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RESUMO

Enterococcus spp sao bactérias conhecidas pela sua natureza ambigua, uma vez
que podem promover caracteristicas de interesse tecnoldégico em produtos
fermentados, mas também, estdo entre os principais patégenos nosocomiais. Sao
bactérias onipresentes e sua prevaléncia ocorre principalmente em queijos de
producédo artesanal, como o queijo de coalho, produto bastante consumido na
regido nordeste do Brasil. Assim, o presente estudo objetivou: avaliar os principais
determinantes fenotipicos (B-hemdlise e gelatinase) e genotipicos (ace, as, cylA,
cyB, cyM, efaA, esp, gelE e vanA) de viruléncia; verificar a atuacao do género
como cultura iniciadora no queijo de coalho (producdo de diacetil, protedlise,
lipdlise e perfil em leite tornassolado); avaliar a producdo de atividade
antimicrobiana por isolados sem potencial de patogenicidade. A avaliacdo de
determinantes de viruléncia foi realizada com 150 Enterococcus spp isolados de
14 amostras de queijos de coalho provenientes de duas regides de producao
artesanal do estado do Ceara. Utilizando-se a técnica molecular da PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase), identificou-se a presenca de 90% (135/150) de
E. faecium, 2,7% (4/150) de E. faecalis e 7,3% (11/150) de Enterococcus spp.
Entre os determinantes genotipicos avaliados por PCR, apenas o gene as, foi
negativo para todos os 150 isolados. Todos os E. faecalis apresentaram pelo
menos um determinante genotipico de viruléncia, com 25% (1/4) para ace e gelE,
50% (2/4) e 100% (4/4), para efaA e esp, respectivamente. Entre os E. faecium
também se observou que 16,3% (22/135) foram positivos para os genes efaA e
esp. A atividade B-hemolitica foi observada em 36,3% (49/135) dos E. faecium e
50,0% (2/4) dos E. faecalis, destes, apenas, 1 E. faecium apresentou todos os
genes do operon da citolisina (cylA, B, M). Outros 12 E. faecium apresentaram um
ou dois genes cyl, mas nao expressaram atividade p-hemolitica. A atividade da
gelatinase foi observada para 2,9% (4/135) dos E. faecium, no entanto, o gene
gelE, foi confirmado para apenas 2 desses E. faecium. O gene gelE foi confirmado
por sequenciamento para 25% (1/4) dos E. faecalis e 20% (27/135) dos E. faecium

XVii



que nao expressaram a atividade gelatinase. A resisténcia a antibioticos foi
determinada para 129 enterococos. Para os isolados de E. faecium 17,5 %
(20/114) foram resistentes a eritromicina, 10,5 % (12/114) a tetraciclina e 0,9 %
(1/114) a teicoplanina e a vancomicina (que nao apresentou o gene vanA). O gene
vanA foi observado em 6 E. faecium que foram sensiveis a vancomicina. Para os
isolados de E. faecalis, 75 % (3/4) foram resistentes a tetraciclina. O perfil de
caracteristicas tecnologicas de 43 E. faecium e 2 E. faecalis, demonstrou que
tanto isolados que ndo apresentaram determinantes de viruléncia quanto os que
apresentaram multiplos determinantes de viruléncia, foram capazes de produzir
acido latico, diacetil e atividade lipolitica. Apenas 1 isolado de E. faecium foi capaz
de produzir atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes. A presenga de pelo
menos um fator de viruléncia ou resisténcia a antibiéticos foi observada em 82%
dos enterococos, alertando sobre a necessidade de estudos cuidadosos quanto ao

uso destes no processamento de alimentos.

Palavras-chave: Enterococcus, hemolisina, gelatinase, determinante genotipicos,

bactérias acido-lacticas
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SUMMARY

Enterococcus spp bacteria are known for their ambiguous nature, since they can
promote features of technological interest in fermented products, but also are
among the leading nosocomial pathogens. They are ubiquitous and their
prevalence occurs mainly in artisanal cheeses production, like “Coalho” cheese,
product pretty consumed in the northeastern region of Brazil. Thus, this stud aimed
to evaluate the major phenotypic (B-hemolysin and gelatinase) and genotypic (ace,
as, cylA, cyB, cyM, efaA, esp, gelE e vanA) virulence determinants; check the
performance of the genre as starter culture in Coalho cheese (production of
proteolysis, diacetyl, lipolysis and profile on Litmus Milk); evaluate the production
of antimicrobial activity by isolated without potential for pathogenicity. The
assessment of virulence determinants was made with 150 strains of enterococci
obtained from 14 samples of Coalho cheese made by artisanal production from two
different regions in the state of Ceara. Using molecular technique of PCR
(Polymerase Chain Reaction), it was identified the presence of 90% (135/150)
E. faecium, 2.7% (4/150) E. faecalis and 7.3% (11/150) Enterococcus spp. Among
genotypic determinants evaluated by PCR only as gene was negative for all 150
isolates. All E. faecalis showed at least one genotypic virulence determinant, with
25% (1/4) to ace and gelE, 50% (2 / 4) and 100% (4/4), respectively for efaA and
esp. Amongst E. faecium was also noted that 16.3% (22/135) were positive for
efaA and esp. genes [-hemolytic activity was observed in 36.3% (49/135) of
E. faecium and 50.0% (2/4) of E. faecalis, however only one E. faecium strains,
showed all cytolysin genes (cylA, B, M). Another 12 E. faecium showed one or two
cyl genes but haven’t expressed B-hemolysin. Gelatinase activite was observed in
2.9% (4/135) of E. faecium, however gelE gene was observed in only two of these
strains. The gelE gene was confirmed by sequencing for 25% (1/4) of E. faecalis
and 20% (27/135) E. faecium that haven’t expressed gelatinase activite. Antibiotic
resistance was determined in 129 enterococci. For E. faecium strains, 17.5%
(20/114) were resistant to erythromycin, 10.5% (12/114) to tetracycline and 0.9%
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(1/114) to teicoplanin and vancomycin (that haven’t had vanA gene). About
E.faecalis strains, 75% (3/4) were resistant to tetracycline. The vanA gene was
observed in 6 E. faecium that were susceptible to vancomycin. Technological
characteristics of 43 E. faecium and 2 E. faecalis were observed in nonpathogenic
strains and in strains that showed multiple virulence determinants. All of this groups
produced lactic acid, dyacetil and lypolisis. Only one E.faecium has showed
antimicrobial activit against L. monocytogenes. The presence of at least a factor of
virulence determinants or antibiotic resistence was observed in 82 % of
Enterococcus strains, alerting about the necessity of careful studies regarding the

use of enterococci in food processing.

Key Words: Enterococcus, hemolysin, gelatinase, genotypic determinant, Lactic

acid bacteria.
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Introdugéao

1. INTRODUCAO

Enterococcus sao bactérias acido-lacticas (BAL) de grande importancia
nas areas de microbiologia de alimentos, ambiental e clinica. Sdo bactérias
autdctones do trato gastrointestinal de humanos e animais, mas também sao
considerados microrganismos onipresentes, fazendo parte da microbiota de
aguas, vegetais, solos e alimentos. Nos ultimos anos, o género Enterococcus tem
merecido destaque em diversas pesquisas, por ser considerado de natureza
“ambigua”. Esta caracteristica faz com que, por um lado, tenha o seu uso
desejavel na producdo de alguns alimentos e, por outro, seja motivo de
preocupacao, por serem patégenos oportunistas para os seres humanos (FRANZ;
HOLZAPFEL, 2006; GIRAFFA, 2002; OGIER; SERROR, 2008).

Enterococos sao bactérias onipresentes com capacidade de adaptagao
a diversos ambientes, por isso fazem parte da microbiota predominante de
alimentos, como produtos carneos e derivados lacteos. Essa predominancia,
associada a sua natureza homofermentativa ou heterofermentativa, fez com que o
uso de enterococos como culturas iniciadoras passasse a ser difundido em
alimentos fermentados (GIRAFFA, 2002; OGGIER; SERROR, 2008).

Estudos conduzidos com o uso de enterococos como culturas
iniciadoras demonstraram que estes foram capazes de desenvolver aroma e
textura caracteristicos nos processos de fermentacdo de embutidos e maturacéo
de queijos. Essas propriedades sao promovidas pela capacidade de culturas de
enterococos produzirem compostos aromaticos como o diacetil e a acetoina, pela
liberacao de acidos graxos de baixo peso molecular, dada a sua atividade lipolitica
e pela atividade proteolitica, a qual afeta significativamente a textura de queijos
(CENTENO et al, 1999; GARCIA et al., 2004; HUGAS et al., 2003;
SARANTINOPOULOS et al., 2002).

Culturas de enterococos tém sido caracterizadas em diversos estudos
pela capacidade de sintetizarem enterocinas, que sao peptideos com atividade
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antimicrobiana que promoveram a inibicdo de patégenos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens e Vibrio cholerae (FOULQUIE-MORENO, et al., 2006; GONZALEZ et
al., 2007; HOSSEINI et al., 2009). Essas caracteristicas, associadas a natureza
gastrointestinal deste género, conduziram ao uso como culturas probibticas
(FRANZ; HOLZAPFEL, 2006; HOSSEINI et al., 2009).

Por outro lado, bactérias do género Enterococcus estao entre 0s
principais patégenos nosocomiais em pacientes imunodeprimidos, por estarem
envolvidos com o desenvolvimento de endocardites, bacteremia e infeccbes das
vias urinarias. A atuacao dos enterococos como patégenos oportunistas ocorre
devido as caracteristicas de aquisicao e trasferéncia de genes de viruléncia e sua
relacdo de resisténcia a multiplos antibidticos, em especial, a vancomicina, que
estd relacionada a presenca de multiplas determinantes de viruléncia em
E. faecium e E. faecalis (GIRAFFA, 2002; KHAN et al., 2005; OGGIER; SERROR,
2008).

A presenca de determinantes fenotipicos e genotipicos de viruléncia é
predominante em Enterococcus de origem clinica, mas diversos estudos tém
constatado a presenca dessas determinantes em enterococos utilizados como
culturas iniciadoras e isolados de alimentos, especialmente de queijos, nos quais
foram observadas multiplas determinantes de viruléncia em E.faecium e,
principalmente E.faecalis (EATON; GASSON, 2001; DE VUYST, L.; FOULQUIE-
MORENO; REVETS, 2003; SEMEDO et al., 2003b; VALENZUELA et al., 2009).

As espécies E.faecium e E.faecalis sdo predominantes em diversos
queijos de producdo artesanal por estarem presentes naturalmente no leite in
natura e por serem capazes de resistir a tratamentos térmicos como a
pasteurizagdo (CARLOS et al., 2009; SARANTINOPOULOQOS et al., 2002). Devido a
importancia dos Enterococcus em queijos de producao artesanal, diversos estudos

envolvendo tanto o potencial tecnoldgico, sintese de bacteriocinas e fatores de
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viruléncia desse género vém sendo conduzidos (GARCIA et al., 2002;
SARANTINOPOQULOS et al., 2002; VALENZUELA et al., 2009).

Na regidao nordeste do Brasil a producao artesanal de queijo de coalho
constitui uma das principais fontes de renda da populagéo rural, sendo este um
produto de elevada aceitabilidade também na regidao sudeste do pais. As
principais regides de producéo artesanal de queijos de coalho estédo localizadas no
estado do Ceard, destacando-se as regides do Vale do Jaguaribe e Sertdes
Cearenses (CARVALHO, 2007; MAMEDE, 2008).

Devido a importancia dos queijos de coalho artesanais para a economia
da populacéao rural do estado do Ceara, Carvalho (2007) isolou BAL de queijo de
coalho proveniente das regides do Vale do Jaguaribe e Sertdes Cearenses para
se conhecer melhor a importancia desse grupo nas caracteristicas dos queijos de
coalho. Entre as BAL isoladas do queijo de coalho, foi observada a predominancia
de Enterococcus para 59,6 % de 643 isolados. Alguns destes enterococos foram
estudados quanto a presenca de algumas determinantes fenotipicas de viruléncia,
porém, sua importancia e potencial genotipico de viruléncia nao foram

completamente elucidados.

A prevaléncia de Enterococcus na microbiota lactica de queijo de
coalho aponta para a importancia de trabalhos de caracterizacdo das espécies
isoladas deste produto, considerando-se a sua importdncia econbémica e
caracteristica ambigua. Assim, estudos do potencial de viruléncia, producao de
bacteriocinas e propriedades tecnoldgicas de Enterococcus isolados de queijo de
coalho sao relevantes a manutencdo da Saude Publica e ao desenvolvimento
tecnoldgico de fermentos lacteos, sendo este o enfoque desta pesquisa, utilizando
as cuturas isoladoas por Carvalho (2007), através de recursos de caracterizacao

fenotipica e de biologia molecular.
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2. OBJETIVOS DA PESQUISA
2.10bjetivo geral

Avaliar culturas de Enterococcus spp isoladas de queijos de coalho
artesanais em relacdo aos principais determinantes fenotipicos e genotipicos de
viruléncia, assim como a atuacao deste género como culturas iniciadoras no queijo
de coalho, e quanto a producdo de atividade antimicrobiana por isolados sem

potencial de patogenicidade.
2.20bjetivos especificos
e Identificar as espécies de Enterococcus predominantes pela técnica da
reacao em cadeia da polimerase (PCR).

e Comparar a técnica de identificacado molecular das espécies por PCR com a
técnica de identificacao bioquimica API 20 Strep para alguns isolados.

e Detectar os determinantes fenotipicos de viruléncia: gelatinase e

hemolisinas.

e Detectar nove determinantes genotipicos de viruléncia por PCR: ace, as,
cylA, cyB, cyM, efaA, esp, gelE e vanA.

e Confirmar o gene mais prevalente por sequenciamento.
e Avaliar a resisténcia a multiplos antibiéticos.

e Avaliar as caracteristicas de interesse tecnoldgico: atividade lipolitica,
proteolitica, producao de diacetil e perfil em leite tornassolado, em algumas
culturas selecionadas de acordo com o perfil de viruléncia.

e Avaliar a producao de atividade antimicrobiana por culturas sem potencial
de viruléncia contra Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e

Staphylococcus aureus.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Caracteristicas do género Enterococcus

O género Enterococcus é formado por bactérias Gram-positivas, que
possuem cocos pareados ou em cadeias e estao estreitamente relacionadas com
0s géneros Lactococcus e Streptococcus, por isso, inicialmente foram agrupadas
no género Streptococcus (FRANZ; HOLZAPFEL, 2004; HARTMAN et al., 2001).

Enterococos eram classificados como Streptococcus do grupo
sorolégico D de Lancefield, devido a presenca do antigeno relacionado aos
isolados provenientes do trato gastrointestinal. Diferencgas fisiol6gicas e estudos
moleculares, baseados na hibridizacdo e sequenciamento do RNAr 16S, levaram
a divisao deste grupo em Streptococcus, Lactococcus e Enterococcus, a partir de
1984 (FRANZ; HOLZAPFEL, 2004; GIRAFFA, 2002; HARTMAN et al., 2001).

A identificagdo molecular do género Enterococcus baseada no
sequenciamento do RNAr 16S levou a classificacdo de mais de 28 espécies do
género, as quais foram divididas em sete grupos, e tém sua relacao filogenética
demonstrada na Figura 1 (FRANZ; HOLZAPFEL, 2004).

Entre as diversas espécies caracterizadas para este género E. faecium
e E. faecalis sao predominantes em isolados alimentos e de origem clinica. Estas
espécies sao comensais do trato gastrointestinal, onde estdo presentes em
concentragdes entre 10* e 10® UFC/ g de material digestivo (BRADLEY; FRAISE;
1996; SILVA et al., 2007).
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% de desigualdade
~ “l - Enterococcus columbae NCIMB 13013 } R
Enterococcus cecorum ATCC 43198 '
[ Enteracoccus asini D3M 11492 ]
.I"ﬂ' Enterococcus dispar ATCC 51266 = Grupo E. dispar
w Enferococous pallens PQ2 ]
‘I— Enterococcus saccharofyticus ATCC 43076 } Grupo E. sacharolyticus
Enterococcus sulfureus ATCC 49903 —
Enteracoccus durans ATCC 59607
Enterococcus faecium DSM 20477
Enterococcus hirae ATCC 8043
Enterococcus vilorum LMG 12287 — Grupo E. faecium
Enteracoccus porcinus ATCC 700913
Enterococcus mundtii ATCC 43186
Enteracoccus canis LMG12316 =
Enterococcus moroviensis CCM 4856
Enterococcus haemoperoxidus CCM 4851 — Giupo E. faecalis
Enteracoccus faecalis JCM 5803 _
Enteracoccus phoeniculicola  ATCC BAA412

Enteracoccus casselifiavus n® acesso no Genbank AF033903 |
m Enterococcus gallinarum n®acesso no Genbank AF039903 = Grupo E. gallinarum
Eﬂ Enteracoccus flavescens LMG13518

—_
1 —

Enteracocous peseudoavium  ATCC 49372

1 Enterococcus gilvus PQ1
" Enterococcus malodoratus ATCC 43197 — Grupo E. avium
u Enteracoccus avium NCFB2369

Enteracoccus raffnosus n® acesso no Genbank AF061003 —

Enterococcus solifanum ATCC 43498

Figura 1 - Matriz de similaridade demonstrando a relacdo filogenética das espécies de
Enterococcus baseada na comparagédo de sequéncias do RNAr 16S. E. solitarius foi incluida em
um grupo a parte, as probabilidades de valores (%) de similaridade estdo apresentados nos ramos.

