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Caracterizacdo fenotipica e genotipica de  Enterococcus spp. isolados de
amostras fecais de pinguins-de-magalhdes ( Spheniscus magellanicus)
encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Autor: Janira Prichula?l
Orientadora: Profd. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

Os Enterococcus spp. apresentam uma natureza ubiquitaria que |hes permite
sobreviver em diversos nichos ecolégicos. Estudos envolvendo enterococos
isolados de animais marinhos sédo escassos. Em raz&o disso, este trabalho
teve como objetivo isolar, identificar, avaliar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos, a presenca de fatores de viruléncia e a diversidade genética
de enterococos isolados de amostras fecais de pinguins-de-magalhaes
(Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul,
Brasil. No total, 172 enterococos foram isolados e identificados como E.
faecalis (43%), E. faecium (33,7%), E. hirae (12,8%) e E. mundtii (10,5%).
Cento e quatorze isolados foram sensiveis aos dez antimicrobianos testados.
Fendtipos de resisténcia foram encontrados para ciprofloxacina (28,5%),
eritromicina (25%), norfloxacina (14,5%) e tetraciclina (4,6%). Todos o0s
isolados resistentes a tetracilina apresentavam o gene tet(M) e apenas dois
nao apresentaram o tet(L). O gene erm(B) nao foi detectado nos resistentes a
eritromicina. Genes de viruléncia, gelE e ace (43%) e asa (35,5%) foram
detectados nos E. faecalis. A atividade de gelatinase foi verificada em 64
isolados. A maioria dos enterococos foi fraco formador de biofilme. A analise
dos perfis gerados por PFGE revelou um grande numero de clones. Em
conclusao, os enterococos compdem a microbiota do trato gastrintestinal dos
pinguins-de-magalhdes e a deteccdo de determinantes de resisténcia e
viruléncia indica que 0s enterococos podem constituir um reservatorio de tais
caracteristicas e, sendo o ambiente marinho um meio de disseminacdo, é
importante considerar o potencial deste género em ocasionar riscos a saude
desses animais e a do ecossistema marinho.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (152 p.). Marco, 2015.
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Phenotypic and genotypic characterization of Enterococcus spp. from
fecal samples of magellanic penguins (  Spheniscus magellanicus) from the
North coast of Rio Grande do Sul, Brazil.

Author: Janira Prichulal
Supervisor: Prof2. Dr2, Ana Paula Guedes Frazzon

ABSTRACT

Enterococcus spp. shows a ubiquitous nature that enables survival in different
ecological niches. Studies involving enterococci isolated from marine animals
are scarce. For this reason, this study aimed to isolate, identify, evaluate the
antimicrobial susceptibility profile, the presence of virulence factors and the
genetic diversity of enterococci isolated from fecal samples of magellanic
penguins (Spheniscus magellanicus) found in the North coast of Rio Grande do
Sul, Brazil. Overall, 172 enterococci were isolated and identified as E. faecalis
(43%) E. faecium (33.7%), E. hirae (12.8 %) and E. mundtii (10.5%). One
hundred and fourteen isolates were susceptible to the ten tested antimicrobials.
Resistance phenotypes were found for ciprofloxacin (28.5%), erythromycin
(25%), norfloxacin (14.5%) and tetracycline (4.6%). The tetracycline resistant
isolates showed the tet(M) gene and only two isolates didn’t present tet(L). The
erm(B) gene wasn’'t detected in erythromycin resistant isolates. Virulence
genes, gelE/ ace genes (43%) and asa (35.5%) were found only in E. faecalis.
The gelatinase activity was observed in 64 strains. The majority of enterococci
were weak biofilm formers. The analysis of the profiles generated by PFGE has
revealed a large number of clones. In conclusion, enterococci compose the
microbiota of magellanic penguins and the detection of resistance and virulence
determinants indicates that enterococci may constitute a reservoir of such
characteristics and, as the marine environment is a way of dissemination, it is
important to consider the potential of this genus in cause health risks of these
animals and the marine ecosystem.

Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de
Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil. (152 p.). March, 2015.
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1 INTRODUCAO

A Zona Costeira do Brasil apresenta um mosaico de ecossistemas
de alta relevancia ambiental que abriga inUmeras espécies de flora e fauna,
endémicas e exoticas. Nessa faixa litoranea esta inserido o litoral do Rio
Grande do Sul (RS), onde ocorre o encontro de duas correntes maritimas
importantes, fato que contribui para o estabelecimento de uma grande riqueza

bioldgica de espécies marinhas na regiao.

A Corrente das Malvinas (corrente fria) e a Corrente do Brasil
(corrente quente) formam, na zona costeira do RS, a chamada Zona de
Convergéncia Subtropical do Atlantico Sul Ocidental. Caracterizada por uma
massa d’agua rica em nutrientes, essa zona atrai uma grande diversidade de
animais marinhos e diversas aves migratérias que exploram a oferta abundante
de alimentos na regido. Entre essas aves, estdo 0s pinguins-de-magalhaes
(Spheniscus magellanicus), uma das espécies mais frequentemente

encontradas no Litoral Norte do RS.

No contexto atual, os pinguins-de-magalhdes enfrentam sérias
ameacas e encontram-se em declinio populacional. Os dados referentes a
ocorréncia, biologia e ecologia desses animais sao oriundos de centros que

atuam realizando monitoramento, resgate e reabilitagdo nas regides costeiras.



Os animais debilitados ou com sérios problemas de saude séo levados a esses
centros de reabilitacdo e, na maioria dos casos, sdo soltos na natureza apos
um periodo de recuperacdo. Entretanto, alguns animais ndo conseguem se
recuperar e necessitam de cuidados permanentes, sendo mantidos em

cativeiro pelo resto de suas vidas.

Alguns fatores podem afetar negativamente a sobrevivéncia desses
animais, tais como o desenvolvimento desordenado das regifes costeiras e 0
trafego e acidentes de embarcacdes marinhas. Essas atividades podem
contribuir para o declinio ou o desaparecimento de recursos naturais e também
gerar um aumento na exposicdo dos animais a diversos poluentes. Desse
modo, o ambiente marinho pode servir como via de disseminacéo de poluentes
quimicos (6leos e compostos organopersistentes) provenientes de outros
ambientes que afetam diretamente a biodiversidade. Outro risco € a
disseminacao de micro-organismos aloctones (virus, protozoarios e bactérias)
que podem ser carreadores de tracos de viruléncia adquiridos em outros
ambientes seletivos e com potencial patogenicidade para seres humanos e

animais marinhos, tais como os pinguins.

O género Enterococcus apresenta uma natureza ubiquitaria que lhe
permite sobreviver em diversos nichos ecoldgicos. O género inclui, segundo
evidéncias filogenéticas e moleculares, mais de 50 espécies que séao
frequentemente isoladas de fontes como solo, 4gua, plantas, alimentos, ao
passo que em seres humanos e outros animais sao considerados comensais

da microbiota da cavidade oral, trato geniturinério e gastrointestinal.



Os enterococos sdo reconhecidos pela capacidade intrinseca que
apresentam de portar, adquirir e transferir genes de resisténcia aos
antimicrobianos e/ou de viruléncia, o que lhes confere vantagens seletivas de
sobrevivéncia e disseminacdo no ambiente como um todo. Diante disso, 0s
enterococos sao um grupo de bactérias com importancia clinica e ambiental, os
quais ja tiveram sua presenca investigada e monitorada em diferentes habitats,
fornecendo importantes informacfes a respeito das interacbes e disturbios

ambientais.

Mais recentemente, 0 ecossistema marinho tem sido alvo de estudos
envolvendo enterococos, por ser um ambiente ainda pouco explorado e
apresentar grande potencial de abrigar novas espécies bacterianas. Entretanto,
grande parte dos estudos ainda é motivada pela atencdo dada aos enterococos
como possiveis indicadores da qualidade de aguas. Ha poucos trabalhos
envolvendo enterococos e animais marinhos na natureza, principalmente,
devido aos habitos migratorios de algumas espécies marinhas e pela

dificuldade em se obter amostras desses ambientes.

Estudos com animais marinhos podem fornecer subsidios para
acOes futuras visando tanto a sua protecdo como a do ambiente marinho. A
relevancia em investigar o género enterococos esta no fato que eles sédo
componentes da microbiota de uma série de animais, tendo influéncia direta

em sua saude e ecologia.



1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Isolar, identificar, avaliar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos, detectar a presenca de fatores de viruléncia e analisar a
diversidade genética de Enterococcus spp. isolados de amostras fecais de
pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral

Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

1.2.2 Objetivos especificos

¢ Isolar bactérias pertencentes ao género Enterococcus a partir de
suabes contendo amostras fecais de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus

magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul;

« Confirmar o género bacteriano por PCR empregando os

oligonucleotideos iniciadores género-especificos para o gene tuf;

+ Identificar as espécies por meio de testes bioquimicos
convencionais e técnicas moleculares, empregando oligonucleotideos

iniciadores espécie-especificos;

+ Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e os

mecanismos genéticos de resisténcia envolvidos;

 Verificar a presenca dos genes ace, gelE, cylA e asa, envolvidos
na viruléncia de enterococos, e relacionar a presenca do gene gelE com sua

expressao fenotipica de gelatinase;



% Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme in vitro das

diferentes espécies de enterococos;

% Analisar a diversidade genética dos enterococos por meio de
analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico, utilizando a técnica

da eletroforese em gel de agarose submetido a um campo pulsado (PFGE).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 As aves marinhas e a sua relacdo com o ambiente  costeiro
do Rio Grande do Sul

A Zona Costeira do Brasil abriga um mosaico de ecossistemas de
alta relevancia ambiental, cuja diversidade € marcada pela transicdo entre
ambientes terrestres e marinhos. As aguas frias do sul e do sudeste e as aguas
quentes do norte e do nordeste dao suporte a uma variedade de ecossistemas
que abrigam inumeras espécies de flora e fauna, endémicas e exaoticas, entre
0S quais se destacam: manguezais, recifes de corais, dunas, restingas, praias
arenosas, costdes rochosos, lagoas, estuarios e marismas (Brasil, 2015).

A regido litoranea brasileira se estende por mais de 8.500
quildmetros, abrangendo 17 estados e mais de 400 municipios, na sua porgao
terrestre, distribuidos do norte equatorial ao sul temperado do pais.
Compreende, ainda, uma faixa maritima formada por mar territorial, com
largura de 12 milhas nauticas a partir da linha da costa que tem inicio na regiao
costeira e inclui a plataforma continental marinha e a Zona Econbmica
Exclusiva (alonga-se até 200 milhas da costa). Dessa forma, o Brasil possui
uma das maiores faixas costeiras do mundo, da foz do rio Oiapoque, no

Amapa, até o Chui, no Rio Grande do Sul (Brasil, 2015).



No estado do Rio Grande do Sul (RS), a regido costeira se estende
no sentido norte—sul por cerca de 620 quildbmetros de costa retilinea. A zona
costeira é dividida em quatro grandes setores: Litoral Norte (do municipio de
Torres até o municipio de Cidreira), Litoral Médio Leste (de Palmares do Sul
até Sao José do Norte), Litoral Médio Oeste (de Barra do Ribeiro até Pelotas) e
Litoral Sul (do municipio de Rio Grande até Santa Vitoria do Palmar) (FEPAM,

2015).

O litoral do RS apresenta uma grande riqueza biolégica de espécies
marinhas, e isso se deve, principalmente, ao encontro de duas correntes
maritimas importantes. A Corrente das Malvinas (corrente fria) e a Corrente do
Brasil (corrente quente) formam, nessa regido, a chamada Zona de
Convergéncia Subtropical do Atlantico Sul Ocidental (CECLIMAR, 2015). Parte
da agua fria vinda do sul afunda e ocupa a camada inferior da Corrente do
Brasil, ao longo da talude continental, e da origem a uma massa d’agua rica em
nutrientes com baixas temperaturas e salinidade. Além disso, 0 mar associa-se
a ambientes estuarinos e a diversos sangradouros, 0 que aumenta o aporte
nutricional da zona de varrido e atrai grande diversidade de animais marinhos

(Mader, 2010).

A regido costeira do RS possui areas de importancia internacional
para aves costeiras e marinhas, residentes ou migratérias, sendo considerada
uma regido de importancia extrema em relacdo as necessidades de
conservacao da diversidade bioldgica. A regido abriga um Sitio Ramsar (0
Parque Nacional da Lagoa do Peixe) e diversas areas incluidas na Reserva da

Biosfera (Mader, 2010). Varios estudos salientam a relevancia dos ambientes



costeiros para o ciclo biologico de diversas aves marinhas (Marini & Garcia,
2005; Mader et al., 2010; Michels-Souza et al., 2010; Ruoppolo et al., 2012;

Silva, 2013).

As aves marinhas sao um grupo diversificado de espécies que se
adaptaram de maneira eficiente a ambientes costeiros e oceanicos, como
forma de aproveitar os recursos disponiveis nesses ecossistemas (Branco et
al., 2010). Esse grupo é formado por cerca de 328 espécies agrupadas em
quatro  ordens:  Sphenisciformes,  Procellariiformes,  Pelecaniformes,
Charadriiformes (Harmer et al., 2002). No Brasil, ocorrem cerca de 150
espécies de aves marinhas; contudo, apenas 18 podem ser encontradas
nidificando no pais (Branco et al., 2010). No inverno, quando ha maior
influéncia da Corrente das Malvinas, muitas aves marinhas acabam
aparecendo no litoral do RS, e entre essas aves estdo 0s pinguins-de-
magalhdes, uma das espécies mais frequentemente encontradas no litoral

gadcho (CECLIMAR, 2015).

2.2 Familia Spheniscidae

A familia Spheniscidae (Ordem: Sphenisciformes) € conhecida como
a familia dos “pinguins”. Essa familia € constituida por 6 géneros e 18
espécies de aves marinhas que ndo voam, conforme descritas na Tabela 1. As
colonias dessas aves sdo encontradas na Antartica, nas Ilhas de Galapagos,
na Africa do Sul, na Australia, na Nova Zelandia e na América do Sul. A maioria

das espécies esta globalmente ameacada, de acordo com a lista vermelha da



Unido Internacional pela Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais —
IUCN, sendo consideradas espécies vulneraveis ou em perigo de extincao

(Birdlife, 2015; IUCN, 2015).

TABELA 1. Géneros, espécies, nomes populares e categorias de risco das espécies de
pinguins (Spheniscidae) ameacadas segundo a lista vermelha da [UCN (2015).

Géneros Espécie s Nomes popular es Categoria s
de risco
Aptenodytes spp. A. forsteri pinguim-imperador NT
A. patagonicus pinguim-rei LC
Eudyptes spp. E. chrysocome pinguim-de-penacho-amarelo VU
E. chrysolophus pinguim-de-testa-amarela VU
E. moseleyi pinguim-de-penacho-amarelo-norte EM
E. pachyrhynchus pinguim-de-fiordland VU
E. robustus pinguim-de-snares VU
E. schlegeli pinguim-real VU
E. sclateri pinguim-da-crista-ereta EM
Eudyptula spp. E. minor pinguim-pequeno LC
Megadyptes spp. M. antipodes pinguim-do-olho-amarelo EM
Pygoscelis spp. P. adeliae pinguim-de-adélia NT
P. antarcticus pinguim-de-barbicha LC
P. papua pinguim-gentoo NT
Spheniscus spp. S. demersus pinguim-africano EM
S. humboldti pinguim-humboldti VU
S. mendiculus pinguim-de-galapagos EM
S. magellanicus pinguim-de-magalhaes NT

EN: "Endangered" — em perigo de extin¢cao
VU: "Vulnerable" — vulneréavel

NT: “"Near Threatened" — quase ameagado
LC: "Least Concern" — menos preocupante

O género Spheniscus é constituido por quatro espécies, sendo que
trés delas (S. humboldti, S. mendiculus e S. magellanicus) ocorrem na América
do Sul e uma (S. demersus) ocorre no Continente Africano (Waller, 2011). No
litoral sul do Brasil, ha registro de ocorréncia de quatro espécies de pinguins, o
pinguim-rei (A. patagonicus), o pinguim-de-penacho-amarelo (E. chrysocome),
0 pinguim-de-testa-amarela (E. chrysolophus) e o pinguim-de-magalhdes (S.
magellanicus), sendo esta Ultima a espécie encontrada com maior frequéncia

no Litoral Norte do RS (Bencke et al., 2010; CECLIMAR, 2015).
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2.3 Spheniscus magellanicus (Forster, 1781)

O pinguim-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus — Forster, 1781)
€ uma espécie nativa do sul da América do Sul, onde se reproduz em
numerosas colbnias distribuidas pela Argentina, Chile e Illhas Falkland
(Malvinas). Anualmente, ocorrem movimentos migratorios sazonais desse
grupo para o Brasil e para o Uruguai a procura de alimento. Além disso, ja
foram encontrados em El Salvador, na Antéartica, na Australia e na Nova
Zelandia (Birdlife, 2015). A populacdo mundial dessa espécie esta diminuindo
e, atualmente, € estimada em cerca de 1,3 milhdo de pares reprodutores,

sendo considerada quase ameacada (IUCN, 2015).

Os pinguins-de-magalhdes sdo aves pelagicas que podem
permanecer no mar por varios meses. Entre suas diversas adaptacdes para o
nado e o mergulho estdo os membros toracicos modificados em nadadeiras,
glandulas nasais bem desenvolvidas para excrecdo do cloreto de sédio, pés
com membranas interdigitais que atuam como leme, o0ssos densos (néo
pneumaticos) e corpo fusiforme. Além disso, apresentam penas modificadas,
que sdo achatadas e uniformes em seu tamanho por todo o corpo, que
aprisionam uma camada de ar na superficie do animal, ajudando a minimizar a
perda de calor para 0 meio externo (Harmer et al., 2002; Coraiola, 2012;

CECLIMAR, 2015).

Uma caracteristica marcante dessa espécie de pinguim é a faixa
branca formada na regido dos olhos e que se estende até o pescoc¢o do animal
quando adulto. A sua plumagem é negra nas costas e nas asas e branca na

zona ventral e no pescoco. Os olhos, o bico e as patas sdo negros (conforme
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Figura 1). Os animais jovens apresentam plumagem acinzentada e sem
definicdo de listras caracteristicas da espécie. Quando adultos, medem cerca
de 70 cm e podem pesar até 5 kg. Ndo ha um dimorfismo sexual marcante na
espécie; porém, os machos costumam ser mais robustos que as fémeas. A
maturidade sexual das fémeas é alcancada entre 4 e 5 anos e a dos machos,
entre 6 e 7 anos (Reis et al., 2011; Vanstreels et al., 2011, Vanstreels et al.,

2012; CECLIMAR, 2015).

ii

FIGURA 1. Exemplar adulto de Spheniscus magellanicus. Fonte: Arquivo pessoal de Mauricio
Tavares (CECLIMAR, 2015).

Durante o periodo reprodutivo, 0s pinguins retornam as colbnias
para postura e incubagdo de seus ovos. As aves nidificam no solo ou em
arbustos, geralmente em tocas escondidas sob a vegetagdo (raramente a céu
aberto para evitar a predagédo e a exposicdo ao sol dos ovos), sendo que
comumente ocorre a postura de dois ovos. Os pinguins-de-magalh&des séo
monogamicos, o macho e a fémea constroem e cuidam do ninho e dos filhotes

(Stokes & Boersma, 1998; Yorio et al., 2001, Boersma, 2008). Com cerca de 3
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meses de idade, os filhotes com a plumagem juvenil completa e estatura
proxima a dos adultos saem do ninho e seguem para 0 mar sem O
acompanhamento dos pais. Apenas no final do primeiro ano de vida os filhotes

mudam para a plumagem adulta (Coraiola, 2012; Vanstreels et al., 2012).

A dieta desses animais é composta por uma grande variedade de
peixes, crustaceos e moluscos (Fonseca et al., 2001; Pinto et al., 2007;
Baldassin et al., 2010). Durante sua permanéncia nas colonias para reproducao
e troca de plumagem, os pinguins passam por periodos prolongados sem se
alimentar. Antes de se submeterem a este jejum anual, os pinguins acumulam
grandes reservas de tecido adiposo branco e proteinas, sendo capazes
inclusive de armazenar uma quantidade abundante de alimento nao digerido no
estbmago. Esse alimento estocado € utilizado, posteriormente, para a sua
propria nutricdo e a de seus filhotes. Além disso, os alimentos estocados
fornecem energia para a sintese de penas e para manutencdo do metabolismo
no periodo da muda. Durante esse periodo, por causa das consequéncias de
reducdo da impermeabilizacdo e do isolamento térmico, 0os pinguins nao podem

retornar ao mar para se alimentar (Dewar, 2012).

Apos o periodo reprodutivo e a troca de plumagem, no final de
fevereiro, os animais jovens e adultos saem de suas colonias e realizam longas
migracOes em busca de alimento. Entre os meses de marco e setembro, com a
chegada do inverno, ha maior influéncia da Corrente das Malvinas e, em
decorréncia disso, essas aves sdo abundantes na plataforma continental do sul

do Brasil e do Uruguai (Putz et al., 2007; CECLIMAR, 2015). Estudos
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demonstram que esses animais podem chegar até o nordeste do Brasil (Dantas

et al., 2013).

Entre os principais centros de informacdes e cuidados com pinguins-
de-magalh&es na regido sul do Brasil, destacam-se o Centro de Recuperacéo
de Animais Marinhos (CRAM, Museu Oceanografico da Fundacéo
Universidade Federal do Rio Grande) e o Centro de Estudos Costeiros,
Limnolégicos e Marinhos (CECLIMAR, vinculado ao Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul) no Rio Grande do Sul. No estado
de Santa Catarina, ha o Centro de Triagem de Animais Silvestres de Santa
Catarina (CETAS, Policia Militar Ambiental e Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, em parceria com a R3

Animal), conforme Figura 2.
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FIGURA 2. Locais e areas de cobertura das instituicbes que relataram a ocorréncia de
pinguins-de-magalhdes. Fonte: Adaptado de Dantas et al. (2013).
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Além do acompanhamento periddico desses centros, chamadas
realizadas pela populacdo contribuem para que animais avistados fora da
rotina dos monitoramentos sejam amparados. A maioria dos estados brasileiros
tem sua costa monitorada. No entanto, em virtude da falta de esforcos ou de
areas de dificil acesso, ainda existem regides sem cobertura (Dantas et al.,

2013; CECLIMAR, 2015).

