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Resumo

MIKALOUSKI, Udson. Potencial citotdxico e viruléncia de Enterococcus sp. isolados de
ambiente aquético. 2017. 38 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Ambiental) — Programa
de Pos-Graduacdo em Engenharia Ambiental, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Londrina, 2017.

Enterococcus spp. pertencem ao grupo das bactérias laticas e estdo presentes em solos, &guas,
plantas, microbiota autoctone de varios alimentos e como membros da microbiota intestinal de
humanos e animais. Esses microrganismos foram considerados por muito tempo como
comensais, mas 0 aumento da severidade das infec¢cbes nosocomiais causadas por enterococos
multirresistentes a antimicrobianos e, a falta de conhecimento sobre seus fatores de viruléncia
geram inseguranca para satde publica. Nosso estudo objetivou avaliar a capacidade citotoxica,
resisténcia e viruléncia de Enterococcus sp. provenientes de ambientes aquéaticos. Foram
analisados a presenca de genes de resisténcia a vancomicina (vanA e vanB) e de viruléncia
como producdo de gelatinase (gelE), adesina de colageno de Enterococcus (ace), bacteriocinas
ativadoras de citolisina (cylA), serina endopeptidase (sprE), ilha de patogenicidade (PAI),
substancia de agregacdo (asal), feromonio sexual (cpd), substancia de agregacdo (agg) e teste
fenotipicos de resisténcia a antibioticos, citotoxidade em células HelLa e formacéo de biofilme.
Todos os isolados apresentaram capacidade de formar biofilme e potencial citotdxico com
intensidades distintas, e 66,66% dos isolados apresentaram resisténcia a vancomicina e 58% a
ampicilina. Um isolado de E. casseliflavus apresentou resisténcia a todos os antibioticos
testados, além de capacidade de formar biofilme e apresentar potencial citotdxico. As espécies
de Enterococcus sp. analisadas apresentaram caracteristicas independentes, o que reforca a

importancia dos estudos nos mais variados ambientes.

Palavras-chave: E. casseliflavus, E. mundtii, células HeLa, gendtipo, fendtipo, ambiental.



Abstract

MIKALOUSKI, Udson. Cytotoxic potential and virulence of Enterococcus sp. isolated from
aquatic environment. 2017. 38 p. Master in Environmental Engineering - Graduate Program

in Environmental Engineering, Federal Technological University of Parana. Londrina, 2017.

Enterococcus spp. belong to the group of lactic bacteria and are present in soils, waters, plants,
autochthonous microbiota of various foods and as members of the intestinal microbiota of
animals and animals. These microorganisms have been observed as commensals for a long time,
but the increased of severity nosocomial infections caused by multi-resistant antimicrobial
enterococci and a lack of knowledge about their virulence factors generate insecurity for public
health. Our study aimed to evaluate the cytotoxic capacity, resistance and virulence of
Enterococcus sp. that comes from aquatic environments. It was studied resistence genes to
AVancomycin (vanA and vanB) and virulence as gelatine production (gelE), collagen adhesin
of Enterococcus (ace), bacteriocins cytolysin-activating (cylA), endopeptidase serine (SprE),
and pathogenicity islands (PAI), aggregation substance (asal), sexual pheromone (cpd),
agglutination substance (agg) and phenotypic test of resistance to antibiotics, cytotoxicity in
HeLa cells and biofilm formation. All the isolates presented biofilm capacity and cytotoxic
potential with different intensities, and 66.66% of the isolates presented resistance to
vancomycin and 58% to ampicillin. An E. casseliflavus isolate shows resistance to all
antibiotics tested, as well as biofilm formation and cytotoxic potential. The species of
Enterococcus sp. analyzed presented independent characteristics, which reinforce the

importance of studies in the most varied environments.

Keywords: E. casseliflavus, E. mundtii, HeLa cells, genotype, phenotype, environmental.
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1 INTRODUCAO

O género Enterococcus compreende um grupo bastante complexo e importante de
microrganismos, principalmente no que se refere ao seu relacionamento com 0s seres humanos.
Estas bactérias constituem uma grande proporcdo das bactérias naturais da microbiota do trato
gastrointestinal da maioria dos mamiferos, aves, répteis e insetos. S&o considerados microrganismos
ubiquos, podendo ser encontrados amplamente distribuidos no meio ambiente, alimentos, plantas,

solos e agua.

Enterococcus spp. sdo bactérias Gram-positivos, anaerobios facultativos e catalase
negativos, que toleram uma grande variedade de condicdes de crescimento, como meios hiper
ou hipotoénicos, ambientes alcalinos e acidos e fermentam a lactose produzindo &cido latico.
Inicialmente eram descritos como microrganismos comensais, porém emergiram como
potenciais patdgenos, sendo responsaveis por diversas infecgdes nosocomiais, incluindo
endocardite, infeccdes do trato urinario, infeccbes de feridas cirurgicas, meningites e

bacteremia.

A caracteristica do género Enterococcus para torna-lo importante patégeno humano
estd em sua capacidade de resistir aos antimicrobianos como vancomicina, possuir
determinantes de viruléncia, formacdo de biofilme e capacidade de danificar células de
mamiferos. Assim, o estudo desses microrganismos é de grande importancia para salde

humana, animal e para 0 meio ambiente.

As espécies mais bem estudadas sdo E. faecium e E. faecalis, porém outras espécies
tém emergido como sendo relevantes em relacdo a satde publica, principalmente em relacao as

resisténcias intrinsecas aos antimicrobianos.

Portanto, este trabalho objetivou avaliar a resisténcia a antibioticos, potencial de

viruléncia e citotdxico de isolados de Enterococcus sp. provenientes de ambiente aquatico.
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1.1 Referencial Tedrico

A 4gua esta presente em quase todo o globo terrestre, e é fundamental a todas as
formas de vida e para 0 meio ambiente. A conservacao, a qualidade e a salde deste e de outros
recursos € defendido pelo One Health (ZINSSTAG et al., 2015). O conceito de One Health
trata de forma integrada a salde humana, meio ambiente, satde animal e politicas publicas,

sendo todos responsaveis pela prevencdo de doencas (ZINSSTAG et al., 2015).

Doencas de veiculacéo hidrica.