Fonte: adaptado de Franz; Holzapfel (2004)
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Bactérias do género Enterococcus sao aerdbios facultativos, nao
esporogénicos, catalase-negativo, porém, ocasionalmente produzem pseudo-
catalase, podendo apresentar um fendtipo catalase positivo. Sdo capazes de
fermentar carboidratos sintetizando predominantemente &cido latico, sem a
producdo de CO,, o que as caracteriza como bactérias de metabolismo
homofermentativo. No entando para algumas espécies foi verificada a presenca de
metabolismo heterofermentativo, caracterizado pela producdo de metabdlitos
como o diacetil e a acetoina (GIRAFFA, 2002; SILVA et al., 2007).

Sao microrganismos mesofilicos, com faixa 6tima de temperatura de
crescimento entre 35 e 37 °C, mas sao capazes de se reproduzirem na faixa de 10
a 45 °C. Diferenciam-se das demais bactérias de metabolismo homofermentativo
por possuirem capacidade de crescimento em solucao de NaCl a 6,5%, na
presenca de 40 % de sais biliares e a pH 9,6. Além disso, sintetizam as enzimas
aminopeptidase (PYR) e leucina aminopeptidase (LAP), e hidrolisam esculina
(HARTMAN et al., 2001; SILVA et al., 2007).
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3.2 Enterococcus em alimentos

Enterococus sao frequentemente isolados de diversos alimentos e de
ambientes de plantas de processamento. Por serem bactérias autdctones
associadas ao trato gastrointestinal de mamiferos, tém a sua relagcdo de
contaminacdo com os alimentos bastante associada a praticas de higiene
deficientes durante a elaboracdo destes. Porém a sua elevada resisténcia a
condicbes ambientais indspitas a outras bactérias de origem intestinal, assim
como a sua natureza onipresente, ndo os tornam indicadores de contaminagao
como as enterobactérias (FRANZ et al, 2003, GIRAFFA, 2003, SILVA et al., 2007).

Por meio de contaminacao fecal ou ambiental tornam-se contaminantes
naturais das matérias-primas de alguns alimentos, como carnes e leites, sédo
capazes de se multiplicarem em alimentos submetidos a processos de
fermentacao (GIRAFFA, 2002; OGGIER; SERROR, 2008).

Entre os diversos tipos de alimentos dos quais foram isolados
enterococos, destacam-se 0s queijos, especialmente os produzidos
artesanalmente, onde foram encontradas concentragdes variaveis de 10* a 10’
UFC/ g (ANDRADE, 2009; CARVALHO, 2007; PERRI, 2010).

As espécies E. faecium e E. faecalis sdo predominantes em queijos de
producéo artesanal, onde foram identificadas para mais de 80 % da populacéo de
isolados de enterococcos de diversos tipos de queijos (ANDRADE, 2009;
FERNANDES, 2010; PERRI, 2010). Ambas as espécies além de estarem
associadas naturalmente ao trato gastrointestinal, sdo tolerantes ao sal e
principalmente, a processos de pasteurizacao (GIRAFFA, 2002).
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3.3 Propriedades tecnolégicas dos Enterococcus

3.3.1 Culturas iniciadoras

Em produtos fermentados, como embutidos e queijos, 0s enterococos
podem ser utilizados como culturas iniciadoras por promoverem melhorias nas
propriedades de textura e desenvolvimento de sabor. Em queijos, o
desenvolvimento dessas caracteristicas ocorre pela promog¢do de protedlise,
lipdlise e quebra do citrato (FOULQUIE'MORENO et al., 2006; OGIER; SERROR,
2008).

A habilidade de metabolizar citrato estd relacionada aos plasmideos
gue possuem genes transportadores responsaveis pelo metabolismo do citrato no
meio. Durante o processo de degradacao do citrato sdo sintetizados uma série de
produtos metabdlicos como o diacetil, acetaldeido, acetoina e 2,3 butanediol,
responsaveis pela formacdo de compostos essenciais para a formacao de aroma
caracteristico de produtos lacteos fermentados (FOULQUIE™ MORENO et al.,
2006; FRANZ; HOLZAPFEL, 20086).

A protedlise ocorre pela degradacao primaria da caseina e secundaria
de alguns aminoacidos ocasionando o desenvolvimento de textura e sabor em
queijos maturados. BAL como os enterococos estdo associadas a parede celular
de proteinases e intracelular de peptidases, promovendo lise celular e
consequente hidrélise da caseina durante o processo de maturacdo (DURLU-
OZKAYA et al., 2001; FOULQUIE" MORENO et al., 2006). Sarantinopoulos et al.,
2001 estudaram a adicdo de Enterococcus faecium como cultura “starter” na
elaboracdo de queijo curado, obtendo-se aumento da protedlise da caseina
guando comparada a cura do queijo sem a adicao de E. faecium.

A atividade lipolitica dos enterococos pode contribuir para as

propriedades de textura e sabor pela quebra de acidos graxos, como 0s de cadeia
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curta que se convertem a compostos aromaticos como metil-quetonas e lactonas
(FOULQUIE" MORENO et al., 2006; GIRAFFA, 2003).

As propriedades sensoriais de E. faecalis var. liquefaciens e E. faecalis
var. faecalis em queijo cebreiro foram estudadas por Centeno et al. (1999). Para
ambas as culturas foram observadas atividade lipolitica, proteolitica, producao de
diacetil e acetoina, com sabor acido mais intenso para E. faecalis var. faecalis e
sabor amargo mais intenso para E. faecalis var. liquefaciens. Quando comparadas
a cultura Lactococcus lactis subsp. Lactis, microrganismo tradicionalmente
adicionado ao tipo de queijo estudado, as culturas demonstraram menor atividade
proteolitica para a E. faecalis var. liquefaciens e moderada atividade lipolitica para

E. faecalis var. faecalis.

3.3.2Producao de bacteriocinas

As bacteriocinas sao peptideos produzidos por algumas bactérias que
possuem atividade letal ou inibitéria a alguns micro-organismos (O'SULLIVAN,
2007). Sua utilizacao tem merecido destaque na area de alimentos por
apresentarem atividade contra diversos microrganismos deteriorantes e
patogénicos e por serem considerados agentes antimicrobianos geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS) (FERREIRA, 2005; HOOVER; CHEN, 2005).

As BAL séo produtoras de uma série de fatores antagonistas incluindo a
producdo de compostos metabdlicos, e de agentes antimicrobianos, como as
bacteriocinas. O mecanismo de ag¢ao das bacteriocinas de BAL esta relacionado a
absorcao de receptores localizados na membrana celular de microrganismos
especificos, ocasionando mudangcas metabdlicas, bioldégicas e morfoldgicas nas
células resultando assim na morte bacteriana. Devido a relacdo da acao das
bacteriocinas produzidas por BAL sobre a membrana celular, seu espectro de

acao se restringe as bactérias gram positivas, uma vez que as bactérias Gram-
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negativas possuem uma camada de lipopolissacarideos que as protegem contra a
acao de bacteriocinas (NAIDU et al., 2006; O'SULLIVAN, 2007).

De acordo com Hoover e Chen (2005) as bacteriocinas sintetizadas por
BAL sdo comumente divididas em trés classes:

Classe I: Sao denominadas lantibiéticos, que contém peptideos de baixa massa
molecular (<5kDa), compostos pelos aminoacidos lantionina, metilantionina,
dehidrolanina e deidrobutirina. Esta classe € subdividida em Tipo A e Tipo B, as
bacteriocinas Tipo A sdo compostas por peptideos alongados de carga positiva
que possuem mecanismos de acdo relacionados a formacdo de poros na
membrana celular, ja as bacteriocinas de tipo B formam peptideos globulares de
carga negativa, que possuem mecanismo de acao relacionado a inibicdo de
enzimas especificas. Sdo exemplos do tipo A nisina e lactocina S e do tipo B a

mersacidina.

Classe Il: Sao bacteriocinas de massa molecular inferior a 10 kDA,
termotolerantes e ndo possuem lantionina. Pode ser subbdividida e trés grupos:
classe lla, classe llb e classe llc. A classe lla é caracterizada por possuir
peptideos com a sequiéncia de aminoéacidos -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys, o que
a caracteriza por possuir atividade contra Listeria, sdo exemplos a pediocina,
enterocina A e leucocina. A classe llb é caracterizada por bacteriocinas que
requerem dois peptideos para apresentarem atividade, sdo exemplos as
lactococinas G e M, lactacina F e a plantaricina A. A classe llc possui peptideos
remanescentes, e possui como exemplos a acidocina B, a carnobacteriocina A e

as enterocinas P e B.

Classe lll: S&0 bacteriocinas de elevada massa molecular (> 30 kDa), termolabeis
e que possuem proteinas que ainda ndo sdo bem caracterizadas, mas requerem

lipidios ou carboidratos para serem ativas.

As bacteriocinas sintetizadas por Enterococcus sao chamadas de
enterocinas. Algumas dessas enterocinas demonstram atividade inibitéria de

microrganismos deteriorantes e patogénicos como Listeria monocytogenes,

11
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Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Clostridium spp e Bacillus spp
(FERREIRA, 2005).

Ferreira (2005) realizou um estudo com enterocinas sintetizadas por
E. faecium, E. faecalis e E. mundtii isolados de fezes humanas, no qual obteve a
inibicdo do crescimento de Listeria, Lactobacillus plantarum e Salmonella
Enteritidis. Outro estudo realizado por Garcia et al. (2004) demonstrou atividade
antimicrobiana de enterocina sintetizada por E. faecalis EJ97 sobre o
desenvolvimento de Listeria monocytogenes, com melhor atividade anti-listeria

quando esta foi associada a nitrato de potassio.

Carvalho (2007) estudou a atividade de enterocinas sintetizadas por
Enterococcus nao patogénicos provenientes da matéria-prima e produto final no
processamento de queijo de coalho, contra Listeria monocytogenes. Quando
comparado a enterocinas de outras BAL, foi observada maior atividade anti-listeria

das enterocinas provenientes de Enterococcus.

A produgéao de enterocinas por Enterococcus nao € uma caracteristica
relacionada a todas as culturas do género, sendo especifica a alguns isolados.
Andrade (2009) estudou a inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes por
E. faecium isolados de queijo Serra da Canastra, ndo obtendo a inibicdo deste

microrganismo por nenhuma das 56 culturas isoladas.

12
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3.4 Patogenicidade de Enterococcus

Nas ultimas duas décadas, enterococos vém sendo considerados
importantes patégenos nosocomiais, sendo responsaveis pela terceira maior
causa de bacteremia e segunda maior causa infecgdes do trato urinario (JARVIS;
MARTONE, 1992; RICHARDS et al., 2000) . A patogenicidade deste género pode
ser explicada pela sua capacidade de sobreviver a ambientes estressantes, de
resistir a antibiéticos e de adquirir genes de viruléncia a outros microrganismos
patogénicos (FRANZ; HOLZAPFEL, 2006; GIRAFFA, 2002). Estas caracteristicas
podem estar relacionadas a capacidade dos enterococos adquirirem plasmideos,
0S quais sao responsaveis pela transferéncia de genes de viruléncia e de

resisténcia antimicrobiana (MUNDY et al., 2000).

A patogenicidade causada por bactérias do género Enterococcus é
multifatorial e complexa, ocorre devido a capacidade destes produzirem
substancias que podem causar algum tipo de dano ao hospedeiro, denominadas
fatores de viruléncia (MUNDY et al, 2000). Os fatores de viruléncia seguem uma
sequéncia de eventos ocasionando as infecgdes, os quais sdo determinados pela
colonizagao, invasao do tecido e mecanismos de defesa do hospedeiro (FRANZ
HOLZAPFEL.; STILES, 1999).

As principais substancias associadas a fatores de viruléncia
responsaveis pela geragdo do processo infeccioso por enterococos sao:
hemolisinas, geralmente relacionadas as citolisinas, proteinas de superficie,
adesinas de parede celular, adesinas de colageno, substancia de agregacao e
gelatinase (EATON; GASSON, 2002; MANNU et al, 2003; FOULQUIE-MORENO
et al, 2006). Os principais fatores de viruléncia de Enterococcus estao
relacionados a genes especificos sao apresentados na Tabela 1, assim como a
indicacao da possivel associacdo da presenca destes genes com o estagio de
viruléncia do hospedeiro (FRANZ; HOLZAPFEL 2006).

13



Revisdo Bibliografica

Tabela 1 - Principais fatores de viruléncia encontrados em alguns Enterococcus e possiveis
associacdes com o estagio de viruléncia.

Determinante de viruléncia Possivel associacdo com o estagio de
viruléncia
Substancias de agregagao (agg) Adesao de células eucaribticas (adesina)/

promog¢ao de colonizagao.

Adeséo da matriz protéica extracelular (podendo
promover deslocamento).

Invasao das células eucaridticas (invasina)

Aumento da sobrevivéncia das células imunes
(evasao da resposta imune do hospedeiro).

Citolisinas (cyl) Toxina da célula eucariotica

Lise das células imunes (evasao da resposta
imune do hospedeiro).

Gelatinase (gel) Pode hidrolisar diversos peptideos biolégicos
(ex: colageno e fibrina)

Pode hidrolisar peptideos antibacterianos
(evasdo da resposta imune natural do
hospedeiro).

Proteinas de superficie (esp) Adesinas promotoras de colonizacao.
Exibem caracteristicas de invasdo da resposta
imune.

Adesinas de colageno (ace) Adesao da matriz protéica extracelular (podendo

promover deslocamento).

Exibem caracteristicas de invasdo da resposta
imune.

Adesinas de parede celular (efaAss e efaAim) Adesinas que promovem o desenvolvimento de
endocardites.

Fonte: Adaptado de Franz; Holzapfel (2006)

Enterococcus podem apresentar um conjunto especifico de genes,
denominados “llha de Patogenicidade”, capazes de codificar fatores de viruléncia

que promoverao a patogenicidade da bactéria.

Esta /lha de Patogenicidade é formada através da presenca de genes
que codificam transposases, reguladores de transcricio ou adaptagdo e
sobrevivéncia em diferentes ambientes (SHANKAR et al., 2002). Em enterococos,
genes como proteinas de superficie (esp), operon da citolisina, substancia de
agregacao (asc10), e da proteina induzivel por stress (gls24-like) contribuem para

14
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a agregacao bacteriana, sobrevivéncia em neutréfilos e aderéncia ao tecido do
hospedeiro.

Isolados de enterococos provenientes de diversos ambientes e
produtos alimenticios foram relacionados a presenca de fatores de viruléncia.
Camargo (2005) estudou os fatores de viruléncia de E. faecium e E. faecalis
isolados de fezes de animais, voluntarios saudaveis e de pacientes que sofreram
hospitalizagéo por infecgédo. Foi verificada a presenca de Ilhas de Patogenicidade
em 32 de 146 isolados de E. faecalis e dos genes de adesinas em 98 % dos
isolados de E. faecium.

Em produtos alimenticios foi observada maior incidéncia de fatores de
viruléncia em isolados de E. faecalis quando comparados aos isolados de E.
faecium. Cariolato (2008) verificou a presengca de mais determinantes de fatores
de viruléncia de E. faecalis em relacao a E. faecium isolados de produtos lacteos e
de seres humanos. Mannu et al. (2003) encontraram simultaneamente proteinas
de superficie e substancias de agregacao em E. faecalis mas nao em E. faecium
isolados de queijo. Estas constatacées indicam que as culturas de E. faecalis
apresentam maior probabilidade de ocasionarem infeccbes que as culturas de

E. faecium.
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3.5 Resisténcia a antimicrobianos

Enterococcus sao micro-organismos comensais cujos estudos tém
demonstrado serem capazes de desenvolverem uma série de mecanismos de
resisténcia a diversas classes de agentes antimicrobianos como penicilinas,
aminoglicosideos, vancomicina, polimixinas e outros. Esta resisténcia esta
associada principalmente a selecdo de cepas multirresistentes pelo uso
indiscriminado destes antibiéticos em ambientes hospitalares e na criacao animal
(GIRAFFA, 2002; KLARE et al., 2003; SHEPARD; GILMORE, 2002).

