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“ am among those who think that science has great beauty.
A scientist in his laboratory is not only a technician: he is also a child
placed before natural phenomena which impress him like a fairy tale.”

Marie Curie
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ESTUDO DE Enterococcus sp. ISOLADOS DE CANIDEOSE
FELIDEOS SELVAGENSDO PAMPA BRASILEIRO?

Autor: Gabriella Oliveira de Araujo

Orientador(a): Profa. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

Enterococos sdo bactérias gram-positivas encontrados no trato
gastrointestinal de humanos e animais. Diversos estudos foram realizados com
enterococos isolados de diversas amostras, entretanto poucos com microbiota
proveniente de animais selvagens. O presente trabalho teve como objetivos: 1) isolar
e avaliar a distribuicdo de Enterococcus spp. a partir de amostras fecais e orais de
graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus) e gatos-do-mato-grande (Leopardus
geoffroyi) selvagens encontrados no Bioma Pampa do estado do Rio Grande do Sul,
Brasil; 2) avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e; 3) verificar a presenca de
genes relacionados a resisténcia e a viruléncia. O isolamento foi realizado utilizando-
se meios de cultura seletivos e a identificacdo das espécies foi realizada por reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) e MALDI-TOF. O perfil de suscetibilidade frente a 12
antimicrobianos foitestado pelo método de disco difusdo. Cepas com susceptibilidade
reduzida para tetraciclina e eritromicina foram avaliadas por PCR para a presenca dos
genes tetL, tetM e tetS; e msrC e ermB, respectivamente. A determinacdo de genes
de viruléncia (ace, agg, gelE, esp e cylA) também foi realizada por meio da técnica de
PCR. A atividade das enzimas gelatinase e hemolisinas associada aos genes gelE e
cylA, respectivamente foram determinadas. No total de 114 enterococos (58 de
graxaim-do-campo e 56 de gato-do-mato-grande) foram isolados e identificados.
Enterococcus faecalis foi mais abundante (52,63%), seguido de E. faecium (25,43%),
E. casseliflavus (13,15%), E. hirae (7,01%) e E. durans (1,75%). Em relacdo aos
animais avaliados, E. faecalis foi a espécie mais frequente (41,37% nas amostras de
graxaim-do-campo e 64,28% provenientes de gato-do-mato-grande). 99,12% das
cepas apresentaram suscetibilidade reduzida a pelo menos um dos antimicrobianos,
sendo observada para rifampicina (79,7%), eritromicina (69,56%), ciprofloxacina
(36,23%), tetraciclina e estreptomicina (34,78%), norfloxacina e nitrofurantoina
(17,39%), gentamicina (10,14%), linezolida e cloranfenicol (2,89%). Dentre os 24
isolados resistentes a tetraciclina, 66,6% apresentaram 0s genes tetM e tetL, nenhum
o tetS. Dos 21 resistentes a eritromicina, 71,42% apresentaram o gene msrC e 42,85%
ermB. Quanto a presenca dos genes de viruléncia, maior incidéncia foi observada para
0s genes ace (59,64%) e gelE (51,75%), seguido por agg (21,92%) e cylA e esp
(0,87%). Em conclusao, diferentes espécies de enterococos fazem parte da microbiota
intestinal de graxains-do-campo e de gatos-do-mato-grande. A presenca de
resisténcia e viruléncia nestes isolados pode estar relacionada a fatores
antropogénicos ou com o resistoma ambiental.

lDisserta(;éo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade
Federaldo Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (95 pp.) Margo, 2019.
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STUDY OF Enterococcus sp. ISOLATED FROMWILD CANIDS AND
FELIDS OF BRAZILIAN PAMPA?

Author: Gabriella Oliveira de Araujo

Advisor: Prof. Dr. Ana Paula Guedes Frazzon

ABSTRACT

Enterococci are gram-positive bacteria found in human and animal
gastrointestinal tract. Many studies were carried out on isolated enterococci from
several samples; however few were conducted with microbiota derived from wild
animals. The main objectives of the present study were: 1) to isolate and evaluate the
distribution of Enterococcus spp. from faecal and oral samples of wild pampas fox
(Lycalopex gymnocercus) and geoffroy’s cat (Leopardus geoffroyi) found in Pampa
Biome from Rio Grande do Sul, Brazil; 2) to assess the antimicrobial susceptibility
profile and; 3) to verify the presence of resistance and virulence related genes.
Enterococci isolation was performed using selective culture medium and species
identification was conducted by polymerase chain reaction (PCR) and MALDI-TOF.
The susceptibility profile towards 12 antimicrobials was tested using a diffusion disc
method. Strains with reduced susceptibility to tetracycline and erythromycin were
evaluated by PCR for the presence of the tetL, tetM and tetS genes; and msrC and
ermB, respectively. PCR technique was also used to determine the virulence genes
(ace, agg, gelE, esp e cylA). Enzymatic activity of gelatinase and hemolysins
associated with gelE and cylA, respectively, were also determined. In total 114
enterococci (58 from pampas fox and 56 from Geoffroy's cat) were isolated and
identified. Enterococcus faecalis was the most abundant (52.63%), followed by E.
faecium (25.43%), E. hirae (7.01%) and E. durans (1.75%). Regarding to the evaluated
animals, E. faecalis was the most frequent species (41.37% of pampas fox samples
and 64.28% of Geoffroy's cat). 99.12% of the strains showed reduced susceptibility to
at least one of the antimicrobials, being observed for rifampicin (79.7%), erythromycin
(69.56%), ciprofloxacin (36.23%), tetracycline and streptomycin (34.78%), norfloxacin
and nitrofurantoin (17.39%), gentamicin (10.14%), linezolid and chloramphenicol
(2.89%). Among the 24 isolates resistant to tetracycline, 66.6% had tetM and tetL
genes and none presented tetS. Of the 21 resistant to erythromycin, 71.42% had msrC
gene and 42.85% had ermB. Regarding the presence of the virulence genes, a higher
incidence was observed for ace (59.64%) and gelE (51.75%) genes, followed by agg
(21.92%), cylA (0.87%) and esp (0.87%). In conclusion, different enterococci species
are part of pampas fox and Geoffroy's cat intestinal microbiota. The presence of
resistance and virulence in these isolates may be related to anthropogenic factors or
ambient resistome.

Imaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da Salude, Universidade
Federaldo Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (95 pp.) March, 2019
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1 INTRODUCAO

No Bioma Pampa € encontrada uma grande diversidade de espécies
animais e vegetais unicas. No Brasil, este bioma é restrito a apenas 2,07% do seu
territorio e, por apresentar caracteristicas ambientais de interesse agricola, vem
sofrendo grande perda de territorio natural.

O contato humano com animais selvagens pode levar a transmissado de
microrganismos patogénicos, como relatado por Santos e colaboradores (2013) em
gue foram encontradas bactérias com suscetibilidade reduzida aos antimicrobianos
em amostras de animais selvagens. Entretanto, pouco se sabe sobre a diversidade
de espécies bacterianas e sobre a ecologia de genes que conferem reducdo na
sensibilidade a antimicrobianos na vida selvagem (Allen et al. 2010).

Dentre 0s microrganismos que apresentam perfil de suscetibilidade
reduzida frente a antimicrobianos isolados de animais selvagens destaca-se o género
Enterococcus. Este género tem sido observado como parte da microbiota intestinal de
diversos animais, como cegonhas, corujas, coelhos, ginetas, aves de rapina, gatos
selvagens, lontras, lobos, pegas e macacos-prego, morcegos, lobos marinhos e
tartarugas marinhas (Poeta et al., 2005; Santestevan, 2014; Prichula, 2015; Pereira,
2016; Grassotti, 2018; Costa, 2018). Uma caracteristica deste género é a sua
capacidade de adquirir e transferir genes que conferem reducéo na sensibilidade a
antimicrobianos. Além disso, sdo considerados agentes patogénicos oportunistas por
possuirem a capacidade de provocar processos infeciosos em situacfes onde o
hospedeiro apresenta quadro clinico de imunodepressao (Gilmore et al., 2014).

A presenca de enterococos resistentes nos mais diversos nichos tem sido
bastante estudada, entretanto, em amostras provenientes de animais selvagens, a
pesquisa € pouco noticiada, provavelmente devido a dificuldade relacionada a
manipulacdo e obtencdo de amostras destes animais. Gatos-do-mato-grande e
graxains-do-campo sdo duas espécies de mamiferos comumente encontradas em
areas nativas do bioma Pampa. Devido ao crescimento progressivo da ocupagao
humana nestas areas, o estreitamento do contato com o ser humano, assim como a
animais domésticos e de producdo, gera preocupacdes acerca da saude e da

conservacao destes animais selvagens em razéo da possibilidade de transmisséo de



patdégenos entre humanos, animais selvagens e domesticos. Estudos realizados em
fragmentos de Pampa brasileiro, argentino e uruguaio relatam alguns casos
problematicos decorrentes desta proximidade, tais como: lutas entre animais
domésticos em areas de fazendas que, muitas vezes, culminam na morte de animais
selvagens; a caga ilegal de animais selvagens com a finalidade de protecdo de
propriedade privada ou para a obtencdo da pele dos felideos (Pereira et al., 2010;
Bager & Rosa, 2010; Pereira, 2010); atividade de caca predatoria de animais
selvagens em fazendas que geram prejuizo a pecuaristas; perturbacdo no forrageio
de canideos e felideos selvagens devido a reducdo de roedores nativos, que compde
sua base alimentar e reducao da area de vida de gatos-do-mato-grande e de graxains-
do-campo (Silva-Rodriguez et al., 2009; Vieira et al., 2008; Santos et al., 2012). Mais
estudos devem ser desenvolvidos para compreender a totalidade do impacto gerado
pela atividade humana nas popula¢gdes e na salde destes animais.

A auséncia de estudo sobre enterococos em amostras fecais de graxains-
do-campo (Lycalopex gymnocercus) e gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)
selvagens pertencentes ao Bioma Pampa brasileiro, justifica o presente estudo.



2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presenca e o perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos das espécies de enterococos isolados de amostras
orais e retais de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande, assim como avaliar a
presenca ou auséncia de genes de resisténcia e viruléncia nesses isolados.
2.2 Objetivos Especificos
2.2.1 Isolar e identificar fenotipicamente e genotipicamente as espécies de
Enterococcus nas amostras orais e retais de graxaim-do-campo e gato-do-mato-
grande;
2.2.2 Analisar o perfil de suscetibilidade das cepas frente a antimicrobianos
utilizados na terapéutica de humanos e animais;
2.2.3 Detectar a presenca de fatores de viruléncia e resisténcia nas cepas;
2.2.4 Verificar a atividade das enzimas gelatinase e citolisina das cepas

isoladas.



3 REVISAODA LITERATURA

3.1 Bioma Pampa

Tem-se por definicdo que o bioma é uma regido com geografia, clima, flora
e fauna préprios e caracteristicos. O Brasil € composto por seis biomas distintos:
Amazobnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal. De todos estes
biomas existentes no Brasil, 0 Pampa e o Pantanal sdo os menores, compreendendo
2,07% e 1,76% do total do territério nacional brasileiro, respectivamente (Roesch et
al., 2009)

O Bioma Pampa € encontrado apenas no estado do Rio Grande do Sul
(RS), ocupando 62,2% do territério gaicho. Entretanto, o Pampa se estende também
para paises estrangeiros: com parte no Paraguai, Argentina e Uruguai. Apenas 0,36%
do territério brasileiro composto por Bioma Pampa foi transformado em area de
conservacao no Sistema Nacional de Unidades de Conservacao (SNUC), o menor do
pais (MMA — Ministério do Meio Ambiente, 2019). Como solu¢do, o MMA afirma que
0 uso sustentavel em atividades econbmicas é elemento fundamental para a
conservacao do Bioma Pampa. Nele, a diversificacdo da producéo rural, a valorizacao
da pecuaria com manejo em campo nativo, planejamento regional, zoneamento
ecolégico-econdbmico e o respeito pelos limites do ecossistema sdo 0s caminhos que
asseguram todos os aspectos do relacionamento complexo a conservacdo da
biodiversidade e o desenvolvimento econdmico e social (Echer et al., 2015).

A vegetacdo do Bioma Pampa apresenta-se em forma de mosaico
composto por grandes areas de campos, vegetacdo arbustiva esparsa e formacdes
florestais isoladas. O tipo de clima € subtropical e temperado com as quatro estacdes
bem caracterizadas e com temperaturas anuais que variam entre -10°C e 38°C;
chuvas distribuidas ao longo do ano (Roesch et al., 2009). Neste Bioma é encontrada
uma grande diversidade de espécies animais e vegetais, sendo considerado como
uma das areas mais ricas em biodiversidade, abrigando espécies ainda nao descritas
pela ciéncia. Acredita-se que existam 3.000 espécies vegetais, 578 espécies de aves
e mais de 100 espécies de mamiferos terrestres. Por apresentar campos naturais e
condi¢cbes ambientais favoraveis para a criacdo de gado europeu, o Bioma Pampa é

um grande atrativo para atividades pecuarias (Pillar, 2009).



A atividade pecuarista esta fortemente ligada a cultura tradicional gaucha,
além de ser de grande importancia econémica para o RS, auxiliando na preservacao
do Bioma Pampa. Em contrapartida, a expansdo de monoculturas agricolas e de
pastagem com espécies exoticas tem levado a rapida degradacdo e
descaracterizacdo dos campos sulinos. No campo da agricultura, mais de 60% das
areas do pampa brasileiro foram convertidas em plantagdes. O cultivo de milho, trigo,
soja e eucalipto (silvicultura) sdo 0s que mais geram preocupacdo nas mesas de
debate a respeito da conservacao (Pereira, 2014).

O Rio Grande do Sul é um dos principais produtores agricolas do pais,
possuindo 1137 dos 2302 estabelecimentos agropecuarios da regidao sul brasileira,
gue contribuem para a participacdo dos 11,6% do estado no Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro, de acordo com o censo agropecuario realizado pelo IBGE no ano de
2017 (Borges et al., 2016; IBGE, 2017). A geracdo de emprego e contribuicdo
econbmica do estado € inquestionavelmente importante para o pais. Por outro lado,
apenas 11,7% da area do Bioma Pampa ndo tem ocupacdo humana, ndo apresenta
acdo antropica e mantem seu aspecto fisionbmico semelhante a condicdo original,
areas campestres ou florestais (Echer et al., 2015).

As perdas geradas pela ocupacdo inadequada de areas vegetais e,
consequentemente, a perda de habitat da fauna residente, comprometem o potencial
de desenvolvimento sustentavel da regido. H& comprometimento dos servigcos
ambientais por espécies vegetais de valor forrageiro, alimentar, ornamental e
medicinal; a perda de vegetacdo campestre que auxilia no controle de erosdo do solo
e sequestro de carbono que atenuam o efeito estufa, além da extingdo de espécies
pertencentes a fauna original do Pampa, muitas delas ainda sequer catalogadas
(MMA, 2019; Santos & Silva, 2011).

3.2 Animais encontrados no Bioma Pampa
O Bioma Pampa abriga uma grande diversidade de animais, sendo que
mais de 100 espécies de mamfiferos terrestres sao encontrados neste Bioma,
incluindo o gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi), raposa-dos-pampas ou
graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus), furdo (Galictis cuja), veado campeiro
(Ozotocerus bezoarticus), cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) e o tatu-mulita

(Dasypus hybridus), estando algumas ameacadas de extingdo (Roech et al., 2009).



3.2.1 A espécie Leopardus geoffroyi

De nome popular “gato-do-mato-grande”, o Leopardus geoffroyi é um
mamifero carnivoro, solitario, pertencente a familia dos felideos. Em termos de
taxonomia de género, o gato-do-mato-grande foi muito discutido desde sua primeira
catalogacdo em 1844 até o ano de 2005, quando foi inserido na atual classificacéo.
Portanto, € comum encontrar na literatura referéncias sobre suas sinonimias, as
espécies Oncifelis geoffroyi, Felis geoffroyi e Felis (Leopardus) geoffroyi (Pereira &
Trigo, 2015)

No Brasil, o gato-do-mato-grande é encontrado apenas no estado do Rio
Grande do Sul, na regido de influéncia dos pampas. Estima-se que cerca de 4 mil
individuos desta espécie vivem atualmente no Bioma Pampa. A extensdo de
ocorréncia deste felideo € de aproximadamente 3.180.664 km2 e engloba a Argentina,
Uruguai, sul do Brasil, sul e oeste do Paraguai, centro-sul da Bolivia e pequenas areas
do sudeste do Chile (Figura 1) (Cuyckens et al., 2015; Pereira et al., 2015).

Figura 1l - MapadaUnido Internacional paraa Conservagao da Natureza mostrando em amarelo
a distribuicdo dos gatos-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) na porcdo sul do continente
Americano. Fonte: https://iwww.iucnredlist.org



Monitorado por organizacdes governamentais e sociedades civis, 0 gato-
do-mato-grande esté classificado, em quadro geral, com estado de conservacdo de
menor preocupacdo (last concern — LC, IUCN red list) desde 2013 (Pereira et al.,
2015). Entretanto, no Brasil, o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio) classifica a espécie como vulneravel no estado do Rio
Grande do Sul, onde o animal € encontrado (Almeida et al., 2013). Diversos estudos
apontam a caca ilegal por peles e protecao a propriedade privada, ataques fatais por
animais domeésticos, inanicdo devido a escassez de recursos alimentares e
atropelamento em rodovias como as principais causas para o declinio populacional
(Pereira et al., 2010; Bager & Rosa, 2010; Pereira, 2010).

