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Resumo

Um total de 130 enterococos provenientes de amostras clinicas (n=30) e de alimentos (n=100)
foi analisado empregando a metodologia de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) quanto a
presenca de genes relativos a cinco fatores de viruléncia (substancia de agregacdo, asal;
gelatinase, gelE; adesina, ace; feromdnio sexual, cpd; e citolisina, cylA) e um gene que confere
resisténcia ao antibidtico vancomicina (vanA). A susceptibilidade a vancomicina também foi
avaliada. Dos isolados analisados, E. faecium foi detectada em 61,0% das amostras de alimentos
e 76,7% das amostras clinicas. Observou-se a presenca de determinantes de viruléncia em
isolados de ambas as amostras, sendo maior para os isolados provenientes de alimento. Em
contrapartida, isolados de E. faecium provenientes de amostras clinicas apresentaram maior
frequéncia de presenca do gene vanA e resisténcia a vancomicina. Os resultados deste estudo
mostram que os alimentos desempenham papel importante na disseminagdo de enterococos,
como reservatério de genes de viruléncia e resisténcia, atraves da cadeia alimentar para os seres
humanos.
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Abstract

A total of 130 enterococci from clinical specimens (n=30) and food (n=100) were analyzed by
PCR (polymerase chain reaction) for the presence of genes related to five virulence factors
(aggregation substance, asal; gelatinase, gelE; adhesin, ace, sexual pheromone, cpd, and
cytolysin, cylA) and a gene which confers resistance to the antibiotic vancomycin (vanA). The
susceptibility to vancomycin was also evaluated. Among the analyzed isolates, E. faecium was
present in 61.0% in food samples and 76.7% in clinical samples. It was observed the presence of
virulence determinants in isolates from both samples, being higher for isolates from food. On
the other hand, E. faecium obtained from clinical source showed higher frequency of the vanA
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gene and resistance to vancomycin in relation to those from food. The results of this study show
that food samples play an important role in the spread of enterococci, as a reservoir of virulence
genes and resistance, through the food chain to humans.

Keys words: enterococci, gelatinase, vancomycin.

INTRODUCAO

Enterococcus sp. sdo cocos Gram-positivos, comensais do trato gastrointestinal
de humanos e animais. Atualmente ha 54 espécies e 2 subespécies de enterococos™?
descritas. Esses microrganismos sdo capazes de se desenvolver em condicdes extremas,
possibilitando colonizacdo em varios ambientes®?.

A presenca desta bactéria em alimentos é contraditoria, pois podem contribuir
para o desenvolvimento das caracteristicas organolépticas do produto ® ¢ apresentar
potencial acio na biopreservagio contra diversos patégenos alimentares . Porém, sua
presenca também pode revelar condi¢Oes higiénico-sanitarias insatisfatérias, sendo
motivo de preocupacdo para os 6rgdos de satde ptblica®. Além disso, sua maior
relevancia clinica esta relacionada ao fato de serem considerados patdgenos
oportunistas, provocando diversas doengas em humanos.

A espécie de enterococos que tem ganhado destaque € E. faecium, sendo
relacionada a um aumento de doencas nosocomiais devido a presenca de elementos
genéticos moveis, resultando no desenvolvimento de uma subpopulagéo geneticamente
distinta, com aptiddo de viruléncia aumentada®.

Este fato estd intimamente relacionado & presenca de diversos genes
codificadores de fatores de viruléncia”®, resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos incluindo penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e clindamicina
L9 e resisténcia adquirida aos antibidticos cloranfenicol, eritromicina, tetraciclinas,
fluorquinolonas e vancomicina!%**1213),

A resisténcia de enterococos & vancomicina € uma caracteristica clinicamente
relevante, sendo este um dos antibiéticos de escolha para o tratamento deste
microrganismo™®. Os principais determinantes genéticos de resisténcia a vancomicina
sd0 0s genes vanA e vanB, localizados em transposons e transferiveis horizontalmente,
conferindo elevados niveis de resisténcia™.

Enterococos resistentes a diversos antimicrobianos ja foram isolados de amostras
clinicas, alimentos, aguas e solo™ " Nosso grupo ja descreveu a presenca de
enterococs resistentes a antimicrobianos em alimentos carneos®, vegetais’?, e
produtos lacteos®®, mostrando que os alimentos servem de reservatério para a
disseminacéo desta bactéria.

