB gene. In total, 141 enterococci were isolated and identified to
the species level. Antimicrobial susceptibility profiles were determined for 111 samples, and
81 samples were selected to eliminate possible clones. Among these samples, E. faecium was
the most frequent (42%), followed by E. faecalis (30%), E. casseliflavus (11.1%), E. hirae
(10%), E. durans (6.2%), and E. mundtii (1.2%). Regarding antimicrobial susceptibility, 80%
of the strains showed reduced susceptibility to at least one of the antimicrobials, with rifampicin
being the most frequent at 44.4%, followed by erythromycin (37%), ciprofloxacin (30.9%),
tetracycline (22.2%), norfloxacin (14.8%), vancomycin (12.3%), nitrofurantoin (7.4%),
streptomycin (3.7%), linezolid (2.5%), and ampicillin and chloramphenicol (1.2%). Among the
30 erythromycin-resistant isolates, 43.3% harbored the msrC gene, and only 1.3% the ermB
gene. Of the 18 tetracycline-resistant isolates, 77% presented one of the tested genes (tetL and

tetM). All 81 strains were analyzed for minimum inhibitory concentration (MIC) for arsenic at



two concentrations, 8 and 16 mM, with six showing a resistant phenotype. The positive strains
were tested for the arsA_I and arsA_l1 genes, but no positive results were obtained. To analyze
the presence of the tcrB gene, which confers copper resistance, PCR was performed on all
samples, and all tested negative. In conclusion, the samples from Geoffroy's cats exhibited
antimicrobial and heavy metal resistance profiles, possibly due to the impact of human activities

on these animals' ecosystems.

Keywords: wild cat, enterococci, bioindicators, antimicrobials, heavy metals
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INTRODUCAO

O bioma Pampa é um dos seis biomas que o Brasil possui. Apresenta paisagens naturais
Unicas, como serras, planicies, coxilhas e compde grande parte do cenario geogréfico do Rio
Grande do Sul. Nele, inGmeras espécies vegetais e animais habitam, com mais de 500 espécies
de aves e mais de 100 espécies de mamiferos terrestres, abriga ainda muitas espécies exclusivas
do bioma, como o Tuco-tuco-das-dunas (Ctenomys flamarioni), o sapinho-de-barriga-vermelha
(Melanophryniscus atroluteus) e o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi).

Apesar do importante papel na conservacao da biodiversidade, o Pampa vem sofrendo
0s impactos do avanco da fronteira agricola e pecuéria, aléem da constante e crescente
urbanizacdo da regido. Grande parte dos campos antes habitados por inUmeras espécies, hoje
em dia comportam monoculturas vegetais e criacfes de animais para a pecuéria, ameagando
espécies nativas que vem perdendo o seu espaco. As atividades agricolas utilizam-se de
produtos nocivos ao meio ambiente, como pesticidas e antibioticos, que ao longo do tempo vao
se acumulando na natureza e causando inimeras consequéncias.

Em vista desse cenario, 0os impactos dessas atividades nos organismos naturais deste
bioma vém sendo amplamente discutidos e monitorados. O monitoramento ambiental emprega
bioindicadores, que sdo seres vivos de natureza diversa, que permitem avaliar a qualidade do
meio ambiente e ajudam a perceber as consequéncias das intervencdes humanas na natureza.
Nos ultimos anos bactérias do género Enterococcus sp. vem sendo utilizadas como sentinelas
ambientais para avaliacdo da presenca de antibidticos e metais pesado, devido a sua ubiquidade
(presentes no solo, na 4gua, nos alimentos e na microbiota intestinal de diversos animais como
em humanos, morcegos, tartarugas marinhas e alguns insetos) e sua a capacidade de adquirir e
transferir genes que conferem reducdo na sensibilidade a antimicrobianos, importante fator de
analise para estudos de contaminacdo ambiental.

Por isso, em vista da presenca de felinos selvagens da espécie gato-do-mato-grande
(Leopardus geoffroyi) na regido do bioma Pampa, o presente trabalho objetivou avaliar a
resisténcia a antimicrobianos e a tolerancia a metais pesados em Enterococcus spp. isolados da
microbiota gastrointestinal e oral de Leopardus geoffroyi no sul do Brasil, como intuito de
utilizar esses microrganismos como bioindicadores de poluicdo ambiental nos habitats dessa

espécie.
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A hipotese deste estudo é de que Enterococcus spp. isolados de Leopardus geoffroyi
apresentam elevados niveis de resisténcia a antimicrobianos e tolerdncia a metais pesados,

refletindo a contaminacdo ambiental dos habitats em que esses felideos vivem.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioma Pampa

15

Com uma area de aproximadamente 700.000 kmz2, o bioma Pampa ocupa por¢des dos

territérios do Brasil, Argentina e Uruguai (Bilenca & Mifiarro, 2004). No territéorio brasileiro,

0 Pampa € exclusivo do estado do Rio Grande do Sul abrangendo cerca de 176.000 kmz2,

equivalendo a 63% do territorio gatcho e a 2.1% do territério nacional (Figura 1) (IBGE, 2004).

Figura 1 - Mapa do Rio Grande do Sul delimitando a regido composta pelo Bioma da Mata

Atlantica (verde) e pelo Bioma Pampa (amarelo)
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A paisagem da regido é marcada por extensas &reas de planicie, algumas colinas

conhecidas como coxilhas com vegetacdo de campo e areas com arbustos, matas de galeria,

além de regides de planalto, especialmente onde predominam espécies arbustivas. O Pampa

possui um vasto patriménio cultural, que ainda é pouco conhecido e valorizado. A sua

biodiversidade é composta de diversas espécies endémicas, tanto vegetais, quanto animais. Os

campos possuem uma diversidade extraordinaria de gramineas e leguminosas, com muitas

espécies exclusivas desse bioma. Estima-se que 100 espécies de mamiferos e cerca de 500

espécies de aves habitam o Pampa. No contexto de clima global, o campo nativo tem

importancia fundamental, semelhante as florestas, com uma importante contribuicdo no

sequestro e manutengéo de carbono no solo (Pillar & Lange, 2015).
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Apesar de sua grande importancia para a conservacdo da biodiversidade brasileira, o
Pampa é subvalorizado, provavelmente essa desvalorizagdo se da ao fato de ndo possuir uma
cobertura florestal exuberante, apesar de sua vegetacdo nativa possuir uma riqueza
extraordinaria. Estimativas indicam uma significante perda de habitat, com apenas 41,32% da
vegetacdo nativa remanescente em 2002, diminuindo para 36,03% em 2008 (CSR/IBAMA,
2010). Em relacdo as areas naturais protegidas no Brasil, o Pampa € o bioma menos
representado no Sistema Nacional de Unidades de Conservacédo (SNUC), com apenas 0,4% da
area continental brasileira protegida por unidades de conservacao. O seu acelerado processo de
degradacdo do bioma ocorre principalmente devido ao avanco da expansdo agricola, em
especial ao desenvolvimento intenso das areas de cultivo de soja e de eucalipto, que degradam
fortemente as vegetacdes nativas. Além disso, o crescente desenvolvimento urbano também

ameaca a biodiversidade do local (Pillar et al., 2009).

2.2 Felinos do Pampa e Gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)

No bioma Pampa ainda existe a presenca de oito espécies de felideos selvagens das 11
que ocorrem no Brasil (Abreu et al., 2020), demonstrando sua relevancia para a conservagdo da
biodiversidade. Dentre esses animais que habitam a regido, o bioma abriga algumas espécies
consideradas residentes, como 0 gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi); gato-maracaja
(Leopardus wiedii); gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi) e gato-palheiro-pampeano
(Leopardus munoai) (Oliveira et al., 2005).

O gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) também conhecido como gato-crioulo, gato-
jaguatirica, gato-bagual ou gato-oveiro, pertencente a familia Felidae, € um felino selvagem
endémico do sul da América do Sul, exclusivo da regido do bioma Pampa no territério brasileiro
(Figura 2). E uma espécie que ocorre desde o sul da Bolivia até o sul da Argentina e do Chile,
onde no Brasil, é encontrado majoritariamente no estado do Rio Grande do Sul (Cuyckens et
al., 2016). Séo animais de habitos noturnos e solitarios (Ximénez, 1973), comumente
encontrados em areas florestais, com cobertura vegetal mais densa, ou totalmente campestres,
incluindo regides antropizadas, como campos de lavouras de arroz e soja, além da periferia de
grandes cidades (Mazim, 2015; Manfredi et al., 2004; Trigo et al., 2013; Tirelli et al., 2018).
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Figura 2 - Distribuicdo do gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) no territério da
América do Sul
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Fonte: IUCN (International Union for Conservation of Nature) 2015.

O gato-do-mato-grande possui tamanho similar ao do gato doméstico, pode apresentar a
coloracdo amarelo-acinzentada com pintas pretas sélidas ou a coloracdo toda preta (Figura 3)
(Pereira et al., 2015). A dieta de L. geoffroyi consiste basicamente em vertebrados, em que as
suas principais presas sao mamiferos, principalmente pequenos roedores, mas também répteis,
anfibios e peixes, apesar dos registros destes ultimos grupos serem baixos (Manfredi et al.,
2004; Sousa & Bager, 2008; Pereira et al., 2012; Trigo et al., 2013; Migliorini et al., 2018). No
Pampa brasileiro observou-se um padrdo na dieta da espécie, com uma vasta variedade de
espécies, como Gruiformes, Passeriformes e Anura, mas o item de maior importancia sendo
sempre a prea Cavia aperea (Sousa & Bager, 2008; Trigo et al., 2013; Migliorini et al., 2018).
A proximidade com areas antropizadas, resultante da perda de habitat e da fragmentacéo de
florestas para fins agropecudrios, tem exposto cada vez mais os felinos a ambientes
urbanizados, o que impacta negativamente suas populagdes (Schonewald-Cox & Buechner,
1992). A poluicdo de fontes de 4gua, como rios e lagos, por rejeitos de esgoto e atividades
agricolas, representa uma séria ameaca para essas espécies, ao expd-las a residuos humanos

toxicos. A remocéo direta de individuos, seja por atropelamentos, caca retaliatoria devido a
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predacdo de animais domésticos, envenenamento, entre outros fatores também contribui para o
declinio populacional (Pereira et al., 2015; Peters et al., 2016; Tirelli et al., 2019). Globalmente,
0 gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) esta classificado pelo Livro Vermelho da IUCN, a Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza, como "Pouco Preocupante™, portanto, apesar de
todas as ameacas que a espécie sofre, ndo hé grandes riscos de extin¢do ainda (RIO GRANDE
DO SUL, 2014).