Dentre 0 meio ambiente, a dgua € de extrema importancia no conceito One Health.
Parte da dgua doce existente esta poluida por diversas fontes, podendo ser quimicas, fisicas e
biologicas (NAZEER; ALI; MALIK, 2016). A disposicdo de dejetos de origem humana em
corpos d’agua resulta em grave problema sanitario. A qualidade microbioldgica da agua é tdo
importante quanto a qualidade quimica, devida a transmissao de diversas doencas (VESILIND;
MORGAN, 2013). Embora vérias doencas infecciosas possam ser controladas atualmente, os
microrganismos ainda podem ser uma grande ameaca a vida, mesmo em paises desenvolvidos
(MADIGAN et al., 2016). E a grande maioria das doencas infecciosas emergentes nas Ultimas
décadas sdo de origem zoondticas, incluindo animais silvestres (WORMSER; ASHOUR,
2014).

Muitas das doencas bacterianas sdo disseminadas por meio de veiculagao hidrica,
como Campylobacter (ESTEVES; FERREIRA; SICILIANO, 2011), Leptospira
(RODRIGUES, 2015) Mycobacterium spp., Streptococcus iniae, Clostridium botulinum,
Vibrio vulnificus (GAUTHIER, 2015), E. coli (STALEY et al., 2012), Enterococcus sp.
(MOORE et al., 2010), a maioria destas podem ser originadas de seres humanos ou em animais.
Ainda, o agravo no uso de antibidticos na prética veterindria, aumentou a resisténcia em
bactérias zoonoOticas patogénicas e na flora fecal, como as bactérias do género Enterococcus
(CANTAS; SUER, 2014).

Muitos patdgenos zoonoticos endémicos e emergentes, possuem a capacidade de
penetrar em corpos d’agua através de aguas pluviais e de escoamento agricola, assim como
através do transporte subterraneo (STALEY et al., 2012). Dentre estes, as bactérias indicadoras
de contaminac&o fecal (BIF), tem sido apoiada por estudos epidemiol6gicos para prever riscos
a saude humana. Enterococcus vem sendo utilizado como indicador de contaminagéo fecal,
ainda que encontrado na natureza em um ndmero pouco expressivo (BOEHM; SASSOUBRE,

2014). Quando alterado, o recurso hidrico, um numero elevado de Enterococcus pode ser
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encontrado, e é considerado um bioindicador de qualidade seguro para agua, pois a sua
populacdo diminui mais uniformemente do que as de coliformes tanto em &gua doce, quanto
em agua marinha (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Enterococcus no ambiente.

A maioria das pesquisas sobre Enterococcus tem sido em relagdo a infeccéo
humana, e h& pouco conhecimento de sua disseminagdo na natureza (VAN TYNE; GILMORE,
2014). O género Enterococcus evoluiu ao longo do tempo em associacBes com eucariontes
(GILMORE et al., 2014; VAN TYNE; GILMORE, 2014), e atualmente sdo encontrados
naturalmente em produtos alimenticios, comensais intestinais de humanos e animais saudaveis
(ARAUJO et al.,, 2015; SHARIFI-RAD et al., 2016; VAN HAL et al., 2016), em plantas
(SEDLACEK et al., 2013), no solo e na agua (HAMMAD; SHIMAMOTO; SHIMAMOTO,
2014), sendo considerados como microrganismos onipresentes (SANTIAGO-RODRIGUEZ et
al., 2013).

A identificacdo da espécie pode contribuir para determinar a origem da contaminagao
fecal, pois a diversidade de espécies de enterococos esta relacionada aos ambientes onde estas
podem ser encontradas; a tabela 1 mostra alguns exemplos de nichos ecoldgicos dos quais ja
foram isoladas diferentes espécies do género enterococos.

Tabela 1- Espécies de Enterococcus e seus habitats conhecidos
Grupo Espécie Habitat (s) conhecido Referéncia
SCHLEIFER, et al (1984);

E.f li E.f li H , animal (di , planta, inset
aecalis aecalis umano, animal (diversos), planta, inseto LAYTON, et al (2010)
. . . . . SCHLEIFER, et al (1984);
E.f E.f H , I(d , planta, inset ' '
aecium aecium umano, animal (diversos), planta, inseto KLEIN., (2003)
E.durans Humano, animal (diversos), inseto COLLINS, etal (1984)
i . . FARROW; COLLINS
E.hirae Animal (diversos), planta !
( )P (1985)
E.munditi Solo, planta COLLINS, et al (1986)
E.gallinarum E.gallinarum  Humano, animal (diversos), inseto COLLINS, et al (1984)
E.casseliflavus Planta, solo, humano, animal (diversos) COLLINS, et al (1984)
E.avium E.avium Humano, animal (diversos) COLLINS, etal (1984);

GHOSH, et al (2012).
DEVRIESE, et al (1983);
WILLIAMS, et al (1989)

E.columbae  Animal (pombo) DEVRIESE, et al (1990).
Desagrupados E.italicus Animal (gado) FORTINA, et al (2004).
E.seriolicida  Animal (peixes infectados) KUSUDA, et al (1991).

E.cecorum E.cecorum Animal (galinhas)
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Caracteristicas gerais dos Enterococcus.

Sua ampla distribuigéo se deve a sua capacidade de suportar grandes variagOes de
pH e temperatura, além de condicGes hipotonicas e hipertdnicas (GILMORE et al., 2014), e
resistir a alguns detergentes (PADILLA; LOBOS, 2013). S&do microrganismos Gram negativos,

anaerobios facultativos e catalase negativos. Possui um grande nimero de espécies.

Sao conhecidas cerca de 54 espécies de enterococos, e 2 subespécies citadas em
periddicos: E. alcedinis, E. aquimarinus, E. asini, E. avium, E. caccae, E. camalliae, E.
canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. devriesei, E.
diestrammenae, E. dispar, E. durans, E. eurekensis, E. faecalis, E. faecium, E. flavescens, E.
gallinarum, E. gilvus, E. haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E. italicus, E. lactis, E.
lemanii, E. malodoratus, E. moraviensis, E. munditi, E. olivae, E. pallens, E. phoeniculicola,
E. plantarum, E. porcinus, E. pseudoavium, E. quebecensis, E. raffinosus, E. ratti, E. rivorum,
E. rotai, E. saccharolyticus, E. saccharolyticus sub sp. saccharolyticus, E. saccharolyticus sub
sp. taiwanensis, E. saccharominimus, E. seriolicida, E. silesiacus, E. solitarius, E. sulfureus,
E. termitis, E. thailandicus, E. ureasiticus, E. ureilyticus, E. viikkiensis, E. villorum, E.
xiangfangensis (EUZEBY, 1997).