Dentre os determinantes de viruléncia associados a patogenicidade de
enterococos destacam-se diversas proteinas extracelulares, tais como: substancia de
agregacdo, ativador de citolisina, gelatinase, proteina de adesdo ao colageno, além de
feromonio sexual e formacio de biofilme®?:2223:24.29)

Frente a este contexto, o objetivo deste trabalho foi comparar a incidéncia de
fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos em isolados de E. faecium
provenientes de amostras clinicas e alimentos.
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MATERIAIS E METODOS

Material Bioldgico

Neste estudo, foram analisadas 130 isolados de Enterococcus sp., sendo 100
provenientes de alimento e 30 de amostras clinicas. Os isolados pertencem a
bacterioteca da profa Dra Luciana Furlaneto-Maia e encontram-se armazenados em
freezer -20°C, no laboratério de Microbiologia Bésica e Aplicada da UTFPR-campus
Londrina.

Identificacdo genotipica e determinacdo da presenca dos genes de viruléncia e
resisténcia

O DNA total foi obtido pela técnica da fervura, segundo protocolo descrito por
Marques e Suzart®. A confirmacdo da espécie E. faecium, identificacdo de
marcadores de viruléncia (citolisina, substancia de agregacao, adesina ao colageno,
gelatinase e feroménio sexual) e gene de resisténcia & vancomicina foram realizadas
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos
especificos (Tabela 1). O controle se deu pela massa molecular esperada para a espécie.
A reacdo de PCR procedeu em termociclador Techne-Tc3000, em um volume final de
20 pL, contendo 10 pL. de DNA, 0,17 mM de cada dANTP, 1 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador (Forward e Reverse), 1,0U Taqg DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, EUA), Tampéo da Taq 10X, 2,5 mM de MgCl,. O programa do
termociclador seguiu como o descrito por Dutka-Malen et al. @7 sendo que a
temperatura de hibridacdo com o oligonucleotideo correspondente encontra-se na tabela
1. Os produtos resultantes da amplificacdo foram obtidos em gel de agarose a 1,2%,
corados com brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com
sistema de fotodocumentagdo computadorizado L-PIX ST (LOCCUS). O tamanho do
produto amplificado foi comparado com o marcador de massa molecular de 1kb
(Amersham Pharmacia Biotech).

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco difusédo em agar

Todos os isolados confirmados para a espécie E. faecium foram submetidos ao
teste de suscetibilidade pelo método de Kirby e Bauer para o antimicrobiano
vancomicina (30 ug), seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard
Institute ®? (CLSI, 2011). A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada
como controle.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para identificacdo da espécie Enterococcus

faecium e deteccdo de genes de viruléncia e resisténcia.
Ta

Gene Sequéncia nucleotidica (5’- 3°)* () Produto (bp) Referéncias
TAGAGACATTGAATATGCC

ddleresim  TCGAATGTGCTACAATC 56 550 2
ACTCGGGGATTGATAGGC

oylA GCTGCTAAAGCTGCGCTT 54 688 28
GCACGCTATTACGAACTATGA

asal TAAGAAAGAACATCACCACGA 56 375 2

oE AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 5 a0

g CTTCATTATTTACACGTTTG %

ace AAAGTAGAATTAGATCCACAC 5 220
TCTATCACATTCGGTTGCG
TGGTGGGTTATTTTTCAATTC

cpd TACGGCTCTGGCTTACTA S0 782 21

“anA GTAGGCTGCGATATTCAAAGC 56 231 E.faecium 2
CGATTCAATTGCGTAGTCCAA 330 E.faecalis

Genes= ddle recium: E.faecium; asal: substancia de agregacdo; gelE: gelatinase; ace= adesina; cpd: feroménio sexual;
cylA: citolisina; vanA: vancomicina. Ta(°C), temperatura de pareamento. (*) M= AouC;R=AouG,W=Aou T
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RESULTADOS

Do total de isolados analisados, E. faecium foi confirmado em 76,7% e 61,0%
das amostras clinicas e alimentos, respectivamente. Em relacéo a presenca de fatores de
viruléncia, 60.9% dos isolados totais apresentaram pelo menos um gene de viruléncia
(Tabela 2), com excecao do gene cylA, que ndo foi detectado em nenhum dos isolados
analisados.