Apesar de a reabilitacdo realizada nesses centros ser efetiva, ndo ha
unificacdo dos procedimentos adotados. Muitas informacdes sobre os aspectos
clinicos, laboratoriais, de dieta e rotas migratorias, por exemplo, tém sido
perdidas com a falta de metodologias adequadas e de coletas sistematicas de
carater cientifico (Cariolato, 2012; Dantas et al., 2013). Visando minimizar esse
problema, em 2010, foi criado o “Projeto Nacional de Monitoramento do
Pinguim-de-Magalhées”, pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de
Aves Silvestres (CEMAVE — ICMBIo), em parceria com pesquisadores da area.
O Projeto tem como objetivos ampliar o conhecimento sobre a espécie no
Brasil e otimizar os esforcos de monitoramento, reabilitacdo e pesquisa,
possibilitando a contribuicAo e a integracdo de iniciativas em prol da

conservacao (ICMBio, 2015).

Existem poucos estudos incluindo hematologia, bioquimica clinica,
microbiologia e toxicologia em pinguins-de-magalhées. Essas informacfes sao
necessarias para o conhecimento do estado geral desses animais e para
decisbes sobre manutencao, reabilitacdo ou soltura (Cariolato, 2012). Além
disso, essas analises podem gerar informagdes importantes sobre impactos

sofridos por essas aves a longo prazo, uma vez que elas sdo excelentes
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indicadoras da qualidade ambiental dos oceanos (Boersma, 2008; Mader et al.,
2010; Vanstreels et al., 2011; Silva, 2013). A grande incidéncia de material
antropico ingerido pelos pinguins-de-magalhaes reflete a poluicdo dos oceanos
em diferentes regides ao longo da distribuicdo da espécie e traz preocupacdes

a respeito da sua conservacao (Silva, 2013).

E importante destacar que o desenvolvimento das regifes costeiras,
o trafego e acidentes com embarcacbes marinhas podem contribuir para o
declinio dos recursos naturais e para aumentar a exposicdo a substancias
toxicas que podem afetar negativamente a sobrevivéncia desses animais. A
contaminacdo das aguas marinhas pode ocorrer a partir de uma variedade de
fontes, por meio de poluentes quimicos oriundos de o6leos e derivados,
compostos organopersistentes, metais pesados, escoamento de residuos da
agricultura, bem como por meio da exposicéo a agentes biologicos patogénicos
(bactérias, virus e protozoarios) provenientes, principalmente, do despejo de
esgotos residenciais, industriais e hospitalares. Essas diferentes formas de
poluicdo podem influenciar na saude dos pinguins-de-magalhdes (Yorio &
Boersma, 1992; Garcia-Borboroglu et al., 2006; Boersma, 2008; Diaz et al.,
2010; Mader et al., 2010; Michels-Souza et al., 2010; Ruoppolo et al., 2012).
Desse modo, o sistema aquoso funciona como uma via de transporte de
poluentes quimicos e microbiolégicos, carreadores de tracos adquiridos em
outros ambientes seletivos e com potencial patogenicidade para seres

humanos e outros animais, como 0s pinguins (Stewart et al., 2014).

A maior parte dos estudos sobre patdégenos que colonizam aves é

realizada com aves de cativeiro, em que ha interesse da industria alimenticia
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em minimizar as perdas devido a doencas de origem bacteriana. S&o poucos
0os estudos sobre patdogenos que colonizam aves marinhas na natureza,
principalmente, devido aos habitos migratérios de algumas espécies e pela
dificuldade em se obterem amostras (Fix et al., 1988; Diaz et al., 2010; Campos

et al., 2013; Niemeyer et al., 2013; Osorio et al., 2013).

Na natureza, as bactérias sdo encontradas em todos os lugares e,
com a disponibilidade de nutrientes, sdo capazes de colonizar novos habitats,
incluindo o trato gastrointestinal. Ao nascer, o trato gastrointestinal €
desprovido de micro-organismos. Nas aves, os filhotes recém-nascidos
adquirem a sua microbiota a partir da superficie do ovo, circundante no meio
ambiente (ninho), e em sua primeira refeicdo. O modo de alimentacédo de
filhotes de pinguins por regurgitacdo também pode aumentar a probabilidade
de transmissao vertical bacteriana dos pais para o trato intestinal dos filhotes.
Quando adultos, os pinguins podem adquirir parte de suas comunidades
bacterianas pela agua do mar, que pode funcionar tanto como um meio para
transporte quanto para o crescimento de micro-organismos (Potti et al., 2002).
Dessa forma, através de sucessdo ecoldgica, o trato gastrointestinal estéril €
rapidamente colonizado, formando uma comunidade microbiana densa e

complexa (Dewar, 2012).

Os estudos tém mostrado que a microbiota do trato gastrointestinal
tem uma grande influéncia sobre o0s processos nutricionais, fisiolégicos,
imunologicos e metabdlicos do hospedeiro. Os micro-organismos tém um papel
significativo na obtencdo de energia, no metabolismo de gorduras, secrecéo e

sintese de nutrientes, vitaminas e aminoacidos (Dewar, 2012). As bactérias da
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microbiota das aves tém um papel fundamental na saude desses animais; sua
microbiota indigena suprime a colonizacdo de bactérias invasoras, fornecendo
protecdo para o hospedeiro contra espécies patogénicas (Soler et al., 2010;
Dewar, 2012). Dessa forma, muitos géneros bacterianos podem trazer efeitos
benéficos para o hospedeiro, tais como os Lactobacillus sp. (probidticos), ou
efeitos prejudiciais a satde dos mesmos, como infec¢cdes por Salmonella sp.,
por exemplo, que acarretam gastos energéticos dispendiosos para o sistema
imune do hospedeiro e, consequentemente, isso pode atrasar 0 seu
crescimento/desenvolvimento (Potti et al., 2002; Soler et al., 2010; Campos et
al., 2013). Sob essa perspectiva, alguns agentes bioldgicos isolados a partir
desses animais poderiam ser utilizados como indicadores da saude animal e de

perturbacdes do ecossistema marinho.

2.4 O género Enterococcus spp.
2.4.1 Taxonomia

O termo “entérocoque” foi proposto por Thiercelin, em 1899, apos
descrever um micro-organismo diplococo Gram-positivo de origem entérica que
era capaz de causar infeccdo. No mesmo ano, MacCallum e Hastings
publicaram um estudo detalhado sobre um caso de endocardite aguda causado
por um micro-organismo que eles chamaram de “Micrococcus zymogenes”, que
foi, posteriormente, reconhecido como Enterococcus faecalis (Murray, 1990;

Lebreton et al., 2014).
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Os enterococos foram classificados por um longo periodo como
pertencentes ao género Streptococcus e eram diferenciados dos outros
componentes desse grupo por suas caracteristicas fisioldgicas e sorologicas.
Em 1937, Sherman, visando melhorar o esquema de classificacdo dos
estreptococos, acabou separando-os em quatro subgrupos: estreptococos de

laticinios, viridans, piogénicos e fecais (Enterococccus).

Desde a sua descoberta, os enterococos sofreram importantes
modificacbes em sua taxonomia, ndo s6 com relacdo aos critérios de
caracterizacdo do género, como também no que diz respeito a diferenciacéo
das espécies. Nesse sentido, em 1970, Kalina propds a criacdo de um taxon
Enterococccus baseado no arranjo celular e em caracteristicas fenotipicas das
espécies pertencentes ao grupo estreptococos fecais (Enterococccus).
Entretanto, foi apenas na metade dos anos 1980 que Schleifer e Kilpper-Balz
demonstraram, com base em estudos envolvendo técnicas moleculares, que os
Enterococcus eram suficientemente diferentes dos outros Streptococcus para a

criacao de seu proprio género (Teixeira et al., 2011; Lebreton et al., 2014).

A partir de 1984, as bactérias anteriormente consideradas como
Streptococcus do Grupo D foram revisadas com base em caracteristicas
bioquimicas, aspectos genéticos e técnicas de hibridizacdo DNA-DNA e DNA-
rRNA. Esses estudos permitiram esclarecer o parentesco entre as estirpes e
ampliaram o esquema de classificacdo utilizando acidos nucleicos (Murray,

1990; Byappanabhalli et al., 2012).

Apesar de a comparacdo entre sequéncias de DNA ser ainda

considerada a melhor metodologia, outras técnicas moleculares tém
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contribuido para a identificacdo das diferentes espécies de enterococos. O
sequenciamento do 16S rRNA tem se tornado uma ferramenta adicional pratica
e confiavel; todavia, eventualmente, ndo é suficiente para distinguir algumas
espécies, tais como E. casseliffavus e E. gallinarum, que sédo 99,9%
semelhantes por esse critério. Outras técnicas vém sendo utilizadas para
auxiliar na correlacéo entre os dados gerados a partir de analises fenotipicas e
genaotipicas, tais como o DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD), o
sequenciamento de genes codificadores da subunidade alfa da RNA
polimerase (rpoA), da fenilalanil-tRNA sintase (pheS) e o fator de elongacéo Tu
(tufA), bem como a tipagem por sequenciamento de multiplos loci (MLST) e
analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico por meio da
eletroforese em campo pulsado (PFGE), entre outras (Teixeira & Merquior,

2013; Lebreton et al., 2014).

Desse modo, filogeneticamente, os Enterococcus spp. pertencem ao
grupo de bactérias Gram-positivas com baixo GC (varia de 37% a 45%) que
compreendem o Filo Firmicutes. O género esta incluido na familia das
Enterococcaceae, juntamente com outros géneros bacterianos, tais como
Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus e

Vagococcus (Teixeira et al., 2011; Lebreton et al., 2014).

2.4.2 Caracterizacao do género Enterococcus spp.

Os Enterococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, catalase negativos,

arranjados aos pares, em cadeias curtas ou ainda como células Unicas. Esses
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micro-organismos sao anaerobios facultativos, catalase negativos, capazes de
crescer em meio de cultura contendo 6,5% de cloreto de sodio e hidrolisar a
esculina na presenca de sais biliares; toleram variacbes de pH (4,5 — 10,0) e
temperatura (10 — 45 °C), sendo, em sua maioria, capazes de sobreviver a 60
°C durante 30 minutos, e adaptados as mais diversas condicbes ambientais
(Murray, 1990; Teixeira et al., 2011; Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al.,

2014).

Os representantes desse género apresentam crescimento rapido em
meios de cultura enriquecidos, produzindo colbnias brancas ou amareladas,
dependendo da espécie, apos 24 horas de incubacéo. As colbnias sdo, em
geral, ndo hemoliticas, apresentando raramente casos de alfa ou beta-
hemolise. A maioria das linhagens de enterococos produz acido teicoico
glicerol associado a parede celular, que é identificado como antigeno do grupo
D, mas alguns também reagem com o grupo Q. Alguns testes fenotipicos
especificos ajudam na identificacdo das espécies, tais como as reacfes de
fermentacdo de carboidratos (L-arabinose, manitol, metil-a-D-glicopiranosideo
(MGP), D-rafinose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose) sem producédo de gas,
hidrolise da arginina, da laucina-B-naftilamina, da L-pirrolidonil-B-naftilamida,
motilidade e producédo de pigmento (Murray, 1990; Manero & Blanch, 1999;
Teixeira et al., 2011, Ramsey et al., 2014). Essas propriedades basicas podem
ser utilizadas para distinguir Enterococcus spp. de outros cocos Gram-positivos

catalase negativos género-espécie relacionados.
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2.4.3 Ecologia dos Enterococcus spp.

O género Enterococcus apresenta uma natureza ubiquitaria que lhe
permite sobreviver em diversos nichos ecologicos. O género inclui, atualmente,
mais de 50 espécies (Euzéby, 2015), sendo Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium conhecidas como as espécies mais frequentemente
portadoras de fatores de viruléncia. Algumas espécies apresentam col6nias
pigmentadas, tais como E. casseliflavus, E. gilvus, E. mundtii, E. pallens e E.
sulfureus. Outras espécies apresentam motilidade, como E. gallinarum e E.
casseliflavus. Ha espécies capazes de hidrolisar a L-pirrolidonil-B-naftilamida
(PYR) como E. cecorum, E. comumbae, 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, entre
outras espécies que constituem esse género. Todas essas caracteristicas
peculiares de cada espécie tém contribuido para a adaptabilidade e a ampla

distribuicdo do género Enterococcus na natureza.

Os enterococos sdo reconhecidos pela capacidade intrinseca que
apresentam de portar, adquirir e transferir genes de resisténcia aos
antimicrobianos e/ou de viruléncia. Genes estes que sdo facilmente
disseminaveis pelos enterococos, via conjugacdo e elementos extra-
cromossOmicos, o que lhes confere vantagens seletivas para sua sobrevivéncia
e disseminacdo no ambiente como um todo (Fisher & Phillips, 2009;

Byappanahalli et al., 2012).

Os primeiros estudos envolvendo Enterococcus acreditavam que 0s

“cocos Gram-positivos de origem entérica” poderiam estar relacionados a
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infeccbes humanas e que seu principal nicho era as fezes. Mais tarde, outros
trabalhos demonstraram que 0s enterococos, em menor ou maior namero,
dependendo da espécie, constituem a microbiota comensal do trato
gastrintestinal, cavidade oral e do trato geniturinario de humanos e outros
animais. Cada local do corpo colonizado por enterococos representa um
ecossistema que € definido por caracteristicas fisico-quimicas e histologicas
anicas, constituindo um ambiente competitivo e seletivo para micro-organismos

adaptados (Murray, 1990; Lebreton et al., 2014).

Como reflexo da adaptacédo para a vida no intestino do hospedeiro,
ao longo de milhdes de anos de coevolucdo, a analise do genoma dos
enterococos tem destacado também a vantagem seletiva dessas bactérias em
adquirir nutrientes necessarios para o seu crescimento e sua sobrevivéncia em
seus habitats. Isso ocorre, geralmente, por meio da dieta do hospedeiro ou de
relacbes de alimentacdo cruzada com outros micro-organismos intestinais,
fazendo com que o0s enterococos ndo necessitem carregar material genético
adicional necessario para a sua biossintese a partir de precursores mais

simples (Lebreton et al., 2014; Gilmore et al., 2013).

Em revisdo atualizada, Lebreton et al. (2014) demonstraram a
distribuicdo do género enterococos na natureza e suas relacdes filogenéticas.
Alguns padrdes emergiram com respeito aos habitats nos quais essas espécies

foram identificadas ou reportadas, como pode ser observado na Figura 3.
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FIGURA 3. Distribuicdo de espécies do género Enterococcus na natureza. O dendrograma
mostra as relacdes filogenéticas. As fontes de isolamento séo indicadas para cada espécie. A
cadeia alimentar é mostrada simplificadamente. Simbolos vermelhos e pretos indicam aquelas
espécies que tém sido descritas em infec¢gdes humanas ou de colonizagdo, respectivamente.
Fonte: Adaptado de Lebreton et al. (2014).

E. columbae foi isolado exclusivamente de fezes de pombo e E.
cecorum sao encontrados, principalmente, no intestino das aves e, com menos

frequéncia, no trato gastrointestinal de mamiferos (alguns mamiferos como o
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gado ou suinos sdo alimentados com aves). Essas cepas ainda nao foram
isoladas de insetos que estdo na base da cadeia alimentar de muitas aves,
indicando que a especiacdo pode ter ocorrido apos a separacao evolutiva entre

mamiferos, répteis, aves e insetos (Lebreton et al., 2014).

Ja as espécies E. aquimarinus, E. saccharolyticus, E. sulfureus, E.
camelliae e E. italicus parecem ter um tropismo por mamiferos, visto que
nenhuma das cinco espécies foi isolada a partir de insetos, répteis ou aves. A
espécie E. faecalis € encontrada ao longo de toda a cadeia alimentar e também
tem emergido como um importante patdogeno hospitalar oportunista. Isso
sugere que, pelo menos desde o periodo Devoniano (o tempo do ultimo
ancestral comum de mamiferos, répteis, aves e insetos), essa espécie tem sido

um membro do microbiota intestinal (Lebreton et al., 2014).

As demais espécies representadas na Figura 3 mostraram algum
tropismo para 0s seres humanos e animais, especialmente mamiferos. A
ocorréncia de enterococos em ambientes como a agua e as plantas pode
decorrer de contaminacdo fecal, de necessidades nutricionais ou de

adaptacdes ambientais a esses habitats (Lebreton et al., 2014).

Vérios estudos tém contribuido para o entendimento da distribuicdo
dos enterococos no ambiente como um todo. Enterococcus faecalis e E.
faecium sdo as espécies mais frequentes em alimentos, plantas, ambiente e
trato gastrointestinal de humanos e animais (Fisher & Phillips, 2009; Teixeira et

al., 2011; Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al., 2014).
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O trato gastrointestinal animal pode representar um O6timo
reservatorio de enterococos. Ostrolenk & Hunder (1946) recuperaram
enterococos de varios animais (gato, camundongo, porco-da-india, coelho,
cachorro, rato, morcego, galinha, macaco e mosca). Mundt (1963) verificou
também a presenca de enterococos em fezes de mamiferos, répteis e aves de
ambientes selvagens. Posteriormente, Martin & Mundt (1972) encontraram

enterococos em varias espécies de insetos.

Em 1987, Devriese et al. (1987) avaliaram a distribuicdo e a
prevaléncia das espécies de enterococos no trato intestinal de bovinos, suinos,
equinos, ovinos, caprinos, caes, coelhos e aves domésticas, sendo que E.
faecalis, E. faecium, E. hirae e E. durans foram as espécies mais prevalentes.
Em 1991, Devriese et al. (1991) estudaram a composicdo da microbiota
intestinal de frangos e verificaram que ocorria uma sucessao ha ocorréncia de
espécies de enterococos dependente da idade da ave. Desse modo, a
ocorréncia e a frequéncia de algumas espécies de enterococos podem estar
diretamente relacionadas a dieta, a idade e a espécie do animal/hospedeiro,
bem como relacionadas a suas variagcbes sazonais e localizacdo geografica

(Byappanahalli et al., 2012; Maraccini et al., 2012; Lebreton et al., 2014).

Em 1993, Bates et al. (1993) relataram o primeiro caso de
enterococos resistente a vancomicina isolados de fonte ndo humana, um E.
faecium, isolado de animais de fazenda no Reino Unido. Depois disso, varios
estudos foram realizados com animais domeésticos e de interesse econémico,
como aves, suinos, gado de corte, com o intuito de verificar se a adicdo de

antimicrobianos, como forma de promover o crescimento e prevenir e tratar
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doencas nesses animais, poderia estar selecionando linhagens de enterococos
resistentes que apresentavam risco a saude humana (Aarestrup et al., 2000;
Ruzauskas et al., 2009; Cassenego et al., 2011; Garcia-Migura et al., 2014,

Lebreton et al., 2014; Li et al., 2014; Nowakiewicz et al., 2014).

Os enterococos sdo também frequentemente encontrados em fontes
ambientais, tais como o solo, a agua e as plantas, onde o seu potencial
intrinseco lhes permite persistir e disseminar no ambiente (Mundt, 1961; Mundt,
1963; Svec & Sedlacek, 1999; Johnston & Jaykus, 2004; Badgley et al., 2010;
Nachtigall et al.,, 2013). Esses habitats extraentéricos sdo heterotérmicos
(temperaturas variaveis), em contraste com o trato gastrointestinal de animais
de sangue quente, em que a temperatura é relativamente constante. Além
disso, ha uma variedade de estressores ambientais que podem impactar
negativamente a sobrevivéncia dos micro-organismos nesses ambientes, tais
como radiacdo UV, salinidade, escassez de nutrientes e predacéo
(Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al., 2014). As fun¢des ecologicas de
enterococos em habitats extraintestinais podem estar relacionadas com a
decomposicdo da matéria organica, com a protecdo de plantas de agentes
patogénicos ou contribuir para a estabilidade da comunidade microbiana

(Byappanahalli et al., 2012).

Mais recentemente, o ecossistema marinho também tem sido alvo
de estudos envolvendo enterococos, por ser um ambiente ainda pouco
estudado e pelo alto potencial de abrigar novas espécies (Svec et al., 2005).
Grande parte dos estudos em aguas marinhas é motivada pela atencdo dada

aos enterococos como possiveis indicadores da qualidade de aguas (Ferguson
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et al., 2005; Bennani et al., 2012; Maraccini et al., 2012; Dada et al., 2013;
Ahmad et al., 2014). Apesar disso, ha poucos estudos envolvendo animais
marinhos. Layton et al. (2010) encontrou enterococos nas fezes de gaivotas,
focas e ledes-marinhos que habitavam/frequentavam a regido da Baia de Séo
Francisco (Califérnia, EUA). Barros et al. (2011) verificou a presenca de E.
faecium e E. faecalis em amostras fecais de uma espécie de peixe (Sparus
aurata) capturada no Oceano Atlantico, na costa de Portugal. Marinho et al.
(2013) também isolou E. faecium, E. hirae, E. faecalis e E. gallinarum de fezes

de equinodermos coletados de aguas de Acores, Portugal.

Em alimentos, os enterococos séo conhecidos como bactérias acido-
laticas (LAB), por serem anaerobios facultativos, quimio-organotréficos e com
metabolismo homofermentativo que resulta na producdo de L-(+)-acido-latico
como produto final predominante da fermentacdo da glicose. Dessa forma,
representam uma importante ferramenta na tecnologia de producdo de
alimentos fermentados porque contribuem no amadurecimento e no
desenvolvimento de sabor de muitos queijos, iogurtes e manteiga, por exemplo

(Girrafa, 2002; Franz et al., 2003; Teixeira et al., 2011).

Na industria alimenticia, também s&o utilizados como culturas
starter, probidticos (Franz et al., 2003; Gomes et al., 2010) e inibidores de
espécies patogénicas em alimentos, tais como Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, devido a producdo de bacteriocinas (Girrafa, 2002;
Morais et al., 2012; Nes et al., 2014). No entanto, 0s enterococos podem ser
indicadores de contaminacdo fecal na producdo e no processamento de

alimentos, bem como podem ser reservatérios de genes de resisténcia,
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capazes de se disseminarem na cadeia alimentar, contribuindo para a
propagacéao da resisténcia a antibioticos na populacdo humana (Fracalanzza et

al., 2007; Maietti et al., 2007; Riboldi et al., 2009; Prichula et al., 2013).