A fragmentacdo florestal e ocupacdo de terras para uso pecuario sao
apontados como causa indireta desta classificagdo, visto que a diminuicdo de presas
e 0 aumento de competi¢c&o por territério e alimento com outras espécies se intensifica
(Pereira, 2010; Bisceglia, et al., 2011). Na Bolivia, a ocorréncia simpatrica entre o
gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) e a jaguatirica (Leopardus pardalis) impacta
negativamente na populacédo de gatos-do-mato-grande pela predac¢é&o intra-guilda,
conhecida como efeito pardalis (Pereira, 2010). Internacionalmente, esta espécie é a
segunda mais perseguida para comercializacdo ilegal de pele em uma lista
encabecada pelo lince (Lynx rufus) (Scott et al., 2005).

Considerado de tamanho pequeno, o gato-do-mato-grande pesa em média
4,3 kg. Os machos adultos apresentam comprimento de corpo entre 49,8 e 75,0 cm,
diferentemente das fémeas adultas que apresentam menor comprimento corporal
variando entre 39,0 e 51,5 cm. O tamanho da cauda também varia entre machos e
fémeas, podendo atingir 27,5 cm de comprimento maximo em machos e 41,0 cmem
fémeas (Figura 2) (Ximenez, 1975; Nascimento, 2014).

Por ser um animal pouco estudado, ndo se sabe muito a respeito dos
habitos alimentares do gato-do-mato-grande. Entretanto, analises de contetudo
estomacal e intestinal de espécimes vitimas de atropelamento em rodovias revelam a
presenca majoritaria de roedores em sua dieta, dentre estes sdo relatados roedores
silvestres pertencentes aos géneros Calomys sp., Cavia sp, Oligoryzomys sp. e
Akodon sp., além das espécies Mus musculus (camundongo), Holochilus brasiliensis
(rato-d’agua), Graomys griseoflavus (rato-de-orelhas-verdes), Eligmodontia typus

(camundongo-gerbil-da-patagonia-oriental) e Oligoryzomys longicaudatus



(camundongo-de-cauda-longa) (Bisceglia et al., 2011). Mais raramente, porém,
relatado em diversos estudos, a espécie alimenta-se de passeriformes, anfibios,
lebres, pequenos répteis e invertebrados (Sousa et al., 2007; Bisceglia et al., 2011;
Trigo et al., 2013).

Figura 2 - Fotografia de um gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi) tirada durante a sua
captura. Fonte: Felipe Peters.

Por seu temperamento territorialista e solitario, a espécie costuma ocupar
areas especificas, porém, apresentam certo grau de tolerancia social para com outros
individuos. Tirelli e colaboradores (2018), determinaram que os machos tendem a
habitar maior area de vida do que as fémeas e que a sua massa corporal esta
diretamente relacionada com o tamanho da area ocupada.

As implicacfes do contato do gato-do-mato-grande com o ser humano
nao foram totalmente esclarecidas até o presente estudo. Entretanto, pesquisas
recentes indicam que o gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) € um hospedeiro em
potencial de Giardia sp., Dioctophyme renale, Toxoplasma gondii, Strongyloides sp.,
Taenia sp., Ancylostoma sp. e Babesia felis, havendo a possibilidade de dissemina¢ao
destes parasitos no meio ambiente, infectando outras espécies de mamiferos,
incluindo animais domésticos e o ser humano (Cubas et al., 2014).

A escolha do gato-do-mato-grande (L. geoffroyi) como alvo de estudo
ocorreu em razdo da relacdo de proximidade evolutiva com felideos domésticos, o
contato com o ser humano e o potencial zoonético da espécie. A escassez de estudos

a respeito da microbiota intestinal de felideos selvagens, principalmente se tratando



de Enterococcus sp., também foi levada em consideracdo para a realizacdo deste
estudo.
3.2.2 A espécie Lycalopex gymnocercus
Conhecido como raposa-dos-pampas ou graxaim-do-campo, o Lycalopex
gymnocercus (G. Fischer, 1814) € um mamifero pertencente a familia Canidae. Sao
encontrados ao longo do Paraguai, Uruguai, sul e sudoeste do Brasil, norte e centro
da Argentina (Figura 3) (Lucherini, 2014).

CHILE

~ 5 NPT MR

Figura 3 - Mapa da Uniéo Internacional para a Conservagdo da Natureza mostrando em amarelo
a distribuicdo dos graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus) na por¢éo sul do continente
americano. Fonte: https://www.iucnredlist.org

De acordo com dados da IUCN, o graxaim-do-campo esta classificado
como espécie de pouca preocupacdo quanto a sua conservagao no meio ambiente
(Lucherini, 2014).

Entretanto, a exemplo de diversas espécies de carnivoros ameacados de
extingdo, o contato com o ser humano gera efeitos indesejados, como o0 surgimento

de epidemias que aumentam significativamente a mortalidade de animais selvagens
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de vida livre, assim como infec¢cdes zoonéticas em populagdes humanas, gerando um
grave problema de salde publica e ameacando a eficacia do controle e erradicacéo
de doencas tratadas em programas nacionais e internacionais (Jorge et al., 2010).
Segundo Curi e colaboradores (2010), os canideos selvagens sdo ameacados por
diversos patégenos virais, parasiticos e bacterianos, servindo ainda como reservatorio
para doencas que atingem humanos, animais de interesse econdmico e animais
domésticos.

O tamanho do graxaim-do-campo varia entre 58,5 cm a 64 cm de
comprimento, pesando 4,0 a 6,0 kg (Sillero-Zubiri et al., 2004). Apresenta pelagem
densa, com cauda espessa, corpo cinza amarelado, a por¢ao dorsal do alto da cabeca
apresenta coloracdo marrom ferruginea, peito claro, orelhas largas de extremidades
claras assim como os membros, ponta da cauda e focinho escuros (Junior et al., 2016)
(Figura 4).

Figura 4 - Imagem de um o graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus). Fonte: Felipe Peters.

S&o onivoros, sendo que a base da sua alimentacdo é constituida de
pequenos vertebrados, em sua maioria mamiferos (tatus, gambas e roedores), aves,
lagartos e peixes; gastrépodes; artropodes (caranguejos e escorpides); insetos
(Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homonoptera, Odonata, Orthoptera e larvas de
Lepidoptera e Coleoptera); frutos (Apodanthera sagittifolia, Acacia aroma, Celtis tala,
Condalia microphylla, Prosopis caldenia, Prunus mahaleb) e carcacas (Sillera-Zubir et
al., 2004). Entretanto, sua alimentacdo pode ainda variar devido a um conjunto de

fatores, dentre eles, a localizacdo geogréafica, estacdo do ano, disponibilidade de
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presas, competicAo com outras espécies e mudancas antropicas em seu habitat
(Varela et al., 2008).

Possui habito crepuscular e noturno, geralmente vivendo de forma solitaria
ou em pequenas unidades familiares (Faria-Corréa et al., 2008). Seu habitat é
caracterizado por areas abertas com vegetacdo formada por gramineas altas,
ambiente sub Umido ou seco, podendo também ser encontrado em florestas tropicais
andinas, florestas semideciduais com montanhas baixas, serrado, dunas de areias,
pampas e pastagens (Faria-Corréa et al., 2008).

A expansao das cidades e a ocupacdes de areas silvestres habitadas pelo
graxaim-do-campo para criacdo de animais exerceram impacto na dieta e nos habitos
desta espécie, gerando a diminuicdo dos locais para predacdo e aumentando a
mortalidade de sua presa (Farias & Kittlein, 2008). A proximidade entre humanos e
carnivoros selvagens também gera transtornos em propriedades onde produtores
rurais possuem criacfes de animais para consumo humano como frangos, patos,
perus, gansos, ovelhas, entre outros. S&o relatados episddios em que 0s animais
selvagens, como o graxaim-do-campo, invadem fazendas em busca de alimento,
provocando prejuizo econémico e oferecendo risco a animais domeésticos e as
pessoas em funcdo de ataques diretos (Silva-Rodriguez et al., 2009).

O parentesco proximo entre cachorros (Canis lupus familiaris) e os
graxains-do-campo propicia maior disseminacdo de patdgenos que oferecem risco
tanto para humanos, por contato direto e indireto, quanto para animais domésticos, de
criacdo e as proprias populacdes de L. gymnocercus (Vieira et al., 2008; Santos et al.,
2012). Considerando-se que o convivio entre seres humanos e graxains-do-campo
tornou-se mais estreito com a expansdo das cidades e degradacdo de areas de
preservacao de vida selvagem, suspeita-se que as popula¢cdes de graxaim-do-campo
estejam servindo como hospedeiros de patdgenos, facilitando a sua transmisséo e
dispersdo (Monteiro et al., 2015).

O critério para selecao do graxaim-do-campo como alvo do estudo se deve
ao fato de apresentar uma sobreposicdo de nicho com seres humanos em
consequéncia da atividade antropomorfica potencial; a alta mortalidade da espécie em
razdo da presenca de rodovias proximas a fragmentos de mata nativa e sua

proximidade evolutiva com animais domeésticos, uma vez que espécies intimamente
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relacionadas tendem a desenvolver sinais clinicos semelhantes quando infectados por

patdgenos especificos.

3.3 O género Enterococcus

Pertencente a familia Enterococcaceae, 0 género Enterococcus spp. €
composto por bactérias em forma de cocos gram-positivos que podem ser
encontradas isoladas, em pares ou em cadeia (Gilmore et al., 2014). As espécies
pertencentes a este género ndo formam esporos, sdo anaerébias facultativas, ndo
produzem gases e apresentam resultado negativo para o teste da catalase (Ogier &
Serror, 2008). Possuem metabolismo fermentativo no qual o acido latico € o Unico
produto a partir da fermentacéo da glicose, podendo também fermentar carboidratos
(manitol, sorbose, arabinose, sorbitol, rafinose) e hidrolisar esculina na presenca de
sais biliares a concentracdo de 40% no meio de cultivo (Gilmore et al., 2014).

Atemperatura ideal para o seu crescimento é 35°C, porém ha espécies que
crescem em uma faixa de 10°C a 45°C (Araujo & Ferreira, 2013). A maioria das
espécies crescem a altas concentracdes de NaCl (acima de 6,5%), pH 9.6 e sédo
capazes de sobreviver a 60°C por 30 minutos, portanto, sdo consideradas
termoddricas (Carvalho, 2011).

Sao microrganismos ubiquos encontradas no trato gastrointestinal de
humanos e animais, como componentes da sua microbiota natural (Santestevan,
2014; Prichula, 2015; Grassoti, 2018), porém, por serem microrganismos comensais
oportunistas, possuem a capacidade de causar graves infeccdes em situacbes em
gue o hospedeiro apresenta quadro clinico de imunodepressdo (Lebreton et al., 2014;
Boerlin et al.,, 2001). Enterococos também podem ser encontrados no intestino de
insetos e em diversas fontes ambientais como plantas, alimentos, solo e agua
(Lebreton et al., 2014). A ubiquidade caracteristica do género

Por outro lado, devido a sua capacidade de produzir componentes
aromaticos e enzimas especificas, sdo utilizados pela industria para dar textura,
aroma e sabor a alimentos diversos (queijos, embutidos e produtos fermentados)
(Cardenas et al.,, 2016). Sdo alvo de muitos estudos para a sua utilizacdo como
probidtico devido a sua resisténcia a acdo do suco gastrico e aos sais biliares e por
produzirem componentes antimicrobianos (enterocinas). Também, por competirem

com microrganismos patogénicos por sitios de adesdo em células epiteliais do
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intestino, auxiliam na prevencao da colonizacéo e estabelecimento de uma microbiota
desfavoravel ao hospedeiro (Mansour et al., 2014).
A taxonomia de Enterococcus spp. tem mudado consideravelmente desde
o0 ano 2000, sendo intensamente revisada a partir de 2002 devido aos avancos em
analises gendmica empregando o0 gene 16S RNAr e outras técnicas como
sequenciamento de polimorfismos, andlise de repeticdo de sequéncias curtas e
caracteristicas bioquimicas (Devriese et al., 2006). Atualmente o género compreende
56 espécies e duas subespécies (LPSN- List of prokaryotic names with standing in
nomenclature, 2018). Algumas destas espécies ganharam foco especial em estudos
devido ao aumento de casos clinicos onde encontram-se cepas com suscetibilidade
reduzida a antimicrobianos, sendo Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis as
mais relatadas (Abat et al., 2016; Miller et al., 2016)
Na ultima década, o enterococos emergiu mundialmente como um dos
mais importantes agentes infecciosos resistentes aos tratamentos conhecidos. O
primeiro registro de infeccdes por enterococos ocorreu em 1899, seguido por
inimeros casos envolvendo infecgdes pélvicas, neonatais, do trato urinario,
endocardite e bacteremia (Handwerger, et al., 1993; Goossens, 1998; Boyce, et al.,
1994; Austin et al., 1999; Benenson, et al., 2009; Arias & Murray, 2012).

3.3.1 Resisténcia antimicrobiana em Enterococcus sp.

Desde a descoberta da penicilina, em 1928, a medicina moderna foi
transformada. Os antimicrobianos atuaram como pivd para novas formas de
tratamento em pacientes com doencgas imunodepressoras, assim como um importante
fator para o desenvolvimento de novas técnicas em cirurgias complexas, tais como
transplante de Orgdos e cardiacas. Como consequéncia do uSO excessivo e
inadequado de antimicrobianos, o mesmo desempenhou papel de catalisador para a
selecdo de bactérias resistentes. (Arias & Murray, 2012).

Tem-se por definicdo que a resisténcia a antimicrobianos se da quando o
tratamento, antes efetivo contra infec¢cdes causadas pelo agente patogénico, ja ndo
apresenta o efeito esperado. Com o tempo, novos farmacos foram descobertos ou
desenvolvidos em resposta a esta resisténcia, utilizando-se novos mecanismos de
acao para alcancar o objetivo esperado. Infelizmente, diversos fatores como uso

indevido ou exacerbado dos farmacos, associados a muta¢c6es em cepas bacterianas
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e troca de material genético entre cepas resistentes e susceptiveis, fizeram com que,
ao longo das ultimas décadas, a pressdo seletiva em populagdes microbianas
estabelecesse novas geracdes de microrganismos ainda menos suscetiveis aos
farmacos conhecidos, gerando significantes problemas de saude publica (Arias &
Murray, 2012; Miller et al, 2016).

Devido tais fatos, a resisténcia a antimicrobianos tornou-se uma
preocupacdo mundial. O governo brasileiro implementou algumas medidas com o
objetivo de frear o surgimento e disseminacéo de novas cepas de microrganismos, de
diversas espécies, com sensibilidade reduzida a mdultiplos antimicrobianos. Dentre
elas: 1) a instituicdo do Programa de Controle de Infec¢cdes Hospitalares, em 1998,
gue tem por objetivo reduzir a incidéncia e a gravidade das infec¢fes hospitalares por
meio da qualificacdo da assisténcia hospitalar e da vigilancia sanitaria (MS, 1998); 2)
o estabelecimento da Rede Nacional de Monitoramento da Resistencia Microbiana
em Servicos de Saude, em 2006 pelo Ministério da Saude e pela ANVISA, com o
objetivo de ampliar a ampliar a deteccéo, prevencdo e controle da emergéncia de
resisténcia nos servicos de saude brasileiros (OPAS, 2005); 3) regulamentagdo da
venda de antimicrobianos para uso humano, de acordo com a Resolucdo da Diretoria
Colegiada n°20 de 2011 (ANVISA, 2011); 4) o reconhecimento do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como 6rgdo responsavel pela
regulamentacdo do registro, fabricacdo, comércio, e uso de antimicrobianos em
animais, no ano de 1969 (Brasil, 1969). Por sua vez, o MAPA implementou, dentre
outras medias, a regulamentacdo da utlizacdo de produtos de uso veterinario
contendo antimicrobianos para alimentagc&o animal por meio da Instrugdo Normativa
n° 65/2006 (MAPA, 2006) e o Programa Nacional de Controle de Patdgenos, que visa
monitorar e gerenciar o risco e a presenca de patdogenos de origem animal em
alimentos (MAPA, 2017).

Quanto ao género Enterococcus, nos anos de 1970 e 1990, foram
registrados dois grandes marcos de infec¢des enterocécicas em amostras clinicas nos
Estados Unidos. A primeira associada ao uso de cefalosporinas, em tratamento
direcionado a E. faecalis, e a segunda causada por E. faecium, muito mais associado
a sua resisténcia a vancomicina e penicilina. Desde entdo, a crescente ocorréncia de
enterococos resistente a antibidticos em amostras clinicas gera preocupagdo, em

especial as cepas de enterococos resistentes a vancomicina (da sigla em inglés,
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Vancomycin-Resistence Enterococcus - VRE), que também apresentam resisténcia a
penicilina e alto nivel de resisténcia a aminoglicosideos, encontradas no mundo todo
(Arias & Murray, 2012; Gilmore et al., 2014; Goossens, 2018).