A aquisicao de resisténcia a antibioticos ocorre segundo uma série de
fatores como o potencial genético do microrganismo (acumulacao de mutacdes do
DNA gerando resisténcia ou transferéncia de genes de resisténcia) e a selecao de
cepas resistentes pelo uso de antibiéticos em doses terapéuticas. A forma de
aquisicao de resisténcia por enterococos varia de acordo com o tipo de antibiotico.
Na Tabela 2 sdo apresentados os principais antimicrobianos associados aos
Enterococcus, sua forma de atuacao e o0s genes associados a sua resisténcia
(KLARE et al., 2003)

Entre os antimicrobianos associados a resisténcia de Enterococcus, o
glicopeptideo vancomicina se tornou motivo de grande preocupacao por estar
associado a maior parte dos Obitos relacionados a infecgbes hospitalares por
enterococos nos anos 90 (CHAVERS, 2003). Enterococos possuem sete fenétipos
de glicopeptideos resistentes ja identificados para resisténcia a vancomicina. A
resisténcia destes glicopeptideos resulta na sintese de peptidoglicanos

precursores que reduzem a atividade da vancomicina como agente antimicrobiano
(SHEPARD; GILMORE, 2002).
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Tabela 2 - Aquisicdo de resisténcia a antibioticos por Enterococcus.

Antibidtico Mecanismo de acao Genes de resisténcia
Penicilinas Inibicdo de enzimas para a pbp5
biosintese da parede celular
blaz
Aminoglicosideos Inibicdo da biosintese protéica aph
por ligacdo do RNAr 16s da aac
cadeia 30S.
ant
Glicopeptideos Inibicdo da sintese da parede vanA, vanB, vanC, vanD vank
celular por ligagéo ao
peptidoglicano precursor e
inibicao da transglicolisagéao.
Cloranfenicol Inibigao da biosintese protéica cat,
por ligagado da subunidade
ribossémica 50S e pela
inibicdo da peptidiltransferase.
Tetraciclinas Inibigdo da biosintese protéica tet

por afinidades a regides do
microrganismo.

Fonte: Adaptado de Klare et al.(2003).

A resisténcia a antimicrobianos tradicionalmente aplicados em
ambientes hospitalares ndo € restrita a isolados destes ambientes. No estudo
realizado por Andrade (2009), que consistiu na avaliagdo de resisténcia a
antimicrobianos por E. faecium isolados de queijo Serra da Canastra, observou-se
a resisténcia aos antimicrobianos: vancomicina, gentamicina, -clorofenical,
eritromicina, ampicilina, teicoplamina e tetraciclina. Outro estudo realizado por
Valenzuela et al. (2009) verificou-se a resisténcia ao antimicrobiano vancomicina
por E. faecalis e E. faecium isolados de produtos de origem animal incluindo leite e

queijo.
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3.6 Enterococcus em queijo de coalho

O queijo de coalho é definido como o produto obtido por coagulacdo do
leite por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou nao pela agdo de bactérias lacteas selecionadas e
comercializado normalmente com até dez dias de fabricacdo (BRASIL, 2001). E
um produto tipico da regido Nordeste do Brasil, onde a fabricacdo artesanal
constitui a principal fonte de renda da populacdo rural. Como conseqiéncia, o
produto apresenta elevada carga microbiana, incluindo bactérias patogénicas,
microrganismos deterioradores e bactérias acido-lacticas (BORGES et al. 20083;

CARVALHO, 2007 ; FEITOSA et al., 2003).

A contaminacdo de queijos por enterococos pode ser proveniente da
matéria-prima, uma vez que sado BAL e, portanto fazem parte da flora natural do
leite. As caracteristicas de sobrevivéncia dos enterococos a condicdes adversas,
como elevada concentracao de sal, condicdes extremas de pH e termoresisténcia
acarretam na selecdo natural de culturas resistentes em produtos processados
como o queijo (POZNANSKI et al., 2004; RINCE et al., 2000)

No processamento de queijo coalho, conforme a Figura 2,
Enterococcus provenientes da matéria-prima sao capazes de sobreviver, aos
tratamentos térmicos de pasteurizacdo (a qual pode ndo ser frequente no
processamento artesanal) e cozimento da massa. Este fato pdde ser constatado
em um estudo realizado por Carvalho (2007), que verificou aumento na incidéncia
de Enterecoccus da matéria-prima para o produto final no processamento de
queijo de coalho. No mesmo estudo foi constatada a prevaléncia de Enterococcus
entre as BAL presentes tanto na matéria-prima, quanto ao longo do

processamento e no queijo de coalho.

As culturas lacteas em geral podem apresentar duas vias metabdlicas

de fermentacdo da lactose do leite: homofermentativa e heterofermentativa.
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Culturas homofermentativas metabolizam a lactose prioritariamente em acido
lactico enquanto as culturas heterofermentativas metabolizam a lactose em outros
compostos que auxiliam na formagédo do aroma e textura caracteristicos do queijo,
como o diacetil (JAY, 2005; WALSTRA et al., 2006).

A prevaléncia de enterococos em queijos de coalho pode ser um
indicativo de que eles contribuem para as caracteristicas sensoriais deste produto,
uma vez que muitas culturas apresentam atividade proteolitica, lipolitica e
sintetizam o diacetil, que confere ao produto aroma caracteristico de manteiga
(VALENZUELA et al., 2009; OGIER e SERROR, 2008).

Perri (2010) observou que culturas de enterococos isoladas do
processamento de queijo de coalho resistiram ao processo de pasteurizacao e
foram capazes de produzir diacetil, atividade proteolitica e lipolitica.

Embora culturas de enterocococs demonstraram-se capazes de
produzir propriedades tecnologicas de interesse para o processamento de queijo
de coalho, observarou-se também que muitas expressaram atividades fenotipicas
de viruléncia, como a gelatinase e a B-hemdlise (CARVALHO, 2007; PERRI,
2010).
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Figura 2 - Fluxograma de processamento artesanal do queijo de coalho
Fonte: Adaptado de Carvalho (2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e manutencao dos micro-organismos

Os 150 isolados de Enterococcus avaliados neste estudo pertencem a
colecéo de bactérias acido lacticas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da
Embrapa Agroindustria Tropical. Estas culturas foram isoladas e identificadas
bioquimicamente para o género Enterococcus por Carvalho (2007). O isolamento foi
realizado a partir de 14 amostras de queijos de coalho provenientes de duas regides
de producao artesanal do estado do Ceara: Vale do Jaguaribe e Sertdes Cearenses,
codificadas de acordo com a Tabela 3.

Os isolados de enterococos foram recuperados em caldo Main Rugosa
Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA), a 35 °C por 24 horas e, ap6s a adicao de 15%,
de glicerol foram mantidos a - 80 °C. Para realizacdo dos testes de fatores de
viruléncia, cada cultura foi reativada em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco,
Sparks, EUA) a 35 °C por 18 a 24 horas (DURLU-OZKAYA et al., 2001).

Tabela 3 — Identificacdo e origem dos enterococos isolados de queijos de coalho.

Origem Cadigo dos queijos Numeros de identificacdo dos
isolados

Vale do Jaguaribe QCO1 01ai2
Vale do Jaguaribe QCo02 13a25
Vale do Jaguaribe QCO03 26a37
Vale do Jaguaribe QCo04 38 a49
Vale do Jaguaribe QCO05 50 a 62
Vale do Jaguaribe QCO06 63a74
Sertdes Cearenses QcCo7 75286
Sertdes Cearenses QCo8 87 a 91
Vale do Jaguaribe QCO09 92 a 104
Vale do Jaguaribe QC10 105a 114
Vale do Jaguaribe QC11 115a125
Vale do Jaguaribe QC12 126 a 136
Sertoes Cearenses QC13 137 a 141
Vale do Jaguaribe QC14 142 a2 150
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4.2Identificacao das espécies de Enterococcus pela técnica da PCR

As 150 culturas de enterococos foram identificadas para as espécies
E. faecium e E. faecalis pela técnica molecular da Reacdo da cadeia da
Polimerase (PCR).

4.2.1 Extracao do DNA

A extragdo do DNA foi realizada com 600 pl da cultura ativada,
submetida a centrifugagdo a 13.000 xg por 10 minutos (centrifuga Eppendorf
5415D). O sobrenadante foi descartado e os pellets foram re-suspendidos em 95
ul de tampao PCR 1X (10 mM de tris-HCI, 50 mM de KCI) (Invitrogen Life
Technologies, EUA), adicionados de 4 pl de lisozima (50 mg/ml) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foi
adicionado1 pl de proteinase K (20 mg/ml) (Invitogen Life Technologies, EUA) e
mantido em banho de agua a 60 °C por 60 minutos, com tratamento final a 95 °C
por 8 minutos (FURRER et al., 1991). O DNA de cada isolado foi mantido a — 20
°C até o momento de realizacao das analises pela técnica da PCR.

4.2.2 Reacao em cadeia da polimerase — PCR

As sequéncias de primers utilizadas para a identificacao das espécies
E. faecium e E. faecalis foram desenhadas por Dutka-Malen et al. (1995), e estédo
apresentadas na Tabela 4. As cepas de Enterococcus faecalis ATCC 7080 e
Enterococcus faecium ATCC 6569 foram utilizadas como controles positivos. O
volume total de cada PCR foi de 25 pl: 1 ul de DNA molde, 0,2 uM de cada primer,
1X de tampao PCR, 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, e 1U de Taqg DNA
polimerase (Invitogen Life Technologies, EUA). As condicbes operacionais da
PCR no termociclador (Eppendorf 5345) foram: etapa inicial a 94 °C por 1 minuto,
30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 54 °C por 1 minuto,

extensao a 72 °C por 1 minuto, e uma etapa final a 72 °C por 10 minutos (DUTKA-
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MALEN et al, 1995) . A eletroforese dos produtos da PCR foi realizada em gel de
agarose a 1,5% e corada com Sybr Safe (Invitrogen Life Technologies, EUA) por
15 a 20 minutos. A visualizagdo dos produtos foi realizada através de
transiluminador UV (Kodak D320).

Tabela 4 - Primers utilizados na identificacdo das espécies E. faecium e E .faecalis.

Espécie Gene Primer Seqiiéncia (5’ - 3’) Produto
amplificado (pb)
E.faecalis dAlE taecaiis Fk1 ATCAAGTAC AGTTAGTCTT 941
Fk2 ACGATTCAAAGCTAACTG
E.faecium dAIE taecium Faet GCAAGG CTTCTTAGAGA 550

Fae2 CATCGTGTA AGCTAACTTC

Fonte: Dutka-Malen et al. (1995).

4.3 Avaliacao da resisténcia a antibiéticos

A sensibilidade a antibiéticos das culturas de Enterococcus foi avaliada
utilizando-se o método de disco-difusdo, conforme estabelecido pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

As culturas reativadas foram repicadas em caldo BHI e incubadas a 35 °C por
4 a 6 h. A concentracéo de cada indculo foi padronizada pelo ajuste da densidade
Optica para a escala 0,5 de Mc Farland, em solugao salina estéril (0,85% de NaCl).
As suspensdes foram semeadas em agar Mueller-Hinton com o auxilio de um
suabe estéril. Cada disco de antimicrobiano (Tabela 6) foi colocado na superficie
do agar inoculado. As placas foram entéo incubadas a 35 °C por 18 a 24h. Com o
auxilio de uma régua, os halos de inibicdo foram medidos e a resisténcia aos
antibiéticos, foi avaliada de acordo com os didmetros dos halos de inibicao

estabelecidos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Padrdes de interpretagcdo dos didmetros dos halos de inibicdo do crescimento das
culturas de Enterococcus isoladas de queijos de coalho.

Antimicrobiano Concentracao Diametro (mm)
(na) S* I R*
ampicilina 10 16 17
cloranfenicol 30 12 13-17 18
N 13 14-22 23
eritromicina 15
norfloxacina 15 12 13-16 17
teicoplanina 30 10 11-13 14
tetraciclina 30 14 15-18 19
ici 14 15-16 17
vancomicina 30

* Diametros dos halos de inibigdo para a cultura ser considerada: sensiveil (S), intermediaria (l),
resistente (R).
Fonte: NCCLS (2003)

4.4 Avaliacao de fatores de viruléncia dos isolados de Enterococcus spp

A avaliagédo dos fatores de viruléncia foi realizada com os 150 isolados
de enterococos para as seguintes determinantes de viruléncia: hidrélise da
gelatina e atividade hemolitica (fatores fenotipicos), presenca de genes de
viruléncia (ace, as, cylA, cyB, cyM, efaA, esp, gelE e vanA) e a resisténcia a
multiplos antibiéticos.

4.4.1 Fatores fenotipicos de viruléncia
4.4.1.1 Hidrdlise da gelatina

A avaliagédo da atividade de gelatinase foi realizada em tubos contendo
agar gelatina nutriente (Difco, Sparks, EUA) aos quais cada cultura ativada foi
inoculada com o auxilio de uma agulha de inoculagcao estéril e incubadas a 35 °C
por 5 dias. Os tubos foram entao incubados a 4 °C por mais 2 horas . A hidrélise
da gelatina foi confirmada pela verificacdo da liquefacdo do meio, utilizando-se a
cultura Bacillus cereus NCTC 1143 como controle positivo (BROLAZO, 2003).
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4.4.1.2 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada em agar BHI suplementado de 5%
de hemacias de equino. Os isolados reativados foram estriados em placas deste
meio e incubados a 37 °C por 24 - 48 horas. A atividade B-hemolitica foi
confirmada pela formagao de um halo claro ao redor das colbnias, utilizando-se a
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 27154 como controle positivo, para as
culturas negativas foi considerada atividade y-hemolitica (EATON; GASSON,
2001).

4.4.2 Fatores genotipicos de viruléncia

O DNA foi extraido conforme o Item 4.2.1. Para identificacdo dos genes
de viruléncia, foram utilizados como controle positivo: E. faecalis ATCC 29212
para os genes gelE, cylA, cyB, cyM; E. faecium 329/99 para o gene vanA
(colecao do Laboratério de Higiene — FEA/ Unicamp); E. faecalis 594 para o gene
esp (MARQUES; SUZART, 2004); E.faecalis 341 para os genes ace e efaA
(GOMES et al., 2008) e E.faecalis 574 para o gene as (GOMES et al., 2008). As
sequéncias dos primers utilizados para a identificacdo dos genes de viruléncia
avaliados estdo apresentadas na Tabela 6.

O volume total da PCR para os genes ace, as, efaA, esp e vanA foi de
25 ul que consistiu em 1 pl de DNA molde, 0,2 uM de cada primer, 1X de tampao
PCR, 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, e 1U de Tag DNA polimerase
(Invitogen Life Technologies, EUA). As condi¢cées operacionais da PCR no
termociclador (Eppendorf 5345) foram: etapa inicial a 94 °C por 1 minuto, 30 ciclos
de desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento (a temperatura de acordo com
a Tabela 5) por 1 minuto, extensao a 72 °C por 1 minuto, e uma etapa final a 72 °C
por 10 minutos (EATON; GASSON, 2001). A eletroforese dos produtos da PCR foi

realizada em gel de agarose a 1,5% e corada com Sybr Safe (Invitrogen Life
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Technologies, EUA) por 15 a 20 minutos. A visualizacdo dos produtos foi realizada
através de transiluminador UV (Kodak D320).

Para os demais genes foram realizadas reacées de multiplex PCR,
analisando-se simultaneamente os seguintes genes: gelkE e cyB; cylA e cyM. O
volume total da reacdo de PCR foi de 25 ul que consistiu em 1 ul de DNA molde,
0,2 uM de cada primer, 1X de tampao PCR, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada
dNTP, e 1U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, EUA).
As operacionais da PCR no termociclador (Eppendorf 5345) foram: etapa inicial a
94 °C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento
(a temperatura de acordo com a Tabela 5) por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 1
minuto, e uma etapa final a 72 °C por 10 minutos (GOMES et al., 2008;
VANKERCKHOVEN et al.,, 2004). A eletroforese dos produtos da PCR foi
realizada em gel de agarose a 1,5% e corada com Sybr Safe (Invitrogen Life
Technologies, EUA) por 15 a 20 minutos. A visualizacdo dos produtos foi realizada
através de transiluminador UV (Kodak D320).
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Tabela 6 - Sequéncias dos primers e tamanho dos fragmentos dos genes de viruléncia avaliados por PCR

Gene Marcador de Primers Sequéncia (5" - 3’) Tamanho  Temperatura Referéncia
Viruléncia Produto de
(pb) anelamento
(¢C)
ace Adesinas de ACE1 AAAGTAGAATTA GATCCACAC 320 50 MANNU et al., 2003
colageno ACE2 TCTATCACATTCGGTTGCG
as Substancias de AS1 CCAGTAATCAGTCCAGAAACAACC 406 58 MANNU et al., 2003
agregagao AS2 TAGCTTTTTTCATTCTTGTGTTTGTT
cyM  Citolisinas TE13 CTGATGGAAAGAAGATAGTAT 742 56 EATON; GASSON, 2001
TE14 TGAGTTGGTCTGATTACATTT
cyB Citolisinas TE15 ATTCCTACCTATGTTCTGTTA 843 54 EATON; GASSON, 2001
TE16 AATAAACTCTTCTTTTCCAAC
cylA Citolisinas TE17 TGGATGATAGTGATAGGAAGT 517 56 EATON; GASSON, 2001
TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA
efaA  Adesinas de efaA1 CGTGAGAAAGAAATGGAGGA 499 60 MANNU et al., 2003
parede celular efaA2 CTACTAACACGTCACGAATG
esp Proteinas de TE34 TTGCTAATGCTAGTCCACGACC 933 65 EATON; GASSON, 2001
superficie TE36 GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA
gelE  Gelatinase TE9 ACCCCGTATCATTGGTTT 419 54 EATON; GASSON, 2001
TE10 ACGCATTGCTTTTCCATC
vanA  Resisténcia a VAT CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 1030 52 MANNU et al., 2003
vancomicina VA2 CATGAATAGAATAAAAGTTGCAAT
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4.4.21 Confirmacao do gene gelE por sequencimento

A confirmagdo da presenca do gene gelE foi realizada por
sequenciamento de 50 isolados que apresentaram o seguinte perfil na eletroforese
deste gene: bandas com 419 pb nitidas, bandas com 419 pb pouco nitidas e nao
formaram necessariamente bandas com 419 pb, mas expressaram o fenétipo
gelatinase. Para estes isolados, o DNA extraido conforme o Iltem 4.2.1 foi
submetido a PCR que teve volume total de 25 pl que consistiu em 1 ul de DNA
molde, 0,2 uM de cada primer, 1X de tampao PCR, 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de
cada DNTP, e 1U de Tag DNA polimerase (Invitogen). As condicoes da PCR
foram: etapa inicial a 94 °C por 1 minuto, 30 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 1
minuto, anelamento (a temperatura de acordo com a tabela 3) por 1 minuto,
extensdo a 72 °C por 1 minuto, e uma etapa final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram observados por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) e submetidos a sequenciamento em sequenciador capilar
automatico (ABI PRISM 3700 DNA Analyzer - Applied Biosystems — HITACHI),
realizado pelo Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP
(CBMEG, UNICAMP, SP). As sequéncias obtidas foram comparadas com as
sequencias disponiveis no Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) e

alinhadas no programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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4.5 Avaliacao de propriedades tecnolégicas de culturas de Enterococcus

Para se verificar se as culturas de Enterococcus atuam como culturas
iniciadoras na producdo de queijo de coalho artesanal, foram avaliadas as
seguintes propriedades tecnoldgicas inerentes as culturas lacteas: producao de
diacetil, atividade proteolitica, perfil em leite tornassolado e atividade proteolitica.