Devido a ampla distribuicdo desses animais na regido do Rio Grande do Sul, torna-se
essencial monitora-los para entender seus habitos, avaliar possiveis flutuacdes populacionais e
0s impactos das atividades humanas na vida selvagem. Esse monitoramento é crucial para a
conservacao das espécies e para a mitigacdo dos danos causados pelo avanco da urbanizacédo e

agricultura (Pereira et al., 2010).

Figura 3 - Fotografia de um gato-do-mato-grande (L. geoffroyi)

Fonte: Felipe Peters, 2022
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2.3 Projeto de conservagéo dos Felinos do Pampa

O Projeto Felinos do Pampa é um projeto de conservacdo e pesquisa pertencente ao
Instituto Pro-Carnivoros, que visa a coexisténcia harmonica entre humanos e felinos silvestres
ao longo dos ecossistemas integrados ao Bioma Pampa. O grupo atua em todo o bioma e ja
registrou cerca de 40 espécies de mamiferos silvestres, onde foi possivel verificar quatro

especies de pequenos felinos silvestres (https://procarnivoros.org.br/projeto-felinos-do-

pampa/). As especies gato-do-mato-grande (L. geoffroyi); gato-maracaja (L. wiedii); gato-
mourisco (H.erpailurus yagouaroundi) e gato-palheiro-pampeano (Leopardus munoai) podem
ser consideradas residentes, porém estdo praticamente todas ameacadas de extincéo, segundo a
ultima atualizacdo da avaliacdo regional da Secretaria Estadual do Meio Ambiente (SEMA)
(RIO GRANDE DO SUL, 2014)

O grupo promove varias agdes conservacionistas que visam atenuar ou mitigar 0s
principais impactos locais que incidem sobre os felinos silvestres do Pampa. Entre os impactos
gue podem gerar a extingdo da espécie, ela destaca a fragmentacdo de habitat, a caca por
retaliacao, os atropelamentos e as intera¢fes negativas com gatos e cachorros domésticos. Essa
pesquisa ocorre através do monitoramento dos felinos expostos aos impactos e, para isso, sdo
utilizadas a telemetria GPS, armadilhas fotograficas, censos rodoviarios e ciéncia cidada,
visando abordagens tecnoldgicas, genéticas e sanitarias.

Para minimizar os atropelamentos, sdo localizados o0s pontos criticos e instaladas placas
de sinalizacdo, outdoors educativos ou cercas e passagens subterraneas (quando possivel). Além
disso, eles atuam também com campanhas de vacinacdo, castracdo e tutela responsavel,
reparando e reconstruindo canis para diminuir a circulacdo de animais domésticos em ambientes
naturais. Para tentar frear a perda de habitat desses animais, sdo realizados planos de manejo e
programas ambientais direcionados e empreendimentos que passam pela necessidade de

licencas ambientais para operar.

2.4. Bioindicadores

Bioindicadores sdo organismos ou comunidades bioldgicas que refletem as condi¢cdes
ambientais de um determinado ecossistema, sendo utilizados para monitorar a salde e a
qualidade desse ambiente, especialmente em relagdo a poluicdo e mudancgas ecoldgicas. Um
exemplo disso sdo as bactérias Enterecoccus faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Lactococcus lactis, que


https://procarnivoros.org.br/projeto-felinos-do-pampa/
https://procarnivoros.org.br/projeto-felinos-do-pampa/
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vem sendo estudadas nos ultimos anos em analises sobre os impactos antropogénicos na
natureza, devido aos seus mecanismos de tolerncia a substancias toxicas, como metais
pesados, através do recrutamento desses genes (Silver, 1996; Seco 2010).

Estudos utilizando as bactérias enterococos vém crescendo cada vez mais devido a sua
capacidade de expressar proteinas de estresse Uteis para monitorar poluentes toxicos, 0 seu
potencial de crescimento rapido e da resiliéncia em diversas condi¢cbes ambientais (como pH,
temperatura, fome) (Byappanahalli et al., 2012; Gaca e Lemos, 2019). Este género ja foi alvo
de muitos estudos que avaliaram a diversidade e a resisténcia a antimicrobianos de enterococos
presentes em animais silvestres, além do uso como bioindicadores da salde animal e do
ecossistema em ambientes possivelmente contaminados por metais pesados (Aktan et al., 2013;
da Silva et al., 2012; Niederh&usern et al., 2013; Novais et al., 2018; Rebelo et al., 2021; Ture
et al., 2018; Vignaroli et al., 2018).

2.5 Caracteristicas do género Enterococcus sp.

O género Enterococcus pertence a familia Enterococcaceae, caracterizado por bactérias
Gram positivas, as quais possuem morfologia celular de cocos e podem ser encontrados de
forma isolada, aos pares ou em cadeias curtas (Gilmore et al., 2014). Sdo organismos anaerdbios
facultativos, ndo possuem enzimas citocromaticas e, portanto, testam negativo ao teste da
catalase (Murray, 1990). Sdo microrganismos ubiquos, os quais toleram condi¢cGes ambientais
adversas, como uma ampla faixa de temperatura (entre 5°C e 50°C), alta concentrac¢des de NaCl
(6,5%) e variacdes de pH (4,6 a 9,9). Tais caracteristicas, aliadas a capacidade de adquirir uma
grande variedade de genes de resisténcia aos antimicrobianos, tem configurado um grande
desafio para a area clinica, devido as infec¢des patologicas. Entretanto, também devido a essas
caracteristicas, o género tem desempenhado papeis importantes, na medida em que estdo sendo
utilizados frequentemente como sentinelas ambientais (Murray, 1990; Fisher & Phillips, 2009).

Este género comp&em um diverso, complexo e importante grupo de bactérias amplamente
distribuidas no ambiente. Sdo considerados comensais nos tratos gastrointestinal e
genitourinario, cavidade oral de humanos e animais (Santestevan et al., 2015; Prichula et al.,
2016; Grassoti et al., 2018), porem, também podem ser encontrados no solo, dgua e alimentos.
Embora algumas linhagens sejam utilizadas na manufatura de alimentos, como alimentos
fermentados tradicionais e produtos lacteos (Lebreton et al., 2014), outros isolados podem

causar infecgdes graves em humanos e animais (Giraffa, 2002).
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O género inclui, de acordo com evidéncias moleculares e filogenéticas, mais de 80
espécies, sendo Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans, E. casseliflavus, E.
gallinarum e E. mundtii as espécies frequentemente encontradas no trato gastrointestinal de
animais (Lebreton et al., 2014; Grassotti et al., 2018; Huff et al., 2020; Oliveira de Aradjo et
al., 2020; da Silva Heck et al., 2021).

Espécies como E. faecalis e E. faecium tém recebido crescente atencéo devido ao aumento
na frequéncia de cepas resistentes a antimicrobianos, especialmente em infeccdes adquiridas
em ambientes hospitalares (Lebreton et al., 2014). A disseminacdo de bactérias resistentes
representa uma ameaga ao meio ambiente e também aos animais que habitam éreas
contaminadas, particularmente aqueles proximos a grandes centros urbanos, reforcando a
importancia da abordagem de Sadde Unica na avaliacdo e controle dessas resisténcias. Essa
situacdo torna-se ainda mais preocupante quando bactérias comensais resistentes a
antimicrobianos séo detectadas em populac6es de animais selvagens (Santestevan et al., 2015;
Prichula et al., 2016; Grassotti et al., 2018; Oliveira de Araujo, 2020).

2.6 Resisténcia aos antimicrobianos, problema de Satide Unica

A descoberta dos antimicrobianos trouxe melhorias significativas para a qualidade de
vida de pessoas e animais. Esses medicamentos diminuem a taxa de mortalidade e a incidéncia
de doencas, pois facilitam a recuperacdo pds-cirdrgica e evitam infeccdes em pacientes com
sistema imunolégico enfraquecido. Além disso, contribuem para a longevidade dos animais
domésticos e melhoram a eficiéncia da producdo animal. No entanto, o uso inadequado e
excessivo de antibidticos, juntamente com sua liberacdo no meio ambiente, exerce pressao
seletiva sobre as bactérias, gerando preocupacdes crescentes com a disseminacao da resisténcia,
0 que afeta tanto a saude humana quanto o ecossistema natural (Grenni et al., 2018; Garcia et
al., 2022).

Segundo D’Costa (2011), a resisténcia antimicrobiana é um fenémeno muito mais antigo
do que pensamos, estudos indicam que a origem dos antibi6ticos provenientes de produtos
naturais varia de 2 bilhdes a 40 milhdes de anos atras, indicando que as bactérias ja haviam
desenvolvido mecanismos contra toxinas ou compostos naturalmente encontrados em seu
ambiente (Sengupta et al., 2013; Garcia et al., 2022). Isto €, as bactérias possuem genes com
mecanismos de resisténcia intrinsecos que conferem reducgéo na sensibilidade a antimicrobianos
encontrados no ambiente, caracterizados como resistoma ambiental (Poole, 2005; Sengupta et

al. 2013). Além da resisténcia intrinseca, que permite transmitir genes de forma vertical a prole,
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0s microrganismos podem desenvolver resisténcia adquirida aos antimicrobianos, que ocorre
por meio de mudancgas estruturais e/ou bioquimicas na célula bacteriana, resultantes de
alteracdes genéticas cromossdmicas ou extracromossdmicas, como 0s plasmideos (De Sa Del
Fiol et al., 2000).