E sabido que em amostras clinicas os Enterococcus spp. possuem
mecanismos intrinsecos que lhe conferem reducdo na suscetibilidade a algumas
classes de antimicrobianos. Além disso, sua alta propensdo a adquirir e expressar
novos fatores determinantes os tornam ainda menos suscetiveis aos farmacos
utilizados atualmente (Arias & Murray, 2012; Campos et al., 2013).

Além de tais mecanismos intrinsecos, € importante considerar também a
presenca de conjuntos de genes que conferem reducdo na sensibilidade a
antimicrobianos encontrados no ambiente, defindos como resistoma ambiental.
Mesmo antes do uso de antimicrobianos em tratamentos clinicos, bactérias
desenvolveram genes que, muito além de conferir reducdo na sensibilidade a
antimicrobianos, possuem funcdao original de oferecer para o microrganismo alguma
defesa contra toxinas ou compostos naturalmente encontrados no ambiente onde
estdo inseridas (Sengupta et al. 2013; Poole, 2005).

Considerando-se que o tratamento com antimicrobianos é um método
utilizado em larga escala e, em muitos casos clinicos, o Unico tratamento eficiente no
combate de infec¢des, € imperativo que mais estudos sejam realizados com o maior
grau de detalhamento possivel acerca dos fatores de reducdo da sensibilidade a
antimicrobianos e viruléncia em enterococos, visando combater e prevenir futuras

infeccdes de forma assertiva e eficiente (Palmer et al., 2010; Lee et al., 2019).

3.3.2 Reducéo de suscetibilidade aos (B-Lactamicos

Naturalmente os enterococos apresentam baixos niveis de reducdo de
sensibilidade intrinseca aos antimicrobianos B-Lactamicos, a exemplo de penicilina,
ampicilina, piperacilina e imipenem. S&o moléculas eficientes que atuam diretamente
sobre as proteinas responsaveis pela sintese de peptideoglicano, entretanto, por atuar
como bacteriostatico em enterococos, esta classe de antimicrobianos € utilizada
convencionalmente em associacdo a bactericidas sinérgicos em casos de infec¢fes
graves como endocardite ou meningite (Garrido et al., 2014).

A reducdo da sensibilidade intrinseca dos enterococos a penicilina esta

associada a expressdo de uma proteina ligante de penicilina (do inglés Penicilin-
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Binding proteins, PBPs) de baixa afinidade (denominada PBP5 em E. faecium e
algumas vezes PBP4 em E. faecalis) que se liga fracamente aos antibidticos [3-
lactamicos. O elevado nivel de reducdo de sensibilidade a este antimicrobiano esta
associado a mutacdes nestas proteinas de ligacdo, tornando-as menos suscetiveis a
inibicdo pelo antimicrobiano (Tang et al., 2014).

A produgado de B-lactamases, que atuam inativando o antibidtico através
da hidrélise do anel B-lactdmico, € outro mecanismo associado a reducdo da
sensibilidade a elevados niveis de [(-lactdmicos. Os genes para produgdo de [B-
lactamases em Enterococcus spp. podem estar localizados tanto no plasmideo quanto
no cromossomo e séo facilmente transferidos para outros microrganismos (inclusive
para outros géneros como Klebsiella sp. e Pseudomonas sp.), dentre eles , uma
grande variedade de genes de resisténcia e multiplas B-lactamases de diferentes

classes funcionais (Bush, 2010).

3.3.3 Reducéo da sensibilidade aos Aminoglicosideos

Desde 1940, com a sua introducdo na clinica, aminoglicosideos tem sido
uma parte importante no combate a infec¢des devido ao seu espectro de atividade,
bactericida rapida e quimica favoravel. A estreptomicina foi o primeiro aminoglicosideo
eficiente contra a tuberculose. Hoje em dia, a estreptomicina ainda é usada em
conjunto com outros antimicrobianos para utlizagdo com efeito sinérgico para
tratamento de brucelose, endocardite causadas por enterococos, tularemia e outras
infeccdes causadas por Streptococcus sp. e Enterococcus sp. (Ramirez & Tolmasky,
2010).

O mecanismo de acdo deste antimicrobiano esta relacionado a sua
capacidade de penetrar na célula e interferir na sintese de proteinas estruturais. Como
resultado da ligacdo do aminoglicosideo aos sitios aniénicos na membrana externa,
0s cations bivalentes que cruzam as moléculas de lipopolissacarideos adjacentes sao
deslocados, resultando em um aumento na permeabilidade fazendo com que ocorra
a penetracdo "autopromovida" (do inglés self-promoted uptake) de moléculas de
aminoglicosideos para o espaco periplasmatico. Do espago periplasmatico a molécula
entra para dentro do citoplasma e chega ao seu alvo celular, os ribossomos, onde tem
a capacidade de induzir erros de incorporacdo de aminoacidos durante a sintese

proteica (Ramirez & Tolmasky, 2010).
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Enterococos possuem baixa permeabilidade celular a estas moléculas,
reduzindo sua suscetibilidade abaixas concentracdes desde grupo de antimicrobianos
(Ramirez & Tomalsky, 2010; Garrido et al., 2014; Huff, 2018). H4, entretanto, diversos
mecanismos de reducdo da sensibilidade que podem ou ndo coexistir
simultaneamente dentro da mesma célula que incluem: 1) modificacdo do alvo por
mutacdes no gene 16S RNAr ou proteinas ribossomais; 2) metilacdo do 16S RNAr; 3)
reducdo da permeabilidade por modificacdo nas membranas celulares; 4) eliminacédo
das moléculas do farmaco através de bombas de efluxo; e 5) inativacdo enzimatica

da molécula de antimicrobiano (Leclercq et al., 1992; Ramirez & Tomalsky, 2010).

3.3.4 Reducéo da sensibilidade aos Macrolideos

Macrolideos s&o uma classe de antimicrobianos que atuam ligando-se a
subunidade 50S do ribossomo, mais especificamente no dominio V do 23S RNAr,
bloqueando a sintese de proteinas (Gomes et al., 2016). Esta ndo € uma classe de
farmacos usualmente utilizada para o tratamento de Enterococcus spp., entretanto,
alguns macrolideos, como a azitromicina, tem demonstrado potencial para o
tratamento de infeccdes, com excelentes parametros clinicos (Portillo et al., 2000;
Gomes et al., 2016).

Derivados da eritromicina tem-se mostrado eficiente no tratamento de
infeccdes em modelos animais como sepse e pielonefrite, servindo como anti-
inflamatorio e imunomodulatorio. O uso veterinario de macrolideos é realizado em
grande escala para o tratamento tanto de animais, de pets a rebanhos, assim como
promotor de crescimento. Esta préatica elevou os niveis de reducéo de sensibilidade a
antimicrobianos durante mais de duas décadas e, mesmo com as proibicdes
realizadas para mitigar o problema, o uso ilegal dos antimicrobianos continua sendo
reportado (Sheridan et al., 2014).

A reducado da sensibilidade a eritromicina foi relatada primeiramente em
Staphylococcus sp. em 1952. Apesar dos mecanismos intrinsecos de reducdo da
sensibilidade de enterococos a maioria dos macrolideos, em funcdo da sua natureza
hidrofdbica, diferentes mecanismos tém sido descritos tais como alteragdes de alvo
ou de bombas de efluxo e outros mecanismos de reducdo de suscetibilidade que
podem ser compartilhados entre 0s microrganismos em elementos génicos

transferiveis. Ainda, estudos apontam que a presenca de metais pesados ou de tragcos
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de antibiéticos no ambiente, podem levar a uma aumento na taxa de mutabilidade dos
microrganismos e também como mediadores da de mecanismos transferiveis de
reducdo de sensibilidade a macrolideos (Stepanhauskas et al., 2006; Vien et al.,
2012).

Os principais genes envolvidos no mecanismo de reducao de sensibilidade
a eritromicina sdo ermA, ermB, ermC e ermTR, que codificam metiltransferases, e os
genes mefA, mefE, msrA, msrC e mreA, que codificam as bombas de efluxo
responsaveis pela retencdo da molécula de antimicrobiano da célula bacteriana
(Garrido et al., 2014; Huff, 2018).

3.3.5 Reducéo de sensibilidade a Quinolonas

As quinolonas sé&o utilizadas na clinica humana desde 1962, mas a partir
dos anos de 1980, passou a ser uma classe amplamente utilizado em infec¢cdes
urinarias em Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs) com o desenvolvimento da sua
segunda geracdo, as fluoroquinolonas (Correia et al., 2017). Depois de décadas de
uso, a ciprofloxacina continua sendo uma das drogas mais comumente prescritas por
meédicos para tratamentos infecciosos e, ainda, citada como um dos antimicrobianos
mais importantes pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Collignon et al., 2016;
OMS, 2015).

As quinolonas atuam inibindo a atividade de duas topoisomerases e da
DNA girase, enzimas essenciais para 0s processos de empacotamento e replicacéo
do genoma, durante a replicacdo celular bacteriana (Garrido et al., 2014). Os
mecanismos de reducdo da suscetibilidade a antimicrobianos associadas a
guinolonas sao principalmente: 1) mutacfes cromossomais, que alteram o alvo do
farmaco e sua afinidade ao ligante; 2) mutacbes que levam a alteracdo da
permeabilidade da membrana celular, reduzindo a concentragdo da droga no meio
celular; ou ainda 3) através de plasmideos que expressam bombas de efluxo para
retirada da droga do interior da célula (Correia et al., 2017).

Os principais genes associados a reducado de suscetibilidade a quinolonas
em enterococos sao gyrA, gyrB, parC e parE. (Garrido et al., 2014; Correia et al.,
2017).
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3.3.6 Reducéo de sensibilidade a Glicopeptideos

Este grupo de antimicrobianos atua inibindo a sintese de parede celular de
bactérias. A vancomicina é um dos farmacos mais importantes deste grupo, utilizado
também em infeccdes causadas por bactérias multirresistentes. Seu mecanismo de
acao atua inibindo a biossintese da parede celular, proveniente da ligacdo de alta
afinidade a extremidade terminal D-alanil-D-alanina do &cido N-acetiimuramico e,
consequentemente, impedindo a sua incorporacdo a estrutura da parede celular
(Kristich et al., 2014).

O mecanismo de reducéo de sensibilidade em enterococos associado a
esta classe esta relacionado aos genes que diminuem a afinidade dos precursores
aos antimicrobianos, levando a sintese normal da parede celular (Shepard & Gilmore,
2002). Hoje em dia, 30% das infec¢des por E. faecalis sédo provocadas por cepas que
apresentam reducdo de sensibilidade avancomicina. Acredita-se que a transferéncia
horizontal de genes entre E. faecalis e Staphylococcus aureus pode ter contribuido
para este fato (Nebreda et al., 2007; Werner et al., 2008; Zhu et al., 2010; Fernandes
et al., 2015).

Sédo descritos nove genes de resisténcia a glicopeptideos, seis deles
adquiridos através de plasmideos e transposons (vanA, vanB, vanC, vanE, vanG e

vanL,) e um gene cromossomal (vanC) (Miller et al., 2014).

3.3.7 Resisténcia as Tetraciclinas

A tetraciclina € um antimicrobiano de amplo espectro, utilizado no
tratamento de uma grande variedade de bactérias gram-positivas, gram-negativas,
aerdbias, anaerObias e ainda alguns protozoarios. Atua como bacteriostatico,
entretanto, em altas concentracdes, age como bactericida. Seu mecanismo de acéo é
similar aos aminoglicosideos, através da inibicdo de sintese proteica, ligando-se a
subunidade 30S ribossomal, prevenindo a associacdo do RNA transportador ao
ribossomo bacteriano (Chopra & Roberts, 2001).

A maioria dos mecanismos de reducdo da suscetibilidade & tetraciclina
ocorrem através da aquisicdo de plasmideos, apesar de poder ocorrer através de
mutacdes no DNA cromossomal. Outro mecanismo de reducédo de suscetibilidade se
d& através da inibicdo do transporte do farmaco no interior da célula ou através do

aumento do efluxo das moléculas de antimicrobianos. Atualmente, 33 genes que
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conferem reducédo na suscetibilidade a tetraciclina sédo conhecidos (genes tet), em
Enterococcus spp. 0os mais frequentemente relatados s&o tetlL, associado a
codificacdo de proteinas da bomba de efluxo e tetM e tetS, que conferem protecdo ao
ribossomo da célula bacteriana (Chopra & Roberts, 2001; Roberts, 2002; Frazzon et
al., 2010)

Por ser util na agricultura, a tetraciclina foi amplamente utilizada como
promotora de crescimento em animais de criacdo. No contexto da alta taxa de
transferéncia de plasmideos entre os microrganismos e da transferéncia de
mecanismos que conferem reduc&o na suscetibilidade bacteriana a antimicrobianos
entre animais de consumo e seres humanos, acredita-se que o0 uso em larga escala
da tetraciclina pode ter contribuido para a selecédo de bactérias resistentes (Roberts &
Schwartz, 2016).

3.4  Fatores de viruléncia em Enterococcus sp.

Diversos fatores de viruléncia sdo encontrados em Enterococcus spp.,
auxiliando-os a colonizar o hospedeiro, adaptando-se ao ambiente onde estdo
inseridos e permitindo a evasdo de defesas do organismo. Tais fatores conferem a
habilidade de colonizar o trato gastrointestinal como seu habitat natural, permitir e
aprimorar sua aderéncia a superficie extracelular, formar biofilme e produzir enzimas
degradadoras de colageno ou hidrolisadoras de hemacias. A maioria das infec¢des
de maior risco ao hospedeiro séo causadas pela translocacdo destes microrganismos
virulentos, levando a sua colonizacdo em tecidos onde ndo ocorrem naturalmente
(Franz & Phillips, 1999).

3.4.1 Substancia de agregacao - agg

A substancia de agregacdo, codificada pelo gene agg, estd presente na
superficie da célula de E. faecalis, € um dos fatores que contribui para o seu potencial
patogénico, permitindo a adesdo da célula bacteriana as células eucariontes
(Medeiros, 2011). Entretanto, também s&o de extrema importancia para o processo
de conjugacdo bacteriana, atuando como mediadores do contato entre o micro-
organismo doador e o receptor, possibilitando a transferéncia de plasmideos. (Mundy
et al., 2000; Koch et al., 2004). A sua expressao permite a formacdo de grandes
agregados e esté relacionada ao aumento da hidrofobicidade da superficie celular das

espécies de Enterococcus. (Fisher & Phillips, 2009).
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3.4.2 Adesina de colageno - ace

A adesina de coladgeno, codificada pelo gene ace, € uma proteina de
superficie celular presente em E. faecalis, pertencente a familia dos componentes de
superficie microbiana de reconhecimento de molécula de matriz adesiva
(MSCRCRAMM) (Fisher & Phillips, 2009). Sua funcdo é associar as bactérias a
proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, sendo este uma parte do primeiro
passo que leva ao processo de manifestacdes clinicas de infeccbes. Para
microrganismos como E. faecalis, a expressao deste tipo de proteina permite a sua
aderéncia a tecidos cartilaginosos com maxima facilidade. Murray e colaboradores
(1990) afirmam que o E. faecalis é apontado como um dos causadores mais comuns
de endocardites desde 1900, desempenhando papel de destaqgue como um dos
patdbgenos oportunistas conhecidos que mais geram infeccdes nosocomiais graves,
devido ao potencial de viruléncia desta proteina (Rich et al., 1999).

3.4.3 Citolisina - cylA

A citolisina € a Unica toxina bacteriana conhecida atualmente capaz de lisar
células de origem procaritica e eucariética em um Unico sistema, devido suas
propriedades B-hemolitica e bactericida (Coburn & Gilmore, 2003; Fisher & Phillips,
2009).

O operon da citolisina foi encontrado em plasmideos, assim comoem ilhas
de patogenicidade no cromossoma de algumas cepas de E. faecalis (Shankar et al.,
2003). Tal operon € composto por oito genes cylR1, cylR2, cylILS, cyILL, cylM, cyIB,
cylA e cyll e regulado através do mecanismo de quorum-sensing. (Coburn e Gilmore,
2003; Huff, 2018), o gene cylA codifica a enzima citolisina.

A sintese dessa enzima representa maior disponibilidade de nutrientes para
a bactéria excretora, por possibilitar acesso a nutrientes chave ndo disponiveis para
microrganismos n&o produtores de citolisina (Coburn & Gilmore, 2003). Da mesma
forma, ha vantagem na competicdo por nutrientes com os demais microrganismos.
Ainda, a citolisina tem sido relatada como um dos mais importantes mecanismos
determinantes da letalidade em casos de endocardite humana (Coburn & Gilmore,
2003; Shankar et al., 2003).