4.5.1 Selecao das culturas de Enterococcus

A avaliacdo das propriedades tecnoldgicas foi realizada com 45 culturas
de Enterococcus, com o seguinte perfil: 27 culturas que ndo apresentaram
nenhuma caracteristica fenotipica ou genotipica de Vviruléncia, todas
caracterizadas como E. faecium; 12 culturas que apresentaram trés ou mais
fatores genotipicos e fenotipicos de viruléncia, caracterizadas como E. faecium
(10) e E. faecalis (2) e 6 culturas que apresentaram trés ou mais fatores
genotipicos de viruléncia, mas ndo obtiveram expressao fenotipica de viruléncia,

caracterizadas como E. faecium (5) e E. faecalis (1).

4.5.2 Atividade proteolitica

A avaliacdo da hidrélise das proteinas do leite foi realizada em agar
para contagem padrdo (PCA, Difco, Sparks, EUA) acrescido de 1% de leite
desnatado reconstituido. As culturas reativadas em caldo MRS (35° C por 18 a 24
horas) foram estriadas no em placas deste meio e incubadas a 35 °C por 72 horas.
A confirmacdo do resultado positivo foi obtida pela formacdo de um halo
translucido ao redor das colénias apds a adicdo de 0,2 ml de 4cido acético a 10%
por 1 minuto. A cepa de Bacillus cereus NCTC 1143 foi utilizada como controle
positivo (HARTMAN et al., 2001).
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4.5.3 Atividade lipolitica

A deteccao da atividade lipolitica foi realizada em agar spirit blue (Difco,
Sparks, EUA) suplemento de 3% de reagente lipase (Difco, Sparks, EUA). As
culturas reativadas em caldo MRS (35° C por 18 a 24 horas) foram estriadas em
placas deste meio e incubadas a 35 °C por 3 a 7 dias. Os resultados foram
considerados positivos pela formacao de um halo claro ao redor das colbnias. A
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6539 foi utilizada como controle positivo
(ELSNER et al., 2000; HARIGAN, 1998).

4.5.4 Perfil das culturas em leite tornassolado

O perfil em leite tornassolado foi realizado em Litmus Milk (Difco,
Sparks, EUA). As culturas reativadas em caldo MRS (35° C por 18 a 24 horas)
foram repicadas em tubos contendo 5 ml de Litmus Milk e incubadas a 35°C por
até 14 dias. Utilizando-se um tubo ndo inoculado como controle negativo, a
interpretagdo dos resultados foi realizada de acordo com a Tabela 7, conforme
proposto por Harrigan (1998).

Tabela 7 — Reacdes ocasiandas por culturas lacteas em leite tornassolado.

Alteracado em Litmus Milk

Reacio

Desenvolvimento de coloracao rosa
Coagulacao e desenvolvimento de
coloracao rosa

Coagulacao e desenvolvimento de
coloracao azul

Clareamento e perda de opacidade do

meio

Desenvolvimento de coloragéo azul
escuro

Producao de acido lactico através da fermentacao da
lactose.

Consumo de lactose com consequente produgéo de
acido lactico suficiente para coagular o leite.

Coagulacao resultante da acdo de enzimas proteoliticas
que atuam sobre a caseina.

Hidrélise da caseina como resultado da atividade de
enzimas proteoliticas, resultando na producéo de
amonia.

Utilizacao do citrato resultando na produgéo de reagao
alcalina.

Fonte: adaptado de Harrigan (1998).
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4.5.5 Avaliacao da producao de diacetil

A avaliacdo da producao de diacetil pelas estripes de Enterococcus
avaliadas foi adaptada do método de Barrit (1936) citado por Harrigan (1998). Em
tubos de ensaio estéreis foram adicionados 1 ml de alcool etilico (96%), 0,2 ml de
NaOH (40%), 0,6 ml de a-naftol em solugcédo alcodlica (5%) e 2,5 ml de cultura
reativada em caldo BHI (352 C por 18 a 24 horas). As culturas foram incubadas a
35 °C por até 120 minutos, considerando-se como resultado positivo, o
desenvolvimento de coloracdo vermelha na superficie do meio. A cepa comercial
de Lactobacillus helveticus (Ezal®) foi utilizada como controle positivo e a cultura
mista de Lactococcus lactis e Lactococcus cremoris (R-704, CHR Hansen®), foi

utilizada como controle negativo.

4.6 Avaliacao do espectro de atividade antimicrobiana de isolados nao
patogénicos

O espectro de atividade antimicrobiana foi avaliado para dez culturas de
Enterococcus faecium que nado apresentaram nenhuma determinante de
viruléncia, representando um isolado de cada amostra de queijo e selecionado
aleatoriamente, foram testadas contra seis culturas patogénicas relacionadas a
contaminacao de produtos lacteos.

As culturas patogénicas foram: Bacillus cereus R1-132, Bacillus cereus
E1-048, Listeria monocytogenes E1-007, Listeria monocytogenes C1-030,
Staphylococcus aureus E1-090 (isoladas de produtos lacteos, pertencentes a
Colecao de Culturas do Laboratério de Higiene do DTA-FEA/ UNICAMP) e
Staphylococcus aureus ATCC 6539.

A sensibilidade das culturas patogénicas aos Enterococcus foi avaliada
utilizando-se o método de difusdo em agar proposto por Nascimento et al. (2010).
As culturas patogénicas reativadas em caldo BHI (a 35 °C por 18 a 24 h)
(GONZALEZ et al., 2007). As culturas de B. cereus e S. aureus foram inoculadas
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na proporcao de 1% (0,2 ml) em agar tripticase de soja (TSA, Difco, Sparks, EUA)
semi-sélido (0,9% de &gar), adicionado de 2% de B-glicerofosfato de sédio (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e, para as culturas de L. momocytogenes, inoculou-se a
mesma propor¢ao de cultura, no mesmo meio de cultura suplementado com 0,6%
de extrato de levedura. Nas placas contendo os agares inoculados foram feitos até
cinco orificios de 5 mm de didmetro, aos quais foram adicionadas aliquotas de 50
ul dos sobrenadantes das culturas de enterococos. Os sobrenadantes das culturas
de enterococos reativadas em caldo MRS (35 °C por 18 a 24h) foram obtidos por
centrifugacédo a 7500 xg /15 minutos a 4°C (Centrifuga J2-21 Beckman, Palo Alto,
EUA). Apé6s a centrifugacdo os sobrenadantes tiveram seu pH corrigido para 6,5
com NaOH 1 M (Merck, Darmstadt, Alemanha), para entdo serem centrifugados
em membrana de 0,22 uM (TPP, Su). As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h
e a leitura dos halos de inibicao foi realizada com o auxilio de uma régua, sendo
obtida a meédia dos halos de inibicdo, dos ensaios realizados em ftriplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.11dentificacao das espécies de Enterococcus spp

Entre os 150 isolados caracterizados bioquimicamente para o género
enterococos, através da técnica molecular da PCR, identificou-se a presenca de
90,0% (135/150) E. faecium, 2,7% (4/150) E. faecalis e 7,3% (11/150) nao
identificadas para os primers disponiveis. A Figura 3 ilustra o perfil da eletroforese
obtido com os produtos da PCR especificos para identificar as espécies
E. faecium e E. faecalis.

Em relacdo as amostras de queijos de coalho avaliadas (Figura 4) foi
possivel verificar a distribuicido da espécie E. faecalis em 4 das 14 amostras de
queijos, com 3 isolados provenientes de queijos da regido do Vale do Jaguaribe e
1 isolado proveniente dos Sertdbes Cearenses. Em 5 amostras de queijos de
coalho foi caracterizada apenas a espécie E. faecium para todos os isolados,
sendo 1 das amostras proveniente da Regido dos Sertdes Cearenses.

A predominancia da espécie E. faecium entre enterococos isolados de
diversos tipos de queijos também foi verificada em outro estudos, onde constatou-
se a presenca dessa espécie em mais de 60 % dos isolados (ANDRADE, 2009;
FERNANDES, 2010; GOMES et al., PERRI, 2010).

Em queijos de coalho, Perri (2010) observou a presenca de 84,0%
(136/162) de E. faecium, 0,6% (1/162) de E. faecalis e 15,4% (25/162)
pertencentes a outras espécies do género Enterococcus spp. Resultados similares
foram obtidos por Andrade (2009), que isolou Enterococcus spp em amostras de
queijos da Serra da Canastra, onde foi identificada a presenca de 82,3% (121/147)
E. faecium, nenhum isolado de E. faecalis e 17,7% (26/147) de Enterococcus sp.

Em outros estudos realizados por Fernandes (2010), que isolou
enterococos de ricota e por Gomes et al. (2008), que isolaram enterococos de
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diversas tipos de queijos, apesar da predominancia da espécie E. faecium,
observou-se maior incidéncia da espécie E. faecalis que foi identificada em 20,6%
(28/136) e 28,3% (41/145) dos isolados de Enterococcus spp, respectivamente.

A predominancia da espécie E. faecium nos queijos de coalho, pode ser
um fator indicativo de resisténcia desta espécie a condi¢cdes de estresse. Estas
condi¢cbes sao desenvolvidas ao longo do processamento, e podem acarretar na
morte da populacdo sensivel e selecdo da populacdo resistente. Os principais
fatores que influenciam nesta selecao sao: higiene de equipamentos, ambiente e
manipuladores, tratamento térmico, variacdo do pH e adicdo de sal (FRANZ e
HOLZAPFEL, 2006; GIRAFFA, 2002). Assim, diante dos fatores apontados
acredita-se na maior resisténcia da espécie E. faecium comparada as demais

espécies de Enterococcus sp presentes em queijos.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

941 pb
550 pb

100 pb

Figura 3 — Foto do gel de agarose para a identificagao das espécies por PCR. 01 e 12) Marcador
100 bp; 02) E.faecium ATCC 6569; 03) Isolado 138: E. faecium ; 04) isolado 139: E. faecium; 05)
controle negativo para E. faecium: sem DNA ; 06) isolado nao identificado como E. faecium; 07) E.
faecalis ATCC 7080; 08) Isolado 64: E. faecalis; 09) Isolado 87: E. faecalis; 10) controle negativo
para E. faecalis: sem DNA; 11) isolado n&o identificado para E.faecalis.
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Figura 4 - Distribuicdo das espécies dos 150 isolados de Enterococcus das amostras de queijo de
coalho.

Ao se comparar a identificacdo das espécies pelo teste bioquimico do
sistema API 20 STREP, realizado por Carvalho (2007) com a técnica molecular da
PCR, observou-se uma discordancia de 25,8% para 31 isolados avaliados pelos
dois métodos, conforme demonstrado na Tabela 8. Foi verificado que de 5
isolados caracterizados como E. faecium por PCR, 3 foram caracterizados como
E. faecalis e 2 como E. durans no sistema API. Dois isolados caracterizados
como E. faecalis por PCR, foram caracteriados como E. faecium no sistema APl e
um isolado caracterizado como E. faecalis neste método, ndo foi caracterizado

para esta espécie por PCR.

Em relacao a avaliacao dos isolados da Regidao dos Sertées Cearenses
e do Vale do Jaguaribe 33,3% (2/6) e 24,0% (6/25) apresentaram resultados
discordantes respectivamente. Nos isolados caracterizados para a mesma espécie
pelas duas técnicas utilizadas, 91,3% (21/23) pertenciam a espécie E. faecium e
8,7 % (2/23) a espécie E. faecalis.
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Resultados discordantes entre 0 método bioquimico no sistema APl 20
STREP e a técnica molecular da PCR, com amplificacdo de fragmentos dos genes
ddlIe faecium € ddlg mecaiiss cOM primers estabelecidos por Dutka-Malen et al. (1995)

também foram observados em outros estudos.

Gomes et al. (2007) comparam as duas técnicas na identificacao de 52
isolados provenientes de diversos alimentos, encontrando discordancia na
identificacado de 78,9 % (41/52) dos isolados. Ja Velasco et al. (2004) obteve 8,9%
(11/123) de discordancia entre os dois métodos utilizados na identificagdo de

isolados de origem clinica.

Winston et al. (2004) compararam o método APl 20 STREP, com o
método de identificacdo molecular de enterococos por eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE) para 46 isolados clinicos de enterococos resistentes a
vancomicina. Entre os 46 isolados identificados molecularmente como E. faecium,
91,3% (42/46) foram discordantes pelo sistema APl 20 STREP.

A identificacdo fenotipica das espécies de enterococos pelo sistema
APl 20 STREP baseia-se na diferenciacdo de 20 provas bioguimicas
proporcionadas pela atividade enzimatica dos Strepetococcus spp e Enterococcus
spp (TILLOTSON, 1981; WINSTON et al., 2004). De acordo com os estudos
abordados, a identificacdo por este sistema nao é efetiva para se diferenciar
espécies de Enterococcus sp que nao sejam E. faecalis, uma vez que as espécies
de enterococos em geral apresentam caracteristicas fenotipicas bastantes
similares (GOMES et al., 2007; VELASCO et al., 2004; WINSTON et al., 2004).

Assim, os métodos de identificacdo fenotipica de enterococos devem
ser sempre complementados por métodos genotipicos de identificacdo molecular
como a aplificacdo de fragmentos especificos por PCR, seqlienciamento da regido
do RNAr 16s, métodos de hibridizacao, fingerprint, como o PFGE, entre outros
(DOMIG, MAYER e KNEIFEL, 2003).
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Tabela 8 - Comparagao da ldentificagdo das espécies do género Enterococcus pelas andlises de
fermentacéo de carboidratos (API20) e amplificacdo de genes por PCR.

Regiao Queijo Numero do API? PCR
isolado
Sertoes QC7 75° E. faecalis E. faecium
Cearences QC7 81 E. faecium E. faecium
QC7 83 E. faecium E. faecium
QCs8 87 E. faecalis E. faecalis
Qcs 8g° E. faecium E. faecalis
QC13 137 E. faecium E. faecium
Vale do QCH1 10 E. faecium E. faecium
Jaguaribe QC4 39° E. faecalis E. faecium
QC6 63 E. faecium E. faecium
QC6 74 E. faecium E. faecium
QC9 92 E. faecium E. faecium
Qc9 93° E. faecalis ¢
QC9 94 E. faecium E. faecium
QC9 95° E. durans E. faecium
QC9 100 E. faecium E. faecium
QC9 102° E. faecium E. faecalis
QC9 103 E. faecium E. faecium
QC9 104 E. faecium E. faecium
Qc10 105° E. faecalis E. faecium
QC10 106 E. faecium E. faecium
QC10 111° E. durans E. faecium
QC11 116 E. faecium E. faecium
QC11 117 E. faecium E. faecium
QC11 119 E. faecium E. faecium
QC11 121 E. faecium E. faecium
QC11 123 E. faecium E. faecium
QC11 124 E. faecium E. faecium
QC12 128 E. faecalis E. faecalis
QC12 130 E. faecium E. faecium
QC14 143 E. faecium E. faecium
QC14 146 E. faecium E. faecium

1solados que foram caracterizados para espécie pelo sistema API 20 STREP por Carvalho (2007).
® |solados com resultados diferentes para a identificacdo das espécies pelos métodos APl e PCR.
¢ Espécie nao identificada para primers de E. faecium e E. faecalis.
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5.2 Avaliacao da resisténcia a antibiéticos

Dentre os 150 isolados de enterococos avaliados neste estudo, foi
possivel verificar o perfil de resisténcia a antibidticos de 129 isolados, uma vez
que ndo houve crescimento dos demais 21 isolados em agar Mueller-Hinton
(recomendado pelo método estabelecido pelo NCCLS, 2003). Os 129 isolados de
enterococos avaliados foram previamente caracterizados por PCR como

E. faecium (114), E. faecalis (4) e Enterococcus spp (11).

A resisténcia dos isolados de enterococos pelo método de disco-difusdo
foi observada para quatro dos sete antibiéticos avaliados. De acordo com o perfil
de resisténcia demonstrado na Figura 5, os isolados avaliados apresentaram
resisténcia aos seguintes antibidticos: 16,3% (21/129) a eritromicina, 13,2%
(17/129) a tetraciclia, 0,8% (1/129) a teicoplanina e vancomicina. Resisténcia
intermediaria foi observada para os antibiéticos eritromicina e norfloxacina em
65,1% (84/129) e 3,9% (5/129) dos isolados, respectivamente.