Apesar de todas as evolugdes que a descoberta dos antimicrobianos trouxeram para a
humanidade, melhorando a qualidade de vida de humanos e animais, segundo a Organizacédo
Mundial da Saude (OMS), em 2021, a resisténcia antimicrobiana foi considerada uma das 10
maiores ameagcas globais a saude publica que a humanidade enfrenta (OMS, 2021). O fim da
suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos é uma ameaca antropogénica global que afeta
humanos, animais e 0 meio ambiente, sendo este Ultimo considerado um importante veiculo

para a transmissao da resisténcia antimicrobiana (Hernando-Amado et al., 2020).

2.7 Resisténcia aos antimicrobianos em enterococos

A resisténcia a varias classes de agentes antimicrobianos € uma caracteristica marcante
dos enterococos (Kristich et al., 2014). O microambiente do trato gastrointestinal (TGI), habitat
comumente colonizado pelo género Enterococcus, possui uma abundancia de microrganismos,
tornando bastante favoravel a ocorréncia de transferéncias génicas e aquisicdo de elementos
moveis entre diferentes espécies de bactérias (Hollenbeck; Rice, 2012). Cepas resistentes ao
antimicrobiano eritromicina, pertencente ao grupo dos macrolideos, e a tetraciclina, tem sido

descrito em cepas isoladas de amostras clinicas, ambientais e animais (Munita & Arias, 2016).

2.7.1 Mecanismo de resisténcia aos macrolideos (eritromicina)

Representantes da classe dos macrolideos sdo agentes bacteriostaticos, caracterizados
pela presenca de lactonas macrociclicas de origem policetidica de 14 ou 16 membros, ligadas a
um acgUcar e um amino-acgucar. Atuam pela ligacdo com a subunidade 23S do RNA ribossomal
50S, interferindo na elongacdo da cadeia peptidica durante a translacdo e bloqueando a
biossintese de proteinas bacterianas (Guimaraes et al., 2010).

Os macrolideos sdo um grupo de antimicrobianos comumente utilizados no tratamento de
infeccOes respiratorias como pneumonia, sinusite aguda e faringites (Guimardes et al., 2010).
A eritromicina é o principal representante da classe e possui baixo custo, 0 que muitas vezes é
um importante fator na escolha para o combate aos microrganismos, principalmente em paises

com uma populacédo de baixo poder econémico (Zbiden, 2006).
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Com a crescente utilizagdo desses antimicrobianos para os mais diversos fins, 0s
enterococos desenvolveram algumas formas de resisténcia, dentre elas, a principal foi
utilizando o mecanismo de modificacéo do alvo ribossémico, a partir da metilacao de residuos
especificos da subunidade 23S. Esse processo € mediado pelos genes erm, como por exemplo
0 ermB, onde a metilacdo altera o local de ligagdo dos macrolideos, impedindo a sua ligacéo
(Roberts et al., 2002). Além disso, outra forma de resisténcia desenvolvida foi utilizando o

sistema bomba de efluxo pelos genes mef e msr, tornando-o menos eficaz (Portillo et al., 2000).

2.7.2 Mecanismo de resisténcia a tetraciclina

As tetraciclinas sdo antibioticos policetidicos bacteriostaticos de amplo espectro, e se
ligam a um sitio na subunidade 30S do ribossomo bacteriano impedindo a liga¢do do aminoacil-
t-RNA no sitio A do ribossomo, a adi¢cdo de aminoécidos e, consequentemente, impedindo a
sintese protéica (Pereira-Maia et al., 2010). Este antibi6tico é bastante eficaz frente a diversas
bactérias aerobias e anaerdbias, tanto gram-positivas, como gram-negativas, muito utilizada no
tratamento de infecgdes dos tratos gastrointestinal e respiratorio (Roberts & Schwartz, 2016).

Desde a descoberta da clortetraciclina, a primeira tetraciclina identificada, varios outros
derivados foram descobertos. Dentre eles, encontram-se a minociclina e a doxiciclina,
amplamente utilizadas no Brasil. Além de suas aplicagdes médicas, as tetraciclinas foram
extensivamente utilizadas na agricultura como promotores de crescimento em animais de
criacdo, uma prética que contribuiu significativamente para o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana (Chopra & Roberts, 2001; Nelson, 2011)

Os enterococos apresentam resisténcia as tetraciclinas principalmente por meio da
aquisicdo de genes que codificam proteinas de efluxo e proteinas de protecédo ribossémica. Os
genes de resisténcia mais frequentemente encontrados sdo o tet(M), tet(L), tet(O) e tet(K). O
gene tet(M), que é frequentemente encontrado em elementos genéticos mdveis como
plasmideos e transposons, codifica uma proteina que protege o ribossomo, ligando-se a ele e
alterando sua conformacdo, o que impede a ligacdo eficaz das tetraciclinas (Roberts, 1996;
Connel, 2003). Por outro lado, os genes tet(L), tet(O) e tet(K) codificam proteinas que
funcionam como bombas de efluxo, expulsando ativamente as tetraciclinas da célula bacteriana,
reduzindo assim a concentracédo intracelular do antibidtico e, consequentemente, sua eficacia
(Chopra & Roberts, 2001).

2.8 Metais pesados e atividades antropicas
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Os metais pesados referem-se a um grande grupo de oligoelementos com densidade
relativamente elevada (AGARWAL, 2009), os quais ndo sdo biodegradaveis como a matéria
organica, portanto, eles persistem no ambiente a longo prazo. Muitos metais sdo
biologicamente essenciais, intrinsecos da natureza, porém tornam-se perigosos quando ocorre
0 aumento da sua concentragdo (LIMA, 2016)

Atividades antropicas como a mineragdo e a agricultura, tem o potencial de dispersar
esses elementos inadequadamente na natureza, a partir, principalmente, do escoamento da agua
(Seiler & Berendonk, 2012; Yu et al., 2017). RacGes suplementadas com cobre e zinco séo
usadas em atividades agricolas e agropecuarias como promotores de crescimento, visto que seus
compostos quimicos também possuem atividade antimicrobiana (Antunes et al., 2003). Por isso,
como justificativa para reduzir o uso de antibidticos nestes setores, o uso de compostos
contendo metais pesados vem crescendo.

No que se refere ao Brasil, a poluicdo ambiental por metais pesados é um problema
emergente que causa impactos a salde humana e aos ecossistemas. Tanto 0s ambientes
terrestres, quanto os aquaticos, sao afetados e atingem a fauna animal, desencadeando mdaltiplos
efeitos, prejudicando o sistema nervoso, a reproducdo, o comportamento, a defesa antioxidante,
entre outras funcbes. As atividades econdmicas praticadas no pais sdo as principais
responsaveis pelo problema, tendo em vista a estrutura industrial diversificada e do importante
papel na agricultura, o Brasil apresenta diversas fontes que contribuem para a intensificar a
contaminacdo, como a polui¢do veicular, residuos industriais, atividades mineradoras, uso e

producdo de pesticidas, entre outras atividades (Ellwanger e Chies, 2023).

2.9 Resisténcia a metais pesados em bactérias

Os metais pesados sdo mais estaveis e resistentes a degradacdo do que antibidticos,
tornando o seu tempo de exposi¢cdo no ambiente maior e possibilitando a bioacumulagédo
ambiental e consequente toxicidade em todos os niveis tréficos. Em vista disso, as bactérias
desenvolveram mecanismos de tolerancia a metais (MeT) a partir da aquisicéo dos genes MeT,
frequentemente localizados em elementos genéticos moveis que também contém genes que

codificam resisténcia a antibiéticos (ABR) (Argudin et al., 2019).

2.9.1 Mecanismo de resisténcia ao Arsénio (As) em enterococos
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Como o metal pesado arsénio ndo € um componente essencial a vida, ndo pertencente a
mecanismos de funcionamento celular, porém, esta presente no ambiente, 0s microrganismos
desenvolveram mecanismos de desintoxicacdo, envolvendo principalmente sistemas de
transporte capazes de expelir arsenito das células (Rosen & Liu, 2009). Esses sistemas incluem
0S operons ars, grupos de genes amplamente distribuidos em espécies bacterianas, que podem
ser encontrados em plasmideos bacterianos ou em cromossomos de microrganismos. Esses
genes podem estar organizados tanto na forma de arsRDABC quanto na forma de arsRBC (Tsali
et al., 2009).

A proteina ArsA é uma ATPase que interage com ArsB para formar uma bomba de efluxo
de arsenito, responsaveis por expulsar a maior quantidade possivel do composto de dentro da
célula. Esse mecanismo é codificado a partir da hidrolise de ATP pelos genes arsA | e arsA_Il,
que se diferenciam pelo tamanho do fragmento (Yang et al., 2012). ArsB é uma proteina de
membrana integral capaz de extrair arsenito do citoplasma da célula, diminuindo assim a
acumulagdo de arsenito (Yang et al., 2012).

A regulacdo do operon é realizada por proteinas reguladoras, como os genes arsR e arsD,
em que o gene arsR atua como um repressor, enquanto o gene arsD age como um regulador
secundario da transcricdo (Bruins et al., 2000). Isto €, quando ndo ha arsénio disponivel, as
proteinas atuam como repressoras transcricionais que se unem a regido promotora do operon

inibindo a sua transcri¢do (Xu et al., 1998).

2.9.2 Mecanismo de resisténcia ao Cobre (Cu) em enterococos

Mecanismos de regulacdo da concentracdo intracelular do cobre em microrganismos vém
sendo estudados ha um tempo, Hasman (2002) e Brown (1995) foram pioneiros no relato da
resisténcia adquirida ao cobre tanto em bactérias Gram-positivas, quanto Gram-negativas. A
homeostase do cobre é mediada pela expressdao de proteinas chaperonas de cobre, como
proteinas transportadoras de Cu*, ATPases transportadoras de Cu** e uma chaperona de Cu-Zn
superoxido dismutase, que ajudam na regulacdo da captacdo, transporte intracelular e
exportacdo de Cu (Engle et al., 2011).