3.4.4 Proteina de superficie de enterococos - esp
A formagao de biofilmes foi identificada como uma das maiores causas de

doencas nosocomiais. Sua estrutura € formada por comunidades bacterianas fixadas
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em um substrato e envoltas em uma matriz que protege 0s microrganismos do meio
ambiente onde estdo inseridos. A proteina de superficie de enterococos, codificada
pelo gene esp, é relatada como o principal promotor da formacdo de biofilme no
género Enterococcus, inserido em uma grande ilha de patogenicidade, que é
responsavel pela producdo de proteinas de superficie extracelular que permitem a
adesdo, colonizagdo e evasao do sistema imune do hospedeiro pelo microrganismo,
permitindo a sua persisténcia durante a infeccao (Toledo-Arana et al., 2001).

O gene esp tem sido utilizado como marcador para identificacdo de
cepas de E. faecium altamente resistentes a vancomicina em pacientes hospitalizados
(Willems et al., 2001) e apontado como um dos grandes promotores da capacidade
de formacdo de biofime em E. faecalis originados de infecgbes nosocomiais
(Tendolkar et al., 2004).

3.4.5 Gelatinase - gelE

A gelatinase € uma enzima da classe de metaloproteases capaz de
hidrolisar gelatina, colageno, fibrina, hemoglobina e caseina (Kayaoglu & Orstavik,
2004: Park et al.,, 2007). E codificada pelo gene gelE e sua atividade permite a
formacéo de biofilmes e obtencdo de nutrientes através da hidrolise do coladgeno em
subcomponentes como peptideos, polipeptideos e aminoacidos (Elavarashi et al.,
2017).

E relatado que cepas de Enterococcus spp. capazes de produzir as
proteinas gelatinase e esp, possuem atividade aumentada quanto a producdo de
biofilmes. (Aladarose et al., 2019).
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4 MATERIALE METODOS

4.1 Coletas
Foram analisadas nove amostras de suabes retais e quatro de suabes orais
de graxains-do-campo (L. gymnocercus) ou gato-do-mato-grande (L. geoffroyi)
capturados pelos técnicos responsaveis da éarea de mastofauna da empresa
MAURIQUE Consultoria Ambiental SS (Tabela 1).

Tabela 1 —Descricdo das amostras coletadas de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande.

Espécie Identificagdo Local de Coleta Origem Sexo Ponto de Coleta Data de coleta
CM1 Candiota suabe retal F 1 11/04/2016
CM6* Arroio Grande suabe retal F 6 06/10/2017
CMB*** Arroio Grande suabe retal M 8 05/10/2017
Leopardus
) CM9 Arroio Grande suabe oral F 9 07/10/2017
geoffroyi
CM10 Arroio Grande suabe retal M 10 08/10/2017
CM11* Arroio Grande suabe oral F 6 06/10/2017
CM13*+* Arroio Grande suabe oral M 8 05/10/2017
CM2 Candiota suabe retal M 2 10/12/2016
CM3 Candiota suabe retal F 3 15/12/2016
Lycalopex Cwm4 Candiota suabe retal M 4 15/12/2016
gymnocercus CM5 Candiota suabe retal M 5 13/12/2016
CM7** Arroio Grande suabe retal M 7 06/10/2017
CM12** Arroio Grande suabe oral M 7 06/10/2017

Os asteriscos correspondentes representam amostras provenientes dos mesmos animais.

Foram estabelecidos cinco pontos de coleta em dois fragmentos do Bioma
Pampa, totalizando 10 pontos, localizados em areas rurais na mesorregidao Sudeste
do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, entre os meses de abril de 2016 e outubro de
2017. Um dos fragmentos estda localizado no municipio de Candiota (Latitute
31°33'06.73” S, Longitude 53°40°'40.63” O), no distrito de Seival. O segundo fragmento
de campo sulino utilizado no estudo esta localizado no municipio de Arroio Grande
(Latitude 32°13'58.99” S, Longitude 53°05’11.75” O (Figura 5).

Todos os animais amostrados neste estudo eram selvagens, com coleta
autorizada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA), licenga sob o numero 0200 1.007 9 10 12006-32. A manipulacao

dos animais foi realizada pelos técnicos responsaveis da area de mastofauna da
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empresa MAURIQUE Consultoria Ambiental Ss utilizando armadilhas tipo Tomahawk.

No total, foram capturados cinco gatos-do-mato-grande e cinco graxains-do-campo.

Figura 5 - Localiza¢do dos fragmentos do Bioma Pampa em Candiota e Arroio Grande no estado
brasileiro Rio Grande do Sul, empregados no estudo. Fonte: Google.

Ap6s a captura, os individuos foram contidos quimicamente com a
associagao de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina, nas doses de 10 mg/kg
e 2 mg/kg, respectivamente, aplicados por via intramuscular. Os paréametros
fisiologicos (frequéncia cardiaca, respiratéria e temperatura corporal) foram
monitorados durante todo o procedimento pelo médico veterinario responsavel,
respeitando o bem-estar animal e a ética profissional. Todos os animais foram
classificados de acordo com sexo e faixa etaria. Ao final do procedimento, os animais

foram devolvidos a seu habitat (Figura 6).
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Figura 6 - Processo de manipulacdo de um gato-do-mato-grande (esquerda) e um graxaim-do-
campo (direita) para a coleta das amostra. Fonte: Felipe Peters.

As amostras foram retiradas a partir do reto e da cavidade oral dos animais
com o auxilio de suabes estéreis e luvas, armazenados em meio de transporte Stuart
(KASVI, Parana, Brasil) (ANVISA, 2014) e transportadas até o Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude
(ICBS), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.2 Pontos de coleta 1 a5: Candiota - RS

O municipio de Candiota esta situado na regido sudeste do estado, a 387
km de distancia da capital. O municipio apresenta densidade demogréafica de 10,03
hab./km2, com 9.362 habitantes e &rea total de 933,834 km2. Comporta 73.234,754
hectares de &rea destinada a estabelecimentos agropecuarios (definido pelo IBGE
como terrenos de area continua formada por uma ou mais parcelas, subordinados a
um Unico produtor, onde se processe o cultivo do solo com culturas permanentes ou
temporarias, incluindo hortalicas e flores, silvicultura, reflorestamento e extracdo de
produtos vegetais, assim como a criacdo ou engorda de animais de pequeno, grande
e médio porte), o correspondente a 78,4% de sua area total. A atividade pecuaria do
municipio é baseada em criacdo de gado leiteiro e em ovinocultura. Possui a
agricultura fortalecida pela producdo de sementes oleicolas e agroecoldgicas; estad em
processo de desenvolvimento no cultivo de soja e possui forte producdo de arroz e
uva. Em razdo de seu subsolo rico em carvao e calcario, 0 municipio possui como
principal caracteristica econémica a geracdo de energia termoelétrica, aspirante a
tornar-se agrande poténcia energética do pais. Atualmente ha trés grandes empresas
termoelétricas mineradoras de carvao mineral em atividade na cidade e uma fébrica

cimenteira pertencente a um dos maiores grupos do mercado mundial.
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As coletas foram realizadas em cinco pontos a 15,36 km de distancia do
centro da cidade de Candiota, nas proximidades do Rio Jaguardo, as margens de um
lago (Figura 7). Nas proximidades deste local, ha uma grande atividade mineradora e
agricola.

As amostras coletadas nestes pontos foram identificadas como CM1, CM2,
CM3, CM4 e CM5. A amostra CM1 era um suabe retal coletada de um gato-do-mato-

grande e CM2, CM3, CM4, CM5 eram suabes retais de graxains-do-campo.

Google Earth

92 m altitude do ponto 5 lkm

Figura 7 - Pontos de coleta em Candiota -RS. Coordenadas: 1) La 31°2851.85"S, Lo
53°48'23.22"0; 2) La 31°28'34.28"S, Lo 53°48'45.61"0; 3) La 31°29'00.60"S, Lo 53°48'41.70"O; 4)
La 31°28'18.52"S, Lo 53°49'8.32"0; 5) La 31°28'37.62"S, Lo 53°48'59.23"O.

4.3 Pontos de Coleta 6 a 10: Arroio Grande

Localizado a 345 km de distancia da capital do estado, o municipio de
Arroio Grande possui area total de 2.518,480 kmz, 18.935 habitantes e densidade
populacional de 7,52 hab./km2. E dividido em oito bairros em area urbana e quatro
distritos rurais. Abriga 216.768,927 hectares de area destinada a estabelecimentos
agropecuarios que ocupam 86% de seu territorio.

A producgéo agricola do municipio é baseada no cultivo de arroz em casca,
que ocupa 451.144 hectares de plantagdes e, em menor escala, é realizado o cultivo
de sementes de trigo, milho e soja. A criagcdo de bovinos e ovinos sdo predominantes
na pecuéria do municipio, sendo a producéo de leite o destino principal para as suas
97.707 cabecas de gado, segundo o censo agropecuario do IBGE de 2017.
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Foram estabelecidos cinco pontos de coleta, a aproximadamente 18,5km
de distancia do centro urbano da cidade (Figura 8). Trés pontos estdo localizados em
matas ciliares, proximas ao arroio que da nome a cidade, Arroio Grande. Os dois
pontos restantes estdo localizados em fragmentos de mata préximos a fazendas e
campos recortados por atividade humana. A aproximadamente 25 km de distancia dos
pontos de coleta encontra-se a Reserva Biolégica de Mato Grande, de extrema
importancia para a conservacdo de animais endémicos do bioma Pampa, incluindo o
gato-do-mato-grande.

As amostras coletadas nestes pontos foram identificadas como CM6, CM7,
CM8, CM9 e CM10. Conforme a nota abaixo da Tabela 1 as amostras CM8 (suabe
retal) e CM13 (suabe oral) foram coletas do mesmo animal, assim como CM9 (suabe
retal) e CM10 (suabe oral); e CM6 (suabe retal) e CM11 (suabe oral). Apenas um
graxaim-do-campo foi capturado em Arroio Grande e deste animal foi coletado
material retal e oral, sendo as amostras etiquetadas com os cédigos CM7 e CM12,

respectivamente.

Google Earth
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Figura8 - Pontos de coleta em Arroio Grande — RS. Coordenadas: 6) La 32°20"8.14"S, Lo 52°
54'21.17"0; 7) La 32°18'29.75"S, Lo 52°53'47.53"0O; 8) La 32°19'25.90"S, Lo 52°57'10.79"0; 9) La
32°19'53.55"S, Lo 52°55'54.17"0O; 10) La 32°19'20.29"S, Lo 52°55'48.11" O.
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4.4  Isolamento de Enterococcus sp.

Para isolamento de Enterococcus sp., foi utilizada a metodologia descrita
por Cassenego (2011) e Nachtingall (2013) com algumas modificacdes. As amostras
foram incubadas em agua peptonada tamponada (Himedia) para pré-enriquecimento
nao seletivo a 35 °C +1 °C durante 24 horas. Uma aliquota dessa suspensdo foi
inoculada em Caldo Azida Dextrose (Himedia) e incubada a 35 °C %1 °C durante 24
horas.

O isolamento foi realizado pela técnica em que 0,1 mL do caldo azida
previamente cultivado foi disposto através do método de espalhamento em superficie
(spread plate) em Agar Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI agar) (Oxoid) contendo
6,5% de NaCl, em triplicatas, e incubada a 35 °C +1 °C durante 48 horas. Foram
selecionadas entre 7 a 20 unidades formadoras de colbnia para analise utilizando-se
o critério de morfologia de colénia para selecdo. Estas foram semeadas em &gar Bile
Esculina (Himedia) e incubadas a 35 °C +1 °C durante 24 horas.

As colbnias que apresentaram caracteristicas morfolégicas para o género
pesquisado, onde as colbnias séo regulares e circulares com superficie lisa, contendo
até 5 mm de didmetro (Svec e Devriese, 2010) e tintoriais (meio enegrecido por
hidrolisar esculina na presenca de 40% de sais biliares) (Facklam, 1973), foram
repassadas para caldo e agar BHI. As placas e os tubos foram incubadas a 35 °C 1
°C durante 24 horas.

Apbs crescimento das colbnias nas placas, foram realizados os testes de
coloracdo de Gram e catalase. O crescimento bacteriano no caldo BHI foi para a
extracdo de DNA total pelo método de lise térmica (Donato, 2007). Para tal, 1,5 mL do
caldo foi centrifugado a 14.000 rpm e o pellet foi submetido a tratamento com uma
solucdo alcalina contendo SDS (dodecy! sulfato de sédio — um detergente removedor
de lipideos da membrana celular), seguido por tratamento com tampéo TE contendo
10 mM de Tris como estabilizante de pH e EDTA para sequestrar o célcio e o
magnésio, possibilitando a preservacdo do genoma.

A concentracdo de DNA e o grau de pureza das amostras foi mensurado
através do Thermo Scientific™ NanoDrop Lite Spectrophotometer, utilizando-se a
razado 260/280.
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Todos os isolados foram armazenados em microtubos a -20 °C em uma
solugéo contendo 1 mL de meio para preservacao (solucéo de 10% de leite desnatado

e 10% glicerol) junto a uma aliquota da cultura bacteriana isolada (Cody et al., 2008).

4.5 Identificagdo do género enterococos pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase -PCR

A identificacdo do género Enterococcus nas amostras de DNA extraida de
cultivos celulares bacterianos foi confirmada através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), utlizando-se o termociclador 2720 (Applied Biosystems®) e
nucleotideos iniciados género especffico: 5-TACTGACAAACCATTCATGATG-3 e 5*-
AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’ (Ke et al., 1999), referentes a amplificagdo do
gene tuf, que codifica o fator de elongamento EF-Tu encontrado em um dos operons
mais conservados na evolugdo de procariotos (Putzer & Laalami 2013). Para
verificacao, foi utilizado como controle positivo a cepa de Enterococcus faecalis ATCC
29212 (American Type Culture Collection).

A reacao da PCR foi realizada em volume total de 25 pL, contendo 100 ng
de DNA, 1x de tampdao de reacdo da Taq (QuatroG®), 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCI2 (QuatroG®), 200 uM de dNTPs (Quatro®), 1U
de Tag DNA polimerase (QuatroG®) e agua Mili-Q estéril para completar o volume da
reacdo. A PCR foirealizada nas condi¢cbdes de 3 minutos a 95°C, seguida por 35 ciclos
de 30 s a 95°C, 30 s a 54°C e 1 minuto a 72°C, com um ciclo de extenséo final de 7
minutos a 72°C.

Para a visualizacdo dos produtos amplificados na PCR, foram aplicados 10
pL de cada amostra em um gel de agarose em concentracao de 1,5%, dissolvido em
tampéo tris-acetato-EDTA 1x (TAE) e corado com syber safe. Aplicadas no gel, as
amostras foram submetidas a uma tenséao de 50 volts e 80 mA por 75 m para migracao
dos amplicons. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada em Transiluminador L.Pix
(Loccus Biotecnologia®, Molecular Imaging). Foram interpretadas como positivas as
amostras que amplificaram fragmentos com tamanho aproximado de 111 pares de

base.
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4.6 Identificacdo das espécies usando a técnica de ionizacdo e
dessorcao a laser assistida por matriz MALDI-TOF e PCR

A Técnica de lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI-
TOF) foi aplicada aos isolados de Enterococcus sp., previamente identificados a nivel
de género, de acordo com o protocolo previamente descrito por Sauget e
colaboradores (2017). Portanto, foi realizado o crescimento bacteriano das amostras
em placa de BHI agar, incubado por 24 h em estufa a 35°C. As coldnias bacterianas
foram suspendidas em 300 pL de agua Milli-Q e adicionado 900 uL de etanol absoluto.
A mistura foi agitada e posteriormente centrifugada a 10.000 rpm durante 2 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 L de acido férmico
(70% v/v). A esta mistura foram adicionados 50 pL de acetonitrila, procedeu-se entdo
a centrifugacao a 10.000 rpm durante 2 minutos e 1 pL do sobrenadante foitransferido
para a placa de metal do equipamento de MALDI-TOF. Ap6s a secagem do material
na placa, foi adicionado 1 pyL de a-cyano-hydroxycinnamico (Bruker Daltonik Gmgh)
sobre o sobrenadante seco. Para calibrar o equipamento foi utilizada a cepa
Escherichia coli 1917 Nissle, assim como para uso de controle positivo das amostras.
A analise MALDI-TOF foi realizada utilizando um microflex LT Bruker espectrobmetro
de massa (Bruker Daltonik GmbH) e identificados automaticamente através do
programa BrukerBioTyper®1.1.

A cada amostra foi atribuida uma classificacdo em razdo do score
apresentado, sendo a identificacdo altamente provavel a nivel de espécies indicada
com range entre 2300 e 3000; a identificacdo segura do género, porém, apenas
provavel a nivel de espécie € indicada com range entre 2.000 e 2.299; a identificac&o
provavel a nivel de género é classificada com range entre 1.700 e 1.999 e, por fim,
em caso de identificacdo ndo realizavel, o range atribuido esta entre 0.000 e 1.699.