Os isolados provenientes de amostras de alimentos apresentaram porcentual
maior da presenca de fatores de viruléncia quando comparados com os isolados clinicos.
Embora tenham apresentado o gene vanA em mais de 50% dos isolados, foram pouco
resistentes a este antimicrobiano no teste de disco difusdo (Figura 1). Ja os isolados
clinicos apresentaram maior prevaléncia na presenca do gene vanA, bem como 78,3%
dos isolados foram resistentes a vancomicina.

Tabela 2. Distribuicéo de fatores de viruléncia entre E. faecium
de alimento e clinicos.

1 A 1 0,
Isolados Presenca de genes de viruléncia (%0)

asal gelE ace cpd  cylA
Alimentos (61) 39 (63.9) 15(24.6) 19(31,1) 5(82) 0(0.0)

Clinicos (23) 4(17.4) 13(56.5) 3(13.0) 1(43) 0(0.0)
Genes= asal: substancia de agregacdo; gelE: gelatinase; ace= adesina;
cpd: feromdnio sexual; cylA: citolisina.

100 - 95,6
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80 -
70 -
60 -
50 - M gene vanA
a0 - 328 Resisténcia VAN
30 -

% dos isolados de E.faecium

20 A
10 -
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Figura 1. Porcentagem de isolados de E. faecium provenientes de amostras de

alimento e clinica quanto a presenca do gene vanA e resisténcia a vancomicina.
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DISCUSSAO

Neste estudo detectamos que E. faecium esteve presente em um porcentual
consideravel de amostras clinicas e de alimentos, albergando diversos genes de
viruléncia bem como resisténcia a vancomicina.

Diversos autores também relataram a presenca de E. faecium em amostras de
alimentos®#!819 " A elevada prevaléncia de enterococos em alimentos prontos para o
consumo pode ser atribuido pela sua capacidade de sobrevivéncia a altas temperaturas
e salinidade extrema, além de indicar condi¢ces higiénico-sanitéarias deficientes no
preparo desses alimentos®>*%,

Ainda ndo estd bem elucidado qual o papel dos enterococos em alimentos,
porém € de importancia crucial avaliar a presenca deste microrganismo em alimentos,
bem como seus fatores de viruléncia e resisténcia, uma vez que estes podem estar
relacionados & epidemiologia deste género®**3, Esta afirmativa corrobora com nossos
resultados, uma vez que verificamos que os isolados provenientes de alimentos
apresentaram maior prevaléncia de genes de viruléncia quando comparados com 0s
isolados clinicos; ainda, metades desses isolados apresentaram gene de resisténcia a
vancomicina.

Ainda, embora muitos fatores de viruléncia sejam considerados caracteristicos
da espécie E. faecalis, encontramos a presenca destes genes em isolados de E. faecium,
tanto de origem clinica quanto de alimento, corroborando com os resultados relatados
por outros autores3*7.

O gene cylA, responsavel pela citolisina, ndo foi observada nos isolados
analisados neste estudo; porém, alguns autores encontraram este gene em enterococos
provenientes de alimentos®*%>,

Os enterococos resistentes a vancomicina (VRE) em ambiente hospitalar séo de
suma importancia, uma vez que limitam a terapia no tratamento de infecgdes. Caiaffa
Filho et al ®® relataram a presenca do gene vanA em todos os isolados clinicos de E.
faecium do hospital das Clinicas de S&o Paulo.

E sabido que enterococos de alimento também apresentam resisténcia a
antimicrobianos. Gomes et al® observaram que apenas 2% dos E. faecium de
alimentos foram resistentes a vancomicina, corroborando com nossos resultados.

A ocorréncia de marcadores de viruléncia em enterococos provenientes de
alimentos pode ser importante na sobrevivéncia do mesmo, uma vez que estes fatores
auxiliam na competicdo com outras bactérias contidas no meio. Enquanto para o0s
isolados clinicos a presencga de fatores de viruléncia fortalece o conceito de que estes
genes reforcem a evolucédo da doenca, facilitando o acesso e alojamento dos enterococos
nas infecgdes. A presenca e a expressdo de determinantes relacionados a vancomicina
nos isolados de alimento evidenciam aspectos prejudiciais, embora uma pequena
parcela tenha apresentado resisténcia a este antimicrobiano.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que os alimentos podem ter
um papel importante na disseminagdo de enterococos com potencial virulento por meio
da cadeia alimentar de humanos.
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