As espécies Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis sdo mais conhecidas
pela sua importancia médica (VAN HAL et al., 2016; WANG et al., 2015). Isso se deve a sua
difusdo generalizada e alta capacidade de adquirir resisténcia aos antibioticos, principalmente
a vancomicina, sendo chamados de Enterococcus sp. resistente a vancomicina ou ERV
(TUHINA; ANUPURBA; KARUNA, 2016; VESILIND; MORGAN, 2013). ERVs devem ser
considerados agentes patogénicos perigosos, pois podem acometer pessoas com 0 Sistema
imunoldgico comprometido (IWERIEBOR; OBI; OKOH, 2015). Estes estdo entre os patégenos
mais comuns encontrados em infeccdes nosocomiais (BRITT; POTTER, 2016), a maioria das
infeccbes sdo enddgenas, mas ocorrendo também infeccdo cruzada principalmente em
ambientes hospitalares (PADILLA; LOBOS, 2013).

Fatores de viruléncia e resisténcia em Enterococcus.

As demais espécies de Enterococcus, estdo sendo cada vez mais reconhecidas como
uma causa de preocupacdo mundial (AYENI et al., 2016; TUHINA et al., 2016). Na ultima
década esse género foi reportado como a terceira causa mais comum de bacteremia

(PAOSINHO et al., 2016). As bactérias possuem muitos fatores de viruléncia, que estdo
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associados a genes especificos, 0os quais sdo de grande importdncia na patogénese e na
ocorréncia de doencas (MULIK; PATIL; KULKARNI, 2016).

Entre os fatores de viruléncia e respectivo gene ja descritos para espécies do género
Enterococcus, podemos citar a producdo de hemolisina (Hly), a producéo de gelatinase (gelE)
e producdo de substancias de agregacao (agg). Além desses fatores, podemos citar as proteinas
de superficie de Enterococcus (esp), a secrecao de bacteriocinas ativadoras de citolisina (cylA),
substancia de agregacéo (asal) e adesina de colageno de Enterococcus (ace), que parecem ser
codificadas em uma grande ilha de patogenicidade (PAI) (AL-TALIB et al., 2015;
FURUMURA et al.,, 2006; WOJINICZ et al., 2016). As diferentes espécies do género
Enterococcus podem apresentar diferencas em relacdo a incidéncia de determinados fatores de
viruléncia (NIU et al., 2016).

Outra caracteristica importante deste género, corresponde a capacidade de sintetizar
peptideos antibacterianos heterogéneos, também chamados de enterocinas, o que pode lhes
conferir uma persisténcia maior em ambientes colonizados por outros microrganismos

concorrentes, afim de remové-los e assumir esses locais (PADILLA; LOBOS, 2013).

A capacidade de formar biofilme também é considerada um importante fator de
viruléncia para Enterococcus spp. O biofilme é um ecossistema vivo composto de milhdes de
células bacterianas aderentes, embutidas dentro de uma matriz autoproduzida de substancia
polimérica extracelular de sacarideos (MULIK et al., 2016).

Por possuirem um alto potencial de viruléncia, apresentando variacdes intra e
interespécies desse potencial e estar entre as espécies microbianas patogénicas da atualidade,
os estudos dos Enterococcus ndo pertencentes as espécies E. faecium e E. faecalis faz se
necessario, principalmente os de veiculacdo hidrica, por apresentarem maior potencial de

disseminacdo para a populacédo de forma direta e indireta.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de viruléncia, resisténcia a
antibioticos e citotoxicidade de isolados de Enterococcus ndo pertencentes as espécies E.

faecium e E. faecalis provenientes de ambiente aquatico.
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3 CAPITULO1-ARTIGO

POTENCIAL CITOTOXICO E VIRULENCIA DE Enterococcus sp. ISOLADOS DE
AMBIENTE AQUATICO.

3.1 INTRODUCAO

Enterococcus sp. fazem parte da flora normal do trato gastrointestinal tanto de
humanos e animais (AMARAL et al., 2017), e nos Gltimos anos, tém sido relatados como uma
das principais causas de infec¢cdes nosocomiais (GOH et al., 2017).

Este género € um dos principais bioindicadores de contaminacdo de ambientes
aquaticos, pois embora ndo sejam formadores de esporos, sdo tolerantes a uma gama de
condigdes ambientais. Ainda, apresentam, capacidade trocar genes de viruléncia e resisténcia
inter e intra-espécies (AYENI et al., 2016; CHEN et al., 2017; CONWELL et al., 2017).

O consumo de dgua contaminada tem implicaces para a satde humana, causando
doencas que incluem diarreia, endocardite e bacteremia (NANNINI et al., 2005; TAKEUCHI
et al., 2005). Estas doengas sdo um desafio, principalmente pelas cepas enterococcicas

multirresistentes aos antimicrobianos.

Junto com o surgimento da resisténcia antimicrobiana e difusdo generalizada, tem
havido um surgimento simultaneo de vérias espécies de enterococos. Vinte e trés espécies de
Enterococcus tém sido associados com significancia clinica, sendo Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium as duas principais espécies (PRAKASH; RAO; PARIJA, 2005).

No entanto, devido a varias questdes como a resisténcia intrinseca a determinado
grupo de antibioticos e servindo como potenciais reservatorios de elementos transferiveis,
outras espécies tém sido cada vez mais reconhecidas como causa de preocupagdo mundial. Por
essa razdo, a identificacdo e caracterizacdo de isolados enterococicos de amostras ambientais e

clinicas tornou-se importante (TUHINA et al., 2016).

Além da resisténcia antimicrobiana, ocorreu também a emergéncia de varios fatores
de viruléncia, os quais contribuem para a disseminacéo e sobrevivéncia de microrganismos em
diversos nichos (MUNDY; SAHM; GILMORE, 2000). Dentre esses fatores de viruléncia,
destacam-se a produgdo de hemolisina, gelatinase, substancia de agregacdo, proteina de
superficie, e capacidade de formar biofilme (WOODS et al., 2017). Enterococcus ainda

apresentam a capacidade de sintetizar peptideos, conhecidos como bacteriocinas, que podem
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ter atividade antibacteriana, citotoxica e de resisténcia (GELDART; KAZNESSIS, 2017
PERUMAL; VENKATESAN, 2017).

A maioria dos estudos tem abordado as duas principais espéecies de Enterococcus,
sendo desconhecido a prevaléncia exata das demais espécies no ambiente. Porém, ja foi descrito
que espécies incomuns tem sido responsaveis por graves infecgdes nosocomiais, necessitando
de vigilancia epidemioldgica deste microrganismo (CHAUDHARY; SHAMMA; YADAYV,
2007). Alguns estudos tem relacionado doencas enteroccocicas associadas a veiculacao hidrica
(STILLO; MACDONALD GIBSON, 2017).