Estudos epidemioldgicos salientam que, pela sua natureza
oportunista, os enterococos tém emergido, a partir da década de 1970, como
patogenos associados a Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude — IRAS
(Murray et al., 1990; Mundy et al., 2000; Koch et al., 2004; Gales et al., 2009;
Bender et al., 2009; Higuita & Huycke, 2014). Estima-se que 0S enterococos
resistentes a vancomicina sejam responsaveis por cerca de 20.000 infeccbes
gue ocorrem entre pacientes hospitalizados, a cada ano, nos Estados Unidos,
sendo que cerca de 1.300 mortes sdo atribuidas a essas infecgcées (CDC,

2013).

Entre as espécies encontradas em infec¢cdes humanas, E. faecalis é
a mais frequente, representando mais de 90% dos isolados clinicos. A segunda
espécie mais frequente é E. faecium, sendo encontrada em cerca de 5% dos
isolados. Além dessas espécies, E. gallinarum, E. avium, E hirae, E.
casseliflavus, E. mundtii. E. durans, E. raffinosus, entre outras, também s&o
encontradas em amostras clinicas (Murray, 1990; Higashide et al., 2005;
d’Azevedo et al., 2006). E importante salientar que as espécies E. gallinarum e
E. casselaflavus, devido a presenca do gene vanC, sdo conhecidas por
apresentar resisténcia intrinseca a vancomicina, antimicrobiano utilizado como
uma das ultimas opcdes terapéuticas em casos de infeccbes causadas por
enterococos e outros cocos Gram-positivos (Teixeira & Merquior, 2013;

Lebreton et al., 2014). Em vista disso, tem-se considerado os Enterococcus
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como um dos principais géneros microbianos com elevado impacto clinico
(Magiorakos et al., 2010; Johansson & Rasmussen, 2013; CDC, 2013; Higuita

& Huycke, 2014).

2.4.4 Resisténcia antimicrobiana

Uma caracteristica marcante dos Enterococcus spp. € sua
resisténcia a diversos antimicrobianos usados comumente na clinica médica e
veterinaria. Essa resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca ocorre naturalmente, é codificada no cromossomo bacteriano e pode
estar presente na maioria dos enterococos ou particularmente em alguma
espécie. Ja a resisténcia adquirida € variavel e ocorre com aquisicdo de
elementos genéticos moveis de outras bactérias, tais como plasmideos e
transposons ou devido a mutacfes cromossomais espontaneas que podem
ocorrer no DNA bacteriano (Murray, 1990; Fisher & Phillips, 2009; Teixeira, et

al., 2011).

Os enterococos sdo intrinsecamente resistentes a cefalosporinas,
sulfonamidas, clindamicina, baixos niveis de [-lactamicos e de
aminoglicosideos. Contudo, podem adquirir resisténcia a muitos outros
antimicrobianos, tais como cloranfenicol, tetraciclinas, macrolideos,
estreptograminas, niveis elevados de aminoglicosideos e [-lactamicos,
glicopeptideos e quinolonas (Murray, 1990; Shepard & Gilmore, 2002a,

Teixeira, et al., 2011; CLSI, 2013; Kristich et al., 2014).
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A aquisicdo de resisténcia pode ocorrer em diferentes nichos,
inclusive no trato gastrointestinal dos animais, competindo com outras bactérias
que podem estar sob pressdo seletiva de niveis terapéuticos de
antimicrobianos (Mundy et al., 2000). Isolados de enterococos exibindo
resisténcia adquirida a diversos antimicrobianos tém sido descritos com
frequéncia em diferentes hospedeiros e locais (Poeta et al., 2005; d’Azevedo et

al., 2006; Gales et al., 2009, Bennani et al., 2012; Lebreton et al., 2013).

A resisténcia bacteriana pode ser causada por diversos fatores, tais
como a inativagdo do antibidtico por alteragcdes quimicas na molécula bioativa
(geralmente promovidas por enzimas bacterianas); modificacdo do sitio-alvo
que leva a perda de sensibilidade ao antimicrobiano; mudancas na bomba de
efluxo e na permeabilidade externa da membrana que promove a reducdo da
concentracdo do antimicrobiano sem sua modificacdo quimica (Guimaraes et
al., 2010; DebRoy et al., 2014). Dessa forma, o conhecimento dos mecanismos
bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia bacteriana é de grande
importancia para se compreender como a bactéria pode desenvolver a
resisténcia (Guimarées et al., 2010). Nesse sentido, serdo abordados a seguir
0s mecanismos de resisténcia dos enterococos frente a algumas classes de

antimicrobianos avaliadas neste estudo.

2.4.5 B-lactamicos

Os enterococos apresentam uma resisténcia relativa aos -

lactamicos, uma vez que a resisténcia varia entre as diferentes classes de
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betalactamicos e entre as espécies de enterococos. As penicilinas sdo os
representantes da classe com maior atividade contra enterococos (sendo a
ampicilina a substéancia mais ativa contra esse género), seguidas de
carbapenémicos e cefalosporinas, que apresentam menor atividade
antimicrobiana. A resisténcia frente aos B-lactamicos é adquirida pela producéo
de B-lactamases ou modificacdes estruturais nas PBP’s, tornando, assim, os
enterococos menos suscetiveis aos antimicrobianos dessa classe (Murray,

1990; Kristich et al., 2014).

2.4.6 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos apresentam efeito bactericida por ligarem-se
irreversivelmente a porcdo 16S rRNA da subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, impedindo o movimento do ribossomo ao longo do RNA e,
consequentemente, interrompendo a sintese de proteinas. Os enterococos séao
resistentes intrinsecamente a baixos niveis de aminoglicosideos, tais como
estreptomicina e gentamicina, que sao 0s principais antimicrobianos de amplo

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

A resisténcia intrinseca a baixos niveis de aminoglicosideos é
decorrente de uma diminuicdo na permeabilidade através da membrana
citoplasmatica do enterococos. Contudo, a associacdo do aminoglicosideo com
um antimicrobiano com acdo sobre a parede celular, glicopeptideo ou [3-

lactamico, resultara em um efeito sinérgico bactericida (Murray, 1990).
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Ja a resisténcia adquirida a altos niveis de estreptomicina e
gentamicina ocorre devido a producdo de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos, tais como fosfotransferases, nucleotidiltrasnferases e
acetiltransferases, que levam a perda do sinergismo e diminuem o efeito
bactericida no tratamento de infeccbes por enterococos (Shepard & Gilmore,

2002a; Kristich et al., 2014).

2.4.7 Glicopeptideos

Os antibidticos glicopeptidicos, vancomicina e teicoplanina tém se
tornado os farmacos de primeira linha no tratamento de infec¢des por bactérias
Gram-positivas com resisténcia a diversos antimicrobianos. A resisténcia a
esses glicopeptideos € um grave problema dentro de hospitais, visto que séo
uma das principais causas de aumento nos custos das internacfes e nos casos
de mortalidade (Cattoir & Leclercq, 2013; CDC, 2013; Kristich et al., 2014). Os
primeiros enterococos resistentes a vancomicina (VRE) surgiram no final da
década de 1980 na Europa e nos Estados Unidos (Cattoir & Leclercq, 2013).
No Brasil, o primeiro relato de VRE ocorreu na cidade de Curitiba. Desde
entdo, cepas com esse fendtipo tém sido descritas isoladas de diferentes
fontes (d’Azevedo et al., 2006; Fracalanzza et al., 2007; Riboldi et al., 2009;

Nachtigall et al., 2013).

Os glicopeptideos inibem a biossintese da parede celular bacteriana
pela ligacdo com o residuo dipeptidico terminal D-Ala-D-Ala das cadeias

peptidicas que constituem a parede celular (Guimardes et al., 2010). A
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resisténcia aos glicopeptideos ocorre devido a uma alteracdo no alvo de
ligacdo D-alanil-D-alanina por D-alanil-D-lactato (que produz niveis elevados de
resisténcia) ou para D-alanil-D-serina (que produz niveis baixos de resisténcia),
diminuindo, assim, a afinidade pelo glicopeptideo e interferindo no mecanismo

de acéo deste (Cattoir & Leclercq, 2013).

A resisténcia aos glicopeptideos em enterococos tem sido
classificada em nove fenétipos (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL,
VanM e VanN), sendo cada tipo associado a diferentes elementos génicos.
Entre os mais importantes, o fendtipo VanA é caracterizado pela resisténcia a
niveis elevados de vancomicina e teicoplanina, e o fendtipo VanB esta
associado a resisténcia em niveis variados de vancomicina e suscetibilidade a
teicoplanina. Ja o fendtipo VanC esta relacionado a resisténcia intrinseca, cujo
determinante tem localizacdo cromossémica e caracteriza resisténcia em niveis
baixos a vancomicina e suscetibilidade a teicoplanina. O fendtipo VanC pode
resultar da expressdo de quatro determinantes genéticos, vanCl, vanC2 e
vanC3, vanC4, sendo o primeiro caracteristico da espécie E. galllinarum;
enquanto os genotipos vanC2-C4 foram detectados em E. casseliflavus

(Teixeira & Merquior, 2013; Cattoir & Leclercq, 2013; Kristich et al., 2014).

2.4.8 Macrolideos

Os macrolideos atuam pela ligagdo com o RNA ribossomal 23S da
subunidade 50S, interferindo na elongacdo da cadeia peptidica durante a

translacéo e blogueando a biossintese de proteinas bacterianas (Murray, 1990;
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Guimardes et al., 2010). Os dois principais mecanismos de resisténcia
envolvendo isolados de enterococos resistentes a macrolideos séo o resultante
de modificacdo no sitio-alvo de acdo do antimicrobiano (devido a uma rRNA
metilase codificadas por genes erm) e um sistema de bomba de efluxo
mediada pela proteina ligada a membrana, codificada por genes mef (A/E) e

genes msr (Zou et al., 2011).

Plasmideos e transposons contendo genes de resisténcia a
eritromicina sdo comumente encontrados em enterococos. O gene mais
comum € o erm(B) que € amplamente distribuido em enterococos isolados de
humanos e animais, sendo responsavel por parte do fenotipo de resisténcia a
macrolideos-lincosamida-estreptogramina B nesses hospedeiros (Murray,

1990; Kristich et al., 2014).

2.4.9 Quinolonas

As quinolonas e as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e norfloxacina)
sao farmacos bactericidas muito utilizados no tratamento de infec¢bes do trato
urinario, uma vez que apresentam boa seletividade para células bacterianas.
As fluoroquinolonas agem inibindo a topoisomerase IV de bactérias Gram-
positivas; em bactérias Gram-negativas o alvo € a topoisomerase Il (DNA-
girase), topoisomerases essenciais para a viabilidade celular em células
procarioticas (Guimardes et al., 2010). A resisténcia as quinolonas pode
decorrer de mutacgdes pontuais nas sequéncias de DNA das enzimas (0 que

impede a ligacdo eficiente do antimicrobiano com a enzima), alteracdo da
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permeabilidade da membrana celular ou atuacdo de bombas de efluxos que
retiram a droga do interior da célula, impedindo a acdo do composto. Além
disso, um novo mecanismo de resisténcia as quinolonas foi recentemente
relatado, sugerindo que a presenca de proteinas da familia Qnr, cuja funcao
ainda ndo é muito clara, poderia estar protegendo as topoisomerases da acéo

das quinolonas (Kristich et al., 2014).

2.4.10 Cloranfenicol

O cloranfenicol liga-se a subunidade 30S do ribossomo e inibe o
movimento dos ribossomos ao longo do mRNA, devido a inibicdo da
peptidiltransferase, responsavel pela extenséo da cadeia peptidica (Guimaraes
et al., 2010). Nos enterococos, a resisténcia ao cloranfenicol esta relacionada,
principalmente, ao gene cat, presente no cromossomo ou em plasmideos, que
codifica a enzima cloranfenicol acetiltransferase que é capaz de acetilar um
grupamento hidroxila na molécula do antimicrobiano de forma a perder a

capacidade de ligacéo ao ribossomo (Murray, 1990).

2.4.11 Nitrofurantoina

A nitrofurantoina € utilizada comumente na prevencdo e no
tratamento de infec¢cdes do trato urinario. Além disso, devido ao seu amplo
espectro de acdo, também é adicionada a alimentacédo animal para prevenir e

tratar infeccbes gastrointestinais. Esse agente antimicrobiano age inibindo
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Varios mecanismos enzimaticos bacterianos, interferindo, assim, na sintese de

proteinas essenciais para o0 micro-organismo (Masunari & Tavares, 2006).

2.4.12 Tetraciclina

As tetraciclinas sao antimicrobianos bacteriostaticos de amplo
espectro e bastante eficazes frente a diversas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. As tetraciclinas inibem a sintese de proteinas por meio da
ligacdo com a subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a ligacdo do
aminoacil-tRNA ao ribossomo. Como resultado, a adicdo de novos aminoacidos
para o aumento da cadeia proteica € blogueada e a liberacdo de proteinas €
inibida (Guimarées et al., 2010). A resisténcia a tetraciclina pode ocorrer por
determinacdo cromossomal ou mediada por plasmideos e transposons.
Diversos genes tém sido associados a resisténcia a tetraciclina; os genes tet(K)
e tet(L) destacam-se pelo efluxo da droga através da membrana, e 0s genes
tet(M), tet(O) e tet(S) alteram a conformacgédo ribossomal, o que dificulta a
ligacdo do antimicrobiano com o seu sitio-alvo (Murray, 1990, Frazzon et al.,
2010).

Devido ao aumento de resisténcia bacteriana as tetraciclinas, o seu
uso tem diminuido. Contudo, o desenvolvimento recente de um derivado
semissintético que inibe a bomba de efluxo, a tigeciclina, indica o interesse

continuo nessa classe (Guimarées et al., 2010).
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2.4.13 Genes de viruléncia

Estudos tém identificado diferentes genes codificadores de proteinas
que podem desempenhar um papel fundamental na patogenicidade dos
enterococos e que lhes possibilitam uma vantagem seletiva sobre outros micro-
organismos, os chamados genes de viruléncia. Caracteristicas que determinam
viruléncia sado, entre outras, a aderéncia ao tecido do hospedeiro, a invasdo e a
formacdo de abscesso, a modulacéo da resposta inflamatodria e a secrecao de

produtos toxicos (Eaton & Gasson, 2001).

Os enterococos nao apresentam os potentes fatores de viruléncia
encontrados em muitas bactérias Gram-positivas patogénicas, tais como
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Entretanto, apresentam
caracteristicas importantes que contribuem para sua viruléncia e os tornam
efetivos patdgenos oportunistas com grande expressao e representatividade
nas areas meédica e veterinaria, na industria alimenticia e ambiental

(Fracalanzza, 2007).

Véarios fatores de viruléncia ja foram identificados no género
Enterococcus, presentes tanto no cromossomo bacteriano quanto em
elementos extracromossomais, como plasmideos e transposons. Entre as
principais moléculas associadas a viruléncia em enterococos estdo a citolisina,
a adesina de colageno, a gelatinase e a substancia de agregacao (Eaton &
Gasson, 2001; Coburn & Gilmore, 2003; Shankar et al., 2004; Medeiros et al.,
2013; Johansson & Rasmussen, 2013). Entre as espécies de enterococos, E.

faecalis apresenta a maior incidéncia de fatores de viruléncia, possuindo



38

multiplos determinantes de viruléncia, o que reforca a evidéncia da

patogenicidade (Medeiros, 2010).

2.4.14 Citolisina

A citolisina é uma toxina bacteriana com atividade hemolitica e
bactericida contra células procarioticas e eucarioticas. Codificada por um
operon composto de oito genes (cylLt, cylLs, cylA, cylB, cylM, cyll, cylR1 e
cylR2) que podem ser carreados por Vvarios plasmideos, responsivos a
feromonios, ou integrados ao cromossomo bacteriano (Coburn & Gilmore,

2003; Shankar et al., 2004; Hallgren et al., 2009; Medeiros et al., 2013).

Enterococos produtores de citolisina tém atividade citolitica sobre
células do hospedeiro, acarretando inibicdo dos leucadcitos e lise dos eritrocitos,
com consequente liberacdo de ions de ferro e outros nutrientes. A quantidade
de recurso disponivel acaba por influenciar as populacdes de micro-organismos
colonizadores e pode ser considerada uma caracteristica vantajosa as células
citoliticas em relacdo a isolados nao produtores da enzima (Golinska et al.,

2013).

2.4.15 Gelatinase

A gelatinase, codificada pelo gene gelE (cromossomal), € uma
protease, classificada como enzima metaloendopeptidase extracelular, capaz
de hidrolisar substratos como a gelatina, o colageno, a caseina, a hemoglobina

e outros pequenos peptideos biologicamente ativos (Eaton & Gasson, 2001;
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Fisher & Phillips, 2009). A gelatinase contribui na patogénese enterocdcica,
uma vez que degrada os tecidos do hospedeiro (para fornecimento de
nutrientes peptidicos para o0 microrganismo) e também pode auxiliar na

formacéao de biofilme (Marra et al., 2007; Fisher & Phillips, 2009).

2.4.16 Adesina de colageno

A adesina de colageno (Ace) € uma proteina envolvida na aderéncia
dos enterococos as células do hospedeiro, codificada pelo gene ace,
categorizada entre os componentes da superficie microbiana como da familia
de moléculas de matriz adesiva (do inglés Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules — MSCRAMM). A adesina de colageno
de E. faecalis foi o primeiro de trés MSCRAMMs que foram extensivamente
caracterizadas nos enterococos. Essa proteina reconhece e estabelece a
ligacdo a proteinas presentes em células do hospedeiro, como a laminina, o
colageno tipo | e tipo IV e a dentina. Dessa forma, a expressao do gene parece
contribuir para a patogénese de processos infecciosos ao facilitar a ligacéo
com a célula-alvo (Shepard & Gilmore, 2002b; Dunny et al., 2014; Hancock et

al., 2014).

2.4.17 Substéancia de agregacao

A substancia de agregacao (Agg) é uma proteina de superficie dos
enterococos, codificada por varios plasmideos responsivos a feromonios, que

auxilia na formacdo de agregados, facilitando a transferéncia de plasmideos,
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durante a conjugacao bacteriana. Estudos salientam também que a Agg pode
facilitar a translocagcédo de E. faecalis através do epitélio intestinal, mediar a
aderéncia as células epiteliais renais e a componentes da matriz extracelular,
bem como aumentar a sobrevivéncia em leucocitos polimorfonucleares e
macrofagos. Delecdes na regido N-terminal ou no dominio de RGD da Agg
resultaram numa reducéo significativa da viruléncia de E. faecalis em modelo
de endocardite (Submuth et al., 2000; Shepard & Gilmore, 2002b; Dunny et al.,
2014). Quatro plasmideos foram descritos como responséaveis pela codificagdo
da proteina Agg em E. faecalis (pAD1, pCF10, pAM373, pPD1), sendo que os
genes relacionados a esses plasmideos sao, respectivamente, asal, asclO,

asa373 e aspl (Camargo et al., 2008; Hancock et al., 2014).

2.4.18 Biofilmes

Biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas
aderidas a superficies bidticas ou abibticas envoltas por uma matriz de
substancias extracelulares produzidas pela prépria comunidade (O'Toole et al.,
2000). A adocao desse fendtipo alternativo proporciona aos micro-organismos
estratégias e mecanismos que podem facilitar e/ou prolongar sua sobrevivéncia

em diversos nichos ambientais (Kostakioti et al., 2013).

O processo de formacédo dos biofiimes envolve uma mudanca na
fisiologia do crescimento de células bacterianas planctonicas, as quais passam
a se organizar em comunidades onde a comunicacdo entre as ceélulas é

responsavel por coordenar a expressao de genes e a atividade metabdlica do
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biofilme (Dunny et al.,, 2014). Essa comunicacdo € realizada por moléculas
sinalizadoras que sdo produzidas em resposta a densidade populacional
bacteriana na comunidade. Esse mecanismo, que regula processos como
viruléncia, simbiose e transferéncia horizontal de genes, € conhecido como
quorum sensing e traz beneficios adaptativos para populacdes bacterianas

capazes de formar biofilme (Chen et al., 2007).

A capacidade de formar biofilme em enterococos € uma
caracteristica de viruléncia importante. A relevancia de biofilmes formados por
enterococos se deve, principalmente, ao fato da producdo de biofilme em
dispositivos médicos, tais como cateteres, proteses 0sseas, valvulas cardiacas,
por exemplo, promoverem e sustentarem infec¢des enterocdcicas, aumentarem
a resisténcia aos antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro (Sandoe et
al., 2003; Mohamed & Huang, 2007; Chuang-Smith et al., 2010; Tsikrikonis et

al., 2012).

A producao de biofiime € comum principalmente entre os isolados
clinicos de E. faecalis. Varios determinantes genéticos que desempenham um
papel importante na formacdo e na maturacdo dos biofilmes foram relatados
em isolados dessa espécie. Adesinas de superficie, tais como as proteinas
associadas a parede celular (Agg, Esp, Ace), autolisinas e glicolipideos,
predominam precocemente durante a fase de ades&o. Ja os polissacarideos, o
acido lipoteicoico, o DNA extracelular e as proteases contribuem para a
maturacdo do biofilme. Entretanto, fatores como a composicdo do meio, as
condicbes fisico-quimicas e o tipo de superficie utilizada para a formacéao de

biofilmes podem ter uma grande influéncia sobre sua formacédo (Mohamed &
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Murray, 2005; Tsikrikonis et al., 2012; Dunny et al., 2014). Dados sobre a
capacidade de formacdo de biofilme por enterococos de origem animal s&o
ainda escassos e, até o momento, ndo ha trabalhos publicados sobre a

producao de biofilme por Enterococcus isolados de animais marinhos.

2.4.19 PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

A eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis
— PFGE) € um meétodo de tipagem molecular que visa discriminar linhagens
bacterianas de uma mesma espécie, comparando caracteristicas genotipicas.
E utilizado tanto para estudos epidemiologicos de surtos hospitalares quanto na
comparacao da estrutura genética de populacdes bacterianas (Tenover et al.,

1995; Magalhaes et al., 2005; Teixeira & Merquior, 2013).