As cepas de Enterococcus casseliflavus selecionadas neste estudo nao
foram identificadas através do MALDI-TOF, pois apresentaram range entre 0.000 e
1.699. Para estas, foi utilizada a técnica de PCR para aidentificacdo a nivel de espécie
através de oligonucleotideos espécie-especificos: 5-
TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC-3 e 5-GCTAGTTTACCGTCTTTAACG-3. Para
controle positivo foi utilizado a cepa J21 (Santestevan et al., 2015) e as seguintes

condicOes de temperatura: 94 °C durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C
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por 1 minuto, 58 °C durante 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com um ciclo de extensao
final de 5 minutos a 72 °C (Jackson et al, 2004).

4.7 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

A determinacdo da sensibilidade antimicrobiana in vitro das cepas de
enterococos frente aos antimicrobianos foi realizada através do método de disco-
difusdo (CLSI-2018). Os isolados foram cultivados em BHI por 24 h a 37 °C. Um
inéculo de cada amostra bacteriana foi diludo em 5ml de solucdo salina na
concentracao de 0,85% de cloreto de sédio e a turvacédo foi ajustada para o padrao
da escala 0,5 McFarland (aproximadamente 1,5 x 10 8UFC/ml). Cada suspenséao
contendo o inéculo foi semeada em placa, de acordo com o método de espalhamento
em superficie (spread-plate), contendo agar Miller-Hinton (Mduller-Hinton Agar,
Acumedia®, Neogen, Michigan) com o auxilio de suabe. Os antimicrobianos foram
distribuidos na superficie do agar Mueller Hinton (Kasvi), respeitando a distancia de
24 mm de distancia centro a centro entre os discos impregnados com antimicrobianos,
pressionando-os levemente para adesédo ao agar.

Os antimicrobianos testados foram (concentracdo expressa em pg ml-1):
ampicilina -AMP (10), vancomicina- VAN (30), eritromicina-ERI (15), tetraciclina-TET
(30), ciprofloxacina-CIP (5), norfloxacina-NOR (10), nitrofurantoina-NIT (300),
cloranfenicol-CLO (30), gentamicina-GEN (120), linezolida-LNZ (30), rifampicina-RIF
(5) e estreptomicina-EST (300).

Uma vez inoculadas e adicionado os antimicrobianos, as placas foram
incubadas a 35 °C durante 18 a 24 horas. O diametro dos halos de inibicdo de
crescimento foi medido e as amostras foram classificadas como sensivel (S) e
sensibilidade reduzida (SR), através das faixas de interpretacdo previamente
estabelecidas para Enterococcus sp. (CLSI, 2018).

Foram considerados multirresistentes as cepas que apresentaram

sensibilidade reduzida a mais de dois antimicrobianos da mesma classe.

4.8 Deteccdo de genes de resisténcia para Enterococcus sp.
Todas as amostras que apresentaram suscetibilidade reduzida (SR) a
eritromicina e tetraciclina foram selecionadas para a caracterizacdo genética do

mecanismo de viruléncia correspondente. Por meio da técnica de PCR convencional,
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foram testados os genes ermB e msrC, para os isolados com SR a eritromicina, e 0s
genes tetlL, tetM e tetS para os isolados com SR a tetraciclina. As reagdes foram
amplificadas de acordo com as condi¢cbes da tabela (Tabela 2). As sequencias das
bases de DNA de cada oligonucleotideo iniciador esta demonstrada na Tabela 3. As
reacOes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador TX96 (Amplitherm®), com
volume total de 25 pL, 100 ng de DNA, 1x de tampéo de reacdo Taq DNA polimerase
(QuatroG®), 0,4 uM de cada oligonucleotideos iniciador (Invitrogen®), 1,5 mM de
MgCI2 (QuatroG®), 200 pM de dNTPs (QuatroG®), 1U de Taq DNA polimerase

(QuatroG®) e agua Milli-Q estéril para completar o volume da reacéo.

Tabela 2 - Condi¢bes de amplificacdo utilizadas para genes de resisténcia ermB, msrC, tetlL,
tetM, tetS.

Inicio Desnaturacéo Anelamento Extens&@o Extens&o final
Gene Referéncia

T °C Ciclos T °C T °C T °C T °C
ermB 3min 93 40 imin 93 1min 54 1min 72 5min 72  Sutcliffe et al. (1996)
msrC 5min 94 35 imin 94 1min 51 1min 72 5min 72  Werneret al. (2001)
tetL  5min 94 35 Imin 94 1min 63 1min 72 5min 72  Frazzon et al. (2010)
tetM  5min 95 35 imin 94 1min 53 1min 72 5min 72 Aarestrup et al. (2000)

tetS 5min 96 36 Imin 95 1min 57 1min 73  5min 73 Choi &Woo (2015)

min: minutos

Tabela 3 - Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reac6es de PCR para os
genes ermB, msrC, tetL, tetM, tetS.

. L Fragmento . L
Primer Gene Sequéncia (ob) Controle positivo Referéncia
p

ermB F GAAAAGGTACTCAACCAAATA ] )

ermB 645 485 (Medeiros, 2011) Sutcliffe et al. (1996)
ermB R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
msrC F AAGGAATCCTTCTCTCTCCG )

msrC 342 P6.7 (Prichula, 2015) Werner et al. (2001)
msrC R GTAAACAAAATCGTTCCCG
tetL F ACTCGTAATGGTGTAGTTGC )

tetL 627 P4.1 (Prichula, 2015) Frazzon et al (2010)
tetL R TGTAACTCCGATGTTTAACACG
tetM F GTTAAATAGTGTTCTTGGAG ]

tetM 656 P6.7 (Prichula, 2015) Aarestrup et al. (2000)
tetM R CTAAGATATGGCTCTAACAA
tetS F TGGAACGCCAGAGAGGTATT

tetS 660 C12 (Medeiros, 2011) Aarestrup et al. (2000)
tetS R ACATAGACAAGCCGTTGACC

pb: pares de bases
Para a visualizacdo dos produtos amplificados na PCR, foram aplicados 10

pL de cada amostra em um gel de agarose em concentracdo de 1,5 %, dissolvido em
tampéo tris-acetato-EDTA 1x (TAE) e corado com tampao de reacdo com Gel Red

(QuatroG). O gel foi submetido a uma tensdo de 50 volts e 80 mA por 75 minutos para
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migragdo dos amplicons. A visualizagdo dos fragmentos foi realizada em
Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia®, Molecular Imaging).

Foram interpretadas como positivas as amostras que amplificaram
fragmentos com pares de base esperados para cada gene, como apresentado na
Tabela 3.

4.9 Deteccdo de genes de viruléncia em Enterococcus sp.
Todos os isolados bacterianos obtidos neste estudo foram submetidas a
analises moleculares, para a deteccdo dos genes de viruléncia agg, ace, cylA, esp e
gelE, por meio da técnica de PCR convencional (Tabela 4). As sequencias das bases

de DNA de cada oligonucleotideo iniciador estad demonstrada na Tabela 5.

Tabela4- Descricdo das condi¢cdes deamplificac&o utilizadas paragenes deviruléncia ace, agg,
cylA, esp egelE.
Inicio Desnaturacdo  Anelamento Extensdo Extens&o final )
Gene Referéncia
T °C Ciclos T °C T °C T °C T °C
ace 5min 94 35 Imin 94 1min 57 1min 72 5min 72 Mannu et al. (2003)
agg 5min 94 35 Imin 94 2min 62 2min 72 10 min 72 Eaton e Gasson (2001)
cylA' 5min 94 35 Imin 94 1min 56 1min 72 5 min 72 Shankar et al (1999)
esp 3min 94 40 Imin 94 1min 60 1min 72 5 min 72 Eaton e Gasson (2001)

gelE 5min 94 35 Imin 94 1min 50 1min 72 5 min 72 Eaton e Gasson (2001)

min: minutos

Tabela 5 - Descri¢cédo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para as rea¢cdes de PCR para
os genes de viruléncia ace, cylA, esp, gelE e agg.

Fragmento Controle

Primer Gene Sequéncia o Referéncia
(pb) positivo

ace F AAAGTAGAATTAGATCACAC Mannu et al.
ace 320 C12 (Medeiros, 2011)

ace R TCTATCACATTCGGTTGCG (2003)

cylA TEL7 TGGATG'ATAGTGATAGGAAGT Eaton e Gasson
cylA 517 14 (Medeiros, 2011)

cylA TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA (2001)

esp 46 TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC . Shankar et al.
esp 1198 14.3 (Grassoti, 2018)

esp 47 CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG (1999)

gelE F ACCCCGTATCATTGGTTT ) Eaton e Gasson
gelE 402 C12 (Medeiros,2011)

gelE R ACGCATTGCTTTTCCATC (2001)

agg TE3 AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC Eaton e Gasson
agg 1553 M2.15 (Grassoti, 2018)

agg TE4 AAACGGCAAGACAAGTAAATA (2001)

pb: pares debases
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As reacbes de PCR foram realizadas utilizando o termociclador 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystem) para os genes cylA e gelE. Para os genes agg,
ace e esp foi utilizado otermociclador TX-96 (Amplitherm). O volume total das reacGes
foi de 25 pl, contendo 100 ng de DNA, 1x de tampéo de reacdo para Taq DNA
polimerase (Ludwig Biotecnologia), 0,4 UM de cada um dos oligonucleotideos
iniciadores (Invitrogen), 1,5 mM de MgCI2 (Ludwig Biotecnologia), 1U de Taq DNA
polimerase (Ludwig Biotecnologia) e agua ultrapura estéril para completar o volume
da reacado (MiliQPlus, Milipore). As condicbes de temperaturas para 0s genes de
viruléncia estéo descritas na Tabela 4.

Para a visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada eletroforese
com gel de agarose na concentracdo de 1,5% diluido em tampéao tris-acetato-EDTA
(TAE), 10 yL de amplificado por amostra e, para fim de visualizagdo, adicionado 0,5pl
de tampéo de reacdo com Gel Red (QuatroG) diluido na propor¢cdo 1:5. O gel e as
amostras nele aplicadas foram submetidos a uma tensdo de 50 volts e 80 mA por 75
min para a migracdo dos amplicons. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada
através do Transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia, Molecular Imaging). As
amostras que apresentaram fragmentos com pares de base aproximados aos da

Tabela 5 foram consideradas positivas.

4.10 Ensaio para verificagdo da atividade enzimatica - gelatinase

As amostras que apresentaram resultado positivo para o gene gelE foram
submetidas a teste fenotipico de atividade da enzima gelatinase, seguindo o protocolo
estabelecido por Marra e colaboradores (2007). Um in6culo de cada isolado
bacteriano foi transferido para tubos individuais contendo 5 mL de caldo gelatina
composto, por 12% de gelatina para microbiologia (Labsynth) e 0,8% de caldo BHI
(Himedia), através da técnica de perfuracdo de agar. Os tubos foram incubados a
35°C durante 24 horas. As leituras de resultado foram realizadas logo apds o
resfriamento dos tubos em refrigerador a 4°C, por 30 minutos. As amostras em que 0
agar gelatina apresentaram consisténcia alterada, comparada com o controle negativo
(meio de cultura ndo inoculado), foram consideradas positivas para a producao de
gelatinase; amostras que apresentaram consisténcia semelhante ao controle negativo
foram consideradas n&o produtoras de gelatinase. Neste estudo, a cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo.
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4.11 Ensaio para verificagdo de atividade hemolitica

O teste para atividade hemolitica foi realizado em todas as amostras,
positivas ou negativas para o gene cylA, responsavel pela producdo da enzima
hemolitica citolisina. O experimento foi realizado de acordo com a metodologia de
Brenden & Janda (1987), no qual as amostras séo estriadas em placas de Petri
contendo agar sangue (Himedia). O meio foi enriquecido com sangue desfibrinado de
carneiro na concentracéo de 5%, inoculado por estrias e incubado em estufa a 35 °C
durante 24 horas. As amostras em que 0 meio de cultivo apresentou zonas de

hemdlise ao longo das estrias, foram consideradas positivas.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e presenca das espécies de Enterococcus em amostras
orais e fecais de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande

No presente estudo foram isolados um total 114 cepas de Enterococcus sp.
de 11 amostras. De cada amostra foram selecionadas em média 12 colbnias. Das 13
amostras testadas inicialmente, duas (CM6 e CM13) ndo cresceram bactérias do
género Enterococcus.

Das 114 cepas isoladas, 58 foram obtidas de amostras de graxains-do-
campo (L. gymnocercus) e 56 de gatos-do-mato-grande (L. geoffroyi). As espécies
identificadas foram E. faecalis (52,63%; n=60) E. faecium, (25,46%; n=29), E.
casseliflavus (13,15%; n=15), E. hirae (7,01%; n=8), e E. durans (1,75%; n=2). O

resultado obtido consta na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultado do isolamento de Enterococcus sp. de amostras de graxaim-do-campo e
gatos-do-mato-grande.

) Amostra )
Animal ) Nimero de espécies (%) )
(n de isolados) Numero total de isolados
2 E. durans (4,65)
Fecal (43) 24 E. faecalis (55,81)
Graxaim-do-campo 58
17 E. faecium (39,53)
Oral (15) 15 E. casseliflavus (100)
36 E. faecalis (81,2)
Fecal (44) ]
Gato-do-mato-grande 8 E. hirae (27,3) 56
Oral (12) 12 E. faecium (100)

5.1.1 Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais e oral de graxains-
do-campo (L. gymnocercus)
Dos 58 enterococos provenientes das seis amostras de graxains-do-
campo, 43 foram isolados de suabes retais (CM2, CM3, CM4, CM5 e CM7) e 15
isolados de suabe oral (CM12) (Tabela 7).
A espécie mais frequente identificada nos suabes retais CM2, CM3, CM4,
CM5 e CM7 foi E. faecalis, (55,81%; n=24), seqguida por E. faecium, (39,56%; n=17)
e, E. durans (4,65%; n=2). Da amostra CM12, de origem oral, foi isolado somente E.
casseliflavus (100%; n=15) (Tabela 6 e Tabela 7).
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Tabela 7 - Nomero de Enterococcus sp. identificados nas amostras de graxaim-do-campo (L.
gymnocercus).

Numero de espécies isoladas de cada espécie de enterococos

Amostra provenientes de graxains-do-campo
E. casseliflavus E. faecalis E. faecium E. durans

CM2 - 8 2 1
CM3 - 3 7 -
CM4 - 2 4 -
CM5 - 2 4 1
CM7 - 9 - -
CMm12 15 - - -

TOTAL 15 24 17 2

5.1.2 Enterococcus spp. obtidos de amostras fecais e orais de gato-do-
mato-grande (Leopardus geoffroyi)

Destas sete amostras coletadas, cinco apresentaram resultados positivos
para o género Enterococcus, obtendo-se um total de 56 isolados do género, destas
44 foram isolados de suabes retais (CM1, CM8, CM9 e CM10) e 12 isolados de suabe
oral (CM11) (Tabela 8).

A espécie mais frequentemente identificada nos suabes retais de gatos-do-
mato-grande foi E. faecalis, (81,2%; n=36), seguida por E. faecium, (27,3%; n=8). Da
amostra oral CM11 foram isoladas apenas a espécie E. faecium, (100%; n=12)
(Tabela 6 e Tabela 8).

Tabela 8 — NUmero de Enterococcus sp. identificados nas amostras de gatos-do-mato-grande (L.
geoffroyi).

Nimero de isolados de cada espécie de enterococos provenientes de

Amostra gatos-do-mato-grande
E. faecalis E. faecium E. hirae
CM1 12 - -
CM8 11 - -
CM9 12 - -
CM10 1 - 8
CM11 - 12 -

TOTAL 36 12 8
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5.2  Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
Os resultados do perfil de suscetibilidade antimicrobiana, observados para
114 cepas isoladas das amostras de graxains-do-campo e de gatos-do-mato-grande

por local de coleta, podem ser verificados na Figura 9.
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Figura 9 — Representacédo gréfica do perfil de suscetibilidade antimicrobiana observada para as
cepas isoladas das amostras de graxains-do-campo e de gatos-do-mato-grande por local de
coleta.

Na analise do perfil de susceptibilidade das 114 cepas, verificamos que
algumas espécies de enterococos isoladas do mesmo animal apresentavam
caracteristicas fenotipicas de suscetibilidade ou suscetibilidade reduzida frente aos
mesmos antimicrobianos, o que poderia indicar certa clonabilidade entre estas cepas.
Sendo assim para ndo superestimar os dados referentes ao perfil de suscetibilidade
antimicrobiana, as cepas com as mesmas caracteristicas e provenientes dos mesmos
animais foram agrupadas, gerando um total de 69 cepas, sendo estas 38 isoladas de
amostras de graxains-do-campo e 31 de gatos-do-mato-grande.

Das 69 cepas, 68 (98,55%) apresentaram suscetibilidade reduzida a um ou
mais antimicrobianos, sendo apenas o E. faecalis (1,44%) isolado da amostra CM1
sensivel a todos os antimicrobianos testados. Das 68 cepas com suscetibilidade

reduzida, cinco (7,35%) apresentaram suscetibilidade reduzida a uma classe (SR-1),
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22 (32,35%) a duas classes (SR-2) e 41 (60,29%) a mais de duas classes, sendo
considerados multirresistentes (MULTI-SR) (Tabela 9).