Por possuirem um alto potencial de viruléncia e estar entre as espécies microbianas
patogénicas da atualidade, os estudos de Enterococcus sp. ndo pertencentes as espécies E.
faecium e E. faecalis faz se necessario, principalmente os de veiculacdo hidrica, por
apresentarem maior disseminacdo para a populacdo de forma direta e indireta. Portanto o
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de viruléncia, resisténcia a antibidticos e
citotoxicidade de isolados de Enterococcus sp. ndo pertencentes as espécies E. faecium e E.

faecalis provenientes de ambiente aquatico.
3.2 MATERIAL E METODOS

Colecéo de amostras

Neste estudo foram analisados 4 isolados de E. mundtii e 8 de E. casseliflavus,
provenientes de ambientes aquaticos e previamente caracterizados por Roberto (2015). As
culturas encontravam-se estocadas em freezer e foram reidratadas em 5 mL de caldo Luria-
Bertani (LB) (Himedia) por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de incubacéo a 37 °C
por 24 horas.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada pelo método de fervura (MARQUES;
SUZART, 2004). Para tanto, as bactérias foram cultivadas em caldo LB, incubadas a 37 °C sob
agitacdo constante (180 rpm) por 18 horas. Apds este periodo, as bactérias foram centrifugadas
por 10 min a 10.000 rpm, no qual o sedimento foi ressuspendido em 300 pL agua ultrapura
esterilizada. A suspensdo de células foi submetida ao aquecimento a 100 °C por 30 minutos.
Em seguida, foram novamente centrifugadas, nas mesmas condic¢des descritas acima, e por fim

150 pL do sobrenadante contendo DNA foi retirado e armazenado em freezer a -20 °C.
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Avaliacao de genes codificadores de viruléncia e resisténcia

A identificacdo de marcadores de viruléncia e resisténcia & antimicrobianos foi
realizada pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), sendo utilizada oligonucleotideos
iniciadores conforme descrito na Tabela 2. Todas as reagdes foram realizadas em termociclador
(Biosystems), em um volume final de 20 uL, contendo 10 uLL DNA, 1,0 U Taqg DNA polimerase
(Invitrogen), 10X Tampé&o da Tag, 2,5mM de MgCl., 0,17mM de cada ANTP, 1 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador (Forward e Reverse). O programa do termociclador teve uma
desnaturacdo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto,
pareamento correspondente ao oligonucleotideo (Tabela 2) por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto,
e extensdo final a 72 °C por 10 minutos.

O controle negativo conteve todos os reagentes, exceto o DNA. Os produtos
resultantes da amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1,0 %, corados com brometo
de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacéo
computadorizado L-PIX ST (LOCCUS). O tamanho do produto amplificado foi comparado

com o marcador de DNA 1Kb ladder plus (Amersham Pharmacia Biotech).
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores e condi¢cdes de uso para amplificar diferentes
marcadores de viruléncia em Enterococcus sp. por PCR.
Tamanho do

Gene Sequéncia nucleotidica (5°-3°) oroduto (bp) T (°C) Referéncias
asal F:GCACGCTATTACGAACTATGA 375 56 VANKERCKHOV
R:TAAGAAAGAACATCACCACGA EN et al. (2004)
agg F:AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 1553 56 EATON; GASSON
R:AAACGGCAAGACAAGTAAATA (2001)
cyla  FIACTCGGGGATTGATAGGC 688 54 VANKERCKHOV
R:GCTGCTAAAGCTGCGCTT EN et al. (2004)
ace FAAAGTAGAATTAGATCCACAC 320 56 MANNU et al.
R:TCTATCACATTCGGTTGCG (2003)
gelE  FIAGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 402 56 MANNU et al.
R:CTTCATTATTTACACGTTTG (2003)
cpd FTGGTGGGTTATTTTTCAATTC 782 50 EATON; GASSON
R:TACGGCTCTGGCTTACTA (2001)
pAl  FTTTGGGGCAACTGGAATAGT 407 56 AL-TALIB et al.
R:CCCAGCAAATAGTCCATCAT (2015)
sprE F:GGTAAACCAACCAAGTGAATC 300 56 AL-TALIB et al.
R:TTCTTCCGATTGACGCAAAA (2015)
231
vanA F:GTAGGCTGCGATATTCAAAGC E.faecium 56 BELL; PATON;
R:CGATTCAATTGCGTAGTCCAA 330 TURNIDGE (1998)
E.faecalis
vanB  GCTCCGCAGCCTGCATGGAC 320 56 BELL et al. (1998)

AACGATGCCGCCATCCTCCTGC
asal: substancia de agregacdo, agg: substdncia de agregacdo, cylA: secrecdo de bacteriocinas ativadoras de
citolisina, ace: adesina de colageno de Enterococcus, gelE: gelatinase, cpd: feroménio sexual, PAI: ilha de
patogenicidade, sprE: serina endopeptidase, vanA e vanB: resisténcia a vancomicina.

Deteccéo fenotipica dos fatores de viruléncia

Ensaio de atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos isolados foi avaliada em placas de agar sangue
preparadas com agar Brain Heart Infusion (BHI-Acumedia), contendo 5,0 % v/v de sangue de
carneiro desfibrinado (Laborclin), segundo metodologia descrita por Eaton e Gasson (2001),
com modificagdes. Uma aliquota de 10 pL de uma suspensdo celular contendo 1x107 células/ml
foi adicionada a superficie do meio. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a presenca
de zona de hemolise em torno das col6nias foi indicativo de atividade hemolitica positiva, que
quando confirmada, foi mensurada em milimetros com valores convertidos em PZ (halo da
col6nia/ halo da colénia + halo de hemdlise). Uma cepa controle de Staphylococus aureus foi

utilizada como controle positivo.
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Avaliacdo da producéo de gelatinase

A avaliacdo da producdo de gelatinase seguiu a metodologia descrita por Cruz e
Torres (2012). Uma aliquota de 10 pL de uma suspensdo celular (1x10” células/ml) foi
adicionada a superficie do meio 4gar Muller Hinton (MH-KASV1) suplementado com 1,0 % de
gelatina. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a presenca de halo transltcido em torno
das colénias foi indicativo de atividade gelatinolitica positiva, que quando confirmada, foi
mensurada em milimetros com valores convertidos em PZ. A bactéria Serratia marcescens foi

utilizada como controle positivo para a producao de gelatinase.