Para os isolados de E. faecium 17,5% (20/114) foram resistentes a
eritromicina, 10,5% (12/114) a tetraciclina e 0,9% (1/114) a teicoplanina e a
vancomicina. Para os isolados de E.faecalis, 75 % (3/4) foram resistentes a
tetraciclina. Entre os demais isolados de Enterococcus spp 18,2% (2/11) e 9,1%

(1/11), apresentaram resisténcia a eritromicina e tetraciclina respectivamente.
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Figura 5 - Perfil de resisténcia dos 129 isolados de enterococos avaliados pelo teste de disco-
difusdo. Antibidticos: ampicilina (amp), cloranfenicol (clo), eritromicina (eri), norflixacina (nor),
teicoplanina (tec), tetraciclina (tet), vancomicina (van).

Em relacdo a regido de producdo dos queijos de coalho, na Tabela 9
verificou-se que todas as amostras de queijos apresentaram enterococos com
perfil intermediario de resisténcia para o antibiético eritromicina, porém, apenas 0s
isolados de queijos de coalho da regido do Vale do Jaguaribe foram resistentes a
este antibiotico.

A resisténcia a tetraciclina pode ser observada em 66,7% (2/3) e 37,4%
(4/11) isolados de queijos das regides dos Sertdes Cearenses e Vale do Jaguaribe
respectivamente. Os Unicos isolados que apresentaram resisténcia a vancomicina
e a teicoplanina sao originarios da amostra QC5, proveniente da regido do Vale do

Jaguaribe.
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Tabela 9 - Perfil de isolados resistentes e intermediariamente resistentes nas amostras de queijos

de coalho.
Antibiético
Queijo eritromicina norfloxacina  teicoplanina tetraciclina vancomicina
I R I R I R | R I R
(%) (%) (R (%)’ (%) (R (R (%) (%) (%)
Vale do Jaguaribe
Qci 11 1 3 0 0 0 0 0 0 0
(91.7)  (83) (25 (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Qc2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0
(154) (154)  (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Qc3 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
41,7y (41,7 (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Qc4 4 5 1 0 0 0 0 0 0 0
(36,4) (455 (9.1)  (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Qcs 8 0 0 0 0 1 0 0 0 1
(80,00  (0) (0) (0) (0) (10,00  (0) (0) (0)  (10,0)
Qcs 9 2 0 0 0 0 0 5 0 0
(75,00 (16,7)  (0) (0) (0) (0) 0) 417) (0 (0)
Qco 5 1 0 0 0 0 0 2 0 0
(55.6) (11,1)  (0) (0) (0) (0) 0 (222 (0 (0)
Qc10 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(833) (16,7)  (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
QC11 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(77,8)  (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Qc12 5 3 0 0 0 0 0 1 0 0
(62,5 (37,5  (0) (0) (0) (0) 0 (125 (0 (0)
QC14 4 1 0 0 0 0 0 1 0 0
(66,7) (16,7)  (0) (0) (0) (0) 0 (167 (0 (0)
Sertoes Cearenses
Qc7 11 0 1 0 0 0 0 7 0 0
(100) (0) 9,1) (0 (0) (0) (0) (636) (0 (0)
Qcs 5 0 0 0 0 0 0 1 0 0
(100) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (20,00 (0) (0)
Qc13 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(60,00  (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)

® Total de isolados com perfil de resisténcia intermediaria (l) e resistente (R) relacionados com o
percentual de isolados avaliados em cada amostra de queijo entre parénteses.

Os resulatdos apresentados apontam a eritromicina como o antibiético com

maior perfil de resisténcia entre os antibidticos testados, para o qual apenas

18,6% (24/129) dos isolados foram sensiveis a mesma.

Outros estudos realizados com enterococos de origem alimentar apontam

tanto a eritromicina quanto a tetraciclina como os antibiéticos menos eficazes no

tratamento contra enterococos. Togay et al. (2010) observaram resisténcia

40



Resultados e discussao

respectivamente de 14% e 32% para a eritromicina e tetraciclina entre 84 isolados
de enterococos obtidos de queijos, embutidos e azeitonas na Turquia.

Por sua vez Nam et al. (2009) relataram a resisténcia tanto a
eritromicina quanto a tetraciclina em mais de 50% dos isolados provenientes de
leites de vacas com quadro clinico de mastite. Kasimoglu-Dogru e Ayas (2010)
relataram a incidéncia de resisténcia a estes dois antibiéticos em todos os 83

isolados de enterococos avaliados, provenientes de carne de frangos.

A resisténcia aos antibidticos eritromicina e tetraciclina pode ser
justificada através da associacdo do uso intensivo destes na criagdo animal,
especialmente de gado leiteiro, onde sdo amplamente utilizados no tratamento da
mastite (ANDREOTTI; NICODEMO, 2004). O wuso indiscriminado destes
antibiéticos acarreta na selecao de cepas que possuem genes codificadores que
conferem mecanismos de resisténcia a diversas classes de antibidticos (FRANZ;
HOLZAPFEL, 2006; GIRAFFA, 2002).

Um dos principais problemas da resisténcia a antibiéticos adquirida por
enterococos esta relacionado a capacidade de transferéncia desta resisténcia a
micro-organismos conhecidamente patogénicos, como Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes via ferombnios mediadores, plasmideos conjugativos ou
transpossons. Esta capacidade de transferéncia e aquisicao de resisténcia facilita
a selecao destes micro-organismos nos produtos, podendo acarretar na maior
incidéncia de patogenias relacionadas aos mesmos (FRANZ e HOLZAPFEL,
2006; GIRAFFA, 2002).

Apesar da incidéncia de resisténcia a quatro dos sete antibidticos avaliados,
observou-se multipla resisténcia em apenas um E. faecium nos 129 enterococos

avaliados, o qual apresentou resisténcia tanto a tetraciclina quanto a eritromicina.

Resulatdos similares foram obtidos por Mannu et al. (2003) que observaram
susceptibilidade de enterococos isolados de produtos lacteos a praticamente todos
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os antimicrobianos avaliados, com resisténcia multipla observada apenas para

isolados de origem clinica.

Estes resultados sao controversos aos observados por Fernandes
(2010), que observou resisténcia a multiplos antibiéticos em todos os isolados de
enterococos provenientes do processamento de ricota. Nan et al (2010) também
observaram na maior parte dos isolados de enterococos provenientes de leites de

vacas com mastite, foram resistentes a pelo menos dois ou trés antibiéticos.

Os antibiéticos ampicilina e cloranfenicol demonstraram-se efetivos no
tratamento contra todos enterococos avaliados neste estudo. A efetividade da
ampicilina no tratamento contra enterococos também foi observada por Mannu et

al. (2003) e Nan et al.(2010) em isolados de origem lactea.

Os resultados de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de
enterococos provenientes de queijos de coalho indicam relativa similaridade com
outros estudos realizados com isolados de origem lactea. Embora a multipla
resisténcia e a resisténcia a vancomicina tenham sido observadas para apenas
um isolado de E. faecium cada, € importante salientar que esta resisténcia pode
ser adquirida pelas culturas e que associadas a outros fatores de viruléncia podem
tornar-se um fator indicativo da prevaléncia de culturas patogénicas de

enterococos.
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5.3Fatores fenotipicos de viruléncia

O perfil de expressdo fenotipica de viruléncia dos isolados de
enterococos apresentados na Figura 6 revela que 38,0% (57/150) dos isolados
apresentaram atividade B-hemolitica ou geletinase positiva. A atividade pB-
hemolitica foi observada em 36,7% (55/150) dos isolados, sendo 36,3% (49/135)
dos E. faecium e 50,0% (2/4) dos E. faecalis. A atividade gelatinase positiva foi
observada em 3,3% (5/150) dos isolados, sendo quatro isolados caracterizados
como E. faecium e um isolado como Enterococcus spp. Trés isolados
apresentaram simultaneamente atividade B-hemolitica e gelatinase sendo 1,5%
(2/135) dos isolados de E. faecium e 9,1% (1/11) dos isolados de Enterococcus
spp.-

Ao se analisar os perfis de expressao fenotipica de viruléncia nas 14
amostras de queijos de coalho apresentados na Tabela 10 observaram-se a
presenca de isolados com atividade B-hemolitica ou gelatinase positiva em todas
as amostras de queijo. Os resultados do teste de atividade B-hemolitica merecem
detaque, pois se observou positividade para 92,9% (13/14) das amostras de
queijo.

A distribuicao das atividades fenotipicas de viruléncia demonstra que as
trés culturas que apresentaram simultaneamente as atividades gelatinase e
B-hemdlise foram isoladas das amostras de queijo QC5 e QC7, provenientes,
respectivamente, das regides do Vale do Jaguaribe e Sertdbes Cearenses. Nestas
amostras também destaca-se a incidéncia de atividade B-hemolitica em 92,3%
(12/13), 75 % (9/12) dos isolados dos queijos QC5 e QC7, respectivamente.
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Figura 6 - Perfil de expressdo fenotipica das espécies de enterococos isoladas das amostras de
queijos de coalho.

Tabela 10 — Relacao dos perfis de expressao fenotipica dos isolados de cada amostra de queijo de
coalho provenientes das regides do Vale do Jaguaribe e Sertbes Cearenses

Queijo Total (%)° Atividade hemolitica Gelatinase
Vale do Jaguaribe
QC1 2(16,7) B _
QC2 1.(7,7) Y +
QC3 1 (8,3) B -
QC4 5(41,7) B -
QC5 10 (76,9) B -
2 (15,4) B +
QC6 5 (41,7) B -
QC9 5 (38,5) B -
QC10 1 (10,0) B -
QC11 4 (36,4) B -
QC12 3(27,3) B -
QC14 3 (33,3) B -
Sertoes Cearenses
QC7 8 (66,7) B -
1(8,3) Y +
1(8,3) B +
QcCs8 1 (20,0) B -
QC13 4 (80,0) B -

a) Total de isolados que apresentaram o perfil fenotipico positivo ou negativo de hemolisina e
gelatinase e percentual (%) em relagdo ao total de isolados por amostra de queijo.
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A gelatinase e a B-hemodlise sdo determinantes fenotipicos de viruléncia
comumente observadas em enterococos, por estarem relacionadas com o
desenvolvimento de processos infecciosos em pacientes imunodeprimidos
(FRANZ; HOLZAPFEL, 2006).

A gelatinase esta relacionada a hidrélise de uma série de peptideos
biolégicos, sendo responsavel pelo aumento da patogenicidade em modelos
animais. Ja a atividade B-hemolitica esta geralmente relacionada a citolisina que
se trata de uma toxina capaz de aumentar a viruléncia através da evasao da
resposta imune do hospedeiro (FRANZ; HOLZAPFEL, 2006).

A expressao fenotipica da gelatinase e B-hemdlise sao fatores de
viruléncia mais frequentemente associados a isolados de origem clinica, porém,
alguns estudos também evidenciaram estes fatores associados a isolados de
origem alimentar. Eaton e Gasson (2001) observaram a presenca dos genes de
viruléncia cyl e gelE, geralmente relacionados, respectivamente, a 3-hemdlise e a
gelatinase para isolados de diversos tipos de alimentos, com expressao desses
fatores para os isolados de E. faecalis.

Semedo et al. (2003a), observaram atividade B-hemolitica em 6% (6/96)
dos isolados de origem alimentar, e a presenca dos genes de cyl em 70% desses
isolados. Ja Fernandes (2010) verificou a presenca de atividade B-hemolitica para
89,4 % (59/66) e nenhuma atividade gelatinase dos isolados de enterococos

provenientes do processamento de ricota.

De acordo com Franz e Holzapfel (2006) Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis sdao as espécies mais frequentemente associadas,
respectivamente, a bacteremia e infeccées hospitalares, mas a expressdao dos
fatores viruléncia esta predominantemente relacionada aos E. faecalis. O presente
estudo confirma a predominancia da atividade 3-hemolitica para os isolados de E.
faecalis, porém, a atividade gelatinase foi observada apenas para os E. faecium.
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A presenca dos fatores fenotipicos de viruléncia nos isolados de
E. faecium avaliados pode estar relacionada a capacidade dos enterococos de
transferirem e adquirirem determinantes de viruléncia por conjugacao natural dos
plasmideos (EATON; GASSON, 2001). Este também pode ser um indicativo da
maior incidéncia de fatores de viruléncia recentemente associados a isolados de
origem clinica em isolados de origem alimentar, especialmente os de origem

lactea.

Os resultados deste estudo tornam-se especialmente preocupantes em
relacdo a atividade B-hemolitica uma vez que a maior parte da expressao deste
fendtipo esta relacionada a infecgbes parenterais que representam o principal fator
de risco associado a morte por enterococos de origem clinica (FRANZ;
HOLZAPFEL, 2006).

5.4Fatores genotipicos de viruléncia

Os fatores genotipicos de viruléncia: adesinas de colageno (ace),
substancias de agregacao (as), citolisinas (cylA, B e M), adesinas de parede
celular (efaA), proteinas de superficie (esp), gelatinase (gelE) e resisténcia a
vancomicina (vanA) foram analisados nos 150 isolados de enterococos,
caracterizados como E. faecium (135), E. faecalis (4) e Enterococcus spp (11). O
perfil da eletroforese dos fragmentos dos genes obtidos por PCR das cepas

utilizadas como controle positivo é apresentado na Figura 7.

Na PCR dos genes de viruléncia avaliados, observou-se na eletroforese
de alguns isolados, a formagdo de bandas de mesmo tamanho que os controles
positivos com os seguintes perfis: bandas nitidas e bandas pouco nitidas, sendo
consideradas, respectivamente, positivas e duvidosas para os genes avaliados.

Na Figura 8, observa-se um perfil de eletroforese com bandas

consideradas nitidas, pouco nitidas e negativas para a multiplex PCR dos genes
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gelE e cyB . Observa-se nas canaletas 03, 04 e 07 a presencga das bandas nitidas
€ menos espessas que o controle positivo para o gene gelE, consideradas
positivas para este gene. Nas canaletas 06 e 08, observa-se a presenca de
bandas de mesmo tamanho que o fragmento do gene gelE, porém, com pouca
nitidez, por tanto consideradas duvidosas. Ja nas canaletas 05 e 09 nao foi
observada a formacao de bandas para nenhum dos genes avaliados.

01 02 03 04 05 o6 07 08 09 10 11 12

100 pb

Figura 7 — Foto da eletroforese do gel de agarose para a identificacdo dos genes de viruléncia por
PCR. 01 e 12) marcador 100 pb; 02) E.faecalis 341: ace"; 03) E.faecalis 574: as™; 04) E.faecalis
341: efaA™; 05) E.faecalis 594: esp’; 06) E.faecium 329/99: vanA*; 07) Multiplex PCR de E.faecalis
ATCC 29212: cylA*, cyM™; 08) Multiplex PCR de E.faecalis ATCC 29212: gelE*, cyB*;09, 10 e 11)
canaletas livres, sem DNA.

01 02 03 04 05 06 07 08 09

419 pb

100 pb

Figura 8 — Foto da eletroforese do gel de agarose da multiplex PCR para a identificagdo dos genes
gelE e cyB,01) Marcador 100 pb. 02) E. faecalis ATCC 29212: controle positivo para cyB e gelE.
03, 04 e 07) Isolados de E. faecium que demonstraram perfil de bandas consideradas nitidas para
0 gene gelE; 06 e 08) Isolados de E. faecium que demonstraram perfil de bandas pouco nitidas
para o gene gelE; 05) e 09) Isolados de E. faecium considerados negativos para os genes cyB e
gelE.
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A distribuicdo dos genes de viruléncia nas espécies disposta na Tabela
11 revela que para quase todos os genes avaliados, observou-se a incidéncia de
bandas pouco nitidas, com excecdo do gene as, no qual todos os isolados

avaliados foram considerados negativos.