O perfil de suscetibilidade reduzida das cepas foi comparado ao local de
coleta das amostras e observou-se que as cepas provenientes de Arroio Grande
apresentavam elevadas taxas de SR-2 e MULTI-SR (95,85%) quando comparadas
com Candiota (88,9%). Do total de 42 enterococos provenientes de graxains-do-
campo e gatos-do-mato-grande coletados em Arroio Grande, 64,28% (n=27)
apresentaram MULTI-SR. Em contrapartida, dos 27 isolados provenientes das
espécies de animais amostrados em Candiota, 51,85% (n=14) apresentaram MULTI-
SR (Tabela 9).

Tabela 9 - Numero de cepas (%) com sensibilidade e sensibilidade reduzida aos antimicrobiana
isoladas de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande por local de coleta.

Localidade S (%) SR-1 (%) SR-2 (%) MULTI-SR (%) Total (%)
Candiota 1 (3,70) 2 (7,41) 10 (37,04) 14 (51,85) 27 (100)
Arroio Grande 0 3(7,14) 12 (28,57) 27 (64,28) 42 (100)
Total 1(1,44) 4(5,79) 22 (31,88) 41 (59,42) 69 (100)

S: Sensivel; SR-1: Sensibilidade reduzida a uma classe de antimicrobiano testado; SR-2: Sensibilidade
reduzida a duas classes antimicrobianos testadas; MULTI-SR: Sensibilidade reduzida a 3 ou mais
classes de antimicrobianos testadas.

5.2.1 Perfil de susceptibilidade dos Enterococcus spp. obtidos de
amostras fecais e orais de graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus)

Dos 38 isolados provenientes de graxaim-do-campo analisados, 7,89%
(3/38) apresentaram suscetibilidade reduzida a uma Unica classe de antimicrobianos
testados, 36,8% (14/38) para duas classes e 55,26% (21/38) apresentaram
suscetibilidade reduzida a mais de trés classes, sendo, portanto, classificados como
multirresistentes.

A porcentagem de suscetibilidade antimicrobiana reduzida detectada nos
isolados de Enterococcus sp. encontrados em graxains-do-campo pode ser
visualizada na Tabela 10. Todos os isolados apresentaram suscetibilidade a
ampicilina e vancomicina. As propriedades de suscetibilidade reduzida mais
frequentemente encontradas foram para rifampicina (92,10%), eritromicina (71,05%),

estreptomicina (39,41%), ciprofloxacina (31,6%), seguidas por tetraciclina (23,68%),
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gentamicina (13,15%), nitrofurantoina (10,52%), linezolida (5,26%), norfloxacina e
cloranfenicol (2,63%).

Em relacédo as espécies, verificou-se que todos os E. durans, E. faecalis e
E. faecium apresentaram susceptibilidade reduzida a rifampicina. Do total de 16 E.
faecalis isolados dos suabes retais (amostras CM2, CM3, CM4, CM5 e CM7), 81,25%
(13/16) apresentaram susceptibilidade reduzida para eritromicina, 47,05% (8/16) para
ciprofloxacina, 37,5% (6/16) para estreptomicina, 25% (4/16) para gentamicina,
18,75% (3/16) para nitrofurantoina e, 12,5% (2/16) para tetraciclina, 6,25% (1/16) para
norfloxacina e 6,25% (1/16) para cloranfenicol. Todos os E. faecalis foram suscetiveis
a linezolida.

Entre os 11 E. faecium isolados das amostras de suabes retais CM2, CM3,
CM4 e CM5, as maiores frequéncias de suscetibilidades reduzidas observadas foram
63,6% (7/11) para a eritromicina, 36,3% (4/11) para ciprofloxacina e tetraciclina,
36,36% (4/11) para estreptomicina, seguidos de 9,1% (1/11) para nitrofurantoina e
linezolida.

Entre os 9 E. casseliflavus isolados do suabe oral da amostra CM12,
66,66% (6/9) apresentaram susceptibilidade reduzida para rifampicina, 55,5% (5/9)
para eritromicina, 33,33% (3/9) para estreptomicina, 22,2% (2/9 para tetraciclina e

11,1% (1/9) para ciprofloxacina e linezolida.

NUumero de cepas de enterococos (%)

Antimicrobiano E. durans E. faecalis E. faecium Total n (%)*
E. casseliflavus (n=9) (n=2) (n=16) (n=11)
Ciprofloxacina 1(11,11) 0 7 (43,75) 4 (36,3) 12 (31,6)
Cloranfenicol 0 0 1(6,25) 0 1(2,63)
Eritromicina 5 (55,5) 2 (100) 13 (81,25) 7 (63,6) 27 (71,05)
Estreptomicina 4 (44,4) 1 (50) 6 (37,5) 4 (36,36) 15 (39,41)
Gentamicina 0 1 (50) 4 (25) 0 5(13,15)
Linezolida 1(11,1) 0 0 1(9,1) 2 (5,26)
Nitrofurantoina 0 0 3(18,75) 1(9,1) 4 (10,52)
Norfloxacina 0 0 1(6,25) 0 1(2,63)
Rifampicina 6 (66,6) 2 (100) 16 (100) 11 (100) 35 (92,10)
Tetraciclina 2(22,2) 1 (50) 2 (12,5) 4 (36,3) 9 (23,68)

Tabelal0-Resultado do testede suscetibilidade reduzidaencontradaemisolados provenientes
de graxains-do-campo.
*0% calculado sobre as 38 cepas provenientes de graxains-do-campo.
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Dos dois E. durans isolados de suabes das amostras CM2 e CM5, a cepa
isolada da amostra CM2 apresentou susceptibilidade reduzida a eritromicina,
gentamicina e rifampicina, enquanto o E. durans da amostra CM5 apresentou

sensibilidade reduzida a eritromicina, estreptomicina, tetraciclina e rifampicina.

Observou-se também que uma cepa de E. faecalis proveniente da amostra
CM5 apresentou suscetibilidade reduzida a sete classes de antimicrobianos, sendo
eles ciprofloxacina (Fluoroquinolona), cloranfenicol (Fenicol), eritromicina
(Macrolideo), estreptomicina  (Aminoglicosideo), nitrofurantoina  (Nitrofurano),

tetraciclina (Tetraciclina) e rifampicina (Rifampicina).

5.2.2 Perfil de susceptibilidade dos Enterococcus spp. obtidos de
amostras fecais e orais de gato-do-mato-grande (Leopardus geoffroyi)

Dos 31 isolados, provenientes de gato-do-mato-grande, analisados, 6,45%
(2/31) isolados apresentaram suscetibilidade reduzida a apenas uma classe de
antimicrobianos testados, 25,80% (8/31) para duas classes e 64,51% (20/31) para 3
ou mais classes, sendo, portanto, classificados como multirresistentes.

Das 31 cepas de enterococos de gato-do-mato-grande testadas, apenas a
cepa da espécie de E. faecalis, proveniente da amostra CM1, foi suscetivel a todos os
antimicrobianos testados. As propriedades de suscetibilidade reduzida mais
frequentemente encontradas foram para 67,64% (21/31) para eritromicina, 64,5%
(20/31) para rifampicina, 48,38% (15/31) para tetraciclina, 41,9% (13/31) para
ciprofloxacina, 29% (9/31) para estreptomicina, 25,8% (8/31) para nitrofurantoina,
6,45% (2/31) para gentamicina, 3,22% (1/31) para cloranfenicol. Todas as cepas de
enterococos isolados de gatos-do-mato-grande apresentaram suscetibilidade a
ampicilina, linezolida e vancomicina (Tabela 11).

Dentre as espécies estudadas, E. faecalis isoladas de suabes retais
apresentou sensibilidade reduzida a uma maior variedade de antimicrobianos
testados, sendo o mais alto indice para rifampicina com 88,2% (15/17), seguido por
70,6% (12/17) para eritromicina, 47,1% (8/17) para ciprofloxacina, 29,4% (5/17) para
norfloxacina, 17,6% (3/17) para estreptomicina, 11,8% (2/17) para gentamicina, 5,9%

(1/17) para cloranfenicol, nitrofurantoina e tetraciclina.
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Entre os 7 E. faecium isolados da amostra de suabe oral CM11, as maiores
frequéncias de suscetibilidades reduzidas observadas foram para a tetraciclina e
eritromicina, 100% (7/7) e 85,71% (6/7), respectivamente. Para ciprofloxacina e
norfloxacina, 71,42% (5/7) das cepas de E. faecium apresentaram susceptibilidade
reduzida, seguidas por 28,57% (2/7) para nitrofurantoina. Todos os E. faecium
isolados de gatos-do-mato-grande apresentaram suscetibilidade para ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, linezolida, rifampicina e vancomicina.

Dos 7 E. hirae provenientes da amostra retal CM10 analisados, todos
(100%) apresentaram susceptibilidade reduzia para tetraciclina, seguidos de 85,7
(6/7) para estreptomicina, 71,4% (5/7) para nitrofurantoina e rifampicina, 42,8% (3/7)
para eritromicina e 14,3% (1/7) para norfloxacina. Todos os E. hirae isolados de gatos-
do-mato-grande analisados foram suscetiveis a ampicilina, ciprofloxacina,

cloranfenicol, gentamicina, linezolida e vancomicina.

Tabelall- Resultado do teste de suscetibilidadereduzidaencontradaem isolados provenientes
de gatos-do-mato-grande.

NUmero de isolados (%)

Antimicrobiano E. faecium E. hirae Total n (%)*
E. faecalis (n=17) (n=7) (n=7)

Ciprofloxacina 8(47,1) 5(71,42) 0 13 (41,9)
Cloranfenicol 1(5,9) 0 0 1(3,22)

Eritromicina 12 (70,6) 6 (85,71) 3(42,8) 21 (67,74)
Estreptomicina 3(17,6) 0 6 (85,7) 9 (29,0)
Gentamicina 2(11,8) 0 0 2 (6,45)
Nitrofurantoina 1(5,9) 2 (28,57) 5(71,4) 8 (25,8)
Norfloxacina 5(29,4) 5(71,42) 1(14,3) 11 (35,5)
Rifampicina 15 (88,2) 0 5(71,4) 20 (64,5)

Tetraciclina 1(5,9) 7 (100) 7 (100) 15 (48,38)

*%% de cepas que apresentaram suscetibilidade reduzidadentre dos 31isoladostestados provenientes de gato-do-

mato-grande.

5.3 Presenca dos genes tetL, tetM, msrC e ermB relativos a reducéo de
suscetibilidade bacteriana atetraciclina e a eritromicina
Todos os 48 Enterococcus sp. com suscetibilidade reduzida para
eritromicina e os 24 com suscetibilidade reduzida a tetraciclina foram submetidos a
PCR convencional afim de determinar a presenca ou auséncia dos genes

relacionados a mecanismos de reducdo de suscetibilidade frente aos respectivos
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antimicrobianos, sendo eles: ermB e msrC (para reducdo de sensibilidade a
eritromicina) e tetL, tetM e tetS (para reducdo de sensibilidade a tetraciclina).

Foi possivel observar que das cepas com sensibilidade reduzida a
eritromicina, 15 enterococos (31,25%) apresentaram resultado positivo para a
presenca do gene msrC e 9 (18,75%) para o gene ermB. Ademais, 4 enterococos
(8,33%) apresentaram resultado positivo para ambos os genes (Tabela 12). 28
enterococos (58,33%) com suscetibilidade reduzida para eritromicina n&o
apresentaram amplificacdo para nenhum dos genes testados.

Dentre os 15 enterococos positivos para msrC, 9 (60%) eram da espécie
E. faecium, 5 (33,3%) E. faecalis e 1 (6,6%) E. durans. Das 9 cepas positivas para o
gene ermB, 4 (44,4%) eram de E. faecium, 3 (33,3%) eram de E. hirae, 1 (11,1) era

de E. durans e 1 (11,1%) era de E. faecalis.

Tabela 12 — Resultado da presenca de genes que conferem reducdo na suscetibilidade
bacteriana a tetraciclina e a eritromicina em amostras de graxains-do-campo e gatos-do-mato-
grande.

] Total de isolados Total de
N° de espécies
Gene Animal o positivos por animal isolados
positivas para o gene

amostrado (%) positivos (%)
Lycalopex gymnocercus 1 E. durans 1(1,72)
1 E. faecalis
ermB ) _ 9 (7,89)
Leopardus geoffroyi 4 E. faecium 8 (14,28)
3 E. hirae
1 E. durans
Lycalopex gymnocercus 5 E. faecalis 9 (15,51)
msrC ) 15 (13,15)
3 E. faecium
Leopardus geoffroyi 6 E. faecium 6 (10,71)
Lycalopex gymnocercus 1 E. durans 1(1,72)
7 E. hirae
tetL ) ) 16 (14,03)
Leopardus geoffroyi 1 E. faecalis 15 (26,78)
7 E. faecium
Lycalopex gymnocercus 1 E. durans 1(1,72)
7 E. hirae
tetM ) ) 16 (14,03)
Leopardus geoffroyi 1 E. faecalis 15 (26,78)
7 E. faecium

Quanto aos genes tetlL, tetM e tetS relativos as 24 cepas que apresentaram
reducdo de sensibilidade a tetraciclina, nenhuma apresentou resultado positivo para

tetS. Entretanto, 16 (66,6%) apresentaram amplificacdo positiva para tetL e tetM,
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simultaneamente (Tabela 12). Em adicdo, as maiores frequéncias dos genes tetL e
tetM foram detectadas em cepas de enterococos provenientes de amostras de gato-
do-mato-grande (93,75%).

As cepas de E. casseliflavus isoladas de graxaim-do-campo, apesar de
apresentar sensibilidade reduzida a eritromicina (n=5) e a tetraciclina (n=2), nao
apresentaram resultado positivo para a amplificacdo dos genes de resisténcia
testados.

Dos 27 enterococos com susceptibilidade reduzida a eritromicina
provenientes de graxains-do-campo submetidos a andlise, 9 amplificaram para o gene
msrC, representando 33,3% dos isolados, e umacepa de E. durans (3,7%) foi positiva
para 0 gene ermB (Tabela 12). Nenhuma amostra amplificou mais de um gene
relacionado a eritromicina simultaneamente. Do total de nove cepas que
apresentaram suscetibilidade reduzida para tetraciclina, provenientes de graxaim-do-
campo, apenas um E. durans (11,11%) apresentou resultado positivo para tetL e tetM,
simultaneamente, enquanto que os oito isolados restantes apresentaram resultado
negativo para ambos os genes, assim como para tetS.

Das 21 cepas provenientes de gatos-do-mato-grande que apresentaram
suscetibilidade reduzida a eritromicina e foram submetidos a PCR convencional para
a detecgao dos genes de resisténcia ermB e msrC, dez (47,61%) amplificaram para o
gene msrC e quatro (19,04%) apresentaram resultado positivo para os genes ermB e
msrC simultaneamente. Das seis cepas positivas para o gene msrC, todas eram da
espécie E. faecium e foram isoladas de uma amostra de suabe oral do gato-do-mato-
grande. Quanto ao gene ermB, das oito cepas positivas, trés (37,5%) eram E. hirae,
guatro (50%) eram E. faecium e uma (12,5%) era E. faecalis. Todas as 15 cepas
classificadas com suscetibilidade reduzida a tetraciclina originados de gatos-do-mato-
grande, apresentaram amplificacdo positiva para o0s genes tetL e tetM,
simultaneamente. Destas, sete (46,6%) sdo E. hirae, uma (6,6%) E. faecalis e sete
(46,6%) E. faecium (Tabela 12).

5.4 Distribuicdo dos fatores de viruléncia entre os isolados
A presenca dos fatores de viruléncia foi testada para todas as 114 cepas
isoladas no presente estudo foram submetidos a PCR convencional para os genes de

viruléncia ace, agg, cylA, esp e gelE. Osresultados estédo apresentados na Tabela 13.
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Das 114 cepas, 60,52% (69/114) apresentaram pelo menos um dos genes

testados, sendo as maiores frequéncias observada para os genes ace (59,65%) e gelE
(51, 75%), e as menores para agg (21,93%), esp (0,88%) e cylA (0,88%).

Referente a distribuicdo dos genes entre as espécies, das 68 (59,64%)

positivas para ace, 50 (60%) eram E. faecalis e 18 (33,96%) eram E. faecium. Quanto

ao gene gelE, das 59 (51,75%) cepas positivas, 50 (84,74%) eram da espécie E.

faecalis e nove (15,25%) E. faecium. Das 25 (21,92%) cepas que apresentaram

resultado positivo para a amplificagcdo do gene agg, todas eram E. faecalis. Os genes

cylA e esp foram positivos apenas nas cepas de E. hirae isoladas de graxains-do-

campo e E. faecium isolada de gato-do-mato-grande, respectivamente.

Tabela 13 — Resultado da analise para verificacdo de presenca de genes de viruléncia e
expressdo enzimatica em amostras de gatos-do-mato-grande e graxains-do-campo.