O DNA cromossomal bacteriano € incorporado em blocos de
agarose e digerido com enzimas de macrorrestricio ou corte raro, como a
Smal, que clivam o DNA em grandes fragmentos. Os fragmentos gerados séo
submetidos a eletroforese com alternancia de orientacdo de campo elétrico,
que permite a separacdo de fragmentos de elevado peso molecular.
Posteriormente, a analise dos fragmentos é realizada com o auxilio de
sistemas de imagem que avaliam a similaridade entre os padrbes de bandas

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

O desenvolvimento de sistemas de tipagem genética tem contribuido
para o rastreamento e a compreensao da disseminacdo de microrganismos em

diversos nichos, uma vez que esses sistemas tém como base as observacdes
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de que isolados de uma mesma espécie podem apresentar diferencas no DNA
decorrentes de eventos genéticos como mutacdes pontuais, insercoes,
delecdes e recombinacdes (Tenover et al., 1995). O PFGE é reconhecido como
padrao ouro para identificacdo de muitas linhagens fangicas, de protozoarios e
de bactérias, como os enterococos (Saeedi et al., 2002; Magalhaes et al., 2005;

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

O PFGE é utilizado para o estudo da disseminacao dos enterococos
em diferentes ambientes e hospedeiros, bem como para a compreensdo da
estrutura populacional, da evolucdo de linhagens multirresistentes e virulentas,
e da emergéncia e dispersao global de certos complexos clonais responsaveis
por surtos causados por enterococos (Camargo et al., 2008; d’Azevedo et al.,

2008; Teixeira & Merquior, 2013).

O PFGE tem sido aplicado também para o rastreamento de
contaminacdo fecal por linhagens de Enterococcus spp. em aguas recreativas
no Japao (Furukawa & Suzuki, 2013). Martines-Urtaza & Liebana (2005)
avaliaram a distribuicdo clonal e persisténcia de Salmonella no ambiente
marinho através de PFGE. Diversos estudos tém demonstrado que o PFGE &
uma técnica de tipagem molecular com alto poder discriminatorio e
reprodutibilidade. Além disso, uma grande vantagem dessa técnica baseia-se
no fato de ela analisar o genoma como um todo, diferente de outros métodos
de tipagem molecular (Tenover et al., 1995; Saeedi et al., 2002; Teixeira et al.,

2011; Furukawa & Suzuki, 2013).

Entretanto, existem certas limitagcbes na sua utilizacdo, tal como a

necessidade de equipamentos especializados e o0 preco elevado, o tempo
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prolongado para a obtencdo dos resultados e a ocorréncia de eventos
genéticos que poderiam gerar mudancas nos perfis de PFGE. Desse modo,
essa técnica ndo € recomendada para analises epidemioldgicas de periodos
prolongados (Tenover et al., 1995; Saeedi et al., 2002; Teixeira & Merquior,

2013).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Suabes cloacais de onze pinguins-de-magalhdes (Spheniscus
magellanicus) foram coletados de animais vivos e mortos, conforme a
autorizacdo préevia do SISBIO (n° 20185), do periodo de novembro de 2012 a
outubro de 2013. As aves foram encontradas durante os monitoramentos

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

O CECLIMAR esta localizado no municipio de Imbé (RS) e é
vinculado ao Instituto de Biociéncias da UFRGS. A equipe do CECLIMAR
desenvolve programas de extensdo que divulgam a comunidade informacdes
técnico-cientificas provenientes das pesquisas desenvolvidas na Universidade,
principalmente projetos ligados a educacao ambiental. Um desses programas €
0 monitoramento realizado pelo Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres e
Marinhos (CERAM), que consiste em percorrer periodicamente as areas que
compreendem a extenséo de Imbé a Torres e de Tramandai a Quintdo. A cada
semana, uma das areas € monitorada, com o intuito de registrar e/ou recuperar
os animais debilitados ou mortos na costa do Litoral Norte do Rio Grande do

Sul (CECLIMAR, 2015).
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3.2 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas conforme um protocolo (Apéndice A)
que recomenda alguns cuidados que foram adotados antes, durante e apos
cada coleta com o objetivo de preservar a integridade do material bioldgico.
Além disso, cada coleta foi realizada antes do tratamento dos animais com
qualquer tipo de racdo ou medicamento, uma vez que isso poderia influenciar

nos resultados.

Dessa forma, uma pequena quantidade de residuo fecal desses
animais foi coletada com um suabe estéril e armazenada em meios de cultivo
para transporte. Apos a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracéo e
encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental da UFRGS para

analises microbiolégicas posteriores.

A maioria das amostras foi coletada de animais vivos, com excecao
de duas, que foram obtidas de animais mortos sob grau de decomposicéo
Code 2 (Geraci, 2005). Segundo os parametros estabelecidos por Geraci
(2005) para analises microbiolégicas e moleculares, ha um total de 5 estagios
que devem ser considerados durante a coleta: o primeiro estagio (Code 1)
refere-se ao animal ainda vivo; no segundo estagio (Code 2), o animal esta
morto, mas se apresenta ainda fresco, com a carcaca intacta e com boa
aparéncia corporal; e, no estagio Code 3, o animal encontra-se com a carcaga
aparentemente intacta, contudo j4 apresenta sinais de decomposicdo, como
odor caracteristico, membranas mucosas secas, olhos afundados ou ausentes,
entre outras caracteristicas. No Code 4, o animal encontra-se em um estagio

de decomposicdo avancado; a carcaca pode estar intacta, entretanto,



47

apresenta danos severos e um odor muito forte; e, no Code 5, praticamente sé
resta o esqueleto, o que restringe muito os estudos sobre o historico de vida do

animal.

3.3 Processamento das amostras: selecdo e isolament o de

enterococos

Os suabes contendo amostras fecais dos 11 pinguins-de-magalhées
foram processados no Laboratorio de Microbiologia Ambiental do
ICBS/UFRGS. A metodologia empregada para a selecdo e o isolamento de
bactérias pertencentes ao género Enterococcus foi baseada em meios

preconizados por Teixeira et al. (2011).

Primeiramente, os suabes foram mergulhados em tubos contendo 10
mL de meio Caldo Azida Dextrose (Azida Dextrose Broth, Himedia®, india), os
quais foram incubados em estufa por 24 horas, a 37 °C, sob agitacdo (100
rpm). A partir desses tubos, foram realizadas diluicbes seriadas em solucao
salina 0,85% (107 a 107%), e 100 yL de cada uma destas seis diluicdes foram
plagueados, em triplicata, em &gar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI - Brain
Heart Infusion, Himedia®) acrescido de 6,5% de Cloreto de Sédio (NaCl -

Nuclear®), sendo incubadas a 37 °C, por 24 horas.

ApOs o periodo de incubacédo, trinta unidades formadoras de
colénias (UFC) foram selecionadas, aleatoriamente, conforme metodologia
recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 1998).

Posteriormente, essas culturas foram submetidas aos testes preliminares de
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caracterizacdo morfofisioldgica para a identificacdo quanto ao género dessas
bactérias, tais como verificacdo da capacidade desses isolados de hidrolisar a
esculina em presenca de sais biliares, producdo da catalase, crescimento a 45
°C e observacdao das caracteristicas morfotintoriais em esfregacos corados pelo

método de Gram.

3.4 Hidrdlise da esculina na presenca de sais bilia  res

As trinta colbnias isoladas, inicialmente, de cada amostra, foram
inoculadas em meio agar Bile Esculina (Bile Esculin Agar, Himedia®) e
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Somente os isolados que apresentaram
capacidade de hidrolisar esculina na presenca de sais biliares (colbnias
enegrecidas) foram selecionados e preservados em agar BHI para estudos

posteriores.

3.5 Producéo da enzima catalase

A producdo da enzima catalase foi verificada a partir de uma
suspensao espessa do microrganismo depositada sobre uma gota de peréxido
de hidrogénio (H202 - Lifar®) a 3% (v/v). A auséncia de formagdo de bolhas,
que seriam resultantes da hidrolise da H202 pela acdo da enzima catalase
produzida pelo microrganismo, foi indicativo de reacdo negativa caracteristica

dos enterococos.
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3.6 Analise microscopica das células bacterianas

A identificacdo presuntiva dos isolados bacterianos foi realizada com
a verificacdo das caracteristicas morfotintoriais em esfregacos corados pelo
meétodo de Gram. Essa técnica foi realizada com o objetivo de verificar se as
bactérias isoladas eram cocos Gram-positivos, isolados, aos pares ou em

cadeias curtas — caracteristico do género Enterococcus.

Os isolados foram inoculados em agar BHI (Himedia®), incubados a
37 °C, por 24 horas e, a partir dessas colonias, foram preparadas suspensdes
bacterianas em solucdo salina 0,85%, com as quais foram preparados
esfregacos em laminas de vidro. Apds coloracao pelo método de Gram, foram
observadas as caracteristicas morfotintoriais das células ao microscopio 6ptico

com auxilio de objetiva de 100X (imersao).

3.7 Preservacéo dos isolados bacterianos

Apés a caracterizacdo presuntiva quanto ao género Enterococcus,
as bactérias foram inoculadas em agar BHI (Himedia®) e incubadas a 37 °C
durante 24 horas. A partir desse crescimento bacteriano, foram preparadas
suspensdes bacterianas em solucdo contendo 10% de Skim Milk (Difco
Laboratories, Detroit, MI, USA) e glicerol (Vetec®) a 10% (v/v), e cada isolado

foi armazenado em criotubos a — 20 °C para analises moleculares posteriores.
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3.8 Extracdo do DNA bacteriano

O DNA total de todos os isolados bacterianos foi obtido conforme
Pinto et al. (2013). As amostras bacterianas foram cultivadas em agar BHI
(Himedia®), durante 24 horas a 37 °C, e removidas da superficie do agar com
auxilio de alca bacteriolégica (1 uL) estéril, transportadas para microtubos com
200 ml da solug&o contendo 5% da resina Chelex 100 (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA) e 2 yL de proteinase K 20 mg/ml (Invitrogen®, Life Technologies,
Carlsbad, CA). Apés homogeneizacao, os tubos foram incubados a 56 °C por 1
hora, seguido de incubacdo a 95 °C durante 10 minutos. As solucdes foram
centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para todas as reacbes de PCR

subsequentes.

3.9 Confirmacao do género Enterococcus por PCR

Os estudos moleculares de confirmacédo do género foram realizados
por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para verificar a presenca
do gene tuf, de acordo com protocolos adaptados de Ke et al. (1999). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo do gene tuf estdo

descritos na Tabela 2.

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagfes de PCR género-especifico

(tuf).

Oligonucleotideos Produto

iniciadores Sequéncia (5’- 3") (pb) Referéncia

Ent_1 TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G 112 Ke et al.

Ent_2 AAC TTC GTC ACC AAC GCG AAC (1999)
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A reacdo da PCR para o gene tuf foi realizada em volume total de 25
UL, contendo 1x de tampéo de reacdo da Taq (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz
(Invitrogen®), 200 yM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 100 ng de DNA e &agua deionizada estéril para completar o

volume (MilliQPlus, Millipore®).

A reacéo foi incubada em termociclador LifePro Thermal Cycler nas
seguintes condi¢des: desnaturacéo a 95 °C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 54 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto; e extensao final a 72 °C por 7
minutos. As cepas E. faecalis ATCC 29212 e E. faecium SS1274 foram
utilizadas como controles positivos durante as reac¢des. O amplicon esperado
com tamanho de 112 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corados com solucdo de brometo de etidio (Ludwig Biotecnologia) e

visualizados sob luz ultravioleta.

3.10 Identificacédo das espécies de Enterococcus spp.
por PCR convencional

A identificacdo molecular dos enterococos foi realizada por PCR
convencional, primeiramente, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores
espécie-especificos para identificar algumas das espécies de enterococos mais
frequentemente relatadas na literatura em amostras ambientais: Enterococcus

faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus e Enterococcus
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gallinarum. As espécies que ndo foram passiveis de identificacdo por meio
dessas reacdes foram identificadas, posteriormente, com base em testes
fisioloégicos e reacbes com oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos

para as espécies Enterococcus hirae e Enterococcus mundtii.

As reacdes da PCR foram otimizadas para um volume total de 25
UL, contendo 1x de tampéo de reacédo da taq (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2
(Invitrogen®), 200 yM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen®), 100 ng de DNA e &agua deionizada estéril para completar o
volume (MilliQPlus, Millipore®). Os oligonucleotideos iniciadores espécie-
especificos utilizados para as reacfes com suas respectivas sequéncias,
tamanhos dos fragmentos gerados, temperaturas de anelamentos e referéncias

consultadas estado listados na Tabela 3.

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

Ohgigir::lij;é%cﬁggefs Sequéncia (5'- 3) (Ié) Pr?st?)to Referéncia
EM1 A TTGAGGCAGACCAGATTGACG 56 658 Cheng et al.
EM1 B TATGACAGCGACTCCGATTCC (1997)

DD13 CACCTGAAGAAACAGGC 54 475 Depardieu et
DD3-2 ATGGCTACTTCAATTTCACG al.(2004)
CA1l TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 50 288 Jackson et
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG al. (2004)
HiR1 TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA 58 180 Kfzgfé g;)al-
HiR2 TATTGATAAGCTAATGCAAGCGC Este estudo
GAl TTACTTGCTGATTTTGATTCG 50 173 Jackson et
GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG al. (2004)
MU1 CAGACATGGATGCTATTCCATCT 64 08 Jackson et
MU2 GCCATGATTTTCCAGAAGAAT al. (2004)

1Enterococcus faecium (EM1_A e EM1_B), Enterococcus faecalis (DD13 e DD3-2), Enterococcus casseliflavus (CA1l e
CA2), Enterococcus hirae (HiR1 e HiR2), Enterococcus gallinarum (GAl e GA2) e Enterococcus mundtii (MUL1 e MU2).
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Os produtos foram amplificados em termociclador LifePro Thermal
Cycler nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94 °C por 5 minutos
seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento (a
temperatura variou para cada espécie, conforme Tabela 3) por 1 minuto e
extensdo a 72 °C por 1 minuto; e extenséo final a 72 °C por 10 minutos. Cepas-
padrao e isolados identificados em trabalhos anteriores por sequenciamento da
regido 16S (Santestevan, 2014) foram utilizadas como controles para as
seguintes reacOes: E. faecalis ATCC 29212, E. faecium SS 1274, E.
casseliflavus 1887, E. gallinarum RS-64, E. hirae C10 e E. mundtii J5. Os
amplicons esperados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com solucdo de brometo de etidio (Ludwig Biotecnologia) e

visualizados sob luz ultravioleta.

3.11 Caracterizagéo fenotipica de isolados ndo iden tificados

Os isolados nado identificados pela técnica de PCR foram
caracterizados presuntivamente em nivel de espécie por testes fisioldgicos
convencionais seguindo as recomendacfes propostas no Manual of Clinical
Microbiology (Teixeira et al., 2011). Esses ensaios incluiram testes para
verificar a capacidade dos isolados de produzir acidos a partir de diversas
fontes de carboidratos (L-arabinose, manitol, metil-a-D-glicopiranosideo (MGP),
D-rafinose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose), utilizar piruvato, hidrolisar
arginina, tolerar o telurito de potassio, produzir pigmento e a motilidade. As

cepas E. faecalis ATCC 29212, E. faecium SS 1274, E. casseliflavus 1887, E.
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gallinarum RS-64, E. hirae C10 e E. mundtii J5 foram utilizadas como controle

para os testes.

3.12 Fermentacédo de carboidratos

Os testes para a verificagcdo da producdo de acidos pela utilizagdo
de carboidratos, L-arabinose, manitol, metil-a-D-glicopiranosideo (MGP), D-
rafinose, sacarose, D-sorbitol e D-sorbose foram realizados em tubos. Cada
tubo continha o meio teste composto por agua peptonada, 0,1% de solucéo
alcodlica do indicador de pH purpura de bromocresol (Mallinckrodt®) e 1% do
carboidrato a ser testado: L-arabinose (Sigma-Aldrich®), Manitol (Nuclear®),
MGP (Sigma-Aldrich®), D-rafinose (Vetec®), Sacarose (Vetec®), D-sorbitol
(Difco® Laboratories) ou L-sorbose (Sigma-Aldrich®). O pH das solugées foi
aferido antes da inoculacdo dos micro-organismos, sendo mantido na faixa de

7,2-17,6.

Os ensaios foram realizados com cultivos recentes dos isolados em
agar BHI (Himedia®), obtidos ap6s incubacdo a 37 °C, por 24 horas, com 0s
quais foram preparadas suspensdes bacterianas em solucdo salina 0,85%
esterilizada, com turbidez semelhante a da solucdo padréo 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL). Cem microlitros de cada suspenséo
bacteriana foram inoculados nos tubos contendo os meios testados, e estes
foram incubados a 37 °C por 7 dias. Diariamente, realizaram-se as leituras e as
interpretacdes, observando-se alteracdo de cor dos meios testados devido a

mudanca de pH. A mudanca da coloracédo purpura para amarelo, indicando a
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acidificacdo do meio pela fermentacdo do carboidrato, foi considerada como

reacao positiva.

3.13 Utilizac&o do piruvato de sddio

A utilizacédo do piruvato de sodio foi verificada inoculando-se 100 uL
de cada suspenséo bacteriana em tubos contendo 1% de triptona (BD®), 0,5%
de extrato de levedura (Himedia®), 0,5% de K2HPOas (LabSynth®), 0,5% de
NaCl (Dinamica® Quimica Contemporanea Ltda.), 1% de piruvato de sdédio
(Nuclear®) e 0,01% do indicador de pH azul de bromotimol. O pH da solugéo foi
aferido para 6,8 antes da inoculacdo dos micro-organismos. Os tubos foram
incubados a 37 °C e realizaram-se as leituras e as interpretacdes por 7 dias.
Os isolados positivos para a utilizacdo do piruvato apresentaram coloracéo

amarela e os negativos mantiveram a coloracdo purpura.

3.14 Hidrdlise da arginina

A hidrolise da arginina foi verificada com a utilizacdo do meio
Decarboxylase Base Moeller (peptona de carne 0,5%, extrato de levedura 3% e
glicose 1%) acrescido de 1% de L-arginina (Sigma-Aldrich®) e indicador de pH
purpura de bromocresol (Mallinckrodt®). O pH das solucdes foi aferido antes da
inoculacdo dos micro-organismos para uma faixa de 7,2 — 7,6. Cem microlitros
de cada suspensdo bacteriana (aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL) foram
inoculados nos tubos contendo o meio, e foi adicionada uma camada de cerca

10 mm de 6leo mineral estéril (Proquimios®). Os tubos foram incubados a 37
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°C por sete dias. A manutencéo da coloracdo purpura, inicialmente observada
no meio, indicou reacdo positiva, devido a alcalinizacdo do meio, em
decorréncia da hidrélise do substrato proteico; o controle negativo (sem
arginina) apresentou uma coloracdo amarela decorrente da acidificacdo do

meio pelo consumo de glicose.

3.15 Tolerancia ao telurito de potassio

A tolerancia ao telurito de potassio foi observada inoculando-se o
isolado a ser testado em agar Mueller-Hinton (Acumedia®, Neogen, Michigan)
acrescido de 0,04% de telurito de potassio (Sigma-Aldrich®), que sé foi
adicionado ao meio apés a autoclavagem, pois é termolabil. Apds incubacéo
durante 24 horas a 37 °C por até 7 dias, o aparecimento de colbnias

enegrecidas na superficie do meio indicou reagao positiva para o teste.

3.16 Producao de pigmento

A producdo de pigmento foi observada em culturas semeadas em
agar BHI (Himedia®), utilizando-se um suabe para observar a presenca de
coloracdo amarela das colonias consideradas positivas. Como controle

positivo, foi utilizada a cepa E. casseliflavus 1887.
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3.17 Motilidade

O teste para verificacdo da motilidade foi realizado inoculando-se as
amostras bacterianas com o auxilio de agulha bacteriologica em meio
semissolido SIM Medium (Himedia®), seguido de incubacdo a 37 °C por 24
horas. A observacdo de um crescimento difuso, radiando-se fora da linha
central de inoculacéo, indicou resultado positivo. Como controle positivo, foi

utilizada a cepa E. casseliflavus 1887.

3.18 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de todos os isolados
foi avaliado por meio do teste de disco-difusdo em agar, seguindo-se as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI,
2013). Os ensaios foram realizados com cultivos dos isolados em agar BHI
(Himedia®) obtidos ap6s incubagédo a 37 °C, por 24 horas, com os quais foram
preparadas suspensfes bacterianas em solucdo salina a 0,85% esterilizada,
com turbidez semelhante a da solucdo padrdo 0,5 de McFarland

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

As suspensdes foram semeadas, com o auxilio de suabes
esterilizados sobre a superficie das placas contendo agar Mueller-Hinton
(Acumedia®) para obter-se um crescimento uniforme e confluente. Em seguida,
sobre a superficie dos meios inoculados, foram colocados os discos, com 0
auxilio de uma pinca bacteriologica previamente esterilizada, contendo os

seguintes antimicrobianos: ampicilina — AMP (10ug), ciprofloxacina — CIP (5ug),
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cloranfenicol — CLO (30ug), eritromicina — ERI (15ug), nitrofurantoina — NIT
(300ug), norfloxacina — NOR (10ug), tetraciclina — TET (30ug), vancomicina —
VAN (30ug) (Sensifar®, Cefar Diagnostica Ltda). Para deteccdo de niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos (HLR-A), foram utilizados discos
de estreptomicina — EST (300 pg) e gentamicina — GEN (120 pg) (Sensifar®,

Cefar Diagnostica Ltda).

ApOs incubacéo por 24 horas, a 37 °C. foram realizadas leituras e
interpretacbes dos diametros dos halos de inibicdo, segundo as
recomendacdes do CLSI (2013). Para controle de qualidade dos testes de
suscetibilidade, foram utilizadas as seguintes amostras-padrao: Staphylococcus

aureus ATCC 25923 e E. faecalis ATCC 29212.

3.19 Deteccéo dos genes tet(L), tet(M) e erm(B) relacionados
a resisténcia bacteriana, a tetraciclina e a er itromicina

A investigacdo da presenca de determinantes genéticos que
codificam resisténcia a tetraciclina [genes tet(L) e tet(M)] e a eritromicina [gene
erm(B)] foi realizada somente nos isolados que apresentaram nao-
suscetibilidade a esses antimicrobianos. A deteccdo dos genes foi realizada
atraves da técnica de PCR, de acordo Frazzon et al. (2010). As sequéncias dos

oligonucleotideos iniciadores estdo descritas abaixo.
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TABELA 4. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacdes de PCR e tamanhos dos
fragmentos gerados para tet(M), tet(L) e erm(B).