Os genes, cylA, cyM e gelE foram os Unicos genes que apresentaram
perfil de bandas pouco nitidas superior ao perfil de bandas nitidas, sendo para o
gene gelE observada a incidéncia de bandas pouco nitidas para 28% (42/150) dos
isolados de enterococos avaliados.

A maior incidéncia de bandas pouco nitidas foi observada para os

isolados de E. faecium e Enterococcus spp, nos quais 7 e 5 dos 9 genes
avaliados, respectivamente, apresentaram isolados com bandas neste perfil. Para
os isolados de E. faecalis apenas um isolado apresentou a formag¢do de banda
pouco nitida para o gene ace.
A formacao de bandas com pouca nitidez no gel de agarose pode ser influenciada
por uma série de fatores que condicionam a técnica da PCR. Estes fatores podem
estar relacionados a concentracéo dos reagentes utilizados na PCR, concentracao
e pureza do DNA, temperaturas e quantidades de ciclos utilizados na reacéo, e
pelos primers utilizados para se amplificar a sequéncia desejada (MADIGAN et al,
2008; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001).

De acordo com Matioli e Passos-Bueno (2001) os principais fatores que
podem influenciar na PCR séo as concentragées de DNA e MgCl,, temperatura de
anelamento e sequéncias dos primers utilizados. Observa-se que as sequéncias
dos primers utilizados neste estudo para se avaliar os genes de viruléncia foram
desenhadas baseadas em sequéncias unicas de E. faecalis (EATON; GASSON,
2001; HEATON et al., 1996; MANNU et al., 2003; NALLAPAREDDY et al., 2000).

Quando os primers sdo desenhados a partir de uma Unica sequéncia,
regides do gene consideradas variaveis entre sequéncias de diversos organismos
podem ser inseridas nas sequéncias destes primers. Assim, as regides nao

variaveis podem nao hibridizar ou hibridizar parcialmente no DNA de outros micro-
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organismos que possam conter os genes, acarretando na amplificacdo de pouco
ou nenhum produto do gene avaliado (MADIGAN et al, 2008; MATIOLI; PASSOS-
BUENO, 2001).

Por tanto, uma hipotese para o aparecimento de bandas pouco nitidas
pode estar relacionada aos primers, uma vez que estes foram desenhados a partir
de sequéncias de E. faecalis e a maior parte dos micro-organismos que
apresentaram este problema séo E. faecium e outros Enterococcus spp.

Embora a hip6tese relacionada aos primers utilizados na amplificacao
dos genes possa ser aceita, ndo se pode afirmar que o0s enterococos que
apresentaram bandas pouco nitidas possuem os genes de viruléncia avaliados.
Uma vez que esta amplificacdo possa estar relacionada a baixa especificidade
destes primers aos reagentes da reagdao que geraram resultados “falso-positivos”
(FANTINATTI; OLIVEIRA, 2008).

A presenca de resultados falso-positivos ou geracao de bandas pouco
nitidas na PCR podem estar relacionadas a contaminag¢des durante a manipulacao
da reacao ou a geracao de amplificacao inespecifica (GORSKI; CSORDAS, 2010).

As contaminagdes do DNA e dos produtos utilizados na PCR séao
geradas durante a manipulagdo na PCR e podem ser controladas por cuidados na
manipulacdo e confirmada pelo uso de controles negativos para cada reacao, o
que foi utilizado para este trabalho. A geracdo de bandas inespecificas esta
relacionada a ligacédo involuntaria dos primers entre si (formando dimeros) com
outras sequéncias presentes na sequéncia, concentracoes de primers e MgCl. na
reacdo. A formacédo de dimeros e ligacdo com outras partes da sequéncia podem
ser inibidas pelo uso de primers mais especificos e de DNA polimerase “hotstart”.
Os demais fatores estao relacionados a fatores de padronizacao de cada PCR,
tempos muito prolongados de anelamento podem gerar bandas inespecificas mas
tempos muito curtos podem impedir que os primers se anelem nas sequéncias
acarretando na geragéao de pouco produto.(GORSKI; CSORDAS, 2010).
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Para se afirmar que os enterococos realmente possuem o0s genes,
pode-se complementar a técnica da PCR com outras técnicas moleculares como a
hidridizacdo southern blot ou dot blot, ou com o sequenciamento da regido
amplificada (FARBER et al, 2001; MADIGAN et al, 2008). Por serem técnicas
dificieis de padronizar ou onerosas, neste estudo optou-se por sequenciar 0s
produtos da reacdo do gene gelE para alguns eneterococos, por este ser o gene

que mais frequentemente formou bandas pouco nitidas.

Tabela 11 - Distribuicdo dos genes de viruléncia de E.faecium, E.faecalis e Enterococcus spp.

Espécie Bandas® ace® cylA® cyB® cyM® efaA® esp” gelE® vanA’
E.faecium + 13 1 4 1 22 22 19 4 (3,0)
(9,3) (0,7) (3,0) (0,7) (16,3) (16,3) (14,1)
+- 0 (0) 8 1 8 5(37) 7(52) 40 2(1,5)
(5,9) (0,7) (5,9) (29,6)
Total 13 9 5 9 27 29 59 6 (4,5)
(93) (6,6) (3,7) (6,6) (20,00 (21,5 (43,7)
E.faecalis + 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 4 1 0 (0)
(25,0) (50,00 (100)  (25,0)
+- 1 0(0) 0(0 0() 0() 0( 0( 0(0)
(25,0)
Total 2 0(0 0() 0( 0(0) 4 1 0 (0)
(50,0) (100)  (25,0)
Enterococcus + 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 1(9,1) 4 2 0 (0)
spp (36,4) (18,2)
+- 1(9,1) 1 0 (0) 1 2 0 (0) 2 0 (0)
(9,1) (9,1) (18,2) (18,2)
Total 1(9,1) 1 0 (0) 1 3 0(0) 4 0(0)
(9,1) (9,1) (27,3) (36,4)
Geral + 14 1 4 1 25 30 22 4
93 (7 (27 (0,7 (16,7) (20,00 (147) (2,7)
+/- 2 9 1 9 7 7 42 2
(1,3) (6,00 (0,7) (6,00 (47) (47) (28,00 (1,3)
Total 16 10 5 10 32 37 64 6 (4,0)

(107) (6,7 (34) (6,7) (21,3) (24,7) (42,7)

® Total de isolados que apresentaram o perfil de bandas e sua relacdo percentual, entre
E)arénteses.

Perfil de bandas com fragmento de mesmo tamanho do esperado para o gene avaliado, nitidas
(+) e pouco nitidas (+/-)
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Ao se analisar a distribuicdo apenas dos perfis de bandas nitidas
disposto na Tabela 11, observa-se que para os isolados de E. faecium houve
maior distribuicdo dos genes de viruléncia quando comparado aos isolados de
E. faecalis ou Enterococcus spp. Para os trés grupos das espécies de enterococos
houve a incidéncia dos genes efaA, esp e gelE.

Para os isolados de E. faecium 16,3% (22/135) foram positivos para os
genes efaA e esp, e 14,3% (19/135) para o gene gelE. Entre os isolados de
E. faecalis 25%, 50% e 100% dos quatro isolados avaliados foram
respectivamente positivos para os genes gelE, efaA e esp.

O gene ace foi positivo para 9,3% (14/150) dos isolados, distribuidos
em 9,6% (13/135) dos E. faecium e 25,0% (1/4) dos E. faecalis. Os genes
determinantes das citolisinas (cy/A, B e M) e da resisténcia a vancomicina (vanA),
foram positivos apenas para isolados de E. faecium. Destes, 3,0% (4/135)
apresentaram o0s genes cyB e vanA, e apenas um isolado foi positivo para os
genes cylA e cyB.

Os resultados detalhados referentes as determinantes de viruléncia
apresentados no Apéndice A revelaram que dos 150 isolados avaliados, 54,0%
(81) apresentaram resultados negativos para todas as determinantes genéticas de

viruléncia avaliadas.

Nos 69 isolados que apresentaram determinantes genéticas de
viruléncia com perfis de bandas nitidas ou pouco nitidas, observou-se a presenca
de multiplas determinantes genéticas de viruléncia para 28,7% (43/150) dos
isolados, conforme os perfis apresentados na Tabela 12.

Os multiplos determinantes genotipicos de viruléncia foram observados
em 27,4% (37/135) dos E. faecium, 75% (3/4) dos E. faecalis e 27,3% (3/11) dos
Enterococcus spp. Destacam-se dois isolados de E. faecium que apresentaram
simultaneamente 5 e 6 determinantes genotipicos de viruléncia. Para os isolados
de E. faecalis, observou-se que todos os isolados apresentaram simultaneamente
0S genes esp e efaA.
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Tabela 12 — Distribuicdo dos perfis de multiplos determinantes de viruléncia nos isolados de

E. faecium, E. faecalis e Enterococcus spp

Total (%)?
E.faecalis 128
87
102
Total (%)?
Enterococcus 93

ace’, efaA ", esp’, gelE*
ace”", efah*, esp’
efaA*, esp'

Espécie Isolados Total (%) ° Determinantes genotipicos de
viruléncia
E.faecium 01 1(0,7) ace’, efaA ", esp’, gelE”,
49 1(0,7) ace’, cylA* B"" M*, efaA *, gelE*
65, 130, 134 3(2,2) ace’, efaA ", esp’, gelE”
75, 76,77, 78 4 (3,0) ace’, efaA *, esp’, gelE*"
67, 1(0,7) ace', efaA*, gelE”
79,103 2(1,5) ace', efaA*, esp*
141 1(0,7) efaA*, esp', gelE”
116 1(0,7) cyB*, esp’, gelE*
39, 41 2(1,5) efaA*, esp’, gelE”
104 1(0,7) ace’, efah *", gelE*
08, 17, 35, 46, 47, 80 6 (4,4) cylA™", M, gelE™"
66, 1(0,7) efaA *, gelE*
125 1(0,7) esp’, gelE”
06, 56 2(1,5) cyIA*", M
117,118 2(1,5) cyB", gelE*
72 1(0,7) gelE™", vanA*
69 1(0,7) esp”", gelE™"
146 1(0,7) esp’, geE™"
107 1(0,7) efaA”, esp"
95 1(0,7) efaA*, esp*”
131 1(0,7) efah*", esp
143 1(0,7) efah*", gelE"
96 1(0,7) efaA *", esp*”
37
1(
1(
1(
3 (
1(

spp
45
119
Total (%)°
Total geral
(%)

ace”, efaA*, esp*

ace”", efaA*, esp*
esp', gelE*

Isolados com multiplas determinantes genéticas de viruléncia, considerando-se o perfil de bandas
com fragmento de mesmo tamanho do esperado para o gene avaliado, nitidas (+) e pouco nitidas

(+/-).

? Relacdo do total de isolados de cada espécie com muiltiplas determinantes de viruléncia e sua

relagédo percentual entre parénteses.
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O perfil detalhado de distribuicdo dos genes de viruléncia disposto no
Apéndice A indica que o queijo QC7 proveniente da regido dos Sertdes Cearenses
apresentou determinantes genotipicos de viruléncia para 72,7% (8/11) dos
isolados, sendo esta a maior incidéncia de genes de viruléncia entre os queijos
avaliados.

As duas culturas de E. faecium que apresentaram maior nimero de
determinantes de viruléncia simultaneamente foram isoladas de queijos
provenientes da Regido do Vale do Jaguaribe. Nesta mesma regidao observou-se
para o queijo QC10 a menor incidéncia de determinantes genotipicos de
viruléncia, onde 80% (8/10) dos isolados apresentaram resultados negativos para
todos os genes avaliados.

A distribuicao das determinantes genotipicos de viruléncia deste estudo
revela que todos os isolados de E. faecalis apresentaram resultado positivo para
pelo menos um gene de viruléncia avaliado, com mdultiplos determinantes

genotipicos de viruléncia observadas em 75% desses isolados.

Ao se comparar os isolados de E. faecalis e E. faecium observou-se
que um maior percentual de E. faecalis estd relacionado a determinantes
genotipicos de viruléncia que os isolados de E. faecium. Porém, observa-se que
os isolados de E. faecium apresentaram a maior quantidade de mdultiplos

determinantes genotipicos de viruléncia.

No estudo realizado por Eaton e Gasson (2001) a presencga de multiplos
determinantes genotipicos de viruléncia foi observada para E. faecium de origem
clinica, porém, nenhum E. faecium de origem alimentar apresentou esta
caracteristica. Os multiplos determinantes genotipicos de viruléncia tanto para
isolados de origem alimentar quanto os de origem clinica foram observadas
apenas para a espécie E. faecalis.
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Eaton e Gasson (2001) ndo encontratram resultado positivo na PCR
para os genes gelE, cylA, cyB e cyM, em nennhum isolado de E. faecium, e
apenas culturas desta espécie de origem clinica apresentaram a determinante
esp’. Para estes cinco genes, os primers utilizados na PCR no presente estudo,
foram obtidos a partir do estudo de Eaton e Gasson (2001), o que pode reforcar a
justificativa de que variagdes nas sequencias de E. faecium podem contribuir a
presenca de bandas com pouca nitidez na maior parte das determinantes gelE,
cylA, B e M.

A predominancia dos genes esp e efaA entre os genes de viruléncia
avaliados para os isolados de E. faecium e E. faecalis demonstra semelhanga com
isolados de enterococos de origem clinica. Eaton e Gasson (2001) e Mannu et al
(2003) encontraram a predominancia do gene esp para E. faecium de origem

clinica, e de efaA tanto para os isolados de origem alimentar e clinica.

A relacdo com os determinantes genotipicos geralmente relacionados a
isolados de origem clinica pode indicar o aumento da patogenia de E. faecium de
origem alimentar, pois 0s genes esp e efaA sdo genes relacionados a codificacao
de adesinas em E. faecium e E. faecalis que contribuem para a colonizacéo e
persisténcia dos mesmos (FRANZ; HOLZAPFEL, 2006; SEMEDO et al, (2003 b).

No caso dos isolados esp’, a aderéncia e colonizagdo dos enterococos
por sua vez, contribuem com a sua capacidade de adesao e formacao de biofilmes
em superficie abidtica, fator que dificulta a inibicdo e eliminacdo de cepas de
enterococos potencialmente virulentas (EATON; GASSON, 2001; FRANZ;
HOLZAPFEL, 2006).

O gene ace codifica as adesinas de colageno e esta relacionado aos
E. faecalis, mas foi encontrado em 9,3% (13/135) dos E. faecium. Gomes et al.
(2008) encontraram a presencga do gene ace em 3 de 139 isolados de E. faecium
e todos os isolados de E. faecalis isolados de diversos tipos de alimentos.
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A presenca de multiplos determinantes genotipicos de viruléncia em
isolados de queijos de coalho, e sua comparacdo com determinantes de viruléncia
comumente provenientes de isolados de origem clinica pode ser um indicativo do
potencial de viruléncia de enterococos de origem alimentar, e a possivel
transferéncia de genes de viruléncia de isolados de origem clinica para isolados

de origem alimentar.

5.5Relacao entre determinantes genotipicos e fenotipicos de viruléncia

A expressao dos determinantes fenotipicos de viruléncia gelatinase e
hemolisina, assim como a resisténcia a vancomicina sao geralmente relacionadas,
respectivamente, aos seguintes genes de viruléncia: gelE, cylA,B,M e vanA. A
relacdo entre estes determinantes fenotipicos e genotipicos de viruléncia
apresentam-se detalhadas no Apéndice A.

Para os genes presentes no operon da citolisina cylA, cyB e cyM
observou-se que apenas um isolado apresentou simultaneamente atividade
B-hemolitica e os genes do operon cylA,B,M. A presenca de outros determinantes
genotipicos de viruléncia foi observada para 12 isolados de E. faecium e 2 E.
faecalis que apresentaram atividade B-hemolitica positiva mas nao formaram
bandas para fragmentos dos genes cylA,B,M, conforme demonstrado na Tabela
13. Entre os isolados de E. faecium, observou-se a presenca de fragmentos para
os genes efaA ou gelE. Os dois isolados de E. faecalis, provenientes de diferentes
amostras de queijos, apresentaram o mesmo perfil fenotipico de viruléncia e

resultados positivos para os fragmentos dos genes efaA e esp.

Entre os cinco isolados que apresentaram atividade gelatinase positiva,
foi possivel verificar a formacao de bandas pouco nitidas para o gene gelE para os
quatro isolados de E. faecium e de resultado negativo para o isolado de

Enterococcus spp. Um entre os quatro isolados de E. faecium que expressaram

55



Resultados e discussao

atividade gelatinase e formaram bandas para o gene gelE, apresentou
simultaneamente mdltiplas determinantes fenotipicos e genotipicos de viruléncia,
conforme a Tabela 13. Observou-se a presenca de bandas com fragmento para o
gene gelE, sem a expressdo da atividade gelatinase para 40,7% (55/135) dos
E.faecium, 25% (1/4) dos E.faecalis e 36,4% (4/11) dos Enterococcus spp. Destes
isolados, 21 E.faecium e 1 E.faecalis, apresentaram multiplas determinantes de

viruléncia.