Um grupo de proteinas que atravessam a membrana, chamadas CPxATPases, codificadas
pelo operon de quatro genes copYZAB, regulam a homeostase do cobre em bactérias Gram-
positivas, como Enterococcus hirae (Magnani et al., 2005). O operon cop consiste em quatro

genes (copYZAB) controlados pelo mesmo promotor. O gene copA é responsavel por codificar
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uma ATPase de captacdo de Cu2+ e copB codifica uma ATPase de bomba de efluxo. Os
produtos dos genes copY e copZ regulam o operon cop (Silver & Phung, 1996).

Outro gene de resisténcia ao cobre é o tcrB, relatado pela primeira vez na Dinamarca
(Hasman et al., 2002; Hasman et al., 2006) em E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum, E.
casseliflavus e E. mundtii. O gene tcrB é frequentemente encontrado em um plasmideo, que
também carrega 0s genes erm(B) e vanA, que codificam a resisténcia a macrolideos e
glicopeptideos, respectivamente (Hasman et al., 2002; Hasman et al., 2006). O operon tcrYAZB
¢ adquirido no plasmideo, sendo comumente encontrado em proximidade a um conjunto de
genes cueO, que codificam uma enzima multicopper oxidase que presumidamente tem papel
na conversdo de Cu+ para Cu2+ durante condicbes aerobicas, visando desintoxicacdo
(Ladomersky & Petris, 2015). O gene tcrB (gene de resisténcia transferivel ao cobre B) é um
dos constituintes do operon e codifica uma bomba de efluxo do subgrupo P1B-3-ATPase que é
ativada por Cu2+, e em menor medida, Cu+ (Arguello, 2003).

Diferente do arsénio, o cobre em concentracdes baixas € essencial para diversos
processos celulares das bactérias, porém, em concentracdes elevadas, ele pode se tornar toxico
para as células. O que representa que, a presenca dos genes que conferem resisténcia a esse
metal, sdo apenas desenvolvidos em situacGes de altas taxas de exposicao, estimulando
mecanismos de adaptacdo a sobrevivéncia (Nies, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS
3. 1 Coleta amostral

As amostras foram coletadas pelo projeto Felinos do Pampa, que realizou campanhas de
captura de 10 a 15 dias de duracdo, entre junho de 2022 a fevereiro de 2023. Para a captura,
foram utilizadas armadilhas “modelo Tomahawk™ com isca viva (galinhas ou pombas-
domeésticas), as quais eram mantidas com &gua, comida e conforto térmico adequado a sua
sobrevivéncia. Os felinos eram atraidos pelo estimulo visual, sonoro e olfativo, visto que néo
conseguiam ter contato fisico com as aves (Tirelli et al. 2018; Tortato, 2019).

Dentre os felinos selvagens coletados, foram utilizadas amostras de 14 animais diferentes,
todos de gato-do-mato-grande (L. geoffroyi), 11 suabes orais (Figura 4) e 12 suabes retais
(Tabela 1). As amostras utilizadas no estudo foram coletadas na regido do estado do Rio Grande
do Sul, em Seival, distrito pertencente ao municipio de Candiota. As amostras foram coletadas
e armazenadas em meio de cultivo para transporte por pesquisadores do projeto Felinos do
Pampa. Posterior a isso, elas foram adequadamente identificadas e transferidas até o
Laboratorio de Microbiologia de Animais Silvestres, localizado no Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), onde foram
mantidas sob refrigeracdo de 4°C até a realizacdo das analises microbioldgicas.

As capturas de L. geoffroyi em 2022 foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade segundo a anuéncia ICMBIO/SISBIO-81869-2, com vinculo
restrito ao ambito académico. Por fim, os métodos aqui aplicados também foram discutidos
perante a Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, sendo autorizadas junto ao escopo do projeto CEUA/UFRGS-42867.
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Tabela 1 - Descricdo das amostras coletadas de gatos-do-mato-grande

NUmero | Espécie Sexo | Peso (g) | Municipio | Estado | Data
CAN64  L.geoffroyi M 4400 Candiota RS 22/08/22
CAN111 L.geoffroyi M 4800 Candiota RS 05/06/22
CAN112 L.geoffroyi M 2350 Candiota RS 05/06/22
CAN 113 L. geoffroyi M 3400 Candiota RS 05/06/22
CAN114 L.geoffroyi M 3800 Candiota RS  09/06/22
CAN117  L.geoffroyi F 2850 Candiota RS 22/08/22
CAN118 L.geoffroyi F 3100 Candiota RS 23/08/22
CAN119 L.geoffroyi M 3700 Candiota RS 24/08/22
CAN120 L.geoffroyi M 2250 Candiota RS 24/08/22
CAN121  L.geoffroyi M 5500 Candiota RS 24/08/22
CAN122  L.geoffroyi M 6100 Candiota RS 26/08/22
CAN123  L.geoffroyi F 3350 Candiota RS 27/08/22
CAN124  L.geoffroyi F 1750 Candiota RS 27/08/22
CAN126 L.geoffroyi M 3250 Candiota RS 28/08/22

Fonte: Felipe Peters

3.2 Areade estudo

3.2.1 Pampa brasileiro — municipio de Candiota

O municipio de Candiota esta situado na metade sul do estado do Rio Grande do Sul,
estando a 387 km da capital, Porto Alegre. Possui densidade demografica de
11,47hab./km2, com 10.710 habitantes e area total de 933,628 km2 (IBGE, 2022), onde
73.234,754 hectares sdo destinados a atividades agropecuérias, o que representa 78,4% de sua
area total. A pecuéria local se destaca pela criacdo de gado leiteiro e ovinocultura, enquanto a
agricultura é impulsionada pela producdo de sementes oleicolas e agroecoldgicas, com
crescente desenvolvimento no cultivo de soja e forte producao de arroz e uva. Devido a riqueza
de seu subsolo em carvéo e calcario, a principal atividade econémica do municipio € a geracédo
de energia termelétrica, com o0 objetivo de se tornar uma poténcia energética nacional.
Atualmente, trés grandes empresas termoelétricas mineradoras de carvao mineral operam na
cidade, além de uma fabrica de cimento pertencente a um dos maiores grupos do mercado

global.
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Figura 4 - Localizagdo do distrito de Candiota no estado do Rio Grande do Sul onde os

animais foram capturados

Fonte: IBGE, 2022

3. 3 Isolamento das bactérias do género Enterococcus

Para a selecdo das bactérias do género Enterococcus, primeiramente, os suabes orais
(identificados como CB e retais como CA) foram mergulhados em tubos contendo 3mL de
Caldo Azida Dextrose (Azida Dextrose Broth, Himedia®, india), meio seletivo para
enterococos e estreptococos, e incubados em estufa a 37°C por 24 horas. Na sequéncia, foi
realizada a diluicdo seriada, a qual foi feita 6 vezes, com tubos de 9ml de solugéo salina a 0,85%
de NaCl, utilizando sempre 1ml do tubo anterior a partir do tubo inicial de Caldo Azida
Dextrose. Apos esse processo, 100uL das Ultimas duas diluigdes foram plaqueadas pelo método
de espalhamento em superficie (Spread Plate) em &gar Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI,
Brain Heart Infusion) com concentracédo de 4,5% de NaCl e incubadas a 37°C por 24 horas.

Apos o periodo de incubagédo foram selecionadas, aleatoriamente, 6 unidades formadoras
de col6nia (UFC), repicadas pelo método de esgotamento em &gar Bile Esculina e incubadas a
37°C por 24 horas. Com o objetivo de diferenciar a presenca de estreptococos do grupo D e
enterococos, avalia-se 0 escurecimento das amostras, devido a capacidade de enterococos de
hidrolisar a esculina, formando esculetina e dextrose (Meyer et al., 1926). Apos o
escurecimento das amostras, indicando presenca de enterococos, essas amostras foram

repicadas em agar BHI e incubadas a 37°C por 24 horas para provas posteriores.
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As culturas selecionadas foram submetidas aos testes de caracterizacdo fenotipica
morfofisiologica para identificacdo do género dessas bactérias, como teste da catalase e
coloracdo de Gram. No teste da catalase foi possivel verificar a acdo da enzima da catalase
produzida pelo microrganismo, sendo a auséncia de formacdo de bolhas - resultantes da
hidrélise do perdxido de hidrogénio (H202) pela enzima - indicativo de reacdo caracteristica
de enterococos. Esfregagos foram preparados para a técnica de coloracdo de Gram. Sendo
analisados no microscopio 6ptico, com o objetivo de identificar se as bactérias isoladas sao
cocos gram-positivos, isolados, aos pares ou em cadeia curtas - caracteristicos do género
Enterococcus sp. Em seguida a identificacdo presuntiva do género, os isolados caracterizados
como enterococos foram armazenados em criotubos contendo 1mL de solugdo de meio para
preservacdo contendo 10% de leite desnatado e 10% de glicerol (Cody et al., 2008) a -20°C,

para posterior analise molecular a respeito da espécie.

3. 4 Identificacdo das espécies de Enterococcus

Para identificacdo de espécies, a técnica de ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por
matriz (MALDI - TOF) foi utilizada nos isolados de enterococos, segundo Sauget et al. (2017).
A andlise no MALDI-TOF foi realizada utilizando um microflex LT Bruker espectrometro de
massa (Bruker Daltonik GmbH) e os espectros identificados utilizando o programa
BrukerBioTyper.