Ol|g_0r_1u_cleot|deos Sequéncia (5- 3') Produto Referéncia
iniciadores (pb)

tet(M)_F GTT AAATAG TGT TCT TGG AG 657 Aarestrup et
tet(M)_R CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA al. (2000)
tet(L)_F ACT CGT AAT GGT GTAGTT GC 625 Frazzon et al.
tet(L)_R TGT AAC TCC GAT GTT TAACAC G (2010)
erm(B) 1 GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA Sutcliffe et al.
erm(B) 2 AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC 639 (1996)

As reacdes foram otimizadas para um volume total de 25 pL
contendo 1x de tampdo de reagdo da Tag (Invitrogen®), 1,5 mM de MgClz
(Invitrogen®), 200 yM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (tet(M) — Bioneer®; tet(L) — IDT®; erm(B) — Bioneer®),
1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e agua deionizada
estéril para completar o volume (MilliQPlus, Millipore®). Os produtos foram
amplificados em termociclador LifePro Thermal Cycler nas seguintes

condigobes:

a) Para o gene tet(M): 5 minutos a 94 °C; 30 ciclos de 1 minuto a 94
°C, 1 minuto a 54 °C e 1 minuto a 72 °C; e 10 minutos a 72 °C

(Aarestrup et al., 2000).

b) Para o gene tet(L): 5 minutos a 94 °C; 30 ciclos de 1 minuto a 94
°C, 1 minuto a 58 °C e 1 minuto a 72 °C; e 10 minutos a 72 °C

(Frazzon et al., 2010).

c) Para o gene erm(B): 3 minutos a 93 °C; 35 ciclos de 1 minuto a
93 °C, 1 minuto a 57 °C e 1 minuto a 72 °C; e 5 minutos a 72 °C

(Sutcliffe et al., 1996).
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Como controle positivo para a presenca dos genes testados, foi
utilizado o isolado E. faecalis 612 oriundo de estudo anterior (Medeiros, 2011).
Os amplicons esperados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com solucdo de brometo de etidio (Ludwig Biotecnologia) e

visualizados sob luz ultravioleta.

3.20 Deteccéo de genes de viruléncia gelE, cylA, ace e asa

A presenca dos genes de viruléncia, cylA (citolisina), gelE
(gelatinase), ace (adesina de colageno) e asa (substancia de agregacéao) foram
avaliados em todos os isolados bacterianos, conforme Medeiros (2011). As

sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores estao descritas na Tabela 5.

TABELA 5. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para as reacdes de PCR e tamanhos dos
fragmentos gerados para cylA (citolisina), gelE (gelatinase), ace (adesina de colageno) e asa
(substancia de agregacéao).

OI|gpnqcIeot|deos Sequéncia (5- 3") Produto Referéncia

iniciadores (pb)

cylA TE17 TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT =17 Eaton & Gasson

cylA _TE18 TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA (2001)

gelE_TE9 ACC CCG TAT CAT TGG TTT 419 Eaton & Gasson

gelE_TE10 ACG CAT TGC TTT TCC ATC (2001)
ACE1 AAA GTA GAA TTA GAT CAC AC o Mannu et al.
ACE2 TCT ATC ACATTC GGT TGC G (2003)
asa_F GAT ACA AAG CCAATG TCGTTCCT 101 Shepard &
asa_R TAA AGA GTC GCC ACG TTT CAC A Gilmore (2002)

As reacoes foram otimizadas em 25 pL de volume total e continham
1x de tampéo de reagdo da Tag (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl2 (Invitrogen®),
200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo

iniciador (gelE — Invitrogen®; cylA, ace e asa — IDT®), 1U de Tag DNA
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polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA e &gua deionizada estéril para

completar o volume (MilliQPlus, Millipore®).

Os produtos foram amplificados em termociclador LifePro Thermal
Cycler nas seguintes condi¢gdes: desnaturacéo a 94 °C por 5 minutos, seguidos
de 30 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 56 °C por 1
minuto, extensao a 72 °C por 1 minuto e extensao final a 72 °C por 10 minutos.
Controles positivos, oriundos de trabalhos anteriores, para a presenca dos
quatro genes foram utilizados: E. faecalis 623 e 1233 (Medeiros, 2011). Os
produtos de PCR foram analisados em gel de eletroforese com 1,5% de
agarose, corados com solucdo de brometo de etidio (Ludwig Biotecnologia) e

visualizados sob luz ultravioleta.

3.21 Deteccado da enzima gelatinase

A atividade da enzima gelatinase (GelE) foi avaliada em todos os
enterococos conforme protocolos adaptados de Marra et al. (2007) e Medeiros
(2011). Colbnias cultivadas em placas de meio agar BHI (Himedia®), a 37 °C
por 24 horas, foram inoculadas com o auxilio de agulha bacteriolégica em
tubos contendo 4 mL de BHI caldo (Himedia®) com gelatina 4% (Labsynth), a
37 °C durante 24 horas. Posteriormente, os tubos foram refrigerados a 4 °C por
30 minutos. Apdés esse periodo, as amostras que apresentaram 0 meio
liquefeito foram consideradas positivas e as demais foram incubadas,
novamente, durante 5 dias, a 37 °C. Por fim, as amostras em que 0 meio

permaneceu solido foram consideradas negativas para a gelatinase.
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3.22 Avaliacdo da capacidade de formacao de biofim e

Todas as bactérias foram avaliadas em relagédo a sua capacidade de
formacado de biofilme de acordo com protocolo adaptado de Stepanovic et al.
(2000). Inicialmente, os isolados bacterianos foram inoculados em placas
contendo agar BHI (Himedia®) e incubados por 18 horas a 37 °C. Apés o
crescimento, as colbnias foram ressuspendidas em solucdo salina 0,85% e
ajustadas conforme escala de 0,5 de McFarland. Vinte microlitros dessa
suspensao bacteriana foram inoculados em cada poco da microplaca de
poliestireno estéril com 96 pocos (Nest Biotech, USA), previamente preenchida
com 180 pL de caldo Triptona de Soja (TSB — Tryptone Soya Broth, Himedia®)
acrescido de 1% de glicose (Vetec®). A primeira coluna de cada microplaca foi
inoculada com o controle positivo (Staphylococcus epidermidis ATCC 35984),
seguido de um controle negativo (contendo somente 200 uL de caldo TSB
acrescido de 1% de glicose) e, nos demais pocos, 0s isolados avaliados. Para
cada isolado foram utilizados 8 pocos (1 coluna) da placa de 96 pocos.

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

Apos esse periodo de incubacéo, o caldo TSB contendo crescimento
bacteriano foi descartado. Em seguida, foi realizada a lavagem dos po¢os com
200 pL de solucédo salina 0,85% estéril (sendo essa etapa repetida por trés
vezes) para a retirada das células planctonicas. Posteriormente, a microplaca
foi invertida sobre papel absorvente a fim de secar os poc¢os e, na sequéncia,
as placas foram fixadas com 150 pL de metanol P.A. (Vetec®) durante 20
minutos. Transcorrido esse tempo, a microplaca foi invertida e mantida em

temperatura ambiente para secagem por 16 horas.
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Posteriormente, a microplaca foi corada com 150 pL de Cristal
Violeta (Nuclear®) a 0,5% durante 15 minutos. O excesso de corante foi
retirado invertendo-se a microplaca e, posteriormente, ela foi lavada com agua
corrente. A microplaca corada foi, entdo, ressuspendida com 150 pL de etanol
95% (Vetec®) e mantida em repouso por 30 minutos. Apds esse periodo, foi
realizada a quantificacdo do biofilme. A densidade O&ptica dos biofilmes
bacterianos foi quantificada com o auxilio de um espectrofotdmetro com leitor
de microplacas (Celer — Polaris) utilizando-se comprimento de onda de 492 nm.
A classificacéo foi estabelecida de acordo com a densidade Optica, seguindo-se

0 padrao demonstrado por Stepanovic et al. (2000).

3.23 Célculo para determinacdo do grau de formacéao do

biofilme

Os isolados bacterianos foram classificados em quatro categorias,
de acordo com sua capacidade de formacao de biofilme: ndo formador, fraco
formador, moderado formador e forte formador (Stepanovic et al., 2000). O
ponto de corte da densidade 6ptica (ODc) foi determinado como trés desvios-
padrées acima da meédia de OD do controle negativo. Calculou-se a

capacidade de formacéo de biofilme dos isolados conforme descrito abaixo:

OD =< ODc N&o formador (N.F)
ODc<0OD<2x0Dc Fraco formador (FR)
2xXx0ODc<OD<4x0Dc Moderado formador (M)

4x0ODc<OD Forte formador (F)
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3.24 Andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA crom  ossdémico
por eletroforese em campo pulsado (PFGE)

O DNA cromossomico dos isolados bacterianos foi analisado apoés
extracdo, tratamento enzimatico e separacdo dos fragmentos gerados por
eletroforese em campo pulsado (PFGE). A técnica de PFGE foi realizada de

acordo com protocolos adaptados de Pinto et al. (2013).

As amostras bacterianas foram cultivadas em agar BHI (Himedia®)
por 24 horas a 37 °C. ApOs esse periodo, uma coldnia bacteriana foi retirada da
placa com o auxilio de uma alca bacterioldgica estéril e inoculada em um
microtubo contendo 1 mL de caldo BHI (Himedia®), por 8 horas
a 37 °C. Na sequéncia, essa suspensédo bacteriana foi centrifugada (3000 rpm
por 10 minutos) e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 300 uL de
tampdo PIV [NaCl 1M, Tris HCI 10mM (Vetec®) pH 7,6] foi adicionado ao
precipitado e foi realizada a centrifugacdo (3000 rpm por 10 minutos)
novamente (essa etapa foi repetida por trés vezes). Depois disso, 300 pL de
agarose de baixa temperatura de fusao (Invitrogen®) a 1,8% em tampéao PIV
foram adicionados a suspensdo. Apo0s homogeneizacdo, o material foi

distribuido em moldes para a elaboracéo dos blocos.

Apos solidificacdo, os blocos de agarose, contendo as células
bacterianas, foram submetidos ao tratamento com solucao de lise [6 mM Tris-
HCI (Vetec®) pH 7,6; 1 M NaCl (Vetec®), 100 mM EDTA (Vetec®) pH 7,5; 0,5%
(p/v) de Brij 58 (Sigma-Aldrich®), 0,5% (p/v) de lauril sarcosinato de sédio

(Sigma-Aldrich®), 0,2% de desoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich®), 1 mg/mL de
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lisozima (Sigma-Aldrich®) e 10 U/mL de mutanolisina (Sigma-Aldrich®)] e
incubados por 18-24 horas a 37 °C, sob agitacdo. Posteriormente, essa
solucdo foi substituida pela solucdo ESP [0,5M EDTA (Vetec®), pH 8,0; 1%
(p/v) lauril sarcosinato de soédio (Sigma-Aldrich®), 0,1 mg/mL proteinase K
(Sigma-Aldrich®)], incubando-se por 1 hora a 50 °C. Ap6s esse periodo de
incubacdo, repetiu-se mais uma troca de solucdo ESP e o material foi
novamente incubado nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. A partir
dessa etapa, um dos blocos de agarose (plug) foi imediatamente preparado

para a digestao enzimatica.

O plug escolhido foi lavado com 2 mL do tampé&o TE [10 mM Tris-
HCIl pH 7,6; 0,1 mM EDTA (Vetec®)] por seis vezes (uma vez a cada 20
minutos) e os plugs restantes foram mantidos a 4 °C para repeticbes, caso
necessario. Depois disso, o plug foi tratado com o tampéo especifico da enzima
de restricdo durante 30 minutos a 25 °C, para equilibrar a solucéo, e, apos esse
periodo, foi incubado com 20 U da endonuclease de restricdo Smal (Quatro G.
Ltda.), preparada em seu proprio tampdo de acordo com as instru¢cdes do
fabricante e incubada durante 2 horas a 25 °C. O bloco de agarose contendo o
DNA cromossoémico foi fundido a 72 °C e aplicado nos pocos do gel de corrida,
preparado com 1,2% (p/v) de agarose (Agargen) em tampdo TBE (Sigma-
Aldrich®) 0,5 X (pH 8,4). Padrdes de massa moleculares conhecidos de
Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs) foram utilizados para
avaliar o tamanho dos fragmentos de DNA no primeiro e no ultimo pocos do

gel.
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Os fragmentos de restricdo foram separados em um sistema de
eletroforese em campo pulsado utilizando-se o CHEF DR Il (Bio-Rad),
programado para dois blocos diferentes de corrida com o0s seguintes

parametros conforme Saeedi et al. (2002):

Bloco 1: pulso inicial de 5 segundos e final de 35 segundos,
gradiente de voltagem 6 V/cm, temperatura de 14 °C e tempo de corrida de 20

horas.

Bloco 2: pulso inicial de 5 segundos e final de 10 segundos,
gradiente de voltagem 6 V/cm, temperatura de 14 °C e tempo de corrida de 4

horas.

O gel foi corado em solucdo de brometo de etideo (Ludwig
Biotecnologia) 0,5 pg/mL e observado em um transiluminador (Molecular
Imager®, Gel Doc™ XR+ With Image Lab™ Software, Bio-Rad) sob luz UV e

fotografado.

A analise dos perfis de fragmentacdo das amostras foi realizada pela
inspecéo visual; a analise automatizada foi realizada com auxilio do programa
“Bionumerics”, Versdo 7.1 (Applied Maths, Belgium). Os percentuais de
similaridade dos perfis de fragmentacdo foram estimados pelo Coeficiente de
Dice. Foram gerados dendrogramas utilizando-se o método UPGMA
(Unweighted Pair Method Using Arithmetic Averages) com otimizacao de 0,5%

e tolerancia de 1%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Enterococcus spp. isolados a partir de amostras
fecais de pinguins-de-magalhaes

O pinguim-de-magalhaes (Spheniscus magellanicus) é a espécie de
pinguim mais abundante nas regides temperadas; apesar disso, enfrenta sérias
ameacas e encontra-se, atualmente, em declinio populacional (Birdlife, 2015;
IUCN, 2015). Por tratar-se de uma espécie migratoria, tanto animais jovens
quanto adultos abandonam as suas col6énias apos o periodo de muda e
reproducdo e se deslocam por correntes oceanicas a procura de alimento

(Mader et al., 2010; CECLIMAR, 2015).

Em virtude disso, entre os meses de marco e setembro, 0s pinguins
seguem as aguas mais frias e ricas em nutrientes da corrente das Malvinas e,
consequentemente, muitas dessas aves atingem as aguas da plataforma
continental do sul do Brasil (Putz et al., 2007; Mader et al., 2010; CECLIMAR,
2015). Dessa forma, muitos pinguins-de-magalhdes sao encontrados no Litoral

Norte do RS, como foi evidenciado neste trabalho.

Conforme dados do CECLIMAR a respeito das amostras (Tabela 6),
0s pinguins-de-magalhdes avaliados neste estudo foram encontrados no Litoral

Norte do Rio Grande do Sul, distribuidos nas praias de Arroio do Sal, Capao da
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Canoa, Cidreira, Torres e Xangri-la, no periodo de novembro de 2012 a outubro

de 2013.

A classe etaria desses pinguins era predominantemente juvenil, a
excecao de um dos pinguins (P6), que era adulto (Figura 4a). Mader et al.
(2010) salientam que a maioria das carcacgas de pinguins encontradas no litoral
do Rio Grande do Sul pertence a individuos jovens. Uma justificativa para isso
€ a maior amplitude das movimentacGes dessa classe etaria no Atlantico,
sendo os jovens mais encontrados no Brasil, enquanto os adultos permanecem
no Uruguai e na Argentina. A inexperiéncia dos pinguins jovens também os
torna mais vulneraveis, pois deixam 0s ninhos em busca de independéncia e
de alimento e acabam se perdendo dos grupos e enfrentando situacdes de
estresse, 0 que contribui também para o aparecimento de um grande

contingente desses animais debilitados ou mortos nas praias (Mader, 2010).

a)

FIGURA 4. Dois exemplares de pinguins pertencentes a espécie Spheniscus magellanicus
encontrados durante os monitoramentos nas praias de Cidreira e Capdo da Canoa,
respectivamente, no Litoral Norte do Rio Grande do Sul; (a) amostra P6 (3267) e (b) amostra
P9 (AM 687). Fonte: Arquivo CECLIMAR (2013).
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Em relacdo ao estado fisico dos pinguins avaliados no presente
estudo, sete foram encontrados vivos, debilitados ou petrolizados e dois (P5 e
P9) foram encontrados mortos, mas ainda frescos, com a carcaca intacta e
com boa aparéncia corporal (conforme Figura 4b), sob o grau de decomposicéo

Code 2 (Geraci, 2005).

Outros estudos destacam que muitos espécimes de pinguins-de-
magalhdes tém sido encontrados no litoral do RS mortos ou bastante
debilitados e petrolizados. Entre as principais causas para essa situacao estéo
a reducao na abundancia de presas devido a pesca comercial, a contaminacéo

por 6leo e as mudancas climaticas (Boersma, 2008).

Segundo Mader et al. (2010), os pinguins encontrados mortos na
costa brasileira sdo, em sua maioria, “naufragos” enfraquecidos e com
problemas de saude que seriam, de certo modo, um excedente populacional.
Entretanto, esses animais sao afetados pela escassez de presas devido a
pesca comercial e pela crescente poluicdo quimica e biologica dos mares,
principalmente, por petréleo, uma vez que a rota atlantica dessas aves coincide
com a rota petrolifera (Garcia-Borboroglu et al., 2006). O aquecimento global
tem acarretado um aumento da frequéncia e da gravidade dos eventos El Nino
sob as populacdes de pinguins-de-magalhdes. Sendo assim, o clima também
pode ser um fator importante na distribuicdo e na abundancia de pinguins,
muitas vezes desempenhando um papel fundamental na determinacdo da
produtividade e na abundancia de presas (Boersma, 2008). Estima-se que
19.500 pinguins sédo anualmente encontrados mortos na costa sul do Brasil;

desses, quase 7.000 morrem devido a fatores antropicos e climaticos (Mader et
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al., 2010). Estudos com esses animais poderiam fornecer subsidios para acdes

futuras visando a sua protecéo e a do ambiente marinho (Mader et al., 2010).

Nesse sentido, o presente estudo avaliou onze suabes contendo
amostras de fezes de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus), das
quais nove apresentaram crescimento com caracteristicas compativeis com
bactérias pertencentes ao género Enterococcus e duas amostras nado
apresentaram crescimento bacteriano. Apesar de o trato gastrointestinal dos
animais ser um ambiente rico em nutrientes e com temperatura relativamente
constante, representando um dos maiores reservatorios de enterococos, 0S
niveis de recuperacao desses micro-organismos podem ser baixos (Lebreton et

al., 2014).

Outros estudos que buscavam isolar enterococos de amostras de
fezes de animais marinhos também ndo conseguiram isolar este género de
todas as amostras. Layton et al. (2010) rastreou enterococos como indicadores
da qualidade de aguas recreativas na Califérnia (EUA), isolou este género de
somente 57% (8/14) dos ledes-marinhos e de 55% (12/22) das gaivotas
avaliadas. Enterococos também foram isolados de somente 57,6% (144/ 250)
amostras de fezes de equinodermos na Ilha de Acores em Portugal (Marinho et
al., 2013). Santestevan (2014) avaliou a presenca de enterococos em amostras
de fezes de lobos-marinhos encontrados no Litoral Norte do RS e obteve

enterococos de 80% (8/10) das amostras.

Neste estudo, as nove amostras que apresentaram crescimento de
enterococos foram identificadas como P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8 e P9. De

cada amostra, foram selecionadas aleatoriamente 30 col6nias bacterianas.
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Entretanto, apenas as bactérias que foram capazes de crescer em caldo Azida
Dextrose, em BHI acrescido de 6,5% NacCl, hidrolisaram esculina na presenca
de sais biliares, apresentaram resultado negativo para o teste da catalase,
cresceram a 45 °C e eram cocos Gram-positivos, caracteristicas tipicas de

enterococos (Muray, 1990; Teixeira et al., 2011), seguiram no estudo.

A partir das nove amostras fecais de pinguins-de-magalhaes, foi
possivel isolar 172 enterococos: vinte e dois isolados da amostra de fezes do
pinguim 1 (P1), dezoito isolados da amostra P2, vinte e um isolados da P3,
vinte isolados da P4, dezenove isolados da P5, dezessete da isolados P6,
dezoito isolados da P7, dezessete isolados da P8 e vinte isolados da amostra

P9, conforme a tabela abaixo.

TABELA 6. Informac0es referentes as amostras utilizadas no estudo.

. - Datada Estado Motivoda  Classe N° de
Animal Municipio - . L Amostra .
coleta fisico baixa etaria isolados
3029 Cidreira 02/11/12  Vivo Debilitado  Juvenil P1 22
3050 Xangri-la 13/11/12  Vivo Petrolizado  Juvenil P2 18
3156 Arroio do Sal 15/02/13  Vivo Debilitado  Juvenil P3 21
3057 Torres 20/11/12  Vivo Debilitado  Juvenil P4 20
- Cidreira 27/06/13 Morto - Juvenil P5 19
3267 Capédo da Canoa 09/09/13  Vivo Petrolizado  Adulto P6 17
3276 Capédo da Canoa 19/09/13  Vivo Debilitado  Juvenil P7 18
3290 Cidreira 14/10/13  Vivo Debilitado  Juvenil P8 17
AM 687 Cidreira 16/10/13 Morto - Juvenil P9 20

4.2 Confirmacao do género pela deteccédo do gene  tuf

A confirmacédo do género foi realizada por meio de PCR género-
especifico para verificar a presenca do gene tuf. A andlise da presenca do gene

tuf permite detectar espécies enterocOcicas com excelente sensibilidade e
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especificidade (Ke et al., 1999). Neste estudo, verificou-se que todos os 172
isolados apresentavam o fragmento de DNA de 112 pb, correspondente ao
gene tuf. Na figura abaixo, é possivel observar alguns representantes de cada

amostra.
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FIGURA 5. Fragmentos de DNA de 112 pares de base, correspondente ao gene tuf amplificado
pela reacdo de PCR, em gel de agarose 1,5%. Controles: (C+) E. faecium SS1274, (C+) E.
faecalis ATCC 29212 e (C-) sem DNA. M = marcador molecular 100 pb. Fonte: A autora.