Ao se avaliar a resisténcia a vancomicina, observou-se que o Unico
isolado de E. faecium que apresentou o fenétipo de resisténcia a vancominina teve
resultado negativo para o gene vanA, mas formou banda pouco nitida para o gene
gelE. Para os seis isolados que formaram bandas com fragmentos do tamanho
esperado para o gene vanA, observou-se o fenétipo de resisténcia ou resisténcia

intermediaria para o antibiético eritromicina.

O perfil de viruléncia dos isolados das amostras de queijos de coalho
indica que 63,6% (7/11) dos isolados da amostra QC7, proveniente da Regidao dos
Sertbes Cearenses apresentaram multiplos determinantes de viruléncia
genotipicos e fenotipicos de viruléncia. Entre os resultados de multipal resisténcia
apresentados na Tabela 13, observou-se que a 71,4% (5/7) dos isolados

apresentaram resiséncia a tetraciclina e nenhum destes foi sensivel a eritromicina.
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Tabela 13 - Relagdo dos determinantes fenotipicos e genotipicos de enterococos

Espécie Queijo Isolado Genes de viruléncia Expressao fenotipica®
E.faecium QCH1 01 ace'; efaA”, esp’, gelE* eri’, GEL, y-hem
QCs3 30 esp’ eri", GEL', y-hem
31 esp™", vanA* eri', GEL', y-hem
37 gelE* eri" GEL, B -hem
QC4 39 efaA*, esp’, gelE", eri', GEL', y-hem
41 efaA’, esp’, gelE", eri', GEL', y-hem
49 ace’; cylA* B"", M*; efaA*, gelE*  GEL’, B-hem
QC6 65 ace’; efaA’, esp’, gelE" eri', tet", GEL’, B-hem
66 gelE" eri’, GEL', y-hem
67 ace’; efaA*, gelE" eri', tet", GEL, B-hem
68 efaA’ eri', GEL,, y-hem
72 vanA*, gelE*" eri', GEL,, y-hem
QC7 75 efaA*, esp', gel[E*" eri', GEL', B-hem
76 efaA*, esp’, gel[E*" eri', tet", GEL', y-hem
77 efaA’, esp’, ge[E"™" eri', tet", GEL*, y-hem
78 efaA*, esp’, gel[E*" eri', tet", GEL', B -hem
79 efaA’, esp” eri', tet", GEL', B -hem
81 esp’, gelE™" eri'’, GEL', y-hem
86 efaA+, esp+ eri', tet", GEL', B -hem
QC9 92 esp+ eri', GEL', y-hem
95 esp+, efaA+ eri', GEL', y-hem
103 ace+, efaA*, esp+ GEL, B -hem
104 ace+, efah”", gelE+ eri”, GEL', B -hem
QcC10 105 vanA+ eri®, GEL, y-hem
107 efaA+ GEL, y-hem
QC11 116 cyB+, esp+, gelE+ GEL, y-hem
117 cyB+, gelE+ GEL, y-hem
118 cyB+, gelE+ GEL, y-hem
124 gelE+ eri',GEL’, y-hem
125 gelE+ GEL, B-hem
QC12 126 esp+ eri", GEL', y-hem
130 ace+, efaA+, esp+, gelE+ eri', tet", GEL’, y-hem
134 ace+, efaA+, esp+, gelE+ eri',GEL’, B-hem
135 gelE+ GEL, B-hem
136 vanA+ eri',GEL’, y-hem
QC13 141 efaA+, esp+, gelE* eri', GEL,, y-hem
QC14 143 efaA™", gelE* eri', GEL', B-hem
146 esp+, gelE*" GEL’, y-hem
147 efaA+ eri”, tet”, GEL’, y-hem
E.faecalis QC6 64 esp’ eri', tet", GEL’, y-hem
QcCs 87 ace’". efal+, esp+ eri', tet", GEL', B -hem
QC9 102 efal+, esp+ eri', tet", GEL', B -hem
QC12 128 ace+, efaA+, esp+, gelE+ eri',GEL’, y-hem
Enterococcus spp QC8 88 esp+ eri', GEL', y-hem
QC8 89 esp+ eri', GEL', y-hem
QC9 93 ace’’, efaA+, esp+ eri', tet", GEL’, y-hem
Qc11 119 gelE+ eri’, GEL', y-hem
QC14 142 gelE+ GEL, y-hem

# Expressao fenotipica par
(

nitidas. eri, eri™ e tet

a isolados que apresentaram pelo menos um gene com perfil de bandas
isolados com perfil de resisténcia: |- intermediaria a eritromicina ou

tetreciclina); GEL (fenétipo gelatinase + ou -); hem (fenétipo B-hemdlise ou y-hemdlise).
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A presenca de atividade B-hemolitica em hemacias humanas e de
cavalo estdo geralmente relacionadas a presenca dos genes do operon da
citolisina, cylA,.B e M , porém neste estudo observou-se que a maior parte dos
enterococos que expressaram esta atividade ndo apresentaram nenhum gene cy/l
(MUNDY, 2000).

De Vuyst et al. (2003) também observaram em seu estudo que nenhum
isolado de E. faecium que apresentaram atividade [B-hemolitica possuiam os
genes cyl. De acordo com os autores, a atividade B-hemolitica € dominante aos
E. faecalis, que sempre carregam pelo menos os genes estruturais da citolisina,
mas nao € uma atividade restrita a esta espécie. Uma probabilidade para a
incidéncia da atividade B-hemolitica nesses enterococos seria a presenca de

outros componentes citotdxicos responsaveis por esta atividade.

A auséncia da atividade B-hemolitica com presenca dos genes cy/
também foi observada em outros estudos. Eaton e Gasson (2001) ndo observaram
atividade p-hemolitica em isolados de E. faecalis de origem clinica que possuiam
0s genes cylA, B ou M. J&a Semedo et al. (2003 a) verificaram que mais isolados
de enterococos possuiam os genes cylA, B ou M do que expressavam a atividade

B-hemolitica.

Com relacdo aos isolados que nao apresentaram atividade -
hemolitica, mas possuiam o gene cyB, a auséncia da expressao fenotipica pode
ser justificada pela auséncia do gene cylA, responsavel pela regulacdo da
atividade hemolitica. Ja para os isolados que possuiam o gene cylA, a auséncia
da atividade fenotipica pode ser justificada pelos baixos niveis de regulacdo da
expressao génica ou pela inativagdao da producao do gene de expressao (EATON;
GASSON, 2001).

A presenga dos genes de viruléncia e auséncia de atividade fenotipica
também foi observada para os genes vanA e gelE, estes tipos de genes chamados

por Eaton e Gasson (2001) de “genes silenciosos”. Em resumo, a expressao
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fenotipica dos genes € regulada pela atividade enzimética, que por sua vez, tem a
sua sintese controlada por mecanismos distintos, que em sua maioria sao
controlados por fatores ambientais. Quando estes fatores ambientais ndo sao
favoraveis, como por exemplo, pela presenca ou auséncia de moléculas
especificas, ocorre inibicdo da producao enzimatica, e consequentemente nao ha
a atividade metabdlica ou expressdo do gene (EATON; GASSON, 2001;
MADIGAN et al, 2008). Porém quando os fatores ambientais sdo favoraveis, como
as condicbes do trato gastrointestinal, o balanco de microrganismos da flora
intestinal e seus efeitos de sinergismo, assim como a presenca e persisténcia dos
enterococos, podera ocorrer a ativagdo desses “genes silenciosos” e sua

consequente expressao.

A expressao do gene gelE, esta relacionada ndo apenas a presenca
deste gene, mas também a presenca dos genes do operon fsr que regulam a sua
atividade metabdlica, assim como a densidade de enterococos na amostra e sua
espécie (EATON; GASSON, 2001; LOPES et al, 2006; QIN et al, 2001).

Lopes et al. (2006) verificaram expressdo da atividade gelatinase
apenas para E. faecalis que possuiam tanto o gene gelE quanto os genes do
operon fsr, porém para os E. faecium essa atividade nao foi confirmada in vitro

mesmo com a presenca desses genes.

A resisténcia a vancomicina esta relacionada a sete fenédtipos de
resisténcia (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanF, VanG e VanH), todos
relacionados a operons localizados nos plasmideos ou nos cromossomos. O gene
vanA avaliado neste estudo esté relacionado a resisténcia dos enterococos a altas
concentragdes de teicoplanina ou vancomicina (64-100 mg/L), porém, nenhum dos
dois tipos de resisténcia foi observado neste estudo (COURVALIN, 2006;

ZIRAKZADEH; PATEL, 2005).

O gene vanC, que nao foi avaliado neste estudo esta relacionado a baixas

concentracdes de vancomicina (5-32 mg/L), e a sensibilidade a teicoplanina,
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conforme o perfil do Unico isolado que apresentou resisténcia a vancomicina neste

estudo (COURVALIN, 2006; ZIRAKZADEH; PATEL, 2005).

5.6 Confirmacao do gene gelE por sequencimento

Os 150 isolados de enterococos foram avaliados utilizando-se a técnica
da multiplex PCR para os genes gelE e cyB, porém, para o gene gelE observou-
se em 64 isolados, perfis de bandas nitidas e pouco nitidas, e, para um isolado de
Enterococcus spp que apresentou atividade gelatinase positiva néo foi verificada a
formacao de banda para o gene gelE.

Para verificar se o perfil apresentado estava relacionado a multiplex
PCR, foi realizada a PCR somente do gene gelE nestes 64 isolados, confirmando
o perfil anteriormente obtido, conforme observado na Figura 9. O perfil de bandas
pouco nitidas também foi observado para outros genes, porém, foi verificado com
maior frequéncia no gene gelE.

A confirmacdo da presenca do gene gelE foi realizada por
sequenciamento dos produtos da PCR deste gene de 50 isolados, com a analise
dessas sequéncias comparadas as depositadas no Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Entre as 50 culturas selecionadas estavam: 44 E. faecium (com 4
isolados que expressaram a atividade gelatinase, 22 com perfil de bandas pouco
nitidas, 17 com perfil de bandas nitidas, 1 isolado que nao formou banda); 2
E. faecalis (um com perfil de banda nitida e o controle positivo da reacdo ATCC
29212); 4 Enterococcus spp (1 que nédo formou banda mas expressou atividade
gelatinase positiva, 2 com perfil de banda pouco nitida e 1 com perfil de banda
nitida).
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Figura 9 — Foto da eletroforese do gel de agarose para identificacdo do gene gelE por PCR. 01)
Marcador 100 bp; 02) Controle negativo: sem DNA; 03) Controle positivo: E. faecalis ATCC 29212;
04) Isolado E. faecium 01; 05) Isolado E. faecium 08; 06) Isolado E. faecium 19; 07) Isolado
E. faecium 49 08) Isolado E. faecium 45 09) Isolado Enterococcus spp 84.

A anadlise dos cromatogramas de sequenciamento demonstrou que
para 17 E. faecium e 1 Enterococcus spp nao foi possivel se obter sequéncia, por
apresentarem menos de 290 pares de bases sequenciados e muitas bases
nitrogenadas indefinidas ao longo das sequéncias. O resumo geral da qualidade
do sequenciamento (obtida pelos cromatogramas) comparado com o perfil dos
isolados para o gene e expressao da gelatinase sdo demonstrados no Apéndice B.

Entre os isolados que nao possuiam o gene gelE estavam: 2 E.faecium
que expressaram atividade gelatinase positiva, 7 E.faecium que possuiam perfil de
banda nitida para o gene gelE, 7 E.faecium e 1 Enterococcus spp que possuiam
perfil de banda pouco nitida para o gene gelE; e um E.faecium que nao formou

bandas e foi utilizado como controle negativo da reagéo.

As sequéncias obtidas para os demais 32 isolados foram analisadas no
programa BLAST do Genbank para se verificar se estas correspondiam as
sequéncias do gene gelE ja depositadas no banco de dados, e , para se comparar

todas as sequéncias alinhou-se estas no programa Clustal W.

A andlise das sequéncias utilizando-se o Genbank demonstrou que

todas as 32 sequéncias avaliadas possuiam alinhamento com maior similaridade
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para o gene gelE. Dentre os enterococos que possuiam sequéncias publicadas e
similaridade com todos os 32 isolados estavam: 3 E. faecalis, provenientes de
amostra clinica, (SU et al., 1991), inseto (PARK et al.,, 2007) e esterco suino
(MACOVEI et al., 2009); e 1 E. faecium proveniente de amostra de queijo
(GASPAR et al., 2009), os numeros de acesso de cada isolado no Genbank sao
respectivamente, M37185.1, EF105504.1, EU862241.3 e FJ858146.1.

Na Tabela 14 é apresentada a relacdo de similaridade das 32
sequéncias avaliadas com as sequéncias depositadas no Genbank. Observou-se
que as 32 sequéncias possuem relacéo variavel entre 95 e 99 %, e, com excecao
da cultura E. faecium 10, todas as demais sequéncias apresentaram maior
similaridade com a sequéncia de E. faecalis OG1-10, com identidade variavel de
97 e 99 %, seguida da sequéncia E. faecalis (EF105504.1), com variacdo de 96 a
99 %.

Para o isolado E.faecium 10, observou-se maior similaridade com a
sequéncia E. faecalis (EU862241.3). A cultura E. faecium QS32, correspondente a
Unica sequéncia do gene gelE, proveniente de queijo, apresentou menor
similaridade com as sequéncias dos 32 fragmentos avaliados, quando comparada
as outras trés sequéncias de E. faecalis.

A variacdo de identidades das sequéncias e suas probabilidades de
erro (muito préximas de 0) demonstraram que nao ha relacao entre a variacao das
sequencias e os perfis de bandas apresentados. Para os 2 isolados de E.
faecium e 1 isolado de Enterococcus spp que expressaram atividade gelatinase
positiva, observou-se identidade com a cultura E. faecalis OG1-10 de 99 % para
E. faecium 77 e Enterococcus spp 84; e de 98 % para E. faecium 19.

O alinhamento da regiao conservada das sequéncias pelo programa
Clustal w estd disposto detalhadamente no Apéndice C. Na Tabela 15 estédo
dispostas as regides onde houve mutacdes nos genes em relacdo as demais
sequéncias. Observou-se que a sequéncia E. faecium 10, apresentou todas as
mutagbes alinhadas com a cultura E. faecalis H81, justificando a maior identidade
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da cultura E. faecium 10 com esta cultura. Observou-se que a cultura E. faecium
QS32, apresentou 3 mutacdes alinhadas com as culturas E. faecalis H81 e
E.faecium 10; e as culturas E.faecalis OG1-10, E.faecalis (EF105504.1) e

E. faecium 138, apresentaram mutacées sem alinhamento com outras sequéncias.
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Tabela 14 — Relagado entre as sequéncias dos fragmentos dos isolados de enterococos e as
culturas depositadas no Genbank.

E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecium
Tamanho 0G1-10 (EF105504.1)° H81 QS32

Cultura® b)? (M37185.1)° (EU862241.3)° (FJ858146.1)°

(PL)" 4T e 1d° e I e d° e

valor® valor® valor® valor®

gelE*, Gel*
E. faecalis ATCC
29212 386 99 0,0 98 0,0 98 0,0 97 1.10"7°
gelE*" ,Gel"
E. faecium 19 399 98 0,0 97 0,0 97 0,0 96 2.1077°
E. faecium 77 395 99 0,0 99 0,0 98 0,0 98 0,0
gelE ,Gel*
Enterococcus spp 84 394 99 0,0 98 0,0 98 3.10™ 97 1.107"°
gelE*, Gel’
E. faecium 01 400 98 0,0 98 0,0 97 0,0 97 0,0
E. faecium 39 400 98 0,0 98 0,0 97 0,0 96 7.10""
E. faecium 49 398 97 0,0 97 0,0 96 0,0 96 4.10""°
E. faecium 65 395 98 0,0 98 0,0 97 1.10'® 97 710"
E. faecium 66 399 98 0,0 97 0,0 97 1.10'® 95 7.1407%
E. faecalis 128 400 98 0,0 98 0,0 97 0,0 97 0,0
E. faecium 130 400 98 0,0 98 0,0 97 0,0 97 0,0
E. faecium 134 350 98 7.10"" 98 310" 97 3.10'° 97 1.107°®
E. faecium 135 385 99 0,0 99 0,0 98 0,0 97 7.10""
E. faecium 141 350 98 1.10"'® 98 710"’ 97 710" 97 3.10'7°
Enterococcus spp 349 99 9.10™" 99 410™° 98 410™* 98 210
142
E.faecium 143 398 98 9.10"® 97 410"* 96 410" 95 2.107%
gelE*", Gel’
E. faecium 10 400 96 1.10"* 96 510'° 98 0,0 96 5.10""°
E. faecium 12 394 97 0,0 97 0,0 96 1.10"* 96 7.10""
E. faecium 17 380 98 0,0 97 0,0 97 0,0 97 7.10""
E. faecium 35 394 98 0,0 98 0,0 97 0,0 97 2.1077°
Enterococcus spp 45 400 98 0,0 97 0,0 97 0,0 96 1.107"7°
E. faecium 47 398 98 0,0 98 0,0 97 1.10"® 97 1107
E .faecium 69 393 99 310™° 98 110" 98 1.10"° 96 7.107%
E. faecium 70 384 98 0,0 98 0,0 97 0,0 97 9.1077°
E. faecium 71 396 97 0,0 97 0,0 96 2.10"° 96 1.10"*
E. faecium 74 401 98 0,0 97 0,0 97 0,0 96 1.107'°
E. faecium 76 395 97 0,0 97 0,0 96 0,0 96 0,0
E. faecium 78 395 99 0,0 98 0,0 98 0,0 97 0,0
E. faecium 80 396 98 0,0 98 0,0 97 4.10'° 97 210"
E. faecium 138 399 97 0,0 97 0,0 96 5.10'® 95 210"
E. faecium 145 400 97 410" 96 210" 96 210" 96 2.107"
E. faecium 146 350 99 9.10™" 99 4.10™° 98 410™ 98 2.107°?