Para diferenciacdo de E. faecium e E. casseliflavus, espécies que exibem resisténcia
intrinseca de baixo nivel a vancomicina, foram realizados dois testes bioquimicos conforme
relatado por Cartwrigh et al. (1995). O primeiro foi o teste da producéo de pigmento, a partir
do crescimento das amostras de E. faecium em placas com BHI, e da utilizacdo de um cotonete
estéril para avaliar a producdo do pigmento amarelo, indicativo da espécie E. casseliflavus.
Além disso, foi realizado o teste da motilidade, por meio da introducao de agulha com colénia
bacteriana, em coluna reta até a profundidade de 2/3 em meio de cultura semissolido de agar
BHI e posterior incubagdo por 24h a 37°C. Nesse teste, E. casseliflavus apresenta resultado

positivo e E. faecium negativo, o que permite classificar corretamente cada espécie.

3. 5 Determinacéo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os enterococos isolados foram avaliados quanto ao perfil de suscetibilidade aos

antimicrobianos através do teste de disco-difusdo em meio agar Mueller Hinton, segundo o
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método de Kirby-Bauer (1966). Um indculo de cada amostra bacteriana foi diluido em 5ml de
solucgéo salina na concentracdo de 0,85% de NaCl e a turvacédo foi ajustada para o padréo da
escala 0,5 McFarland (aproximadamente 1,5 x 108UFC/ml). Cada suspensdo contendo o
indculo foi semeada em placa, de acordo com o método de espalhamento em superficie (Spread
Plate), contendo &gar Muller Hinton (Muller Hinton Agar, Acumedia®, Neogen, Michigan)
com o auxilio de suabe.

Uma vez inoculadas e adicionados 0s antimicrobianos, as placas foram incubadas a 35 °C
durante 24 horas. O diametro dos halos de inibicdo de crescimento foi medido e as amostras
foram classificadas como sensivel (S), sensibilidade intermediaria (1) e resistente (R), através
das faixas de interpretacdo previamente estabelecidas para Enterococcus sp. (CLSI, 2018). Os
isolados foram testados para os seguintes antimicrobianos: Ampicilina (10 pg), Vancomicina
(30 pg), Rifampicina (5 pg), Tetraciclina (30 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Norfloxacina (10 ug),
Cloranfenicol (30 ug), Nitrofurantoina (300 pg), Linezolida (10 ug), Eritromicina (15 ug),
Gentamicina e Estreptomicina seguindo as recomendacfes do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (CLSI, 2021)

3. 6 Determinacéo do perfil de suscetibilidade a metais pesados

A andlise fenotipica da tolerancia ao arsénio foi inferida pelo método de minima
concentracdo inibitoria (MIC), descrito por Pasquaroli et al. (2014) e Rebelo et al. (2021). Para
esta determinacdo foi utilizada diluicdo de &gar Mueller Hinton suplementado com arsenato de
sodio (Na2HAsO4 - 7H20) em placas nas concentracbes 8-16 mM. Apds, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Como controle positivo para tolerancia ao arsénio utilizamos a
cepa Listeria monocytogenes ALD11249.1 e para o controle negativo a cepa de Escherichia
coli ATCC 25922 (Rebelo et al. 2021).

3. 7 Extracdo do DNA gendmico e deteccdo dos genes relacionados a resisténcia aos

antimicrobianos e aos metais pesados

Para andlise da presenca dos genes relacionados a resisténcia aos antibidticos e metais
pesados, foi extraido o DNA dos isolados de enterococos por lise quimica conforme Donato
(2007). O DNA resultante foi congelado a -20°C e utilizado para detec¢do dos genes de
interesse em todas as reacOes em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase chain reaction)
subsequentes. As reacfes de PCR foram realizadas seguindo os parametros anteriormente

definidos apresentados na tabela 2.
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A anélise dos genes de resisténcia aos antibioticos foi realizada em todas as amostras que
apresentaram fenotipo resistente & eritromicina e a tetraciclina. Nessas cepas foi realizada a
PCR para a deteccdo dos genes de resisténcia a eritromicina ermB e msrC e 0s genes de
resisténcia a tetraciclina tetL e tetM. As cepas 485 (Medeiros, 2011) e CM5-2 (Oliveira de
Aragjo, 2019) foram utilizadas como controle positivo para ermB e msrC, respectivamente.
Para o controle positivo dos genes tetL e tetM da tetraciclina foram usadas as cepas CM11-3 e
CM5-6 (Oliveira de Araujo, 2019).

Ja para a anélise da presenca dos genes associados aos metais pesados, todas as cepas
isoladas foram testadas para os genes arsA_| e arsA_Il que conferem resisténcia ao arsénio,
assim como para o gene tcrB, que confere resisténcia ao cobre. Como controle positivo foi
utilizada a cepa E. faecalis ATCC 29212 para arsA_| e tcrB, e a cepa L. monocytogenes
ALD11249.1 para o gene arsA_ll. (Rebelo et al., 2021).

Para a visualizacdo dos produtos amplificados na PCR, foram aplicados 8 pL de cada
amostra em um gel de agarose em concentragdo de 1,0 %, dissolvido em tampéo tris-borato-
EDTA 1x (TBE) e corado com tampdo de reacdo com Gel Red (QuatroG). O gel foi submetido
a uma tensdo de 50 volts e 80 mA por 80 minutos para migracao dos amplicons. A visualizacdo
dos fragmentos foi realizada em Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia®, Molecular
Imaging).
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Tabela 2 - Parametros adotados para detectar genes de resisténcia aos metais pesados arsénio e cobre e
aos antimicrobianos eritromicina e tetraciclina em Enterococcus sp. por reacao em cadeia da

polimerase
] ) . Tamanho do
. Sequéncia do oligonucleotideo iniciador Temperatura .
Nome do Primer fragmento Referéncia
(5°-3%) de anelamento
(pb)
Arsénio
arsA | F GGC AAT YGC CGC AGC AAT Rebelo et
arsA_|I_ R TGA TCC AGA AGC AGA GAAGT 643 58°C al., 2021
arsA_Il_F GTA GAAGGT TTAGTT GTCGCC A 108 6200 Rebelo et
arsA_Il_R TGT AAG TGR GGA AAT TCT TTT GGT al., 2021
Cobre
tcrB F CAT CAC GGT AGC TTT AAG GAG ATT
Hasman et
TTC 663 56°C
al., 2006
tcrB R ATA GAG GAC TCC GCCACCATTG
Eritromicina
ermB F GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA .
Sutcliffe et
ermB R AGT AAC GGT ACT TAAATT GTT TAC 574 52°C
al., 1996
msrC F AAG GAATCCTTC TCT CTC CG Werner et
msrC R 343 52°C
GTA AAC AAAATCGTTCCCG al., 2001
Tetraciclina
tet(L) F ACT CGT AAT GGT GTAGTT GC
Frazzon et
tet(L) R TGT AAC TCC GAT GTT TAA CACG 625 58°C
al., 2010
tet(M) F GTT AAATAG TGT TCT TGG AG Aerestrup et
657 52°C

tet(M) R

CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA

al., 2000
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4. RESULTADOS

4.1 Enterococcus sp. em amostras orais e fecais de gatos-do-mato-grande da regido de

Candiota-Bioma Pampa

No presente estudo foram isolados um total 141 cepas de Enterococcus sp. de 23 amostras
orais e retais de 14 animais diferentes, onde de cada amostra foram selecionadas em média 6
colonias. Dos 141 enterococos isolados, 69 foram isolados de suabes orais e 72 isolados de
suabes retais, as quais foram identificadas como CB (amostras orais) e CA (amostras retais).
As amostras CB 64, CB 113, CB 121, CB 123 e CA 124 n&o apresentaram crescimento de
enterococos.

Entre as espécies identificadas E. faecalis (36,8%; n=52) e E. faecium (28,3%; n=40)
foram as mais frequentes, seguidas de E. hirae (19,8%; n=28), E. casseliflavus (7,8%; n=11),
E. durans (5,7%; n=8) e E. mundtii (1,4%; n=2). O resultado obtido consta na Tabela 3.

A espécie mais frequentemente identificada nos suabes orais foi E. faecalis (47,8%;
n=33), seguida por E. faecium (27,5%; n=19), E. casseliflavus (8,7%; n=6), E. durans (8,7%;
n=6) e, E. hirae (7,2; n=5). J& nos suabes do anus, a espécie mais frequente foi E. hirae (31,9%;
n=23), sequido por E. faecium (29%; n=21), E. faecalis (26,4%; n=19), E. casseliflavus (6,9%;
n=5) e, com a mesma frequéncia (2,7%, n=2), E. durans e E. mundtii. So foi possivel identificar

E. mundtii nas amostras retais da espécie.
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Tabela 3 — Resultado do isolamento de Enterococcus sp. de amostras do trato gastrointestinal e
da boca de gatos-do-mato-grande.

. Amostra . - Numero total
Animal . Numero de espécies (%0) .
(n de isolados) de isolados

33 E. faecalis (47,8)
19 E. faecium (27,5)
CB (69) 6 E. casseliflavus (8,7)
6 E. hirae (8,7)
5 E. durans (7,2)
Gato-do-mato-grande 141

23 E. hirae (31,9)
21 E. faecium (29)
19 E. faecalis (26,4)
CA (72) 5 E. casseliflavus (6,9)
2 E. durans (2,7)
2 E. mundtii (2,7)

Fonte: o préprio autor

4.2 Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de enterococos

Foram selecionadas 111 amostras aleatoriamente para realizar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana, dentre as 111 amostras, 61 eram provenientes de suabe retal e 50 de suabe oral.
O perfil de suscetibilidade esta na figura abaixo (Figura 5).



Figura 5 — Representacdo gréafica do perfil de suscetibilidade antimicrobiana reduzida

observada para a totalidade de cepas isoladas das amostras de gatos-do-mato-grande
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SR-1 - Suscetibilidade reduzida a 01 antimicrobiano;

SR-2 - Suscetibilidade reduzida a 02 antimicrobianos; e

MULTI-SR - Suscetibilidade reduzida a 03 ou mais antimicrobianos.