4.3 ldentificagdo das espécies por meio de testes f  isioldgicos
e PCR convencional

Os 172 isolados foram submetidos ao PCR convencional utilizando
oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos para algumas espécies
comumente relatadas na literatura em amostras ambientais: E. faecium, E.
faecalis, E. casseliflavus e E. gallinarum (Byappanahalli et al., 2012; Ryu et al.,
2013; Lebreton et al., 2014). Dos 172 isolados avaliados neste estudo, 132
(76,7%) apresentaram amplificagdo compativel para as espécies testadas,
sendo que 74 (43%) isolados amplificaram o fragmento de DNA de 475 pb

esperado para a espécie E. faecalis e 58 (33,7%) isolados amplificaram o
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fragmento de DNA de 658 pb esperado para a espécie E. faecium. No presente

estudo, ndo foram encontradas as espécies E. casseliflavus e E. gallinarum.

Destes 74 isolados identificados com E. faecalis, 18 pertenciam a
amostra P2; 19, a amostra P5; 18, a amostra P8; e 20, a amostra P9. Ja dos 58
E. faecium, 21 isolados pertenciam a amostra P3; 20 isolados, a amostra P4; e

17 isolados, a amostra P6.

Os 40 (23,3%) isolados bacterianos que néo foram identificados por
meio dessas reacfes de PCR, pertencentes as amostras P1 e P7, foram
submetidos, posteriormente, a testes fisiologicos de acordo com Teixeira et al.
(2011). Os 22 isolados da amostra P1 foram identificados por meio das provas
bioquimicas como E. hirae atipico e os 18 da amostra P7 como E. mundtii

atipico, como pode ser observado na Tabela 7.

TABELA 7. Peffil fisiologico atipico dos enterococos néo identificados por PCR pertencentes as
amostras P1 e P7.

Caracteristicas fisiologicas 2

Espécie MAN SOR ARG ARA SBL RAF SAC PIR MGP TEL MOT PIG

E. hirae' - - + - + + - - - - -
E. hirae" - - + - b + - - - . .
E. mundtii' + - + + - + + + - - - +
E. mundtii " + - + + - b + b - - - +

2 MAN, manitol; SOR, sorbose; ARG, arginina; ARA, arabinose; SBL, sorbitol; RAF, rafinose; SAC, sacarose; P
piruvato; MGP, metil-a-D-glicopiranosideo; TEL, telurito de potassio, MOT, matilidade; PIG, pigmento.

b Caracteristicas atipicas.

'Perfil fisiol6gico segundo Teixeira et al. (2011).

' Perfil fisiolégico atipico encontrado na amostra P1(22 isolados).
" perfil fisiologico atipico encontrado na amostra P7 (18 isolados).

R,

Caracteristicas atipicas sao rotineiramente encontradas em algumas

cepas e foram relatadas em outros trabalhos que analisaram enterococos de



74

amostras de fezes de animais marinhos (Santestevan, 2014; Spence, 2014) e
em estudos com enterococos de origem clinica ou de alimentos (Resende,
2012; Prichula et al., 2013). Esses perfis atipicos podem ser explicados, pelo
menos em parte, pela adaptacdo metabdlica dos micro-organismos aos

diferentes substratos oferecidos (Fracalanzza, 2007; Prichula et al., 2013).

Em virtude disso, recomenda-se a associacdo de analises
fenotipicas e genotipicas a fim de se evitarem estimativas erroneas (Teixeira et
al., 2011; Santestevan, 2014). Dessa forma, com base nos resultados obtidos
nas identificacbes por testes fisiolégicos, foi realizado PCR com
oligonucleotideos espécie-especificos para confirmar se os isolados das
amostras P1 e P7 pertenciam mesmo as espécies E. hirae e E mundtii,
respectivamente (conforme Figura 6).
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FIGURA 6. Fragmentos de DNA de 98 pb, 180 pb, 475 pb e 658 pb, correspondentes as
espécies E. mundtii, E. hirae, E. faecalis e E. faecium, respectivamente, amplificados por PCR
e analisados em gel de agarose 1,5%. Controles: (C+) E. mundtii J5 (C+) E. hirae C10, (C+) E.
faecalis ATCC 29212, (C+) E. faecium SS1274 e (C-) sem DNA. M = marcador molecular de
100 pb. Fonte: A autora.

A partir desses resultados, verificou-se que a espécie predominante

nas amostras avaliadas foi E. faecalis, com 43% (74/ 172); seguida de E.
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faecium, com 33,7% (58/ 172); E. hirae, com 12,8% (22/ 172); e E. mundtii,

com 10,5% (18/ 172), conforme Figura 7.
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FIGURA 7. Distribuicdo de espécies de enterococos da microbiota intestinal de pinguins-de-
magalhdes (Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul,
Brasil. Fonte: A autora.

A alta prevaléncia de E. faecalis e E. faecium no trato
gastrointestinal dos pinguins-de-magalhdes esta de acordo com dados da
literatura que salientam a prevaléncia dessas duas espécies no trato
gastrointestinal humano e de outros animais (Mundt, 1963; Poeta et al., 2005;
d’Azevedo et al., 2006; Teixeira et al., 2011; Cassenego et al., 2011; Lebreton
et al.,, 2014). Enterococcus hirae € uma espécie encontrada em muitos
hospedeiros animais, mas com menos frequéncia em humanos e tem sido
associada a condi¢cdes patoldgicas, particularmente em espécies aviarias,
sendo responsavel por causar septicemia e necrose no cérebro de frangos
recém-nascidos e casos de septicemia em psitaciformes (Devriese et al.,1995).

J& a presenca de E. mundtii nas amostras de fezes dos pinguins pode estar
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associada a dieta, uma vez que essa espécie € comumente isolada de fontes

vegetais (Fisher & Phillips, 2009).

O trato gastrointestinal dos pinguins-de-magalh&es avaliados neste
estudo apresentou como espécie dominante E. faecalis, seguida por um grande
namero de E. faecium, diferentemente do que ocorre comumente em humanos
e grande parte dos mamiferos, em que o percentual de coloniza¢do por E.
faecium é bem inferior. A alta frequéncia encontrada no presente estudo para
E. faecium esta de acordo com varios trabalhos, os quais demonstram o
predominio ou a alta frequéncia de E. faecium no trato gastroinstestinal de

aves.

Klibi et al. (2014) avaliaram amostras de fezes de 111 aves (66
residentes, 45 migratérias) na Tunisia. Setenta e trés enterococos foram
recuperados das 111 amostras avaliadas, sendo E. faecium a espécie mais
prevalente (82,2%), seguida por E. faecalis (8,2%), E. casseliflavus (4,1%), E.
gallinarum (4,1%) e E. durans (1,4%). Radhouani et al. (2012) avaliaram 42
amostras de fezes de urubu em Portugal e obtiveram enterococos em 31
amostras fecais avaliadas. E. faecium foi a mais prevalente das espécies
detectadas em urubus (48,4%), seguida por E. faecalis (16,1%), E. hirae

(12,9%), E. durans (12,9%) e outras espécies.

Em estudo realizado com amostras do conteudo intestinal de 775
carcacas de frango e 680 amostras de fezes de frangos de corte na Bulgaria,
520 enterococos foram isolados. A maioria dos enterococos pertencia a
espécie E. faecium (87,3%), seguida por E. faecalis (4%), depois por E. durans

(1,45%) e de outras espécies em menor numero (Urumova et al.,, 2005).
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Nowakiewicz et al. (2014), verificaram a ocorréncia e a distribuicdo de
enterococos em fezes de animais selvagens e domeésticos; entre estes, 12
frangos, na Pol6nia. A maioria dos enterococos pertencia a espécie E. faecium,

seguida por E. hirae, E. faecalis, E. mundtii e E.durans.

Apesar de haver poucos estudos que envolvam enterococos
isolados a partir de animais marinhos, as espécies que foram isoladas do trato
gastrointestinal dos pinguins-de-magalhdes neste trabalho também foram
encontradas em outros estudos ambientais. Isto evidencia a ampla distribuicéo
do género no ambiente marinho e em diferentes animais e localizacdes

geogréficas.

Ferguson et al. (2005) investigou a distribuicdo de enterococos em
1361 amostras de agua e sedimentos marinhos no sul da Califérnia. As
espécies predominantes também foram E. faecalis (34,4%), E. faecium
(22,6%), E. hirae (10,9%), E. casseliflavus (8,9%), E. mundtii (4%), seguidas de
outras espécies. Ja Santestevan (2014) avaliou amostras fecais de oito lobos
marinhos encontrados no Litoral Norte do Rio grande do Sul e obteve 160
enterococos. A espécie mais frequente foi E. faecalis (50,62%), seguida de E.
hirae (34,37%), E. casseliflavus (11,87%), E. gallinarum (1,87%), E. mundtii

(0,62%) e E. faecium (0,62%).

Barros et al. (2011) avaliaram a presenca de enterococos em
amostras fecais de uma espécie de peixe (Sparus aurata) capturada no
Oceano Atlantico, na costa de Portugal, e observaram somente duas espécies
de enterococos: E. faecium, que se mostrou predominante entre os isolados

(91,8%), seguida de 8,2% de E faecalis. Marinho et al. (2013) isolaram
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Enterococcus spp. de amostras de fezes de equinodermos coletados de aguas
de Acores, Portugal. Um total de 144 enterococos foi recuperado, sendo a
maioria E. faecium (83,3%), seguida por E. hirae (9,7%), E. faecalis (5,6%) e E.

gallinarum (1,4%).

Bennani et al. (2012) avaliaram amostras de agua do mar, mariscos
e sedimentos de trés regides com diferencas geograficas, populacionais e
ecologicas da costa mediterranea do Marrocos. Houve diferencas na
prevaléncia de espécies de enterococos, dependendo do ponto e da amostra
analisados, e dos 370 enterococos isolados, diferentemente do nosso estudo,
E. faecium foi a espécie mais frequente, seguida por E. faecalis, E.

casseliflavus, E. durans, E. gallinarum e outros Enterococcus spp..

Lu et al. (2008) ressaltam que pouco se sabe sobre a composicdo da
microbiota intestinal das comunidades de aves aquaticas; contudo, os estudos
com esses animais tém demonstrado que essas aves podem ser consideradas
fontes de disseminacdo de micro-organismos devido ao seu habito alimentar e
ao carater migratorio. Desse modo, elas podem difundir patdgenos pelas suas
fezes em diversos ambientes terrestres e aquaticos. Em contrapartida, Layton
et al. (2010) salientam que a deteccdo de enterococos em amostras de
ambientes marinhos pode fornecer informacgdes sobre a origem fecal e mesmo
sobre a qualidade das aguas recreativas, mas nao é suficiente para inferir
sobre riscos a salde ou mesmo associar determinada espécie a analise das

condi¢cOes desses ambientes.

Os dados gerados a partir desses estudos envolvendo enterococos

e 0S ecossistemas marinhos sugerem que algumas espécies parecem ser
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componentes naturais de ambientes marinhos, seja da agua, de sedimentos,
ou mesmo de animais. Contrastes na ocorréncia e na prevaléncia de espécies
de enterococos podem estar relacionados uma série de fatores, tais como a
idade, estado de saude, a composicdo da dieta e/ou o caminho migratorio
percorrido pelo animal ao longo da vida (Cassenego et al., 2013; Lebreton et

al., 2014).

4 .4 Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os resultados do perfil de suscetibilidade das espécies de
enterococos obtidas de pinguins-de-magalhdes demonstraram uma elevada
frequéncia de isolados suscetiveis aos antimicrobianos testados. Entre os 172
enterococos avaliados, 66,3% (114/172) foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados. Resultados semelhantes a esses foram relatados
por Santestevan (2014), que verificou que 58,13% (93/160) dos enterococos,
obtidos de lobos-marinhos do Litoral Norte do RS foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados. Em contrapartida, Marinho et al. (2013) demostraram
que cerca de apenas 20% (26/144) dos enterococos isolados de equinodermos

das Ilhas de Acores foram suscetiveis aos antimicrobianos testados.

Conforme verificado na Tabela 8, todos os isolados foram
suscetiveis a pelo menos 6 (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
gentamicina, nitrofurantoina e vancomicina) dos 10 antimicrobianos testados.

Contudo, fendtipos de resisténcia foram encontrados para ciprofloxacina
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(28,5%; 49/172), eritromicina (25%; 43/172), norfloxacina (14,5%; 25/172) e

tetraciclina (4,6%; 8/172).

TABELA 8. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das espécies de Enterococcus spp.
isoladas de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus) encontrados no Litoral Norte do
Rio Grande do Sul, Brasil.

Espécies de enterococos

Ag. E. faecalis E. faecium E. hirae

Antimic. @ (n=74) (n=58) (n=22)
S I R S I R S I R
AMP 74 - - 58 - - 22 - -
CLO 74 - - 58 - - 22 - -
EST 74 - - 58 - - 22 - -
GEN 74 - - 58 - - 22 - -
NIT 74 - - 58 - - 22 - -
VAN 74 - - 58 - - 22 - -
CIP 68 6 - 16 21 21 21 1 -
ERI 72 2 - 17 41 - 22 - -
NOR 69 5 - 38 5 15 22 - -
TET 74 - - 54 - 4 18 - 4

2 Agentes Antimicrobianos; AMP, ampicilina; CLO, cloranfenicol; EST, estreptomicina; GEN, gentamicina; NIT,
nitrofurantoina; VAN, vancomicina; CIP, ciprofloxacina; ERI, eritromicina; NOR, norfloxacina; TET, tetraciclina.

Assim como neste estudo, Santestevan, (2014) verificou que
propriedades de resisténcia foram mais frequentemente encontradas para
eritromicina  (21,25%), nitrofurantoina (15,62%), tetraciclina (6,25%),
norfloxacina (3,12%) e ciprofloxacina (3,12%) em enterococos isolados das
amostras fecais de lobos-marinhos no Litoral Norte do RS. Marinho et al.
(2013) encontraram percentagens mais elevadas de resisténcia para
eritromicina (31,3%), ampicilina (29,9%), tetraciclina (29,2%) e ciprofloxacina

(25,7%) nos enterococos isolados de equinodermos das llhas de Acgores.

Barros et al. (2011) verificaram a presenca de Enterococcus em
amostras fecais de uma espécie de peixe (Sparus aurata) capturado na costa

de Portugal e observaram percentuais significativos de resisténcia para
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eritromicina (58,9%) e tetraciclina (17,8%). Outros estudos que avaliavam a
qualidade da agua de praias recreativas também demonstraram elevados
percentuais de resisténcias a diversos antimicrobianos utilizados comumente
na clinica médica e veterinaria, confirmando a ocorréncia de resisténcia em
ecossistemas marinhos (Bennani et al., 2012; Dada et al., 2013; Ahmad et al.,

2014).

A analise dos perfis de resisténcia, de acordo com as espécies de
enterococos, demonstrou que, assim como no trabalho de Santestevan (2014),
os isolados da espécie E. mundtii deste estudo foram suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados. Observaram-se também percentuais menos elevados
de resisténcia para as espécies E. faecalis e E. hirae. Constatou-se que 18,2%
(4/22) dos E. hirae apresentaram resisténcia a tetraciclina e 4,5% (1/22),
resisténcia intermediaria a ciprofloxacina. Os E. faecalis apresentaram 8,1%
(6/74) resisténcia intermediaria a ciprofloxacina; 6,8% (5/74), a norfloxacina; e

2,7% (2/74), a eritromicina.

Em contrapartida, elevados percentuais de resisténcia foram
detectados entre os isolados de E. faecium. Cerca de 72% (42/58) dos isolados
de E. faecium apresentaram fenétipos de resisténcia a ciprofloxacina; 70,7%
(41/58), a eritromicina; 34,5% (20/58), a norfloxacina; e 6,9% (4/58), a
tetraciclina. Além disso, 70,7% (41/58) dos E. faecium apresentaram
propriedades de resisténcia a duas ou mais diferentes classes de
antimicrobianos, sendo considerados multirresistentes. Bactérias
multirresistentes tém sido relatadas também em outros estudos com animais

marinhos (Barros et al.,2011; Santestevan, 2014), demonstrando que este
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fendtipo de resisténcia combinada, comumente encontrado em enterococos
clinicos e de alimentos, tem sido encontrado em isolados ambientais (Wright,

2007).

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os dados
descritos por Barros et al. (2011), que também obtiveram percentuais
expressivos de resisténcia a eritromicina (59,7%), tetraciclina (14,9%) e
ciprofloxacina (4,5%) envolvendo E. faecium obtidos de peixe (Sparus aurata)
capturados na costa de Portugal. Além disso, 25,4% (17/67) desses isolados E.
faecium mostraram-se também resistentes a dois ou mais antimicrobianos. De
acordo com os autores, a poluicdo da agua com antimicrobianos pode ser um
fator que contribuiu para a deteccdo dessa resisténcia. Barros et al. (2011)
salientam, ainda, que o peixe (S. aurata) € um reservatorio de Enterococcus
resistentes, sendo esse um problema de saude ecoldgica que exige o
estabelecimento de politicas para a prudéncia no uso de antimicrobianos nos
diversos ecossistemas, uma vez que esses agentes livres no ambiente
aguatico podem trazer riscos para a saude animal e humana (Barros et al.,

2011).

Marinho et al. (2013) destacam também elevados percentuais de
resisténcia em E. faecium obtidos de equinodermos coletados de aguas de
Acores, Portugal. Cerca de 33% (40/120) foram resistentes a eritromicina,
31,7% (38/120), a tetraciclina; 30,8% (37/120), a ciprofloxacina; e 29%
(35/120), a ampicilina. O estudo ressalta que os dados encontrados sao
essenciais para melhorar o conhecimento sobre a disseminacdo de cepas

resistentes por meio dos ecossistemas marinhos e as possiveis implicacdes
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envolvidas na transferéncia dessas resisténcias para outros animais ou para

humanos (Marinho et al.,2013).

Enterococos resistentes a antimicrobianos em reservatorios nao
humanos sédo cada vez mais frequentes na medida em que sdo realizados
estudos nessa direcao. Contudo, a contribuicdo desses agentes biologicos para

a disseminacéao da resisténcia ainda € muito discutida (Santestevan, 2014).

O fluxo de bactérias resistentes e de genes de resisténcia de
animais selvagens permanece ainda pouco compreendido (Klibi et al., 2014).
Todavia, Radhouani et al. (2011) salientam que aves migratérias, que voam
e/ou percorrem longas distancias, parecem atuar como transportadoras, ou
como reservatorios, de bactérias resistentes e podem ter um papel

epidemioldgico importante na disseminacao da resisténcia.

Fluidos biologicos, tais como urina e fezes, oriundos de seres
humanos e animais, contaminados com micro-organismos resistentes a
antimicrobianos, séo liberados no esgoto, principalmente em aguas residuais
provenientes de hospitais e instalacdes de agricultura intensiva (Baquero et al.,
2008). Assim, os efluentes urbanos seriam uma forma de disseminar bactérias
resistentes em aguas marinhas, de forma a contaminar os animais que habitam
esses ambientes (Kummerer, 2009a). A presenca de micro-organismos
resistentes em efluentes de esgoto tratado e a transmissdo dessa resisténcia
para isolados encontrados no trato gastrointestinal de peixes tém sido
estudadas como potenciais bioindicadores de poluicdo marinha (Al-Barhry et al.

2009; Barros et al. 2011).
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Micro-organismos em nichos especificos devem coevoluir, copiando
estratégias para competir por recursos, por exemplo, pela transferéncia
horizontal de genes de resisténcia a partir de outras espécies bacterianas
(Wright, 2007). Assim, bactérias consideradas ndo patogénicas podem ser
selecionadas e servir de reservatério para genes de resisténcia, bem como
ocasionar danos ecoldgicos em comunidades aquaticas (Baquero et al., 2008).
A capacidade dos Enterococcus em transmitir e adquirir genes de resisténcia
de outras bactérias por mecanismos de transferéncia horizontal pode contribuir
diretamente para a disseminacédo da resisténcia nos ambientes marinhos (Di
Cesare et al., 2013).

Segundo Kummerer (2009b), o impacto gerado pela presenca de
antimicrobianos no ambiente aquatico e a frequéncia com que esses genes de
resisténcia sdo transferidos ainda sdo um assunto questionavel. O que se
infere € que a entrada de micro-organismos resistentes no meio ambiente a
partir de diferentes fontes € um ponto critico para a selecdo de linhagens
resistentes na natureza e um risco potencial para a saude humana e dos
ecossistemas.

Portanto, caracteristicas de resisténcia evidenciadas em ambientes
marinhos podem ter surgido tanto a partir do contato com poluentes oriundos
de acdes antrOpicas quanto podem ser atribuidas ao resistoma antimicrobiano.
Os pinguins-de-magalhdes avaliados neste trabalho ndo receberam qualquer
tipo de tratamento medicamentoso e ndo estdo, na natureza, em contato

(direto) com compostos antimicrobianos. Acredita-se que a presenca de
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linhagens enterococicas com tracos de resisténcia encontradas neste trabalho

pode ser estar relacionada, principalmente, ao resistoma ambiental.

Nesse sentido, Wright (2007) salienta que genes relacionados a
resisténcia antimicrobiana podem ser constituintes genéticos naturais de muitas
bactérias ndo patogénicas. Entre os elementos incluidos no resistoma estao
todos os genes de resisténcia cripticos, que nao S&ao necessariamente
expressos, e também genes precursores que codificam as proteinas com
atividade de resisténcia moderada, os quais podem evoluir para genes de
resisténcia efetiva, o que destaca a importancia de pesquisas para o

entendimento da evolucdo dos mecanismos de resisténcia (Wright, 2007).

4.5 Presenca dos genes tet(L), tet(M) e erm(B) relacionados
a resisténcia bacteriana a tetraciclina e a eritrom icina

A caracterizacdo dos genes responsaveis pela resisténcia, assim
como sua localizacdo e diversidade sdo de grande importancia para
compreensao dos fatores envolvidos na resisténcia (Guimaréaes et al., 2010).
Além disso, a alta frequéncia e diversidade de perfis antimicrobianos entre os
isolados de enterococos e a determinacdo do perfil genético dos genes
associados a resisténcia pode ser usado como ferramenta valiosa adicional
para fins de epidemiologia e de estudos de tipagem molecular (Teixeira &

Merquior, 2013).

Os genes tet(M) e tet(L) foram avaliados nos oito isolados que

apresentaram resisténcia a tetraciclina, 4 isolados de E. hirae da amostra P1(1,
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9, 15, 20), 2 isolados de E. faecium da amostra P4 (1,17) e 2 isolados de E.
faecium da amostra P6 (7,15). Os resultados quanto a presenca e auséncia

destes genes podem ser observados na tabela abaixo.