Total de isolados

) N° de espécies positivas o ) Total de isolados
Animal positivos por animal .
para o gene (%) positivos (%)
amostrado (%)
Gene
Lycalopex 15 E. faecalis (62,5)
) 25 (43,10)
gymnocercus 10 E.faecium (58,82)
ace - 68 (59,64)
] 35 E. faecalis (97,22)
Leopardus geoffroyi ) 43 (76,78)
8 E. faecium (66,6)
Lycalopex _
9 E. faecalis (37,5) 9 (15,5)
agg gymnocercus 25 (21,92)
Leopardus geoffroyi 16 E. faecalis (44,4) 16 (28,57)
cylA Leopardus geoffroyi 1 E. hirae (12,5) 1(1,78) 1(0,87)
Lycalopex .
esp 1 E. faecium (5,88) 1(1,72) 1(0,87)
gymnocercus
Lycalopex 15 E. faecalis (62,5)
24 (41,37)
gelE gymnocercus 9 E. faecium (52,94) 59 (51,75)
Leopardus geoffroyi 35 E. faecalis (97,22) 35 (62,5)
Fendtipo
Lycalopex 11 E. faecalis (45,83)
) ) 12 (20,68)
Gelatinase gymnocercus 1 E. faecium (5,88) 30 (26,31)
Leopardus geoffroyi 18 E. faecalis (50) 18 (32,14)
Lycalopex 1 E. faecalis (4,16)
) ) 15 (25,86)
Hemodlise gymnocercus 14 E. casseliflavus (93,3) 16 (14,03)
Leopardus geoffroyi 1 E. faecium (8,33) 1(1,78)
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Tanto em gatos-do-mato-grande quanto em graxains-do-campo, a maior
frequéncia de enterococos que apresentaram este gene sdo da espécie E. faecalis,
visto que, em amostras de felinos, E. faecalis foi a Unica espécie com isolados
positivos e, em amostras de caninos, do total de 24 isolados positivos, E. faecalis
representam 62,5% contra 37,5% de E. faecium.

Os perfis de viruléncia em isolados provenientes de graxains-do-campo e
gatos-do-mato-grande foram comparados e, a partir desta andlise, foi possivel
observar que, proporcionalmente, gatos-do-mato-grande apresentaram maior indice
das cepas positivas para genes de viruléncia (78,57%) do que as cepas isoladas de

graxains-do-campo (27,58%) (Figura 10).
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Figura 10 — Representacdo grafica comparativa dos perfis de viruléncia em isolados
provenientes de gatos-do-mato-grande e de graxains-do-campo.

Nas cepas isoladas dos gatos-do-mato-grande, 0s genes ace (n=43;
76,78%), gelE (n=35; 62,5%) e agg (n=16; 28,57%) foram observados com elevada
frequéncia. Por outro lado, ndo foram encontradas cepas com resultado positivo para
esp e apenas uma cepa (1,78%) apresentou resultado positivo para amplificacéo de
cylA, sendo este da espécie E. hirae.

Nas cepas provenientes de amostras de graxains-do-campo nao foi
detectado o gene cylA. Apenas um isolado de E. faecium apresentou amplificacéo

para o0 gene esp, representando 1,72% total de cepas isoladas de origem canina
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(n=58). Os genes mais frequentemente encontrados com resultados positivos foram
ace (n=25; 43,10%) e gelE (n=24; 41,37%).
55 Avaliacdo da atividade das enzimas gelatinase e citolisina,
codificadas pelos genes gelE e cylA, respectivamente

O teste fenotipico de atividade hemolitica foi realizado em todos os 114
isolados deste estudo, independentemente de apresentar resultados positivos para
amplificacdo do gene cylA, que codifica a enzima citolisina. Deste total, apenas 16
(14,03%) isolados foram capazes de realizar a hemdlise total ou parcial do sangue de
carneiro (Tabela 13). Nenhuma das cepas positivas apresentaram 0 gene cylA. As
espécies E. durans, E. hirae e E. faecium ndo apresentaram atividade hemolitica.

Os 59 isolados positivos para a presenca do gene gelE foram submetidos
ao teste para a deteccdo da expressao da enzima gelatinase. Destes, 30 foram
capazes degradar a gelatina presente no meio de cultura, representando 26,31% dos
isolados obtidos no estudo. Ambos os resultados podem ser observados na Tabela
13.

Das 58 cepas isoladas de graxaim-do-campo testadas para a atividade de
hemolise em agar sangue, 15 (25,86%) apresentaram halos de atividade hemolitica
em agar sangue, 14 destes identificados como E. casseliflavus, uma E. faecium e uma
E. faecalis (Tabela 13). Apenas uma cepa originada de gato-do-mato-grande
apresentou atividade hemolitica, sendo esta identificada como E. faecalis. Nenhuma
das amostras que apresentaram atividade hemolitica amplificaram o gene de
resisténcia cylA.

Quanto ao teste fenotipico para producédo de gelatinase, das 24 cepas de
enterococos positivas para o gene gelE isoladas de graxaim-do-campo, 12 (50%)
foram capazes de degradar agelatina sendo destas 11 E. faecalis e 1 E. faecium. Em
relacdo as 35 cepas de E. faecalis positivas para o gene gelE isoladas de gato-do-

mato-grande, 18 (51,42%) foram capazes de degradar a gelatina (Tabela 13).
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6 DISCUSSAO

6.1 Distribuicdo de Enterococcus sp. isolados de amostras de Canideos
e Felideos

A escassez de estudos que avaliam a microbiota de canideos e felideos
selvagens, mais especificamente sobre enterococos pertencentes a microbiota
gastrointestinal e oral, impossibilitou uma comparacéo direta dos resultados obtidos
neste estudo. Entretanto, com a finalidade de compreender as possiveis vias de
disseminagcdo destes microrganismos, foram avaliados fatores ambientais e
interacdes ecoldgicas extraentéricos onde enterococos podem ser encontrados.

Neste estudo foi possivel detectar a presenca do género Enterococcus em
amostras de suabes retais e orais de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande
selvagens capturados em duas localidades do Bioma Pampa. Devido a sua natureza
ubiqua, Enterococcus sp. sdo microrganismos naturalmente encontrados em plantas,
insetos, solo e como parte da microbiota gastrointestinal de humanos e animais
(Lebreton et al., 2014). A presenca deste género nas amostras de fezes de graxains-
do-campo e de gatos-do-mato-grande corroboram com outros estudos que também
isolaram enterococos em amostras de fezes de mamiferos selvagens (Lebreton et al.,
2014; Santestevan, 2014, Prichula, 2015; Montealegre et al., 2016; Grassotti, 2018;).

Apesar de haver crescimento microbiano nas amostras CM6 e CM13, ndo
foi possivel obter isolados de Enterococcus spp. nestas amostras. Uma possivel
explicagdo é que outros grupos de bactérias sdo mais prevalentes no trato
gastrointestinal destes animais. Santestevan (2014) também n&o isolou enterococos
em fezes de duas amostras de lobos-marinhos selvagens.

Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae e E. durans foram detectadas
em 68,96%, 33,3%, 9,19% e 2,29%, respectivamente nas amostras de suabes retais
de gatos-do-mato-grande e graxains-do-campo selvagens. Devriese e colaboradores
(1987) descreveram as espécies E. faecalis, E faecium, E. hirae e E. durans como
sendo as mais comumente encontradas no intestino de diversas espécies de
mamiferos em biomas variados, enquanto que outras espécies de enterococos
pareciam ser ocasionais. Estudos avaliando a diversidade de enterococos em
amostras de fezes de mamiferos ndo pertencentes as familias Felidae e Canidae tem

apresentado composicdo semelhante destas espécies bacterianas em diversas
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espécies de animais, incluindo selvagens (Devriese et al., 1987; Lebreton et al., 2014;
Santestevan, 2014; Prichula, 2015; Grassotti, 2018).

Relacionando a presenca e variedade de Enterococcus sp. em amostras
de suabe retal de gatos-do-mato-grande e graxains-do-campo, observamos que E.
faecalis foi a Unica espécie isolada em todas as amostras retais de felideos e
canideos. Resultados semelhantes foram observados por Devriese e colaboradores
(1992) em amostras fecais e de tonsilas de cdes e gatos domésticos. A maior
frequéncia de E. faecalis nestas amostras corrobora também com outros estudos que
apontaram frequéncias elevadas desta espécie em amostras do trato gastrointestinal
de humanos saudaveis (Lebreton et al., 2014), de diversas espécies de animais
selvagens (Poeta et al., 2005; Santestevan, 2014; Prichula, 2015; Grassotti, 2018) e
de animais domésticos e de criacdo (Devriese et al., 1987; Devriese et al., 1992).

A dieta de graxains-do-campo e de gatos-do-mato-grande ¢é principalmente
composta por peqguenos roedores de vida livre. O nimero de estudos acerca da
microbiota roedores selvagens é muito limitado, geralmente direcionados aos relatos
de caso de bactérias de interesse sanitario como campilobacter (Fernie et al., 1976),
salmonelas (Junior & Lane, 1989) e bacilos (Swiecicka et al., 2003). Contudo, Laukova
e colaboradores (2008), em um estudo direcionado para a pesquisa com
Enterococcus spp., obteve 24 isolados de amostras intestinais de roedores selvagens,
17 destas identificadas como E. faecalis, sendo esta a espécie mais abundante no
seu estudo. No seu conjunto, estes dados sugerem que a microbiota intestinal de
gatos-do-matogrande e de graxains-do-campo estdo altamente relacionados com
seus hébitos alimentares, visto que E. faecalis foi a espécie mais com maior
incidéncia, encontrada tanto nos predadores quanto em sua presa mais frequente.

No presente estudo, E. hirae foi observado em 7,02% das amostras de
suabes retais nos animais testados. A presenca desta espécie de enterococos em
amostras fecais de animais selvagens também foi relatada por Poeta e colaboradores
(2005) onde E. hirae apresentou uma frequéncia de 10% em amostras fecais
originadas de aves, mamiferos e outros animais selvagens.

A presenga de E. hirae e E. durans em amostras retais de graxains-do-
campo e de gatos-do-mato-grande foi associada a dieta que inclui aves silvestres e,
por vezes, o consumo de frangos de criacdo em fazendas. Estudos como de Poeta e

colaboradores (2005) e Santos e colaboradores (2013), relatam a presenca de ambas
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as espécies de enterococos em aves. A baixa frequéncia das cepas encontradas
neste estudo pode estar relacionada a frequéncia igualmente baixa, porém
constantemente relatada, de aves na dieta de canideos e felideos. De acordo com os
estudos de Manfredi e colaboradores (2004), Capuneccia e colaboradores (2006) e
Canel e colaboradores (2016), os canideos e felideos do Pampa Argentino
apresentam certo grau de adaptabilidade no forrageamento devido a disponibilidade
de presas no espaco geografico em que estdo inseridos, levando os animais
predadores a estabelecerem uma fonte secundaria de alimento.

Enterococcus casseliflavus foi a Unica espécie observada na amostra de
suabe oral de graxaim-do-campo selvagem e E. faecium nas amostras orais de gatos-
do-mato-grande selvagens. A microbiota oral de mamiferos carnivoros selvagens é
pouco conhecida devido a escassez de estudos, impossibilitando a comparacao direta
dos resultados obtidos neste trabalho, entretanto, Abdel-Moein e colaboradores
(2017) relatam a presenca de Enterococcus spp. isoladas de amostras orais de caes
e gatos domeésticos. No estudo, os autores identificaram a prevaléncia de E. faecalis
em gatos com frequéncia em gatos 5,3%, corroborando com os resultados do atual
estudo. E. casseliflavus sdo frequentemente relatados em amostras de artropodes
(Huff, 2018; Lebreton et al., 2014) e em frutas (Abriouel et al., 2008), que sdo
consumidos mais frequentemente por graxains-do-campo adultos em periodo de
prole, quando priorizam o consumo de itens menos nutritivos e levam os de maior
valor nutricional (roedores, aves, carcacas e lebres) para os filhotes (Castillo et al.,
2011).

Jimenez e colaboradores (2013) desenvolveram um estudo para avaliar a
presenca de Enterococcus sp. em leite de diferentes espécies animais, onde foi
possivel detectar as espécies E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. casseliflavus e E.
durans, comprovando que o leite materno € uma via de transmissdo de cepas de
enterococos ao trato gastrointestinal de animais juvenis. Ainda, 0os autores obtiveram
alta incidéncia de E. faecium em amostras de leite provindas de canideos (2,62x103
UFC/mL na amostra C3 e 1,24x10?2 UFC/mL na amostra C4). Com resultados
semelhantes, em amostras de graxains-do-campo classificados como juvenil (CM3) e
filhote (CM5) do atual estudo, foi encontrado maior prevaléncia de E. faecium, com as

frequéncias de 70% e 57,14%, respectivamente. Inferimos, portanto, que o leite
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materno de graxains-do-campo possa ser o transmissor de E. faecalis para o TGl dos
filhotes.

Moeller e colaboradores (2017) afirmam que 0 processo que gera e
mantem a diversidade bacteriana intestinal de mamiferos ainda € pouco
compreendida, entretanto, seu estudo aponta que a proximidade entre espécies
hospedeiras, assim como entre predadores e presas, gera a homogeneizacdo da

microbiota em comunidades de mamiferos.

6.2 Resistencia e Viruléncia em cepas provenientes de canideos e
felideos

Dentre os antimicrobianos testados frente as amostras de enterococos
isolados de amostras retais e orais de graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande,
rifampicina (76,81%), eritromicina (69,56%), ciprofloxacina (36,23%), tetraciclina
(34,78%) e estreptomicina (34,78%) apresentaram 0s maiores indices de
suscetibilidade reduzida. Quando comparados os resultados obtidos no presente
estudo com outros que também avaliaram o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos de enterococos isolados de outras espécies de animais selvagens, as
frequéncias observadas aqui foram muito elevadas.

Grassotti (2018), isolou cepas de Enterococcus spp. com suscetibilidade
reduzida para a rifampicina (46,3%), tetraciclina (26,0%) e eritromicina (22,3%) em
amostras de fezes ou suabes retais macacos-prego selvagens coletados em
intermédios florestais proximos a um hospital, um fragmento florestal e um zoologico.
Seus resultados sugerem que o perfil de resisténcia encontrado nas amostras se
deve, dentre outros fatores, a acdo antropogénica observada no habitat e o resistoma
ambiental. Poeta e colaboradores (2005) isolaram diferentes espécies de enterococos
de amostras de fezes de animais selvagens em Portugal e observaram niveis
relativamente baixos (31,4%) de suscetibilidade reduzida nas cepas isoladas dos
animais selvagens.

Suscetibilidade reduzida para rifampicinatem sido considerada comumem
cepas de enterococos. A resisténcia a rifampicina relativa ao género ocorre
principalmente devido a mutacdes pontuais no gene rpoB que codifica a subunidade
B da RNA polimerase. Em uma revisao feita por Miller e colaboradores (2014) foi

descrita a existéncia de um isolado de E. faecium resistente a rifampicina, que ndo
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apresentava evidéncia de mutacdes no gene rpoB, bombas de efluxo ou enzimas de
inativagdo. Esta frequéncia elevada de suscetibilidade reduzida a rifampicina entre
entererococos identificadas no presente estudo pode sugerir uma consequéncia de
cepas comensais estarem sendo expostas ao antimicrobiano, mas outros fatores
ainda desconhecidos também podem contribuir para a ocorréncia de isolados
enterococicos resistentes (Gillings & Strokes, 2012; Garrido et al., 2014). Por se
tratarem de cepas obtidas de amostras de animais selvagens, infere-se gque o estreito
contato entre estes animais e o ambiente antropizado possa ser um dos fatores
chaves para a disperséo de microrganismos que apresentam mecanismos de redugéo
de sensibilidade antimicrobiana para as cepas selvagens.

Cepas com este perfil também ja foram observadas em amostras de esgoto
doméstico (Costa et al., 2006), morcegos (Costa, 2018) e lepiddpteros (Huff, 2018).
Costa (2018) analisou a presenca de cepas suscetiveis a rifampicina em amostras de
Enterococcus sp. isolados de fezes de morcegos selvagens no sul do Brasil. Em seu
estudo foi observado que as cepas apresentaram elevados indices de suscetibilidade
reduzida a rifampicina (72,6%), seguido por eritromicina (43,83%). A proximidade dos
graxains-do-campo e gatos-do-mato-grande selvagens a locais urbanizados, assim
como observado com 0s morcegos, poderiam sugerir essa elevada frequéncia de
cepas nao suscetiveis. Tanto em Arroio Grande quanto em Candiota, foram
observadas a presenca e circulagdo de graxains-do-campo e de gatos-do-mato-
grande nas proximidades de casas, interagindo com humanos e animais domésticos,
além de serem encontrados no interior de fabricas, na beira das estradas e muitas
vezes 0s animais cagcam dentro de propriedades rurais, alimentando-se inclusive de
aves e lebres de criacdo. O esgoto de algumas residéncias, assim como o lixo gerado
por atividade humana, sdo fatores que influenciam na dispersdo de microrganismos
patogénicos. Tais dejetos foram encontrados sendo depositados em arroios e lagos
muito proximos aos locais de captura dos animais selvagens trabalhados.