*CA (amostras de suabes do anus); CB (amostras de suabes orais)

Fonte: o proprio autor
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Apbs a andlise do perfil de susceptibilidade das 111 cepas, verificamos que algumas

espécies de enterococos isoladas do mesmo animal apresentavam caracteristicas fenotipicas de

suscetibilidade ou suscetibilidade reduzida frente aos mesmos antimicrobianos, o que poderia

indicar certa clonalidade entre estas cepas. Sendo assim, para ndo superestimar os dados

referentes ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana, as cepas com as mesmas caracteristicas

e provenientes dos mesmos animais foram agrupadas, gerando um total de 81 cepas.

Das 81 cepas, 64 (79,01%) apresentaram suscetibilidade reduzida a um ou mais

antimicrobianos, ou seja, 17 (21%) das cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos

usados. As cepas que apresentaram suscetibilidade reduzida, 26 (40,62%) apresentaram
suscetibilidade reduzida a uma classe (SR-1), 19 (29,7%) a duas classes (SR-2) e 19 (29,7%) a

mais de duas classes, sendo considerados multirresistentes (MULTI-SR) (Figura 6).
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Figura 6 — Representacéo grafica do perfil de suscetibilidade antimicrobiana reduzida
observada das 81 amostras coletadas de gatos-do-mato-grande
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SR-2 - Suscetibilidade reduzida a 02 antimicrobianos; e

MULTI-SR - Suscetibilidade reduzida a 03 ou mais antimicrobianos.

Fonte: o proprio autor

A porcentagem de suscetibilidade antimicrobiana reduzida detectada nos isolados de
Enterococcus sp. encontrados em gatos-do-mato-grande pode ser visualizada na Tabela 4. As
propriedades de suscetibilidade reduzida mais frequentemente encontradas foram para 44,4%
(36/81) para rifampicina, 37% (30/81) para eritromicina, 30,9% (25/81) para ciprofloxacina,
22,2% (18/81) para tetraciclina, 14,8% (12/81) para norfloxacina, 12,3% (10/81) para
vancomicina, 7,4% (6/81) para nitrofurantoina, 3,7% (3/81) para estreptomicina, 2,5% (2/81)
para linezolida e 1,2% (1/81) tanto para ampicilina, quanto para o cloranfenicol. Nenhuma das
cepas apresentou reducgéo da sua suscetibilidade frente a gentamicina.



38

Tabela 4 - Resultado do teste de suscetibilidade reduzida (resisténcia) encontrada em isolados
provenientes de gatos-do-mato-grande

NUmero de espécies (%) com suscetibilidade reduzida

Antimicrobiano E. faecium E. faecalis E. casseliflavus E. hirae E. durans  E. mundtii Total
(n=34) (n=24) (n=9) (n=8) (n=5) (n=1) n (%)*
Ampicilina 1(2,9) 0 0 0 0 0 1(1,2)
Ciprofloxacina 20 (58,8) 1(4,17) 1(111) 2 (25) 1 (20) 0 25 (30,9)
Cloranfenicol 1(2,9) 0 0 0 0 0 1(1,2)
Eritromicina 16 (47) 7(29,2) 4 (44,4) 2 (25) 0 1 (100) 30 (37)
Estreptomicina 3(8,8) 0 0 0 0 0 33,7
Linezolida 1(2,9) 1(4,2) 0 0 0 0 2(2,5)
Nitrofunrantoina 5 (14,7) 0 0 1(12,5) 0 0 6 (7,4)
Norfloxacina 11 (32,3) 0 0 1(12,5) 0 0 12 (14,8)
Rifampicina 19 (55,9) 10 (41,7) 4 (44,4) 1(12,5) 2 (40) 0 36 (44,4)
Tetraciclina 14 (41,2) 1(4,2) 2 (22,2) 0 1(20) 0 18 (22,2)
Vancomicina 0 1(4,2)** 0*** 0 0 0 1(1,2)

* 0% calculado sobre as 81 cepas avaliadas.
** A confirmac&o da resisténcia e feita pela técnica de concentragéo inibitéria.
*** E. casseliflavus possui suscetibilidade reduzida intrinseca.

Fonte: o préprio autor

Dentre as espécies estudadas, observou-se que quase todas as espécies apresentaram
sensibilidade a ciprofloxacina e a rifampicina, com exce¢do do E. mundtii, que conseguimos
analisar a sua suscetibilidade em apenas uma cepa. A espécie mais frequentemente observada
e com maior incidéncia de suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos foi E. faecium, isoladas
tanto de suabes retais, quanto orais. Com um total de 34 cepas da espécie, 0 antibidtico com
maior sensibilidade reduzida foi a ciprofloxacina, com uma frequéncia de 58,8% (20/34),
seguido pela rifampicina com 55,9% (19/34), eritromicina 47% (16/34), tetraciclina 41,2%
(14/34), norfloxacina 32,3% (11/34), nitrofurantoina 14,7% (5/34), estreptomicina 8,8% (3/34)
e 2,9% (1/3) para linezolida, cloranfenicol e ampicilina. A vancomicina nao apresentou
sensibilidade reduzida nessa espécie.

Outra espécie que apresentou maior frequéncia de cepas com sensibilidade reduzida aos
antimicrobianos foi E. faecalis, com 41,7% (10/24) apresentando suscetibilidade reduzida para
rifampicina e 29% (7/24) para eritromicina. Os antibidticos ciprofloxacina, linezolida, e

tetraciclina obtiveram a mesma suscetibilidade, de 4,2% (1/24). Nenhuma cepa de E. faecalis
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apresentou susceptibilidade para cloranfenicol, ampicilina, estreptomicina, nitrofurantoina e
norfloxacina.

Devido a sua suscetibilidade intrinseca a vancomicina, todas as cepas de E. casseliflavus
apresentaram sensibilidade reduzida ao antibiético. Alem disso, 44,4% (4/9) das cepas foram
resistentes para eritromicina e rifampicina, 22,2% (2/9) para a tetraciclina e 11% (1/9) para a
ciprofloxacina. Entre os 8 E. hirae provenientes das amostras analisadas, os antimicrobianos
ciprofloxacina e eritromicina foram os que apresentaram maior frequéncia na reducédo da sua
sensibilidade, com um percentual de 25% (2/8), seguidos de 12,5% (1/8) da rifampicina,
norfloxacina e nitrofurantoina. Além disso, 5 amostras da espécie E. durans também
apresentaram reducdo da sua sensibilidade frente a alguns antimicrobianos, com maior
frequéncia a rifampicina 40% (2/5), seguido de 20% (1/5) da tetraciclina e ciprofloxacina. Por

fim, a Unica amostra de E. mundtii, apresentou sensibilidade apenas a eritromicina.

4.2.1. Perfil de susceptibilidade dos Enterococcus spp. obtidos de amostras da boca de

gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)

As cepas de enterococos isoladas a partir dos de suabes orais dos animais apresentaram
diferentes perfis de suscetibilidade entre os animais. Das 40 cepas provenientes da boca, 10
(25%) foram sensiveis a todos o0s antimicrobianos testados, 14 (35%) apresentaram
suscetibilidade reduzida a uma classe (SR-1), nove (22,5%) a duas classes (SR-2) e sete (17,5%)

a mais de duas classes, classificados como multirresistentes (MULTI-SR) (Figura 7).
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Figura 7 — Representacdo gréafica do perfil de suscetibilidade antimicrobiana reduzida
observada das amostras coletadas da boca de gatos-do-mato-grande
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Fonte: o proprio autor

A suscetibilidade reduzida em cada grupo de antibidtico nos isolados de Enterococcus sp.
das amostras de bocas estdo representados na tabela 5. Assim como nas amostras totais, 0s
isolados apresentaram com maior frequéncia reducdo da suscetibilidade a rifampicina (18/40),
em 45% das amostras. A porcentagem de reducdo foi também significativa em 30% das
amostras testadas para a eritromicina (12/40), seguido de 20% a ciprofloxacina (8/40), 12,5%
a tetraciclina (5/40), 7,5% a norfloxacina (3/40) e uma frequéncia de 2,5% para linezolida e
nitrofurantoina (1/40). Nenhuma das cepas apresentaram suscetibilidade reduzida frente aos

testes com estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina e gentamicina.



Tabela 5 - Resultado do teste de suscetibilidade reduzida (resisténcia) encontrada em
isolados provenientes da boca de gatos-do-mato-grande

NUmero de espécies (%) com suscetibilidade reduzida

Antimicrobiano E. faecium E. faecalis E. casseliflavus  E. durans Total
(n=15) (n=15) (n=5) (n=5) n (%)*

Ciprofloxacina 7 (46,67) 0 0 1 (20) 8 (20)
Eritromicina 5(33,33) 4 (26,67) 3 (60) 0 12 (30)
Linezolida 0 1(6,67) 0 0 1(2,5)
Nitrofurantoina 1(6,67) 0 0 0 1(2,5)
Norfloxacino 5 (33,33) 0 0 0 5(12,5)
Rifampicina 9 (60) 4 (26,67) 3 (60) 2 (40) 18 (45)
Tetraciclina 3(20) 1 (6,67) 0 1 (20) 5(12,5)
Vancomicina 0 1(6,67)** Q*** 0 1(2,5)

* % calculado sobre as 40 cepas avaliadas.

** A confirmag&o da resisténcia e feita pela técnica de concentrago inibitoria.

*** E. casseliflavus possui suscetibilidade reduzida intrinseca.

Fonte: o proprio autor

4.2.2 Perfil de susceptibilidade dos Enterococcus spp. obtidos de amostras do anus de

gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)

Foram analisadas 41 amostras provenientes de suabes retais dos animais, em que 82,9%
(n=34), apresentaram suscetibilidade reduzida a um ou mais antimicrobianos testados. Isto é,
como demonstrado na figura 8, verificou-se que 29,3% (n=12) das amostras possuiam
sensibilidade reduzida a uma classe (SR-1), 24,4% (n=10) a duas classes (SR-2) e, 29,3%

(n=12), a mais de duas classes, ou seja, amostras multirresistentes (MULTI-SR). O restante das

amostras, 17,07% (n=7), ndo obtiveram alteracdes nos testes de sensibilidade.
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Figura 8 — Representacdo gréafica do perfil de suscetibilidade antimicrobiana reduzida
observada das amostras coletadas do anus de gatos-do-mato-grande

12 +
1 12 =
10 +
T 10

S - Sensivel;
SR-1 - Suscetibilidade reduzida a 01 antimicrobiano;
SR-2 - Suscetibilidade reduzida a 02 antimicrobianos; e

MULTI-SR - Suscetibilidade reduzida a 03 ou mais antimicrobianos.