Avaliacao da producéo de lipase

A avaliacdo da producdo de lipase seguiu protocolo descrito por Hankin e
Anagnostakis (1975), com modificacdes. Uma aliquota de 10 pL de uma suspensédo celular
(1x107 células/ml) foi adicionada a superficie do meio agar peptona 1,0 % (m/v) suplementado
com 0,5 % (m/v) de NaCl e Tween 20 a 1,0 % (v/v). As placas foram incubadas a 37 °C por 24
h e a presenca de halo translucido em torno das col6nias foi indicativo de atividade lipolitica
positiva, que quando confirmada, foi mensurada em milimetros com valores convertidos em
PZ.

Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os isolados foram testados para a suscetibilidade frente a onze antimicrobianos: (acido
clavulanico 30 pg, amicacina 30 pg, ampicilina 10 pg, ciprofloxacina 5 pg, cloranfenicol 30
ug, eritromicina 15 pg, gentamicina 10 pg, norfloxacina 10 ug, teicoplanina 30 ug, tetraciclina
30 ug e vancomicina 30 ug) pelo método Kirby-Bauer (disco difusdo em agar). Uma col6nia
de cada isolado foi suspensa em solu¢éo salina 0,85 % até atingirem a turbidez da escala 0,5 de
McFarland (1,5x108UFC/mL) e em seguida, foram semeadas em agar Muller-Hinton (MH-
Himedia). Discos de antibidtico foram depositados sobre 0 meio inoculado. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e observados o halo de inibicdo. Interpretacdo conforme
preconizados pelo Clinical Laboratory Standard (CLSI, 2012). Foi utilizada uma cepa controle,
ATCC Staphlylococccus aureus 25923.

Detecc¢éo da atividade antagonista

A atividade antago6nica foi realizada conforme Drechsel et al (2009). Cada isolado

foi semeado meio BHI solido e incubados a 37 °C por 24 h. Em seguida, as placas foram



25

invertidas e 1 mL de cloroférmio foi adicionado na parte interna da tampa. As placas foram
fechadas e mantidas em repouso durante 20 minutos, seguido da remocdo do cloroférmio.
Posteriormente, foi depositado sobre o meio, 10 mL de &gar BHI soft contendo 1,5x108
UFC/mL de cada cultura teste. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h e 0 antagonismo foi
verificado pela presenca de halo translicido ao redor das colénias de Enterococcus sp. A
inibicdo foi considerada positiva quando a diferenca entre o didmetro da col6nia e o diametro
do halo foi superior a 0,5 mm (SCHILLINGER; LUCKE, 1989).

As culturas testes utilizadas neste estudo foram Escherichia coli enterotoxigénica
BAC49LT, Listeria innocua CLIP 12612, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium e Salmonella Enteretidis ATCC 13076.0s

experimentos foram conduzidos em triplicatas e em trés diferentes repeticdes.
Citotoxicidade do Sobrenadante de Cultivo Livre de Células

A citotoxicidade do sobrenadante de cultivo livre de células (CFS) dos isolados de
Enterococcus sp., frente a células Hela, foi avaliada utilizando o kit Cyto Tox96 Non-
Radioative Assay (Promega). Células HeLa foram cultivadas a 3 x 10 células/mL em pogo de
placas de microtitulacdo contendo meio DEMEM acrescido de vermelho de fenol (LGC
Biotecnologia) e incubadas a 37 °C, 5,0 % de CO..

O CFS de Enterococcus sp. foi obtido cultivando o microrganismo em meio caldo
BHI a 37 °C por 24 h. O sobrenadante de cultivo foi coletado por centrifugacdo a 10.000
rpm/10min, seguido de filtragdo em membrana Millipore® 0,22 um de porosidade. O célculo
de lactato desidrogenase (LDH) liberada pelas células foi determinado de acordo com o
protocolo do fabricante relativo a liberacdo méxima de LDH a partir das células lisadas e
corrigida pela liberacdo espontdnea de LDH pelas células ou sobrenadante apenas. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

O critério utilizado para determinacdo do grau de citotoxicidade dos sobrenadantes
de cultivo de cada isolado foi baseado na maior diluicdo capaz de causar maior citotoxicidade

nas celulas comparativamente aos controles.
Quantificacao da biomassa de biofilme

A quantificacdo do potencial dos isolados de Enterococcus sp. em formar biofilme

em superficie de poliestireno foi realizada em microplacas de poliestireno conforme ensaio
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proposto por STEPANOVIC et al. (2007), com modifica¢bes. As amostras bacterianas foram
cultivadas em meio BHI solidificado a 37 °C por 24 h. Apoés este periodo, col6nias de cada
amostra foram transferidas para 3 mL de caldo BHI e o meio incubado a 37 °C por 24 h.
Transcorrido este periodo, 0 nimero de células bacterianas foi determinado por espectrometria,
DO (Densidade éptica), em comprimento de onda de 490 nm com o objetivo de determinar o
indculo inicial em cada experimento (DOagonm a 0,1, correspondente a 1x10® células/mL). Apds
ajuste da concentracio celular dos isolados correspondente a 1x108 células/mL, 200 pL da
suspensdo foram transferidos para cada poco da placa de poliestireno e esta foi incubada a 37
°C por 24 h. Transcorrido o periodo de incubacdo, o conteddo dos pogos foram cuidadosamente
aspirados e lavados por duas vezes com solucdo de PBS 1X para remocdo das células ndo
aderidas. Em seguida, os biofilmes formados foram fixados com 200 uL de metanol, que foram

removidos apds 15 minutos.