TABELA 9. Presenca e auséncia dos genes tet(M) e tet(L) em enterococos resistentes a
tetraciclina isolados de amostras fecais de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus)
encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Espécie Isolados Resisténcia a Tetraciclina (30ug) tet(M) tet(L)
E. hirae P1-1 RESISTENTE 12 1
E. hirae P1-9 RESISTENTE 1 1
E. hirae P1-15 RESISTENTE 1 1
E. hirae P1-20 RESISTENTE 1 1
E. faecium P4-1 RESISTENTE 1 1
E. faecium P4-17 RESISTENTE 1 1
E. faecium P6-7 RESISTENTE 1 Qb
E. faecium P6-15 RESISTENTE 1 0
Total 8 6

21 = presenca; °0 = auséncia

Os oito isolados avaliados apresentaram o gene tet(M), enquanto o
gene tet(L) estava presente em apenas seis desses isolados. Portanto, n&do

estava presente nos isolados P6-7 e P6-15.

O gene tet(M) é o determinante de resisténcia mais comum entre 0s
enterococos, € tipicamente cromossdmico, mas pode ser carreado também
pelo transposon Tn916 ou transposons conjugativos relacionados, bem como
podem ser encontrados em plasmideos conjugativos (Murray, 1990, Frazzon et
al., 2010). Isso pode justificar a sua ampla distribuicdo entre os enterococos

resistentes a tetraciclina encontrados neste estudo.
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O gene erm(B) foi avaliado nos 43 isolados resistentes a
eritromicina, em um E. faecalis da amostra P2 (7), nos 21 E. faecium da
amostra P3, em 18 isolados de E. faecium da amostra P4 (2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 18, 19, 20), em dois E. faecium da amostra P6 (7, 15)
e em um E. faecalis da amostra P8 (17). Contudo, néo foi possivel detectar o

gene erm(B) em nenhum dos isolados testados.

Um dos principais mecanismos de resisténcia envolvendo isolados
de enterococos resistentes a macrolideos € a modificacdo no sitio alvo de acéo
do antimicrobiano, devido a uma rRNA metilase codificada por genes erm.
Apesar de o gene ermB ser o mais comumente encontrado entre isolados de
enterococos de humanos e animais, outros genes erm (erm(A) e/ou erm(C))
podem estar envolvidos com a resisténcia a eritromicina evidenciada neste

estudo (Murray, 1990; Kristich et al., 2014).

Outra possivel explicagdo para o fendtipo de resisténcia a
eritromicina verificado neste estudo pode ser que essa resisténcia seja
mediada por uma bomba de efluxo, codificada pelo gene mef(A). Esse
mecanismo também é conhecido por bombear macrolideos para fora da célula,
entretanto confere um nivel mais baixo de resisténcia do que erm(B) (Kristich et

al., 2014).

A resisténcia a antimicrobianos e 0s mecanismos implicados
também foram avaliados em outros trabalhos com animais marinhos. Marinho
et al. (2013) avaliou enterococos isolados de fezes de equinodermos.
Percentagens elevadas de resisténcia em enterococos foram encontradas para

eritromicina e tetraciclina, e os genes erm(A) ou erm(B), tet(M) e/ou tet(L) foram



88

encontrados nos isolados resistentes a esses antimicrobianos (Marinho et al.,
2013). Os genes erm(B), tet(M) e/ou tet(L) foram reportados em outro estudo
com Enterococcus isolados de amostras fecais de peixe (Sparus aurata) da
costa de Portugal (Barros et al., 2011). Além disso, Santestevan (2014)
também verificou a presenca dos genes erm(B) e tet(M) em isolados de
enterococos resistentes a eritromicina e a tetraciclina, respectivamente, obtidos

de lobos marinhos.

4.6 Deteccédo de genes de viruléncia por PCR

Os determinantes de viruléncia no género Enterococcus ainda nao
foram completamente compreendidos. Porém, se comparados com outros
micro-organismos Gram-positivos, sabe-se que 0S enterococos sdo menos
virulentos. Contudo, a ampla capacidade de transferéncia genética por meio de
plasmideos e transposons e os diferentes mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, intrinsecos e adquiridos, podem contribuir para o0 aumento de
sua viruléncia e aumentar as preocupacoes em relacéo a esse género (Eaton &

Gasson, 2001; Poeta et al., 2005).

Entre as principais moléculas associadas a viruléncia em
enterococos estdo a citolisina, a adesina de colageno, a gelatinase e a
substancia de agregacdo (Eaton & Gasson, 2001; Coburn & Gilmore, 2003;
Shankar et al., 2004; Medeiros et al., 2013). Todos enterococos isolados no

presente estudo foram avaliados por PCR quanto a presenca dos genes, cylA,
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gelE, ace e asa, envolvidos com a viruléncia em enterococos. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 10.

TABELA 10. Genes de viruléncia cylA, gelE, ace e asa encontrados nas diferentes espécies de
enterococos isoladas de amostras fecais de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus)
encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Espécies (n 9) cylA gelE ace asa
E. faecalis (n=74) 0 74 74 61
E. faecium (n=58) 0 0 0 0

E. hirae (n=22) 0 0 0 0
E. mundtii (n=18) 0 0 0 0

Total (172) 0 74 74 61

n?= nimero de isolados de cada espécie

Segundo estudos com isolados de enterococos clinicos, de
alimentos e de animais selvagens, E. faecalis € a espécie que apresenta o
maior e mais bem elucidado arsenal de fatores de viruléncia quando
comparado com as demais espécies desse género (Eaton & Gasson, 2001;
Poeta et al., 2005). Enterococcus faecalis possui multiplos determinantes de
viruléncia, o que reforca a evidéncia na patogenicidade (Eaton & Gasson,

2001).

Essa ampla presenca de fatores de viruléncia também foi verificada
neste estudo, pois, dos 172 isolados, apenas os isolados pertencentes a
espécie E. faecalis apresentaram os genes de viruléncia testados. A maior
frequéncia observada foi para os genes gelE e ace, com 43% (74/172),
seguidos de asa, com 35,5% (61/172). O gene cylA nao foi encontrado nos

isolados avaliados (conforme Tabela 10).

Em relagdo as amostras analisadas, verificou-se que 0s enterococos

isolados de quatro das nove amostras avaliadas (P2, P5, P8 e P9)
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apresentavam genes de viruléncia. Nessas quatro amostras (74 E. faecalis),
todos os isolados apresentavam 0s genes gelE e ace, e apenas alguns
isolados da amostra P2 (11 isolados) e P8 (2 isolados) ndo apresentavam o
gene asa. A elevada frequéncia dos genes gelE, ace e asa na espécie E.
faecalis corrobora a ideia de que essa espécie é capaz de abrigar diversos

genes de viruléncia.

Apesar dos genes de viruléncia avaliados neste estudo terem sido
encontrados apenas em E. faecalis, esses genes tém sido relatados em outras
espécies de enterococos, como E. faecium, E. hirae, E. durans, E.
casseliflavus, E. gallinarum (Eaton & Gasson, 2001; Poeta et al., 2005;
Santestevan, 2014). Tendo em vista que 0S enterococos possuem mecanismos
de transferéncia de genes altamente eficazes e que a maioria dos genes de
viruléncia é conhecida por estar associada com alguns plasmideos altamente
transmissiveis, existe o risco de micro-organismos que carecem de genes de
viruléncia terem adquirido esses genes por conjugacdo (Eaton & Gasson,

2001).

Santestevan (2014) detectou genes de viruléncia em diferentes
espécies de enterococos. Entre 160 isolados obtidos de lobos-marinhos, 69,4%
(111/160) apresentaram pelo menos um dos genes testados. Dos 81 E. faecalis
isolados desse estudo, 93,8% (76/81) apresentaram 0 gene ace; 76,5%
(62/81), o gene gelE; 11,1% (9/81), o asa; e 4,9% (4/81), o cylA. Assim como
neste trabalho, a espécie E. faecium obtida de lobos-marinhos nédo apresentou

nenhum dos quatro genes relacionados a viruléncia.
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Segundo Hancock et al., 2014, alguns estudos identificaram
recentemente um outro gene que codificava um tipo de proteina de adesédo da
classe das MSCRAMMs em E. faecium. A proteina foi chamada de Acm
(adesina de colageno de E. faecium) e apresentava similaridade com Ace de E.
faecalis; entretanto, é ainda mais similar com a proteina CNA de S. aureus. A
auséncia das proteinas de adeséo avaliadas neste estudo entre os isolados de
E. faecium pode ser justificada pela presenca dessa proteina, uma vez que ela
apresenta uma organizacdo global muito semelhante a da proteina Ace.
Todavia, diferentemente da Ace, a proteina Acm se liga apenas aos colagenos

do tipo | e 1V, néo se ligando a laminina e dentina (Hancock et al., 2014).

Ahmad et al. (2014) avaliaram os genes de viruléncia entre
enterococos obtidos de uma praia da Malasia. Verificaram diferencas
significativas entre isolados de enterococos obtidos da agua do mar e de
amostras de 4gua de um rio que desembocava nessa praia. Os genes, gelE,
asa, esp e cylA, foram detectados em 100%, 63,41%, 21,95% e 7,32%,
respectivamente, entre os isolados do rio. Ja entre os isolados da agua da
praia, em propor¢cdes menores de 67,27%, 41,82%, 20%, 0%, respectivamente.
Ahmad et al. (2014) salientam que isolados positivos para estes determinantes
de viruléncia em aguas recreativas poderiam ser um risco para a saude

humana e de outros animais que habitam esses ambientes aquaticos.

Por outro lado, Santestevan (2014) ressalta que a presenca de
genes de viruléncia nem sempre implica risco a saude do hospedeiro. A

presenca destes genes pode estar relacionada apenas ao aumento na
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capacidade desses micro-organismos em se instalar e colonizar o trato

gastrointestinal ou se propagar para outros nichos altamente competitivos.

4.7 Relacédo entre a presenca do gene gelE e a producéao
da enzima gelatinase

Dos 172 isolados para os quais a atividade da enzima gelatinase foi
investigada, somente os da espécie E. faecalis apresentaram atividade na
frequéncia de 86,5% (64/74), como é possivel verificar na Tabela 10. A tabela
mostra a relacdo entre a presenca do gene gelE e a atividade gelatinolitica

entre os isolados deste estudo.

TABELA 11. Relacdo entre a presenca do gene gelE e a atividade gelatinolitica entre as
espécies de enterococos isoladas de amostras fecais de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus
magellanicus) encontrados no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

gelE - /gelatinase - gelE + /gelatinase - gelE + /gelatinase +
Espécies
%/ n?3 %/ n3 %/ n?3
E. faecalis 0% (0/74) 13,5% (10/74) 86,5% (64/74)
E. faecium 100% (58/58) 0% (0/58) 0% (0/58)
E. hirae 100% (22/22) 0% (0/22) 0% (0/22)
E. mundtii 100% (18/18) 0% (0/18) 0% (0/18)

n?: nimero de isolados de cada espécie; (-): resultado negativo; (+): resultado positivo

Os isolados pertencentes as espécies E. faecium, E. hirae e E.
mundtii ndo apresentavam o0 gene gelE, como ja haviamos salientado
anteriormente, tampouco produziram gelatinase. A atividade da gelatinase n&o
foi detectada em 13,5% (10/74) dos E. faecalis positivos para o gene gelE, o

que demonstra que a presenca de gelE ndo esta necessariamente
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correlacionada com o fendtipo de gelatinase (Marra et al., 2007). Qin et al.,
(2000) verificaram também que, entre os E. faecalis que apresentavam o gene

gelE, apenas cerca de 60% produziam a gelatinase ativa.

O fato de as bactérias apresentarem o gene gelE ndo estarem
produzindo gelatinase pode ser explicado por iniumeros fatores, tais como a
perda de atividade gelatinolitica em condi¢cdes de laboratorios (Lopes et al.,
2008) ou a possiveis delecbes cromossdémicas em regides que portam o
operon fsr composto dos genes fsrA, fsrB, fsrC que regulam positivamente a
expressdo de gelatinase e serina protease poderem resultar em fenotipos
negativos (Qin et al., 2000). Além disso, o gene gelE pode estar silenciado por
condicbes temporais, devido as condicbes estabelecidas no trato
gastrointestinal, ao efeito do sinergismo da microbiota bacteriana, bem como
pelos baixos niveis de down regulation da expressédo génica; ou, ainda, devido
a influéncia de fatores ambientais que podem estar influenciando também na

expressdo da enzima (Eaton & Gasson, 2001).

4.8 Capacidade de formacéo de biofilme in vitro

O processo de formacdo dos biofiimes envolve uma mudanca na
fisiologia do crescimento de células bacterianas planctonicas, as quais passam
a se organizar em comunidades onde a comunicacdo entre as ceélulas é
responsavel por coordenar a expressao de genes e a atividade metabdlica do
biofilme (Dunny et al., 2014). A capacidade de formar biofilme em enterococos

€ uma caracteristica de viruléncia importante (Mohamed & Huang, 2007).
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A relevancia de biofilmes formados por enterococos clinicos se deve
principalmente ao fato de que, quando apresentam esse fenotipo, eles se
tornam ainda mais resistentes a acdo de antimicrobianos (Mohamed & Huang,
2007; Medeiros et al., 2013). Na induastria, biofilmes formados por enterococos
associados a alimentos sdo um problema, uma vez que esses micro-
organismos podem aderir a superficie de equipamentos de processamento de
alimentos, tornando-os fontes de contaminacdo, além de apresentarem uma
maior resisténcia a sanitizantes (Cassenego et al., 2013; Fernandes et al.,

2015).

Ja as informacdes sobre a formacdo de biofilme por enterococos
isolados do ambiente marinho ainda sado escassas (Asmat et al., 2014). Com o
intuito de ampliar os dados relativos a essa tematica, os 172 enterococos deste
estudo foram avaliados quanto a capacidade de formacédo de biofilme in vitro.
Os ensaios de formacao de biofilme foram realizados por meio da adesdo em
microplacas de poliestireno e a classificacdo foi estabelecida conforme

Stepanovic et al. (2000). Os resultados estdo expressos na Tabela 12.

TABELA 12. Capacidade de formacdo de biofiime das diferentes espécies de enterococos
isoladas de amostras fecais de pinguins-de-magalhdes (Spheniscus magellanicus) encontrados
no Litoral Norte do Rio Grande do Sul, Brasil.

Capacidade de formacéo de biofil me

Espécies (n ?)

Forte Moderado Fraco N&o formador
n3/ (%) n3/ (%) n3/ (%) n3/ (%)
E. faecalis (74) 0 (0%) 30 (40,5%) 44 (59,5%) 0 (0%)
E. faecium (58) 0 (0%) 0 (0%) 15 (25,9%) 43 (74,1%)
E. hirae (22) 0 (0%) 16 (72,7%) 06 (27,3%) 0 (0%)
E. mundtii (18) 0 (0%) 0 (0%) 02 (11,1%) 16 (88,9%)
Total (172) 0 (0%) 46 (26,7%) 67 (39%) 59 (34,3%)

n?= nimero de isolados de cada espécie
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Os enterococos avaliados se mostraram, na sua maioria, 39%
(67/172), fracos formadores de biofilme; 34,3% (59/172), ndo formadores; e
26,7% (46/172) apresentaram moderada capacidade de formacéo de biofilme.
Nenhum dos isolados avaliados foi classificado como forte formador de

biofilme.

Moderada e fraca capacidade de formacdo de biofiime foram os
fendtipos mais amplamente distribuidos entre as espécies E. faecalis e E.
hirae. Cerca de 59% (44/74) dos E. faecalis foram fracos formadores e 40,5%
(30/172), moderados formadores de biofilme; enquanto 72,7% (16/22) dos E.
hirae foram considerados moderados formadores e 27,3% (6/22), fracos

formadores de biofilme.

A distribuicdo dos fenétipos de biofilme entre as espécies E. faecium
e E. mundtii mostrou que essas espécies foram fracas ou ndo formadoras
formadoras de biofilme. A maioria dos E. faecium (74,1%; 43/58) e E. mundtii
(88,9%; 16/18) nédo foi capaz de formar biofilme nas microplacas e 25,9%
(15/58) dos E. faecium e 11,1% (2/18) E. mundtii foram considerados fracos

formadores de biofilme.

Mohamed & Huang (2007), em uma revisdo sobre biofilmes,
destacam que E. faecalis produz biofiilme mais frequentemente do que outras
espécies de enterococos e que a formacédo de biofilmes pode ser um fator
importante na patogénese por enterococos. A capacidade de enterococos de
formar biofilme pode contribuir para a sobrevivéncia, para a persisténcia e para
a dispersdo de genes de viruléncia e/ou resisténcia em diversos nichos

ambientais, bem como pode favorecer patogéneses nos diferentes
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hospedeiros. Em contrapartida, Dunny et al. (2014) ressaltam que € necessario
cautela ao se associar a formacao de biofiime a patogéneses, uma vez que
nem sempre 0s ensaios laboratoriais refletem de perto as condicbes de um

hospedeiro humano ou animal.

Trabalhos publicados sobre a producdo de biofilme por
Enterococcus oriundos de fezes de animais corroboram os resultados
encontrados neste estudo. Tsikrikonis et al. (2012) investigaram a formacao de
biofilme em isolados de enterococos obtidos de fezes humanas e animais.
Observaram que a formacédo de biofilme é significativamente maior entre os
isolados de humanos do que em isolados animais. Além disso, verificaram que
a producdo de gelatinase teve associacdo significativa com formacdo de

biofilme principalmente em E. faecalis obtidos de animais.

Alguns autores sugerem também que a gelatinase pode contribuir
para a formacdo de biofilme (Medeiros et al. 2013; Ahmad et al.,, 2014).
Contudo, essa ainda € uma questdo em aberto, pois outros estudos né&o
verificaram correlacdo entre a expressao de gelatinase e a formacdo de

biofilme (Mohamed & Murray, 2005; Marra et al., 2007).

A substancia de agregacéao (Agg), codificada pelo gene asa, facilita a
associacado entre bactérias, aumentando a probabilidade de formacdo de um
quorum de células de E. faecalis e, posteriormente, promovendo a expressao
de fatores que sdo dependentes de sinais de quorum-sensing (Dunny et al.,
2014). Alguns estudos salientam que a expressao do gene agg tem um efeito

importante sobre a formacao de biofilme, uma vez que promove a agregacao
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de microrganismos aderentes a uma superficie (Chuang-Smith et al., 2010;

Dunny et al., 2014).

Ahmad et al., (2014) avaliaram a capacidade de formar biofilme
entre enterococos obtidos de uma praia da Malasia. A formacéo de biofilme foi
maior entre isolados da areia (61,54%), seguido por agua da praia (31,58%) e
agua de um rio que desembocava na praia (22,73%). Além disso, a formacéo
de biofilme foi significativamente associada com o transporte de ambos os

genes asa e gelE (Ahmad et al., 2014).

No presente estudo, ndo parece haver uma relacéo entre a presenca
dos genes gelE e asa com a formacédo de biofilme, visto que os isolados de E.
hirae, E. faecium e E. mundtii foram capazes de formar biofime e néo
apresentavam nenhum desses genes. Diversos estudos tém salientado que
esse fendtipo é multifatorial e depende de uma série de fatores intrinsecos e
extrinsecos que atuam juntos. Além disso, varios outros genes, além dos
estudados neste trabalho, tém sido relatados como importantes na formacéo de
biofilme em enterococos, o que confirma a complexidade e a natureza
multifatorial dessa caracteristica (Chuang-Smith et al., 2010; Mohamed &
Murray, 2005; Mohamed & Huang, 2007; Tsikrikonis et al., 2012; Cassenego et

al., 2013; Asmat et al., 2014; Dunny et al., 2014).



98

4.9 Andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromo  ssGmico
por eletroforese em campo pulsado (PFGE)

O PFGE é reconhecido como padrdao ouro para verficar a relagéao
clonal de muitas linhagens de enterococos (Saeedi et al., 2002; Magalhaes et
al., 2005; Teixeira et al., 2011). Esse método de tipagem permite o estudo da
disseminacao dos enterococos em diferentes hospedeiros e ambientes. Além
disso, auxilia na compreensdo da estrutura populacional, da evolucdo de
linhagens multirresistentes e virulentas, e da emergéncia e dispersao global de
certos clones responsaveis por surtos causados por esse género (Camargo et

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

Neste estudo a diversidade genética dos 172 enterococos isolados
de amostras fecais de pinguins-de-magalhdes foi avaliada através da analise
dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossomico, utilizando a técnica da
eletroforese em gel de agarose submetido a um campo pulsado (PFGE). A
técnica revelou diferentes perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico
distribuidos em 17 perfis clonais distintos e um singleton, formado por um perfil
nao relacionado aos demais, como pode ser observado na Figura 8.

O ponto de corte para considerar as bactérias como pertencentes ao
mesmo perfil clonal foi de 80% de similaridade (Tenover, 1995). Cada um dos

17 perfis clonais foi constituido por enterococos de uma mesma espeécie.
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FIGURA 8. Dendrograma representativo dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossGmico obtidos por
eletroforese em campo pulsado (PFGE) apds digestdo pela enzima Smal, dos enterococos isolados das
amostras P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8 e P9. Fonte: A autora.
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De acordo com o numero de isolados que constituiam cada perfil
clonal, observou-se que o perfil clonal 14 (C14) apresentou 0 maior numero de
isolados, constituido por 54 isolados de E. faecalis, sendo considerado,
portanto, o principal clone deste estudo. O segundo perfil clonal que
apresentou maior numero de isolados foi o clone C3, com 21 isolados de E.
faecium, seguido do clone C9, com 18 E. mundtii, e do clone C8, que continha
18 isolados de E. faecium. O perfil clonal 13 (C13) apresentou 13 E. faecium, o
clone C15 continha 11 E. faecalis, o clone C2 apresentou cinco E. faecalis e os

clones C5 e C6 continham cinco E. hirae.

Os perfis clonais 4 (C4) e 11 (C11) foram constituidos por quatro E.
hirae, seguidos do clone C12, com trés E. hirae, do clone C16 que continha
dois E. faecium, dos clones C7 e C17 que apresentaram dois E. faecium, e dos

clones C1 e C10 que foram constituidos por dois E. faecalis.

Detendo-se a uma analise mais minuciosa dos perfis obtidos de
acordo com a técnica de PFGE, posteriormente, foram avaliados os
dendrogramas gerados a partir das diferentes espécies de enterococos, a fim
de comparar mais adequadamente a similaridade entre os isolados de uma

mesma especie.