Fonte: o préprio autor

A porcentagem de suscetibilidade antimicrobiana reduzida detectada nos isolados de
Enterococcus sp. do anus de gatos-do-mato-grande pode ser visualizada na Tabela 6. As
propriedades de suscetibilidade reduzida mais frequentemente encontradas foram igualmente
44% (18/41) para rifampicina e eritromicina, seguido por 71,5% para ciprofloxacina (17/40),
31,7% para tetraciclina (13/41), 17% para norfloxacino (7/41), 12,2% para nitrofurantoina
(5/41), 7,3% para estreptomicina (3/41) e a mesma frequéncia de 2,43% para cloranfenicol,
linezolida e ampicilina (1/41). Nenhuma das cepas apresentou redugéo da sua suscetibilidade

frente a gentamicina e a vancomicina.
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Tabela 6 - Resultado do teste de suscetibilidade reduzida (resisténcia) encontrada em
isolados provenientes do anus de gatos-do-mato-grande

NUmero de espécies (%) com suscetibilidade reduzida

Antimicrobiano E. faecium E. faecalis E. casseliflavus E. hirae  E. mundtii Total
(n=19) (n=9) (n=4) (n=8) (n=1) n (%)*
Ciprofloxacina 13 (68,4) 1(11,1) 1 (25) 2 (25) 0 17 (41,5)
Eritromicina 11 (57,9) 3(33,33) 1 (25) 2(25) 1 (100) 18 (44)
Estreptomicina 3(15,8) 0 0 0 0 3(7,3)
Cloranfenicol 1 (5,26) 0 0 0 0 1(2,43)
Linezolida 1 (5,26) 0 0 0 0 1(2,43)
Ampicilina 1 (5,26) 0 0 0 0 1(2,43)
Nitrofurantoina 4(21) 0 0 1(12,5) 0 5(12,2)
Norfloxacino 6 (31,6) 0 0 1(12,5) 0 7(17)
Rifampicina 10 (52,6) 5 (55,56) 2 (50) 1(12,5) 0 18 (44)
Tetraciclina 11 (57,9) 0 2 (50) 0 0 13 (31,7)

* 0% calculado sobre as 41 cepas avaliadas.

Fonte: o proprio autor

4.3 Presenca dos genes tetL, tetM, msrC e ermB relativos a reducdo de suscetibilidade

bacteriana a tetraciclina e a eritromicina

Todos os 30 Enterococcus sp. que apresentaram suscetibilidade reduzida para
eritromicina e os 18 com suscetibilidade reduzida a tetraciclina foram submetidos & PCR
convencional a fim de determinar a presenca ou auséncia dos genes relacionados a mecanismos
de reducéo de suscetibilidade frente aos respectivos antimicrobianos, sendo eles: ermB e msrC
(para reducdo de sensibilidade a eritromicina) e tetL e tetM (para reducdo de sensibilidade a
tetraciclina).

Foi possivel observar que das cepas com sensibilidade reduzida a eritromicina, 13
enterococos (43,3%) apresentaram resultado positivo para a presenca do gene msrC e 1 (3,3%)
para o gene ermB. Dentre 0s 13 enterococos positivos para msrC, 12 (92,3%) eram da espécie
E. faecium e 1 (7,6%) era da espécie E. durans. A Unica cepa positiva para o0 gene ermB era da
especie E. faecium, a qual foi positiva para ambos os genes. Ademais, 1 enterococo apresentou
resultado positivo para ambos os genes (Tabela 7). Dezessete enterococos (56,6%) com
suscetibilidade reduzida para eritromicina ndo apresentaram amplificacdo para nenhum dos

genes testados.
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Quanto aos genes tetL e tetM relativos as 18 cepas que apresentaram reducdo de
sensibilidade a tetraciclina, foi possivel observar que para o gene tetL, 9 (50%) cepas foram
positivas para o gene, sendo mais da metade (55,5%; n=5) da espécie E. faecium, (33,3%; n=3)
E. durans e, (11,1%; n=1) E. casseliflavus. Ja para o gene tetM, 13 (72,2%) cepas possuiram
resultado positivo para o gene, com 69,2% (n=9) de frequéncia em E. faecium, 15,4% (n=2) em
E. duranse 7,7% (n=1) em E. faecalis e E. casseliflavus.

Tabela 7 — Resultado da presenca de genes que conferem reducéo na suscetibilidade
bacteriana a tetraciclina e a eritromicina em amostras de gatos-do-mato-grande
Gene N° de espécies Total de isolados positivos (%0)

positivas para o gene

erm B 1 E. faecium 1(3,3)

msr C 12 E. faecium 13 (43,3)
1 E. durans

tet L 5 E. faecium 9 (50)
3 E. durans

1 E. casseliflavus
tet M 9 E. faecium 13(72,2)
2 E. durans

1 E. faecalis

1 E. casseliflavus

Fonte: o préprio autor

4.4 Perfil de suscetibilidade aos metais pesados nas cepas de enterococos isoladas de L.

geoffroys

4.4.1 Tolerancia ao arsénio em cepas de enterococos pela técnica de concentracdo

inibitéria minima em agar

Foram realizados testes de concentragdo minima inibitoria (CIM) em duas concentracdes
diferentes de arsenato de sédio, 8mM e 16mM, em todas as 81 amostras. Seis cepas

apresentaram crescimento em CIM de 16mM ao arsénio e trés CIM > 16mM, como esta

representado nas figuras 9 e 10 com as respectivas especies de Enterococcus.
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Figura 9 - Grafico em pizza representando as cepas que apresentaram CIM de 16mM

CIM 16mM
1 1
1
3
E. faecium E. faecalis E. hirae E. mundtii
(34) (24) (8) D

Fonte: o proprio autor

No teste de concentragdo minima inibitéria (CIM) de 16mM, 7,4% das cepas
apresentaram crescimento (6/81), em que, dentre as cepas positivas, a espécie E. faecalis foi a
que apresentou maior frequéncia (3/6), seguido igualmente com a mesma frequéncia as espécies

E. mundtii, E. faecium e E. hirae, com uma cepa positiva cada (1/6).
Figura 10 - Gréafico em pizza representando as cepas que apresentaram CIM > 16mM

CIM > 16mM

E. faecalis E. hirae E. mundtii

(24) ®) )

Fonte: o proprio autor

J& no teste de concentracdo minima inibitoria (CIM) para concentragcdes > 16mM,
apenas 3,7% das cepas apresentaram crescimento (3/81), com uma frequéncia igual de 1 cepa

positiva nas trés espécies, E.mundtii, E. hirae e E. faecalis.
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4.5 Deteccao dos genes de resisténcia aos metais pesados nas cepas de enterococos isoladas
4.5.1 Deteccdo dos genes de resisténcia ao arsénio (arsA_I, arsA_Il)

As seis cepas de enterococos tolerantes ao arsénio que foram avaliadas genotipicamente
para a presenca de arsA_Il ndo possuiram resultado positivo. O gene arsA_I foi testado, mas
apresentou resultados inconclusivos com a amplificacdo de bandas de tamanhos de fragmentos

diferentes do gene em questao.
4.5.2 Deteccdo do gene de resisténcia ao cobre (tcrB)

Todas as 81 cepas de enterococos que foram analisadas genotipicamente para o gene tcrB,

que confere resisténcia ao cobre, apresentaram resultados negativos.
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5. DISCUSSAO:

Com a finalidade de discutir os impactos causados pelo homem na natureza e
compreender as principais vias de contaminagdo por compostos toXicos aos animais, 0S
enterococos vem sendo utilizados como sentinelas ambientais. Devido a sua ampla distribuicdo
na natureza e por sua resisténcia as condi¢Ges adversas, como diferentes temperaturas (10-
45°C), hiperosmolaridade (6,5 % NaCl) (Sherman, 1937), o género Enterococcus ja foi muito
utilizado em estudos, tanto com animais selvagens, quanto com domeésticos, que avaliaram a
aquisicdo de genes exdgenos como fatores de interferéncia no ecossistema natural dos animais,
como visto no trabalho de Rebelo e colaboradores (2021).

Para avaliar os impactos das atividades antropogénicas na fauna silvestre da regido do
bioma Pampa, foi possivel isolar amostras de Enterococcus de suabes das fezes e das secrecdes
orais provenientes de felinos da espécie gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) da regido. O que
nos permitiu avaliar alguns fatores, como a presenca de genes que conferem resisténcia a
antimicrobianos e a metais pesados, 0s quais podem ser indicativos dos impactos da poluicédo
humana no habitat desses animais.

Como foi utilizado amostras provenientes de dois sitios diferentes do mesmo animal, da
boca e do &nus, em algumas amostras, mesmo havendo crescimento bacteriano, ndo foi possivel
isolar enterococos de uma das fontes. Pode-se inferir alguns fatores sobre a ndo presenca do
género nessas amostras, desde a manipulacdo na coleta até, realmente, a menor frequéncia de
enterococos na porcdo inicial do trato gastrointestinal, visto que dentre as cinco amostras que
ndo apresentaram crescimento de Enterococcus, quatro eram oriundas da boca.