As placas foram secas a temperatura ambiente, e 200 L de cristal violeta (1,0 %
v/v) foram adicionados em cada poco e a placa incubada a temperatura ambiente por 5 min. Os
pocos foram entdo lavados com agua ultrapura estéril e 200 pL de acido acético (33,0 % v/v)
foram adicionados aos pocos para liberacdo do corante. A absorbéancia da solucéo foi obtida por
leitura espectrofotométrica em leitor de microplaca (Bio-TeK EL 808) a 540 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata com 3 experimentos distintos. As amostras foram
classificadas de acordo com o cut-off (DOc) que foi definido em funcdo da média de trés
experimentos considerados como controle negativo que incluiam pocos acrescidos somente do
meio de cultura. Os critérios utilizados para classificar as amostras ambientais de Enterococcus
sp. quanto a capacidade e a intensidade de formarem biofilme em superficie de poliestireno
foram os descritos por STEPANOVIC et al. (2007) como segue:

DOa < DOc - N&o formadores de biofilme (NF)

DOc < DOa <2DOc - Fracamente formadores de biofilme (FRF)
2DOc < DOa < 4DOc - Moderadamente formadores de biofilme (MF)
DOa > 4DOc - Fortemente formadores de biofilme (FF)

O teste t de Student foi utilizado para comparar os valores de absorbancia dos
formadores de biofilme entre os isolados. Os resultados foram considerados significativos
quando o valor de p foi < 0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o Pacote

Estatistico do Microsoft office excel 2013.
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3.3 RESULTADOS

Neste estudo foram analisados 12 isolados, sendo os isolados 9, 14, 30 e 33
identificados como Enterococcus mundtii, isolados 5, 10, 13, 16, 19, 24, 26 e 27 identificados
como Enterococcus casseliflavus, previamente caracterizados por Roberto (2015).

A distribuigdo de genes de viruléncia e resisténcia nos isolados de Enterococcus
estdo apresentados na Tabela 3. Observou-se que 8,33 % dos isolados apresentavam o gene
vanA, 33,33 %, vanB, 41,66 % gelE, 41,66 % ace, 33,33 % asal, 50 % agg, 25 % cylA, 25 %

sprE. Nenhum dos isolados analisados apresentou os genes cpd e PAL.

Os isolados E. mundtii (14) e E. casseliflavus (24) foram os que mais apresentaram
genes relacionados a resisténcia e viruléncia. Os isolados E. casseliflavus (10 e 19), ndo
apresentaram nenhum gene de viruléncia. No entanto, foi observado a producdo de hemolisina
em ambos. Os demais isolados apresentaram pelo menos um gene relacionado a resisténcia ou

viruléncia.

Nos testes fenotipicos foi observado que somente os isolados E. mundtii (14 e 30)

apresentaram atividade de gelatinase, possuindo também o gene para esta atividade (gene gelE).

A avaliacdo fenotipica dos fatores de viruléncia avaliados, demonstrou que 16,66
% dos isolados apresentaram producdo de gelatinase, 75 % exibiram atividade hemolitica e
nenhum apresentou atividade lipolitica (Tabela 3).

Em relacéo a atividade antagonica, 41,66 % dos isolados inibiram o crescimento de
E. faecalis e 50 % inibiram o crescimento de E. faecium. Nao foi observada atividade

antagonista para as demais espécies de bactérias teste analisadas.

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade a antimicrobianos estdo
apresentados na Tabela 4. Todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antibidticos testados. O isolado 19 (E. casseliflavus) apresentou resisténcia a todos os
antimicrobianos. Engquanto 83,33 % dos isolados apresentaram resisténcia a gentamicina e ao
acido nalidixico, 75 % dos isolados apresentaram resisténcia a ciprofloxacina e a norfloxacina,
66,66 % dos isolados apresentaram resisténcia a teicoplanina e a vancomicina, e um total de
58,33 % dos isolados apresentaram resisténcia a ampicilina, 50 % dos isolados apresentaram
resisténcia a amoxicilina, eritromicina e tetraciclina. O antimicrobiano ao qual houve menor

numero de isolados resistentes foi o cloranfenicol (25 % dos isolados).
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Tabela 4: Distribui¢do da resisténcia a antimicrobianos entre os isolados de Enterococcus.
Espécies Isolados Antibioticos Resistentes

E. casseliflavus 5 NOR
E. casseliflavus 10 GEN; NAL; TET
E. casseliflavus 13 AMC; AMP; CIP; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; TET; VAN
E. casseliflavus 16 AMC; AMP; CIP; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; TET; VAN
E. casseliflavus 19 AMC; AMP; CIP; CLO; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; TET; VAN
E. casseliflavus 24  AMC; AMP; CIP; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; TET; VAN
E. casseliflavus 26  AMC; AMP; CIP; CLO; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; VAN
E. casseliflavus 27 CIP;GEN; NAL; NOR

E. mundtii 9 AMP; NAL;

E. mundtii 14 AMP; CIP; CLO; ERI; GEN; NAL; NOR; TEC; TET; VAN

E. mundtii 30 AMC,; CIP; GEN; NAL; NOR; TEC; VAN

E. mundtii 33 CIP; ERI; GEN; TEC; VAN

AMC= amoxicilina 30pg; AMP= ampicilina 10pug; CIP= ciprofloxacina Sug; CLO= cloranfenicol 30ug; ERI=
eritromicina 15ug; GEN= gentamicina 10pg; NAL= acido nalidixico 30pg; NOR= norfloxacina 9ug; TEC=
teicoplanina 30ug; TET= tetraciclina 30pg; VAN= vancomicina 30ug.

Embora todos os isolados foram capazes de formar biofilme (Tabela 3), estes
apresentaram diferencas quanto a quantidade de biomassa total de biofilme formada, segundo
a classificacdo proposta por Stepanovic et al. (2007), portanto, os isolados que apresentaram
aderéncia com valores de DOsasonm inferiores a 0,09 foram consideradas ndo formadores de
biofilme. Os valores entre e 0,09 e 0,18 representaram amostras fracamente formadoras de
biofilme e na faixa de 0,18 a 0,36 foram classificadas como moderadamente formadoras de
biofilme. As amostras fortemente formadoras de biofilme apresentaram valores de DOsaonm
acima de 0,36.

O isolado 9 apresentou maior potencial em formar biofilme entre todos os isolados
avaliados (Absssonm 1,07 + 0,05), seguido do isolado 27 (Abssaonm 0,54 + 0,04). Os isolados 24,
26 e 19 apresentaram DOs4onm de (AbSssonm 0,46 + 0,13; 0,43 + 0,14 e 0,40 + 0,09),
respectivamente ndo apresentando diferengas estatisticamente significativas (P > 0,05). O
isolado 13 apresentou (Absssonm 0,34 + 0,07), o isolado 33 apresentou (Absssonm 0,277 + 0,01),
ja os isolados 5, 16, 10 e 30 apresentaram DOsa4onm de (Absssonm 0,23 + 0,02; 0,21 + 0,03, 0,20
+ 0,03 e 0,19 £ 0,02), respectivamente e também ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05). A menor quantidade de biomassa biofilme entre os isolados avaliados
foi observada para o isolado 14 (Absssonm 0,16 £ 0,03), fracamente formador.