Considerando-se a diversidade genética dentro de uma mesma
espécie, analisando-se os 22 isolados da espécie E. hirae (amostra P1), pode-
se verificar que foram encontrados cinco perfis clonais diferentes, C4, C5, C6,
C11, C12 e um singleton, formado por um perfil n&o relacionado aos demais,
cuja maior similaridade foi de 79,4% em relacdo ao perfil clonal 4 (Figura 9).

Convém ressaltar que os quatro isolados de E. hirae do clone Cl11
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apresentaram 93,9% de similaridade. Além disso, todos os isolados desse

grupo foram resistentes a tetraciclina e portavam os genes tet(M) e tet(L).

PFGE PFGE

Isolado
P1 - 159
P1-20
P1-1
P1-9
P1-4 7
P1-6 C12
P1-8 4
P1- 107

: 80
L100

50
55
o0
65
70
75

C11

59.0

95.0

P1-5 | ca
P1-7
P1-3
. P1- 22] Singleton
P1-137
P1-16
P1-14
P1-21
P1-17.
P1-127
P1-19
P1-11
P1-18
P1-2

[NV p—

90.0

48.9
79.4

75.0

96.3

C5

93.0

87.0

59.2

Ccé6

80.!

FIGURA 9. Dendrograma representativo dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico
obtidos por PFGE, dos isolados de E. hirae da amostra P1. Fonte: A autora.

Ja em relacdo aos 18 isolados da espécie E. mundtii foi possivel
verificar que todos os isolados fazem parte de um mesmo perfil clonal (C9) com
87,9% de similaridade entre os isolados, conforme Figura 10. E importante
salientar que nenhum dos isolados apresentou resisténcia aos antimicrobianos

e 0s genes de viruléncia testados.
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FIGURA 10: Dendrograma representativo dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossdmico

obtidos por PFGE, dos isolados de E. mundtii da amostra P7. Fonte: A autora.

Quanto a diversidade genética entre os 58 isolados de E. faecium

pertencentes as amostras P3, P4 e P6, verificou-se que esses isolados

constituiam seis perfis clonais diferentes (C3, C7, C8, C13, C16, C17), sendo o

perfil clonal C3 estava representado pelo maior numero de

isolados

relacionados, conforme representado na Figura 11. Uma caracteristica

importante evidenciada entre os E. faecium foi a resisténcia a diferentes

antimicrobianos e isso pode ser correlacionado também com diferentes

padrdes de bandas formados nessa espécie.

Os isolados E. faecium P4-1 e P4-17 do clone C7 apresentaram

83,3% de similaridade, foram resistentes a tetraciclina e apresentavam os

genes tet(M) e tet(L). Os 13 isolados de E. faecium do clone C13 apresentaram

85,3% de similaridade e foram todos suscetiveis aos antimicrobianos testados,

com excecdo de um isolado (P6-9) que apresentou resisténcia intermediaria a

ciprofloxacina.

c9
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Os E. faecium pertencentes ao clone C8 apresentaram 87,2% de
similaridade, e resisténcia intermediaria aos antimicrobianos ciprofloxacina e
eritromicina. Os isolados P6-7 e P6-15 do clone C16 apresentaram 83,3% de
similaridade, resisténcia a intermediaria a ciprofloxacina e eritromicina,
resisténcia a tetraciclina e foram positivos apenas para a presenca do gene

tet(M).

Os isolados P6-5 e P6-13 do clone C17 apresentaram 100% de
similaridade; ndo apresentou isolados resistentes aos antimicrobianos testados.
Os 21 isolados do clone C3, principal perfil clonal dessa espécie, apresentaram
fendtipo de multirresisténcia, tendo suscetibilidade diminuida aos

antimicrobianos ciprofloxacina, norfloxacina e eritromicina.

Com base nos perfis obtidos dos 74 isolados de E. faecalis, foi
possivel observar 5 perfis clonais diferentes (C1, C2, C10, C14, C15), sendo
qgue o C14 foi o perfil clonal predominante entre os E. faecalis, constituido por
54 isolados oriundos de trés amostras diferentes (Figura 12). O segundo perfil
clonal mais frequente foi o C15, que apresentou 11 E. faecalis, seguido do
clone C2, com cinco isolados E. faecalis; e dos clones C1 e C10, cada um com

2 E .faecalis.

O perfil clonal C14 foi o perfil clonal principal entre os isolados
avaliados, compostos por 54 isolados com 82,6% de similaridade entre eles.
Além disso, todos os isolados do clone C14 apresentaram 0s genes de
viruléncia gelE, ace e asa e 44 isolados produziram gelatinase. Em relacdo a

formacao de biofilme, os isolados foram fracos e moderados formadores.
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FIGURA 12. Dendrograma gerado a partir dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico
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O clone C15 apresentou 11 isolados de E. faecalis com 82,8% de
similaridade. Todos os isolados desse perfil apresentaram os genes gelE e ace,
produziram gelatinase, mas foram negativos para a presenc¢a dos genes asa e
cylA. O perfil clonal C2 apresentou cinco isolados de E faecalis com 92,3% de
similaridade, que apresentavam o0s genes de viruléncia gelE, ace, asa,
produziram gelatinase e foram moderados formadores de biofilme.

O perfil clonal C1 foi composto de apenas dois E. faecalis com
86,7% similaridade, que apresentavam os genes de viruléncia gelE, ace, asa,
produziram gelatinase e foram fracos e moderados formadores de biofilme. O
clone C10 também apresentou 2 E. faecalis com 88,9% similaridade;
entretanto, os dois isolados apresentaram apenas os genes gelE e ace,
produziram gelatinase e foram fracos formadores de biofilme.

Assim como neste estudo, outros trabalhos demonstraram que a
técnica de PFGE é uma ferramenta eficaz para a discriminacdo de bactérias
isoladas do ambiente marinho (Jensen et al.,, 1999; Stoddard et al., 2008;
Furukawa et al., 2011). Estudos com animais terrestres também salientam a
eficiéncia do PFGE em discriminar linhagens de enterococos resistentes e
virulentas (Jung et al., 2007; Jackson et al., 2010; Wijetunge et al., 2012;
Jiménez et al., 2013; Oravcova et al., 2014).

Segundo Magalhaes et al. (2005) o PFGE é uma técnica bastante
complexa e com um poder discriminatério muito elevado, mas é importante
ressaltar que métodos de tipagem somente auxiliam e, se utilizados
isoladamente, podem levar a conclusfes equivocadas. Nesse sentido, destaca

a importancia de correlacionar os dados gerados por diferentes técnicas
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(fenotipicas e genotipicas) para se inferir resultados mais precisos (Magalhaes
et al., 2005).

Os resultados obtidos do PFGE demonstraram que ha relacdes
entre os perfis agrupados por PFGE e os perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos, genes de resisténcia e viruléncia, além daquelas ja
estabelecidas entre amostras e espécies. No entanto, ndo foi possivel
correlacionar com a formacdo de biofime. Como ja foi mencionado
anteriormente, esse fenoétipo pode ser influenciado por uma série de fatores
intrinsecos e extrinsecos que atuam juntos na determinacdo dessa
caracteristica. Isso pode justificar os diferentes fenétipos gerados mesmo em
cepas pertencentes a um mesmo perfil clonal (Mohamed & Huang, 2007).

A espécie de E. faecalis tem se mostrado bem adaptada ao nicho
gastrointestinal de animais marinhos, vencendo a competicdo com outros
enterococos. Spence (2014) salienta que a espécie E. faecalis é ubiqua a
varios ambientes e um clone dessa espécie também foi predominante em
amostras de fezes dos animais marinhos avaliadas na Antéartica (tais como
focas, elefantes, pinguins-de-adelia e outros). Santestevan (2014) também
encontrou o predominio de E. faecalis em amostras de fezes de lobos-
marinhos e alta similaridade entre isolados de uma mesma amostra.

E importante ressaltar que contrastes na ocorréncia e prevaléncia de
espécies, bem como de clones encontrados nas amostras avaliadas podem
estar relacionados uma série de fatores, tais como idade, estado de saude,
composicao da dieta e/ou o caminho migratorio percorrido pelo animal ao longo

da vida (Lebreton et al., 2014).
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No caso dos pinguins, os filhotes recém-nascidos podem adquirir a
sua microbiota a partir da superficie do ovo, circundante no ambiente (ninho)
nas colbnias, e em sua primeira refeicdo. O modo de alimentacao de filhotes de
pinguins por regurgitacdo também pode aumentar a probabilidade de
transmissao vertical bacteriana dos pais para o trato intestinal dos filhotes. Isto
pode explicar pelo menos em parte, a prevaléncia do clone C14 presente em
trés pinguins juvenis que pode ter sido adquirido ainda nas colonias. Quando
adultos, parte de suas comunidades bacterianas pode ser adquirida atraves da
dieta (peixes, crustaceos e moluscos) ou da propria agua do mar, que pode
funcionar tanto como um meio para transporte quanto para o crescimento de
micro-organismos (Potti et al., 2002).

Além disso, o predominio de algumas cepas pode estar relacionado
também com o fato de os fatores de viruléncia estarem mais associados com
algumas espécies, as quais acabam levando vantagens sobre as outras e
predominando nas amostras (Fischer & Phillips, 2009). Ainda, nos casos de
isolamento através de técnicas cultivaveis, a propria metodologia pode ser um
limitante, visto que pode favorecer o crescimento de algumas cepas e/ou
suprimir outras que nao sao capazes de crescer nas condicdes de laboratério

testadas.

O sequenciamento do genoma de diversas cepas de enterococos e
a utilizacao de diferentes técnicas como a amplificacdo aleatoria de fragmentos
de DNA (RAPD), tipagem por sequenciamento de multiplos loci (MLST) e
analise do polimorfismo numérico de sequéncias repetitivas em multiplos loci

(MLVA) tém sido aplicados tanto para identificar as linhagens envolvidas em
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epidemias e infeccbes quanto para avaliar a similaridade entre isolados de

diferentes nichos ecolégicos (Lebreton et al., 2014).

Técnicas como a RAPD demonstraram boa aplicabilidade em alguns
estudos epidemiologicos e de variabilidade genotipica (Nallapareddy et al.,
2002; Costa et al.,, 2009). Entretanto, em outros estudos ndo foram téo

eficientes (Santestevam, 2014).

Apesar de o PFGE ser a técnica padrdo ouro para tipagem de
enterococos, outras técnicas, como MLST e MLVA, tém sido utilizadas para
rastrear clones epidemiolégicos em ambientes aquaticos (Ahmad et al., 2014;
Sadowy & Luczkiewicz, 2014). As principais vantagens desses sistemas séo,
como no PFGE, a boa tipabilidade das amostras, a reprodutibilidade e o poder
discriminatorio, tendo a vantagem, em relacdo a técnica anterior, de permitir
comparacdes em nivel global das amostras caracterizadas em bancos de
dados internacionais de acesso online (Kem et al. 2011).

Sadowy & Luczkiewicz (2014), em um estudo realizado na Polbnia,
avaliaram amostras de agua (estacOes de tratamento de esgoto, rio e mar) e
encontraram isolados de E. faecalis e E. faecium que apresentavam varios
determinantes de resisténcia e viruléncia caracteristicos de linhagens
hospitalares. Os autores observaram também relacdes clonais entre os
isolados dos diferentes pontos de amostragem e concluiram que as estacdes
de tratamento liberam enterococos resistentes e virulentos para os emissarios
submarinos e salientam a necessidade da compreensdo de como essas

linhagens sobrevivem e se proliferam em ecossistemas aquaticos.
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Ahmad et al. (2014) avaliaram a prevaléncia de espécies, a
diversidade, a resisténcia antimicrobiana e os determinantes de viruléncia entre
0s enterococos obtidos de uma praia na costa leste da Malasia. Verificaram
diferencas significativas entre isolados de enterococos obtidos da areia, da
agua do mar e de amostras de agua de um rio que desembocava nessa praia.
Os enterococos obtidos da agua do rio foram mais resistentes e virulentos.
Além disso, verificaram a presenca de um clone multirresistente comum a
esses ambientes que € comumente relacionado a surtos hospitalares. O estudo
conclui que a presenca de enterococos resistentes a antibioticos e com
determinantes de viruléncia em aguas recreativas poderia ser um risco para a

saude publica.

Uma investigacdo mais intensiva utilizando o sequenciamento de
todo o genoma do micro-organismo pode explicar ainda melhor a origem de
genes de resisténcia a antibidticos e viruléncia e permitir a atribuicdo das
devidas fontes. Spence (2014) avaliou 59 enterococos (57 E. faecalis e 02 E.
faecium) isolados a partir de amostras de agua, sedimentos e amostras fecais
de alguns animais (dentre estes pinguins da espécie Pygoscelis adeliae) da
Antartica. Inicialmente, foi realizada a analise da regido 16S rRNA e na
sequéncia do gene pheS (utilizada por ser uma regidao com alta variabilidade).
Com base nessas analises verificou-se que as sequéncias dos genes
analisados dos 57 E. faecalis apresentaram uma homologia superior a 98%,
indicando que todos os isolados dessa espécie poderiam representar uma
Gnica estirpe e, possivelmente, ter uma Unica origem. No entanto, o autor

ressalta no estudo que a presenca de isolados resistentes e sensiveis sugere



111

duas ou mais estirpes que apresentam alta similaridade de sequéncias, mas
diferem na estrutura do genoma e de genes.

A fim de avaliar o quanto estes isolados de E. faecalis eram
similares, posteriormente, Spence (2014) realizou o sequenciado de todo o
genoma de quatro destes isolados, dois de areas contaminadas (02 E. faecalis
de amostras de agua) e dois de areas ndo contaminadas (01 E. faecalis de
amostras de agua e 01 E. faecalis de fezes de pinguim). Os genomas dos dois
isolados a partir de areas contaminadas (com fendtipos altamente resistentes a
vancomicina) foram estruturalmente semelhantes ao do genoma de E. faecalis
V583 patogénico, enquanto os dois isolados de areas ndo contaminadas
(suscetiveis a vancomicina) foram semelhantes em estrutura com as cepas E.
faecalis comensais de humanos. Apesar das diferengcas na estrutura do
genoma e fenotipos de resisténcia aos antibidticos, todos os quatro isolados
codificavam genes de resisténcia e viruléncia. No entanto, os genes de
resisténcia a alto nivel de resisténcia a vancomicina e a ampicilina encontrados
nos isolados de areas contaminadas foram atribuidos a atividade humana e ao
lancamento de esgoto da estacdo de pesquisas da Antartica.

O autor salienta ainda que a presenca de isolados multirresistentes e
virulentos sugere que estes isolados podem ser patogénicos para animais
selvagens da Antartica. A medida que cepas ambientais se assemelham a
enterococos isolados clinicos, isso pode indicar que estdo se movendo em
direcdo a um nicho de patogenicidade podendo representar um risco maior

para a vida de animais selvagens do que estirpes comensais (Spence, 2014).
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Estudos tém demonstrado que cepas ambientais tém um genoma
menor quando comparadas com isolados clinicos, e os trabalhos sugerem que
isso ocorre devido a presenca de genes chamados CRISPR (Clusters of
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat). Esses genes seriam
responsaveis por impedir as bactérias (portadoras de CRISPRs) de trocar
material genético através de fagos ou plasmideos com outras bactérias,
funcionando como um “sistema de defesa” contra a aquisicdo de desse tipo de
material genético, e consequentemente essas bactérias apresentariam um
genoma menor. As pesquisas demonstram que esses genes sao mais
encontrados em bactérias ambientais do que em isolados clinicos (Gilmore et
al., 2013).

Em contrapartida, as estirpes que nao possuem o0s elementos
CRISPRs sédo capazes de adquirir sequéncias de insercdo e elementos
genéticos que confere viruléncia aumentada e resisténcia aos antibioticos, o
gue resulta em aumento patogenicidade. Estas estirpes de Enterococcus
parecem ter perdido durante o processo evolutivo 0s genes associados com o
nicho gastrointestinal de comensais e movendo-se em direcdo a um nicho de
patogenicidade. Ha fortes evidéncias de uma associacdo entre a acumulacao
de sequéncias de insercdo e aumento da viruléncia dos enterococos (Gilmore
et al., 2013; Spence, 2014).

Sob essa perspectiva, 0 sequenciamento de genes constitutivos
(MLST) ou do genoma completo poderia esclarecer se as linhagens de
enterococos resistentes e virulentas encontradas no trato gastrointestinal de

pinguins-de-magalhdes podem estar relacionadas a complexos clonais
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conhecidos mundialmente por causar surtos hospitalares, constituindo, assim,
em potencial risco a saude dos proprios animais, de humanos e/ou ao
ambiente marinho em geral.

Neste sentido, os resultados do nosso estudo enfatizam a
importancia da caracterizacao de cepas de enterococos oriundas de pinguins-
de-magalhdes. Dessa forma, € possivel compreender melhor a ecologia dos
pinguins-de-magalhdes, bem como elucidar a trajetéria de propagacédo de
linhagens bacterianas resistentes e virulentas oriundas desses animais nos

ecossistemas marinhos.



5 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel isolar bactérias pertencentes ao
género Enterococcus de amostras fecais de pinguim-de-magalhaes
(Spheniscus magellanicus) aplicando metodologias seletivas convencionais
para este grupo. Com a associacao de técnicas como testes fisioldgicos e
PCR espécie-especificos, foi possivel realizar a identificacdo dos enterococos.
Observou-se gue as espécies predominantes nas amostras avaliadas foram E.
faecalis e E. faecium, seguidas de E. hirae e E. mundti. Esses dados
corroboram a hipotese de que o0s enterococos também sdo capazes de
colonizar o trato gastrointestinal de aves marinhas, como 0s pinguins da
espécie Spheniscus magellanicus.

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana demonstraram que 0s
enterococos encontrados no trato gastrointestinal de pinguins-de-magalhaes
foram suscetiveis a maioria dos antimicrobianos testados. Contudo, foram
encontrados enterococos com fenotipos resistentes aos antimicrobianos
ciprofloxacina, norfloxacina, eritromicina e tetraciclina. Entre as espécies de
enterococos, E. faecium foi a espécie mais resistente aos antimicrobianos
avaliados, apresentando inclusive alguns fenotipos de multirresisténcia. Todos

os isolados resistentes a tetraciclina apresentavam o gene tet(M) e apenas dois
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isolados ndo apresentavam o gene tet(L). Ja o gene erm(B) néo foi detectado
nos isolados resistentes a eritromicina.

O grande numero de isolados sensiveis reforca a ideia de que a
auséncia de contato direto desses animais com antimicrobianos mantém o0s
niveis de resisténcia baixos. Contudo, a presenca de fendtipos resistentes em
alguns animais sugere que possa estar ocorrendo esse contato, mesmo que
em dosagens minimas, via cadeia alimentar ou poluentes aquéaticos oriundos
de acdes antropicas. Sob outra perspectiva, ao considerar que algumas
caracteristicas dos enterococos sao inerentes e anteriores a pressao antropica,
a presenca de determinantes de resisténcia pode ser independente do contato
com vias de proliferacdo e pode ter origem no resistoma ambiental. Esses
resultados apontam para a importancia de mais estudos com esses animais
para o melhor entendimento da evolucdo dos mecanismos de resisténcia

apresentados pelo género enterococos.

Genes codificadores de proteinas que podem desempenhar um
papel fundamental na patogenicidade dos enterococos e/ou que Ilhes
possibilitam uma vantagem seletiva sobre outros micro-organismos foram
encontrados nos isolados do trato gastrointestinal dos animais avaliados,
exclusivamente na espécie E. faecalis. Além disso, verificou-se que alguns
desses genes de viruléncia, tais como o0 gene gelE, estavam sendo expressos
em alguns isolados, acarretando na atividade da gelatinase.

Em relacdo a capacidade de formacao de biofilme, houve diferencas
na formacdo de acordo com as espécies de enterococos avaliadas, mas a

maioria dos isolados se mostrou fraco formador de biofilme. Além disso, a
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formacao de biofilme em Enterococcus spp. ndo pareceu estar relacionada a
nenhum dos genes avaliados neste trabalho, o que confirma a complexidade e
a natureza multifatorial dessa caracteristica.

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico dos
enterococos foi realizada por meio da eletroforese em gel de agarose
submetido a um campo pulsado (PFGE) e demonstrou uma alta similaridade
entre os isolados de uma mesma amostra, bem como revelou o predominio de
um clone em trés das nove amostras avaliadas. Além disso, foi possivel
estabelecer relacdo entre os perfis clonais gerados por PFGE e os fatores de
viruléncia presentes nos isolados de enterococos.

Os resultados obtidos neste estudo atentam para a ampla
distribuicdo de genes de viruléncia e/ou resisténcia a antimicrobianos entre
espécies de enterococos que compdem o trato gastrointestinal de pinguins-de-
magalhaes. Isso indica que estes enterococos podem constituir um reservatorio
de tais caracteristicas e, sendo o ambiente marinho um meio de disseminacéo,
€ importante considerar o potencial desse género em ocasionar riscos para a
saude desses animais, bem como para outros organismos que compartilham
desse ecossistema. Portanto, este estudo contribui tanto para a compreenséo
da ecologia dos pinguins-de-magalhdes quanto para a elucidacao da trajetoria
de propagacao de linhagens bacterianas resistentes e virulentas no ambiente

marinho.
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7 APENDICES

APENDICE A — Manual de coleta e remessa de amostras

As amostras bioldgicas dos animais deverao ser coletadas para a
realizacdo de pesquisa na area de bacteriologia. A coleta devera ser feita,
sempre que possivel, dentro de técnicas asseépticas, e todas as amostras
deverdo ser mantidas sob refrigeracdo em temperatura mais baixa possivel —
se forem coletadas a campo, em isopor com gelo e, assim que chegarem as
instalacdes apropriadas, em refrigerador ou freezer, sendo encaminhadas ao
laboratorio o mais rapidamente possivel.

Devem ser coletadas amostras de fezes de animais vivos ou recém-
mortos que tenham sido encaminhados para o centro de reabilitacdo ou
encontrados na praia. A coleta pode ser feita com suabe retal/cloacal de
animais vivos ou de conteudo intestinal de animais mortos (preferencialmente
ate Code 2).

Técnica do suabe retal/cloacal: (1) Inserir o suabe no esfincter
anal/cloaca, fazendo movimentos rotatorios; (2) Ao retirar, verificar se existe
coloracdo fecal no algodédo; (3) Armazenar o suabe no invélucro especial
contendo meio de transporte; (4) Identificar o animal de origem e encaminhar

ao laboratorio.