A presenca de cepas com elevadas frequéncias de reducdo da
suscetibilidade a eritromicina tem particular interesse, uma vez que macrolideos tem
sido utilizados como tratamento alternativo de infec¢des enterocécicas principalmente
guando ha casos de alergia a penicilina (Portillo et al., 2000). Cepas com resisténcia

a este antimicrobiano j& foram isoladas de outras amostras de animais selvagens no
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Rio Grande do Sul, como macaco prego (Grassotti, 2018), tartarugas marinhas,
pinguins e lobos marinhos (Prichula, 2015; Santestevan, 2014; Pereira, 2016).

Os genes ermB e msrC associados a resisténcia a eritromicina foram
testados em 21 isolados que apresentaram sensibilidade reduzida ao farmaco. O gene
msrC (71,42%) apresentou maior frequéncia quando comparado a ermB (42,85%).
Apesar do gene ermB ser comumente encontrado entre enterococos isolados de
humanos e animais, no presente estudo este foi observado em menor frequéncia,
guando comparado com o gene msrC. O gene msrC possui 53 a 62% de identidade
com o gene msrA de estafilococos e codifica um transportador ABC para macrolideos
e estreptogramina B (Werner et al., 2006) A presenca do gene msrC tem sido
observada com elevada frequéncia em cepas de enterococos isoladas de animais
selvagens no Rio Grande do Sul (Santestevan, 2014; Prichula, 2015; Pereira, 2016;
Grassoti, 2018). Em 2001, Singh e colaboradores demonstraram 0 sequenciamento
completo do gene msrC, até entdo tido como espécie especifico de E. faecium.
Entretanto, no presente trabalho, assim como em estudos recentes (Molale &
Bezuidenhout, 2016; Grassoti, 2018), outras espécies também sao registradas como
portadoras do gene, comprovando o fluxo génico no género.

Resisténcias a fluoroquinolona ciprofloxacina foi o terceiro maior indice de
suscetibilidade reduzida (36,23%) em todas as amostras testadas, corroborando com
estudos anteriores que apontam um aumento desta incidéncia em animais de
companhia (Rodrigues et al., 2002). O uso de fluoroquinolonas no tratamento pets é
realizado a décadas, principalmente para o tratamento de doencas urinarias em
felinos (Cohn et al., 2003). A suscetibilidade reduzida em diversas espeécies
bacterianas esta se tornando cada vez mais comum e é mediada pela combinacao de
resisténcias plasmideais a fluoroquinolonas (PQMR) em conjunto com mutacdes
cromossomais que afetam a proteina topoisomerases e o efluxo celular (Weese, 2008;
Gibson, 2010). A proximidade dos gatos-do-mato-grande e graxains-do-campo com
0s animais domeésticos, pode estar associada a este perfil.

Os genes mais encontrados entre os isolados de gatos-do-mato-grande e
graxains-do-campo analisadas foram tetM, em conjunto com o gene tetL, ambos
presentes em 66,6% das cepas com suscetibilidade reduzida a tetraciclina (16/24).
Prichula, (2016) também encontraram o gene tetM em maior frequéncia em seus

isolados de animais marinhos selvagens (73,07%). Os resultados também se
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assemelham com os achados de Poeta e colaboradores (2005), no qual foram obtidos
0s maiores indices para tetL e tetM em Enterococcus spp. isolados de animais
selvagens em Portugal. Nele, todas as cepas que apresentaram suscetibilidade
reduzida a tetraciclina apresentaram resultado positivo para os genes. A alta
frequéncia em o que gene tet é reportado se deve ao fato de estar associado a
plasmideos em elementos moveis ou conjugativos, tornando-o facilmente transferivel
entre os microrganismos (Clewell et al., 1995; Chopra & Roberts, 2001).

A presenca de elementos génicos que conferem reducao da suscetibilidade
aos antimicrobianos em bactéria patogénicas é um dos problemas mais significativos
no tratamento de doencas atualmente, provavelmente devido a transferéncia
horizontal, no qual o microrganismo adquire reducéo da suscetibilidade por genes do
ambiente (Thomas & Nielsen, 2005). Estudos indicam que estes elementos moveis
sdo compartilhados entre bactérias patogénicas e comensais no microbioma do trato
gastrointestinal de seres humanos (Witte, 1998; Salyers et al., 2004; Aarestrup, 2005).

Alguns genes que conferem reducéo a sensibilidade a antimicrobianos, em
verdade, possuem outros papéis primarios de acdo na célula bacteriana. A exemplo,
as bombas de efluxo que podem atuar como um mecanismo de reducdo da
sensibilidade da célula bacteriana a antimicrobianos, mas possuem funcao primaria
como mecanismos de protecdo celular contra moléculas toxicas, como metais
pesados, expulsando-os para 0 meio externo da célula. Comprovando que este
mecanismo nao esta diretamente associado a presenca de antimicrobianos, estudos
indicam que comunidades microbianas, pertencentes ao trato gastrointestinal de
insetos que ndo obtiveram contato com os farmacos, possuem bombas de efluxo que
conferem reducéo na suscetibilidade a antimicrobianos em ensaios, onde 0s genes
promotores do mecanismo foram transferidos para modelos in vitro utilizando
Escherichia coli (Kadavy et al.,, 2000; Allen et al., 2009). Acredita-se que este
mecanismo seja uma protecdo da célula bacteriana contra toxinas naturalmente
liberadas pelas plantas ingeridas pelos insetos.

Foi observado pela equipe que realizou a coleta de amostras de L.
gymnocercus e L. geoffroyi que os animais ocupavam areas altamente antropizados.
Grandes fabricas cimenteiras e usinas termelétricas estdo situadas no municipio de
Candiota. A cidade também ¢é conhecida pela grande quantidade de fazendas,

algumas delas situadas proximas aos pontos de coleta. Dados de telemetria estdo



55

sendo realizados atualmente pela equipe de coleta. Em resultados preliminares,
observou-se que um dos animais amostrados neste estudo, CM1 (L. geoffroyi),
habitualmente transita dentro da propriedade da fabrica cimenteira, nos arredores e
no quintal das casas, assim como dentro de propriedades com atividade agricola. Os
animais capturados em Arroio Grande também sofrem com alta antropizacdo, sendo
observada a grande quantidade de lavouras de arroz ao redor dos pontos de coleta,
assim como pela baixa integridade do bioma nativo original observada no local.

Apesar da falta de mais dados referentes ao animal em que foi obtido o
resultado parcial de telemetria e dos demais animais amostrados, ficou evidente para
a equipe de coleta que o ambiente destes animais esta sujeito a grandes impactos
antropogénicos e, com base nos estudos a cerca de resistoma ambiental e nos dados
apresentados ao longo deste trabalho a respeito do contato de humanos e animais
selvagens, é possivel inferir que a alta resisténcia apresentada neste estudo pode ter
conexdo com: 1) o resistoma ambiental, principalmente correlacionado a bomba de
efluxo, visto que os antimicrobianos que apresentaram maiores indices de reducéo na
sua efetividade atuam no meio intracelular; 2) o contato direto entre humanos, animais
domeésticos e de fazendas que: favorece a contaminacdo por possiveis
microrganismos transmissores de mecanismos que provocam reducdo na
suscetibilidade a antimicrobianos; contamina o ambiente com metais pesados (que
podem ser encontrados em residuos de fabricas), residuos referentes a atividade
pecuarista e agricola, assim como residuos referentes as habitacdes.

Na pecuéria, o antimicrobiano é utilizado, ndo apenas para o tratamento de
doencas infeciosas, mas também como promotor de crescimento em animais de corte
saudaveis e alguns destes antimicrobianos, como amoxicilina e eritromicina, sao
utilizados para ambas as finalidades (Sarmah et al., 2006). Portanto, o uso de
antimicrobianos utilizados em larga escala, independente da finalidade, geram uma
pressao seletiva no ambiente, atuando como um catalisador no desenvolvimento e
disseminacdo de genes que conferem aos microrganismos reducao na eficiéncia aos
compostos (Allen, 2010).

Segundo Gustafson & Bowen (1997) o uso de antimicrobianos em
agricultura animal, apesar de trazer grandes beneficios para as criacbes, geram
residuos de farmacos no esgoto e no ambiente, atuando por pressao seletiva em

microrganismos que fazem parte da microbiota dos animais ali tratados ou presentes
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no solo, nas plantas e na vida selvagem. Bager e colaboradores (1997) conduziram
um estudo para determinar a associag&o entre o uso de antimicrobiano da classe de
glicopeptideos, usados como promotores de crescimento em animais de criacao, e 0
aumento da ocorréncia de E. faecium resistentes a vancomicina em aviarios e
criacdes de porcos. O estudo forneceu evidéncias de que existe uma relacdo causal
entre a resisténcia e o uso do antimicrobianos e, ainda, que os animais atuam como
potenciais reservatérios de patdgenos que afetam a salde de humanos.

Em um estudo realizado na Noruega, Mo e colaboradores (2018)
estimaram e compararam a ocorréncia de suscetibilidade reduzida em Escherichia coli
isoladas de 528 raposas vermelhas (Vulpes vulpes) em relacdo a densidades
populacionais humanas. Os autores separaram as amostras por densidade municipal
onde as raposas foram coletadas, configurando 108 amostras de raposas em baixa,
328 em média e 92 em alta densidades populacionais. Os isolados foram submetidos
a teste de suscetibilidade antimicrobiana frente cefalosporinas e fluoroguinolonas de
espectro estendido, cultura seletiva para carbapenens e colistinas e enterococos
resistentes a vancomicina. Seus resultados indicaram que havia associagdo entre os
indices de resisténcia em raposas e a densidade populacional do municipio onde a
raposa foi capturada e que, por apresentar area de vida limitada, as raposas poderiam
ser utilizadas como boas sentinelas para 0 monitoramento de resisténcia
antimicrobiana no ambiente. Este resultado pode ser associado ao observado no
presente estudo, visto que a raposa vermelha apresenta proximidade evolutiva com
graxains-do-campo e, em menor grau, ao gato-do-mato-grande; suas areas de vida
também sdo limitadas, apesar de apresentar certo grau de flexibilidade e ambos os
estudos apresentaram altas incidéncias de suscetibilidade reduzida em grupos de
animais selvagens préximos a areas com maior presenca de agcao antropica.

A capacidade do enterococos de persistir em ambientes adversos, com
altos niveis de sal e temperaturas elevadas, demonstrando a capacidade de habitar
0s mais diversos ambientes. De fato, o género é citado nos mais diversos estudos,
desde a superficie de vegetais, solo, trato gastrointestinal de diversas espécies de
mamiferos, repteis e insetos, adaptando-se aos mais diversos nichos. (Shepard &
Gilmore, 2002). Devido ao aumento de casos de enterococos resistentes aos
antimicrobianos, mais esfor¢os tem sido feitos para determinar os fatores envolvidos

no relacionamento comensal entre microrganismo e o hospedeiro a fim de tratar as
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cepas que apresentam maior persisténcia infecciosa com terapéuticas alternativas
(Shepard & Gilmore, 2002). A patogenicidade deste género € multifatorial e complexa.
Um dos fatores envolvidos é a capacidade dos microrganismos de colonizar e
causarem algum tipo de dano ao hospedeiro, sendo estes conhecidos como fatores
de viruléncia (Mundy et al., 2000).

A citolisina é uma proteina decodificada pelo gene cylA que possui
capacidade hemolitica e bactericida. Neste estudo foi encontrada apenas uma cepa
gue apresentou amplificagc&o positiva para o gene cylA, provinda da amostra CM10 de
gato-do-mato-grande, identificada como E. hirae. Entretanto, este isolado n&o
apresentou atividade hemolitica em cultivo enriquecido com sangue desfibrinado de
carneiro. Por outro lado, dois isolados de E. faecalis (um de suabe retal de gato-do-
mato-grande e um de suabe retal de graxaim-do-campo) e 14 E. casseliflavus
provenientes de amostra oral de graxaim-do-campo, apresentaram [-hemdlise apesar
de ndo apresentarem amplificacdo positiva para o gene cylA. Este fato se deve a
capacidade dos Enterococcus sp. de produzirem outro componente citotoxico, a alta
producdo de peroxido de hidrogénio. Moy e colaboradores (2004), em um estudo
utilizando o nematddeo Caenorhabtidis elegans como modelo, afirma que este
composto causa danos celulares similares aos causados pela citolisina, sendo esta
também uma explicagéo viavel para a ocorréncia neste trabalho.

A presenca dos genes ace (59,65%; n=68) e gelE (51,75%; n=59) foram os
mais frequentes em todas as amostras obtidas, seguido por agg (21,93%; n=25), esp
e cylA (ambos com 0,85%; n=1). A presenca destes genes de viruléncia em amostras
de animais selvagens é consistente com trabalhos anteriores. Eaton & Gasson (2001)
também obtiveram resultado semelhante em seu trabalho com enterococos originados
de amostras de alimentos.

Enterococcus faecalis foi a espécie que mais apresentou fatores de
viruléncia, sendo que, das 51 cepas isoladas 46 (90,19%) apresentaram ao menos
um gene de viruléncia testados. Além disso, também foi 0 mais prevalente na
incidéncia de atividade enzimética de gelatinase, ocupando 96,6% (29/30) das 30
amostras positivas para a degradacdo da gelatina em meio de cultura. Estes
resultados confirmam os registros na literatura que indicam o E. faecalis como sendo
naturalmente mais ubiquo dentro todas as espécies conhecidas do género até o
presente momento (Gao et al., 2018).
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A expressao fenotipica da gelatinase e da B-hemdlise, assim como a
incidéncia dos genes esp, gelE e cylA, em Enterococcus spp. sao associados a
isolados de origem clinica (Eaton & Gasson, 2001; Billstrom et al., 2008; Fisher e
Phillips, 2009). Portanto, pode-se dizer que os animais amostrados neste estudo
possuem pouco ou nenhum contato com contaminantes clinicos em seu habitat. A
baixa incidéncia do gene esp nos isolados obtidos neste estudo pode indicar que os
animais ndo possuem contato direto com poluicdo fecal humana, visto que Scott e
colaboradores (2005) associaram a presenca deste gene ao contaminante.

Ainda, o estreito contato envolvendo a triade humanos, animais selvagens
e animais domésticos € uma via de transmissdo de doencas através de ectoparasitas,
oferecendo risco para a saude de humanos, mas também dos animais selvagens e
domeésticos. Em estudos recentes Souza e colaboradores (2019) relataram que em
sua pesquisa para investigagcdo de rangeliose canina (doenga transmitida por
carrapatos e causada pelo protozoario Rangelia vitalii), duas espécies de canideos do
pampa brasileiro, Cerdocyon thous e L. gymnocercus, eram portadores da doenca e
apresentavam quadro clinico saudavel. A hipétese dos autores é de que os canideos
neotropicais sdo portadores naturais de R. vitali e que os animais domeésticos sao
hospedeiros acidentais do parasita. Schott e colaboradores (2019) investigaram a
presenca de Rickettsia spp e Bartonella spp. em pulgas de C. thous. Dos 29 animais
amostrados, quatro carregavam pulgas potencialmente  portadoras  dos
microrganismos, ambos considerados patdogenos negligenciados de importancia
humana e veterinaria.

A ocupacdo humana em areas de vida selvagem também geram impacto
direto nas populacdes de roedores e aves disponiveis para caca, reduz a densidade
de biomassa de espécies vegetais e altera a produtividade no habitat. Muitas vezes,
este quadro impele os animais selvagens a procurarem novas fontes de alimento,
principalmente nos meses de inverno que exigem maior quantidade de energia
disponivel para a sobrevivéncia dos animais (Cruz et al., 2018). A atividade de animais
selvagens em fazendas aumenta de acordo com a disponibilidade de presa em seu
ambiente e de area de vida, levando-os a procurar alimento muito proximo as areas

de ocupacdo humana e a cacar animais de criagcdo como frangos, coelhos e ovelhas.
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7 CONCLUSAO

Foram identificadas Enterococcus spp. nas amostras de suabes retais e
orais de graxains-do-campo (Lycalopex gymnocercus) e de gatos-do-mato-grande
(Leopardus geoffroyi) selvagens de duas regides do estado do Rio Grande do Sul.

As cepas de enterococos apresentaram sensibilidades reduzidas aos
antimicrobianos de uso clinico e veterinario. Das espécies que apresentaram maiores
ocorréncias de suscetibilidade reduzida, E. faecalis apresentou o maior indice.

O perfil de sensibilidade reduzida mdltipla entre os enterococos foi
encontrado em ambas as espécies de animais selvagens amostrados, porém mais
alta em amostras provenientes de gatos-do-mato-grande.

Quanto aos genes relacionados a resisténcia em enterococos, 0s maiores
indices para os genes tetlL, tetM e ermB foram observadas em amostras de gatos-do-
mato-grande

Para os genes relacionados a viruléncia, a maior incidéncia foi do gene ace
e gelE, ambos encontrados mais frequentemente nas amostras provenientes de
gatos-do-mato-grande.

As elevadas ocorréncias de suscetibilidade reduzida e de genes de
viruléncia e resisténcia nos Enterococcus spp. isolados de amostras de L.
gymnocercus e de L. geoffroyi selvagens, podem ser atribuidas tanto a acao
antropogénica encontrada no habitat dos animais, quanto pela presenca do resistoma

ambiental.
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