A habilidade em formar biofilme foi isolado-dependente ndo podendo ser
classificada de acordo com as espécies utilizadas neste estudo, uma vez que os isolados que

apresentaram maior e menor DOsaonm pertencem a mesma espécie, E. mundtii.
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Os resultados para avaliacdo do potencial citotoxico dos sobrenadantes de cultivo
obtidos dos isolados de Enterococcus sp. estdo apresentados na figura 1. Todos os isolados
foram citotdxicos para células HeLa. De acordo com o critério estabelecido, os sobrenadantes
de cultivo dos isolados 13, 16, 24 e 27 apresentaram 0 maior grau de citotoxicidade na
concentracdo 1/2. No entanto, entre estes, o isolado 13 foi 0 mais citotoxico (24,34 %), seguido
pelos isolados 24 (21,03 %), 27 (17,07 %) e 16 (15,43 %), respectivamente. Para os isolados
26 e 19 a maior diluicdo que se mostrou mais citotoxica para ambos foi a concentracdo 1/4, no
entanto, o isolado 26 (20,35 %) foi mais citotdxico que o isolado 19 (17,86 %). Para os isolados
10, 9, 5, 14, 30, 33, observou-se que o maior grau de citotoxicidade foi demonstrado na
concentracdo de 1/8, no entanto, o sobrenadante obtido do isolado 10 foi o mais citotoxico
apresentando 34,16 % de citotoxicidade, seguido pelos sobrenadantes obtidos dos isolados 9
(30,24 %), 5 (28,74 %), 14 (25,39 %), 30 (21,51 %), 33 (19,63 %), respectivamente. Estes dados
demonstram relevancia uma vez que mesmo na maior diluigdo do CFS foi possivel observar
um significativo potencial citotoxico dos sobrenadantes obtidos dos isolados de Enterococcus
sp. avaliados, especialmente para o isolado 10, o qual apresentou o maior grau de citotoxicidade

observado entre todos os isolados avaliados.

O potencial citotoxico dos sobrenadantes foi isolado-dependente ndo podendo ser
classificada de acordo com as espécies utilizadas neste estudo, uma vez que os isolados que

apresentaram maior e menor potencial citotoxico pertencem a mesma espécie (E. casseliflavus).

40%
35% I Espécies
, 13: E. casseliflavus
30% I 24: E. casseliflavus
o/ 27: E. casseliflavus
23% I l 16: E. casseliflavus
26: E. casseliflavus
20% I I I l 19: E. casseliflavus
15% I I 10: E. casseliflavus
N 9: E. mundtii
10% 5: E. casseliflavus
14: E. mundtii
5% 30: E. mundtii
33: E. mundltii
0%
13 24 27 16 26 19 10 9 5 14 30 33
Diluigio: 1/2 12 1/2 12 14 1/4 18 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8

Figura 1: Avaliacdo do potencial citotoxico.
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3.4 DISCUSSAO

Enterococcus sp. tem sido um bom bioindicador de contaminagédo hidrica quando
comparado com outros microrganismos (EKWANZALA et al., 2017). E quando apresentam
fatores de resisténcia, viruléncia e citotoxidade se tornam um grande problema para o ambiente
e para saude publica. Muitos isolados, E. casseliflavus (19, 13, 16, 24 e 26) e E. mundtii (14),
apresentaram resisténcia a varios antibioticos usualmente aplicaveis como vancomicina e
tetraciclina, além de apresentarem genes de viruléncia (gelE e cylA), estando distribuidos na
bacia hidrografica urbana, sua disseminacdo ocorre para varias regides, isso pode permitir a
transmissao eficiente de seus genes resistentes a antibioticos e viruléncia a outras bactérias.

Aumentando o risco da saude da populacdo que depende desses recursos hidricos.

A resisténcia a antimicrobianos estd entre os fatores mais relevantes quanto a
importancia clinica do género Enterococcus. No entanto, por serem microrganismos ubiquos,
esta resisténcia é relevante na maioria dos ambientes ecoldgicos naturais em que Enterococcus

habitam.

E. mundtii ndo é facilmente isolado de ambientes aquaticos, aparecendo em poucas
pesquisas como Abriouel et al. (2008) e Ferguson et al. (2005) que detectaram apenas um
isolado em amostras de agua. J& Nishiyama et al. (2017) ndo encontraram esta espécie em sua
amostragem. O que torna importante o entendimento de suas caracteristicas, potencial de

viruléncia e resisténcia a antibioticos.

E. casseliflavus, é uma das bactérias considerada ubiqua, ha varios estudos que
mostram seu isolamento de infeccBes clinicas (BRITT; POTTER, 2016), alimentos
(ALFONZO et al., 2017), intestino de inseto (VILANOVA et al., 2016), sedimentos (TANG et
al., 2016), frutos do mar (SAID etal., 2017) e aguas continentais (NISHIYAMA et al., 2017).

As andlises de deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos demonstraram
gue os isolados da espécie E. casseliflavus 5, 13, 16 e 24 apresentaram algum dos genes de
resisténcia & vancomicina analisados. Contudo, somente os isolados 16 e 24 apresentaram
resisténcia in vitro, os demais isolados apresentam o gene, porém ndo foram expressos no
momento, podendo estar silenciados. Em contrapartida, os isolados E. casseliflavus 19 e 26
ndo apresentaram os genes vanA e vanB, porém apresentaram resisténcia in vitro, podendo esta
resisténcia estar relacionada a demais genes que conferem resisténcia a vancomicina, como
vanD, vanM, vanC, vank, vanG, vanL, vanN (BRITT; POTTER, 2016); (CHUNHUI;
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XIAOGANG, 2015; GOUSIA etal., 2015; GULHAN etal., 2015; NISHIYAMA etal., 2017
STARLANDER; TELLGREN-ROTH; MELHUS, 2016).

Apenas o isolado de E. mundtii 14 apresentou gene vanB para resisténcia a

vancomicina, e também apresentou resisténcia in vitro.

No presente estudo, a espécie E. casseliflavus apresentou cinco isolados com
fendtipo de resisténcia & vancomicina, enquanto trés isolados de E. mundtii apresentaram este
fenotipo. Embora a resisténcia intrinseca a vancomicina em E. casseliflavus seja conhecida
(ELIOPOULOQOS; GOLD, 2001; GILMORE et al., 2014), ndo foi observada neste estudo. Estes
dados representam a importancia da investigacdo de genes de resisténcia em espécies menos

frequentes como E. mundtii.