Em concordancia com o que foi descrito por Oliveira de Aradjo (2019) em um estudo que
avaliou o género em isolados de fezes de animais silvestres, no atual estudo, as espécies de
Enterococcus mais frequentemente identificadas também foram E. faecalis e E. faecium, com
uma frequéncia de 36,8 e 28,3%. O estudo de Lebreton e colaboradores (2014), inferiu que a
maior frequéncia dessas espécies ocorre provavelmente devido a sua maior abundancia nas
fezes humanas e por serem responsaveis pela maioria das doencas causadas por enterococos.
Porém, essa frequéncia nem sempre foi assim, até meados da década de 1990, E. faecalis
representava 90-95% dos isolados clinicos, e a infecgéo por E. faecium era rara. Desde entéo, a
proporcao de isolados de E. faecium aumentou, em grande parte devido a disseminacdo da
resisténcia a antibidticos, especialmente a vancomicina e ampicilina.

Na andlise da frequéncia das espécies de enterococos nas amostras de animais, a

correlagdo com os habitos alimentares € muito relevante, na medida em que a espécies
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apresentam frequéncias diferentes em alguns ambientes e animais. Como os felinos selvagens
possuem hébitos alimentares carnivoros, se alimentando de pequenos roedores e aves, algumas
espeécies de enterococos sdo mais presentes devido a isso. Espécies como E. hirae e E. durans,
que apresentaram uma frequéncia de 19,8% e 5,7%, foram encontradas com maior prevaléncia
em amostras de aves em alguns estudos, como o de Poeta e colaboradores (2005). Este fato
permite relacionar a presenca dessas espécies a dieta dos felinos selvagens que, por muitas
vezes, inclui aves silvestres e o consumo de frangos de criacdo em fazendas. Além disso, a
frequéncia alta das espécies E. faecalis e E. hirae também pode ser correlacionado com a
alimentacdo desses animais. Conforme o estudo de Laukova e colaboradores (2008), que
analisou amostras intestinais de roedores selvagens, 70% das amostras analisadas eram da
espécie E. faecalis. Ou seja, o perfil de espécies de enterococos obtido neste estudo, permite
inferir que a alimentacdo dos gatos-do-mato sdo importante fatores de influéncia para a
colonizacao da sua microbiota intestinal.

Os testes para o perfil de suscetibilidade antimicrobiana foram feitos utilizando 12
antibioticos diferentes, onde quase 80% das cepas testadas apresentaram suscetibilidade
reduzida a um ou mais tipos de antimicrobianos. A resisténcia aos antimicrobianos observada
em animais selvagens é preocupante, especialmente considerando que esses animais nao
receberam antibidticos diretamente. Cepas com susceptibilidade reduzida foram observadas
para os antibidticos rifampicina, eritromicina e ciprofloxacina, com uma frequéncia de 44,4%,
37% e 30,9%, respectivamente. Esses dados também foram observados no estudo de Oliveira
de Araujo, (2019), em que amostras de gatos-do-mato-grande foram testadas para antibioticos
semelhantes, e observou-se maior frequéncia de rifampicina, eritromicina e tetraciclina, estando
apenas em discordancia neste Gltimo, que apresentou uma frequéncia de 22,2%, ocupando a
guarta posicdo neste estudo. As espécies de enterococos com maior incidéncia de
suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos seguiram a logistica das frequéncias nas amostras,
em que E. faecium e E. faecalis foram as espécies mais frequentes.

Os resultados obtidos corroboram com a ideia de que o crescente uso de antibioticos pelo
ser humano para diferentes finalidades impactam fortemente o ambiente. Tanto a utilizacdo de
antimicrobianos em ambientes hospitalares, quanto a utilizacdo na agroinddstria como objeto
de promotor de crescimento, podem contaminar os solos e os efluentes. Como demonstrado no
estudo de Xu e colaboradores (2014), genes de resisténcia a antibioticos e 0s proprios
antibioticos foram verificados na agua de diferentes etapas de estacdo de tratamento, o que
demonstra o longo periodo para a degradacdo desses compostos e da pressdo seletiva que eles

podem causar nos microrganismos.
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No Brasil, as tetraciclinas foram proibidas como aditivos zootécnicos apenas em 2009
(Brasil, Instrucdo Normativa 26/2009), apesar de os antimicrobianos terem sido utilizados como
promotores de crescimento desde meados da década de 1950 (Fernandez et al., 1973). Isso
significa que o uso de antibidticos para essa finalidade permaneceu por quase 60 anos antes de
ser proibido, resultando em um acimulo significativo de resisténcias que ainda impactam a
salde até os dias atuais.

Foram analisados os genes que conferem resisténcia a tetraciclina e a eritromicina,
antibidticos de amplo espectro utilizados tanto para tratamentos humanos, como na
agroindustria. Dos dois genes testados nas amostras que apresentaram reducdo da sensibilidade
a eritromicina, 43,3% das amostras possuiram resultado positivo para a presenca do gene msrC
e apenas uma amostra obteve resultado positivo para o gene ermB. A presenca do gene msrC
em enterococos tem sidos observada em animais silvestres (Oliveira de Aradjo et al., 2020) e a
literatura descreve o gene como especifico para E. faecium (Portillo et al.,2000), o que confirma
a evidéncia levantada, em que treze das doze amostras positivas para o gene eram da espécie.
A presenca de cepas com elevadas frequéncias de reducdo da suscetibilidade a eritromicina
pode ser relacionada com o fato que os macrolideos tem sido muito utilizado na medicina
veterinaria para tratamento de infeccdes bacterianas que afetam grandes e pequenos animais
(Portillo et al., 2000).

Os genes tetL e tetM foram testados nas 18 cepas que apresentaram reducdo da
sensibilidade para a tetraciclina e apresentaram altas taxas de deteccdo. Metade das amostras
foram positivas para a presenca de tetL e 72,2% para tetM, o que demonstra resultados
condizentes com outros estudos anteriores que avaliaram a presenca desses genes em
enterococos de animais silvestres, como no estudo de Oliveira de Aradjo (2019). A elevada
frequéncia com que o gene tet foi detectado pode ser atribuida a sua associacdo com plasmideos
presentes em elementos moveis ou conjugativos, o que facilita sua transferéncia entre os
microrganismos (Clewell et al., 1995; Chopra & Roberts, 2001).

Com o objetivo de analise do perfil de suscetibilidade ao arsénio dos enterococos isolados
das amostras de gatos-do-mato-grande, foi constatado que 7,4% das amostras possuiam
fenotipo positivo. Considera-se que para ser considerado tolerante ao arsénio, as cepas devem
exibir uma concentragdo minima inibitéria (CIM) igual ou maior que que 8 mM. no arsenato
de sodio. A partir deste resultado, foram realizados testes para o genotipo de resisténcia ao
arsénio das amostras fenotipicamente positivas, avaliando a presenca do gene ars, que € 0 mais
comum para 0 arsénio e possui diversas variantes. Entretanto, na anélise da presenca do gene

arsA_ll todas as amostras apresentaram resultados negativos, 0 que nédo significa que a cepa
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n&o possui a presenca do gene ars, pois como identificado por Rebelo e colaboradores (2021),
existem trezes genes de arsAl a arsAXIIl, sugerindo, entdo, a possibilidade da presenca de outro
gene nas cepas fenotipicamente positivas. Além disso, o estudo de Rebelo e colaboradores
(2021) também constatou maior frequéncia de genes positivos para o arsénio em cepas de E.
faecalis e E. faecium, o que corrobora com as andlises fenotipicas feitas no estudo.

O gendtipo das amostras para toleréncia ao cobre foi realizado em busca do gene tcrB
porém nenhum resultado positivo foi encontrado, provavelmente devido a necessidade de uma
alta concentracdo de exposicdo ao metal para o desenvolvimento de tolerancia. O gene tcrB é
um gene de resisténcia transmissivel que confere alta tolerdncia ao cobre em cepas de
enterococos. As cepas que carregam esse gene exibem uma CIM de 24 mM para CuSO4,
enquanto as cepas que nao possuem esse gene normalmente apresentam uma CIM variando de
2 a 8 mM (Hasman e Aarestrup, 2002).

Todas essas evidéncias sdo essenciais para avaliarmos os riscos que 0 meio ambiente
sofre frente as atividades humanas. Isto é, as coletas foram realizadas na cidade de Candiota,
gue possui grandes fabricas cimenteiras e usinas termelétricas, além de extensas faixas de areas
agricolas, com cultivos de arroz e zonas pecuarias. O ecossistema dos animais que habitam a
regido sofre grandes impactos pelas atividades humanas, obrigando-os a adaptar os seus habitos
a essa realidade.

Residuos de fabricas que podem liberar metais pesados e o uso abusivo de
antimicrobianos na agricultura animal, sdo grandes fatores de influéncia para a contaminacéo
dos solos e efluentes, tornando os organismos vivos suscetiveis a contaminacdo e ao
desenvolvimento de mecanismos de tolerdncia a esses compostos tdxicos. Além disso, a
fragmentacdo do habitat forga a vida selvagem a procurar novos locais para habitar e a buscar
fontes de alimento cada vez mais distantes, que por muitas vezes, sao regides muito proximas

a areas urbanas.
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6. CONCLUSAO

Foi identificado isolados de bactérias do género Enterococcus sp. em amostras de suabes
retais e orais de gatos-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), com maior prevaléncia da espécie
E. faecalis.

As cepas de enterococos demonstraram resisténcia fenotipica a todos os antimicrobianos
testados, com excec¢do da gentamicina. Observou-se 0s genes de resisténcia a tetraciclina e a
eritromicina nas amostras fenotipicamente resistentes, com alta frequéncia para os genes msrC,
tetL e tetM.

Seis cepas testadas para concentracdo inibitéria minima (CIM) de arsenato de sodio
apresentaram tolerancia ao composto, apesar de ndo possuirem resultados positivos para 0s
genes analisados.

Em vista dos resultados do presente estudo, que indicam contaminacdo dos gatos-do-
mato-grande com antimicrobianos e metais pesados presentes no ambiente, pode-se inferir que,
a contaminag@o ambiental causada pelas atividades humanas impacta direta e indiretamente o
ecossistema natural, podendo prejudicar espécies animais e vegetais e resultando em

consequéncias irreversiveis para a natureza.
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