Do total de isolados foi observado a resisténcia a ampicilina e ao cloranfenicol em
58,33 % e 25 % respectivamente, diferentemente do observado por ZHANG et al. (2016), onde
nenhum isolado apresentou resisténcia tanto para ampicilina como para cloranfenicol. J& para
TUHINA et al. (2016), observou que menos de 50 % dos isolados apresentaram resisténcia a

ampicilina.

Mais de 41 % de todos os isolados apresentaram o gene gelE, que codifica para
producdo da enzima gelatinase. No entanto, na avaliacdo fenotipica in vitro, apenas 2 isolados
de E. mundtii 14 e 30, portadores do gene gelE, apresentaram fendtipo positivo para producao
de gelatinase, 0 mesmo observado por Zhang et al. (2016) e Araujo et al. (2015) onde alguns

isolados apresentaram gendtipo positivo e fenotipo negativo para producédo de gelatinase.

A atividade hemolitica foi observada em 75 % do total de isolados, independente
da espécie, onde apenas um isolado E. mundtii (14) apresentou o gene cylA, que codifica para
producéo de citolisina-hemolisina e outros dois isolados, um E. casseliflavus (24) e um E.
mundtii (30), foram positivos para presenca do gene cylA, mas ndo apresentaram atividade
hemolitica na avaliacdo fenotipica in vitro. Resultados superiores aos encontrados por MULIK
et al. (2016) que observou menos de 36 % de atividade hemolica. Mulik et al (2016) ressalta

que a hemolisina & um importante marcador de viruléncia em infec¢Ges por enterococos.

Estes resultados, ressaltam a importancia dos estudos das espécies de Enterococcus
ndo pertencentes as espécies E. faecium e E. faecalis, uma vez que pouco se conhece sobre 0s
fatores de viruléncia desssas espécies. Neste estudo observou-se que em todos os isolados que
apresentaram fenoétipos de atividade gelatinase ou atividade hemolitica positiva foram

detectados os genes gelE e cylA, respectivamente.
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Em relacdo a avaliacdo do potencial dos isolados avaliados em formar biofilme,
todos os isolados apresentaram-se como formadores de biofilme, no entanto com diferentes
quantidades de biomassa produzida. Entre os fortemente formadores de biofilme, isolado E.
mundtii (9) apresentou maior capacidade em formar biofilme que os demais isolados avaliados,
0 que poderia sugerir um potencial de viruléncia aumentado, ou também ser um fator que
poderia contribuir para uma maior resisténcia a antibiéticos. No presente estudo esta hipdtese
ndo se confirma, jA que neste caso, 0 isolado 9 apresentou resisténcia a apenas dois dos
antibioticos testados (ampicilina e acido nalidixico). No entanto, a capacidade de formar
biofilme facilita a troca e recebimento de genes horizontalmente, uma vez que no ambiente,

essas bactérias ndo estdo isoladas e sim em comunidades.

O isolado E. casseliflavus 24 também demostrou-se como fortemente formador de
biofilme, o que tende a potencializar sua viruléncia e resisténcia a antibidticos. As maiores
infeccbes clinicas foram causadas por Enterococcus que possuem a capacidade de formar
biofilme (GULHAN et al., 2015), aumentando sua protecdo contra o sistema imune do
hospedeiro, tornando dificil erradicar (WOJNICZ et al., 2016).

A adesdo bacteriana as células hospedeiras € o evento inicial em muitas infecces.
No entanto, h& pouca informacdo disponivel sobre os fatores que promovem a adesdo de
Enterococcus spp. aos tecidos hospedeiros. No presente estudo a citototoxicidade do
sobrenadante de cultivo dos isolados foi avaliada frente a células HelLa, demonstrando, que
mesmo nas menores concentracdes, foi possivel observar altos niveis de citotoxicidade.
Furumura et al., 2006, ao avaliar a citotoxicidade de isolados E. faecalis frente a células Hela,
observou-se que 50 % dos isolados aderiram a esta linhagem celular. No entanto, poucos
estudos exitem sobre o potencial citotoxico de metabdlitos de Enterococcus spp.

Essa capacidade de metabolizar e secretar biomoléculas, que podem ser peptideos,
proteinas, enzimas dentre outras, conferem as bactérias o poder de inibir o crescimentos de
outras bacterias e de causar danos a células humanas (PERUMAL; VENKATESAN, 2017).

Todas as células apresentaram capacidade de formar biofilme, potencial citotdxico
e resisténcia a antibioticos distintos, o que reforca a necessidade de ampliar os estudos sobre

isolados incomuns de Enterococcus.
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35 CONCLUSAO

E. casseliflavus e E. mundtii apresentam diferentes genes de resisténcia a
antimicrobianos e diferentes genes de viruléncia, distribuidos de forma heterogénea entre os

isolados avaliados.

Entre os isolados que apresentaram fatores de viruléncia positivos nas avaliagdes
fenotipicas, nem sempre apresentaram algum dos respectivos genes correlacionados. A
habilidade em formar biofilme para os isolados avaliados independe da espécie, da presenca de

genes de resisténcia ou de genes de viruléncia.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que nas condigdes testadas,
nem todos os determinantes de viruléncia foram necessariamente encontrados nos isolados,
porém todos apresentaram-se toxicos frente a linhagem celular Hela, o que sugere o fato de
que a infeccdo enteroococica seja multifatorial envolvendo tantos fatores de viruléncia do
microrganismo bem como fatores relacionados ao hospedeiro.

A capacidade e resisténcia a antibiéticos tornam os isolados de grande importancia
ambiental e médica, uma vez que esses isolados estdo em ambientes aquéaticos e esses recursos
sdo utilizados para irrigacdo e recreacdo, ha um contanto indireto com a populacdo, podendo
contaminar alimentos e infectar o homem.

Com suas viruléncias e resisténcias aumentada, com a capadidade de formarem
biofilme, o que potencializa seus individuos. Apresentando capacitade de lisar células por seus
metabolitos formados, atividade hemoliticas e gelatinase. Tornam os isolados altamente
patogénicos e com alto potencial de viruléncia.

Os isolados de Enterococcus sp. possuem caracteristicas unicas de resisténcia para
cada isolado, ndo sendo possivel estabelecer um parametro para cada espécie, onde na mesma
espécie apresenta resisténcias diferentes de um individuo para outro. Mostrando a importancia
do estudo da capacidade e pontencial de viruléncia das espécies de Enterococcus de ambientes
e locais distintos, para assim compreender e tomar medidas que possam mitigar a agdo desses

microrganismo.
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