& Controle positivo E. faecalis ATCC 29212 e isolados de enterococos de queijos de coalho com
seus numeros de identificacdo.” Tamanho do fragmento sequienciado © Culturas de E. faecium e
E. faecalis seqienciadas para o gene gelE e seus nimeros de acesso no genbank.® Percentual de
méxima identidade obtido entre cada cultura de enterococos com as sequencias depositadas.®
Valor associado a propabilidade de erro no anelamento das sequéncias, quanto mais préximo de
“1”, maior a probabilidade de erro, quanto mais préximo de “0”, maior a simularidade das
sequéncias.
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Tabela 15 — Mutagdes nas regides conservadas das sequencias de enterococos.

Mutacio® Posicéo geral® Posicéo sequéncia®
¢ g

E. faecium 10

c(m 845 90
G (A) 876 121
A (G) 993 237
A (G) 1004 249
G (A) 1005 250
E. faecalis H81

C (T 845 800
G (A) 876 858
A (G) 993 947
A (G) 1004 959
G (A) 1005 960
E. faecium QS32

A (G) 993 729
C (T 1003 740
A (G) 1004 741
G (A) 1005 742
T (C) 1028 765
E. faecalis OG1-X

A (G) 1023 1022
E. faecalis (EF105504.1)

T (C) 1028 1028
C(G) 1037 1037
E. faecium 138

C (T) 1049 292

# Relacéo de bases nitrogenadas que sofreram mutacéo: base nitrogenada na sequéncia, e, entre
parénteses, base nitrogenada da sequencia. ° Posigdo da base no alinhamento. ¢ Posi¢do da base
na sequéncia.

Os resultados apresentados no sequenciamento revelaram que o0s
perfis de bandas observados na PCR foram independentes da confirmagdo do
gene gelE. O resultado falso-positivo para o perfil de bandas nitidas foi observado
em 36,8% (7/19) dos enterococos com este perfil; enquanto o resultado falso-
negativo foi observado para um isolado de Enterococcus spp que expressou
atividade gelatinase positiva. Observou-se que 50% (2/4) dos E. faecium que
apresentaram atividade gelatinase positiva, também n&o foram confirmados para o
gene gelE.

Resultados falso-positivos (como discutido no item 4.4) podem estar
relacionados a baixa especificidade dos primers, cujas sequéncias nao estao
presentes no isolado avaliado (GORSKI; CSORDAS, 2010). Ao se analisar os
primers utilizados no programa primer blast (conforme Apéndice D), foi observado
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que estes se anelavam a trés sequéncias de E. faecalis, com produtos de 419 pb
para o gene gel E, mas ndo se anelavam com a sequéncia E. faecium QS32. Este
fator pode justificar a ndo confirmacdo do gene gelE para dois E. faecium que
expressaram a atividade gelatinase, pois as sequéncias destes isolados podem
estar mais relacionadas a do E. faecium QS32 ou a outros genes que expressam
atividade gelatinase positiva.

As culturas E. faecalis OG1-10 e E.faecalis (EF105504.1) que
apresentaram maior identidade com as sequéncias de 31 enterococos avaliados
sado culturas relacionadas com a expressao da atividade gelatinase. A cultura
E. faecalis OG1-10 foi o primeiro isolado clinico, com expressao de gelatinase a
ser sequenciado, de acordo com Su et al. (1991) a expressdo da sua atividade
esta relacionada a presenca do aminoacido N-methyl-N'-nitro-N- nitrosoguanidine,
sendo a mutacdo neste residuo possivelmente relacionada a expressdo da
gelatinase, uma vez que a mutagdo resultou na deficiéncia da expressdo da
atividade da gelatinase.

Estudos posteriores demonstraram também que a expressdo da
atividade gelatinase esta relacionada ao operon fsr que atua na expressado do
gene gelE (QIN et al., 2001). A cultura E. faecalis (EF105504.1) foi sequenciada
por sua atividade gelatinase estar envolvida com a inibicdo do sistema imune in
vivo permitindo o desenvolvimento de infecgées microbianas (PARK et al., 2007).

As mutacdes observadas podem estar relacionadas a fatores regionais
de modificacées das sequéncias, assim como com a sua expressao de viruléncia
(EATON e GASSON, et al, 2001). A principal mutacao foi observada para a cultura
E. faecium 10, relacionada com a cultura E. faecalis H81, envolvida com o
processo de formacao de biofiimes (MACOVEI et al., 2009). No entanto, ndo se
pode afirmar que as mutacdes da cultura E. faecium 10 estejam relacionadas com
a formagédo de biofilmes observada para a cultura E. faecalis H81. Para se
estudar ao certo a relagdo dessas mutacdes na expressao do gene gelE, deve-se
estudar os fatores relacionados a expressao e o sequenciamento completo deste
gene, que nao foi o objetivo deste trabalho.
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Os resultados observados no sequenciamento indicam a necessidade
de estudos complementares a PCR para a identificacao dos genes de viruléncia
avaliados ou o desenho de primers baseados em regides conservadas resultante
do alinhamento das quatro sequéncias depositadas no banco de dados que
tiveram similaridade com as sequéncias encontradas. Em relagdo a maior
identidade das culturas com sequencias conhecidamente patogénicas, observa-se
a possivel transferéncia do gene gelE de isolados clinicos para isolados de origem
alimentar, o que se torna um fato preocupante no consumo de queijos de coalho

de origem artesanal.

5.7Propriedades tecnolégicas

As propriedades tecnolégicas foram avaliadas para 45 isolados de
enterococos com o seguinte perfil: 27 E. faecium que n&o apresentaram nenhum
perfil de viruléncia; 10 E. faecium e 2 E. faecalis que apresentaram trés ou mais
fatores genotipicos e fenotipicos de viruléncia; e 5 E. faecium e 1 E. faecalis que
apresentaram trés ou mais fatores genotipicos de viruléncia mas nao expressaram

0S mesmaos.

Para os 45 isolados foram avaliados os seguintes perfis de inerentes as
culturas iniciadoras inoculadas em queijos em geral: producdo de diacetil,
atividade proteolitica, atividade lipolitica e perfil em leite tornassolado.

A reacao em leite tornassolado ilustrada na Figura 10 revelou que todas
as 45 (100%) culturas de enterococos avaliadas foram capazes de produzirem
acido latico, proporcionando a reducédo da coloracdo do meio. A coagulacao do
meio por reducédo do pH nao foi observada em apenas 2 isolados de E. faecium,
sendo um pertencente ao grupo dos isolados nao patogénicos e o outro aos
patogénicos sem expressdo de viruléncia. A atividade proteolitica nao foi
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observada em nenhum isolado tanto pelo perfil em leite tornassolado quanto em

agar leite desnatado.

A producao de diacetil foi avaliada pelo desenvolvimento da coloracéo
vermelha no meio conforme demonstrado na Figura 11. Esta reacao foi observada
em 13,3% (6/45) dos isolados, todos caracterizados como E. faecium. Destes, 3
pertenciam ao grupo dos isolados nao patogénicos, 2 ao grupo dos patogénicos
sem expressao de viruléncia e 1 ao grupo dos paotgénicos com expressao de

viruléncia.

A atividade lipolitica foi observada para 33,3% (15/45) dos isolados
sendo todos caracterizados como E. faecium, com 11 isolados pertencentes ao
grupo dos nao patogénicos e, 4 pertencentes ao grupo dos patogénicos com

expressao de viruléncia.
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A IBASEGEEDGELUE |G

Figura 10 — Perfil em leite tornassolado das culturas de E. faecium e E. faecalis apés 14 dias de
incubacédo a 35 °C. Tubo A (coloragédo roxa): controle negativo, sem inoculacéo; tubo B: isolado
que produziu acido, mas nao coagulou o meio; tubos C — G : isolados que produziram &cido e
coagularam o meio.

c- ¢ 3 2 e

A B & N = E

Figura 11 - Producdo de diacetil pelos isolado de E. faecium e E. faecalis. Tubo A: branco da
reagdo (reagentes sem microrganismos); Tubo B: controle negativo, cultura comercial mista de L.
lactis e L. cremoris (CHR Hansen®) nao produtoras de diacetil; Tubo C: controle positivo, cultura
comercial de L. helveticus (Ezal®) produtora de diacetil. Tubos D - F: E. faecium considerados
positivos para a producao de diacetil.

A Tabela 16 representa o perfil geral das caracteristicas tecnolégicas
dos E. faecium que produziram diacetil ou atividade lipolitica relacionados com o
perfil em leite tornassolado. Observa-se que apenas um isolado nao patogénico,
foi capaz de produzir diacetil, acido e atividade lipolitica simultaneamente. Para os
demais E. faecium produtores de diacetil, observou-se que no perfil em leite
tornossolado, ndo foi observada coagulacdo do leite apenas para o isolado
patogénico sem expressdo de viruléncia. Todos os isolado que apresentaram
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atividade lipolitica produziram acido e coagularam o leite, com exceg¢éo da cultura
produtora de diacetil.

Tabela 16 — Perfil de propriedades tecnolégicas dos isolados de E.faecium que produziram diacetil
e /ou apresentaram atividade lipolitica.

Isolado Producéo de Atividade Perfil em leite tornassolado

diacetil lipolitica Coagulacdo do Producao de
leite acido

Nao Patogénicos

E.faecium 02 +

E.faecium 04 +

E.faecium 22

E.faecium 23 -

E.faecium 24 -

E.faecium 34 +

E.faecium 90 -

E.faecium 91 -

E.faecium 108 -

E.faecium 109 -

E.faecium 110 -

E.faecium 112 -

E.faecium 115 -

Patogénicos com expressao de viruléncia
E.faecium 76 -

E.faecium 86 +

E.faecium 103 -

E.faecium 130 -

E.faecium 134 -

Patogénicos sem expressao de viruléncia
E.faecium 01 + - -
E.faecium 41 + -

]
+

G+ + o+
+ 4+ + A+ o+ A+
+ 4+ + + A+ o+

+ 4+ + + + + +

+

+ + +
+ + + 4+ +
+ + + 4+ +

+
+ +

Ao se analisar as 45 culturas de E. faecium e E. faecalis, observou-se
que a 86,7% (39/45) possuiam metabolismo homofermentativo, pois foram
capazes de produzir acido suficiente para promover coagulacao acida do leite e
ndao foram produtoras de diacetil. Observou-se também que o metabolismo
heterofermentativo foi observado apenas para isolados de E. faecium,

Outros estudos que observaram a predominancia de culturas
heterofermentativas em enterococos isolados de queijos. Sarantinopoulos et al
(2001) estudaram as propriedades tecnolégicas de diversas culturas de E.
faecium, E. faecalis e E. durans, observando a producao de acido para menos de
5% dos E. faecium e E. faecalis avaliados, porém, verificaram que a maior parte
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das culturas produziam compostos de metabolismo secundario, sendo portanto
consideradas heterofermentativas. Perri (2010), também observou em culturas de
Enterococcus isoladas de queijo de coalho, baixa capacidade acidificante e maior

quantidade de isolados produtores de diacetil.

A predominancia de culturas homofermentativas no presente estudo
demonstra que estas atuariam como fermento primario na producdo dos queijos
de coalho avaliados. Nas etapas iniciais de processamento dos queijos estas
auxiliariam na redugdo do pH do leite, o que é fundamental para auxiliar na
coagulacao e selecédo das culturas acido-tolerantes (SARANTINOPQOULQOS et al,
2001; WALSTRA et al., 2006).

A atividade lipolitica proporcionada pelas culturas lacticas esta
relacionada a quebra de acidos graxos em cadeias menores, proporcionando a
maciez do produto e a formacdo de compostos aromaticos, pela liberacdo de
acidos graxos de cadeia curta (FOULQUIE-MORENO et al., 2006, WALSTRA et
al., 2006). Esta atividade também foi observada por Centeno et al. (1999), em
duas variedades de E. faecalis aplicadas em queijo cebreiro.

Embora ndo se tenha observado a presenca de atividade proteolitica
em nenhum E. faecium ou E. faecalis avaliado, de acordo com Mamede (2008)
esta ndo é uma atividade desejavel ao queijo de coalho, pois atua na fragilizacéo
da rede protéica do queijo, contribuindo para o aumento da capacidade de
derretimento do mesmo, 0 que é uma caracteristica indesejavel a este tipo de
queijo.

O perfil das propriedades tecnolégicas das culturas de E. faecium e
E. faecalis avaliadas revelou que tanto as culturas sem potencial de
patogenicidade quanto as patogénicas contribuem para o desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do queijo de coalho de producéo artesanal. Este dado
torna preocupante o uso de culturas ndo selecionadas no processamento
artesanal de queijo, ou a selecao de culturas iniciadoras de enterococos levando-

se em consideracado apenas o perfil fenotipico de viruléncia, uma vez que genes
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de viruléncia “silenciosos” podem ser ativados sob condicbes ideais de expressao.
Embora as culturas de E. faecium sem potencial de patogenicidade possuam
propriedades tecnoldgicas interessantes ao processamento de queijos de coalho,
estudos mais aprofundados sobre o potencial de aquisicdo de genes de viruléncia
devem ser realizados com estas culturas, dada as caracteristicas de transferéncia

de genes inerentes aos enterococos.
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5.8 Avaliacao do espectro de atividade antimicrobiana de isolados nao

patogénicos

O espectro de atividade antimicrobiana foi avaliado para 9 isolados de
E. faecium que nao demonstraram perfil de viruléncia, nem resisténcia a
antibiéticos. Os ensaios foram realizados em triplicata contra culturas
conhecidamente patogénicas: Bacillus cereus R1-132, Bacillus cereus E1-048,
Listeria monocytogenes E1-007, Listeria monocytogenes C1-030, Staphylococcus
aureus E1-090, todas isoladas de produtos lacteos e uma cepa de S.aureus ATCC
6539. A atividade antimicrobiana dos E. faecium foi determinada pela medicao do
didmetro do halo de inibicdo de cada patdgeno avaliado, conforme ilustrado na
Figura 12.

De acordo com a Tabela 17, a Unica cultura que apresentou espectro
de atividade antimicrobiana foi o E. faecium 94. Esta inibiu o crescimento apenas
das culturas L. monocytogenes C1-030 e E1-007. Observou-se no primeiro ensaio,
didmetros de inibicado de 6 e 8 mm, para as culturas C1-030 e E1-007,
respectivamente. Nos outros dois ensaios, ndo foi verificada a formacao de halo
de inibicdo para a cultura C1-030, e, para a cultura E1-007 o halo de inibi¢édo foi de

6 mm em ambos ensaios.

Figura 12 — Avaliagdo da inibicao do crescimento da cultura L. monocytogenes E1-007 pelo
sobrenadante de E. faecium 94, através da formagao de halos de inibicao.
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Tabela 17 — Distribuicdo da inibicdo do crescimento das cuturas L. monocytogenes, S. aureus e
B. cereus pelos isolados de E. faecium.

Diametros dos Halos de inibicdo (mm)

Cultura ? L. monocytogenes S. aureus B. cereus
C1-030 E1-007  E1-090 ATCC E1-048 R1-132
6539

02 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
33 0 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 0 0
94 6/0/0° 8/6/6° 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0 0
115 0 0 0 0 0 0
127 0 0 0 0 0 0
149 0 0 0 0 0 0

 ldentificacdo dos nove isolados de E.faecium avaliados para o espectro de atividade
antimicrobiana.

D ~:a L~ n .
Didmetros dos halos de inibicdo em cada um dos trés ensaios.

A atividade inibidora ao género Listeria também foi observada em
outros estudos realizados com culturas de Enterococcus spp. Sarantinopoulos et
al. (2002) observaram a inibigdo de L. innocua pela cultura E. faecium FAIR-E 198,
no processamento de queijo feta na Grécia. Nascimento et al. (2010) também
verificaram que a mesma cultura de E. faecium produziu bacteriocinas ativas
contra dez culturas de L. monocytogenes, com halo de inibicdo variavel entre 5 e
13 mm de didmetro. No mesmo estudo, esta cultura ndo produziu atividade
antimicrobiana contra 5 culturas de S. aureus e 25 de B. cereus.

Outros estudos verificaram a inibicdo da atividade de outras bactérias
gram-positivas por Enterococcus spp. Mirhosseini et al., (2008) observaram que
10 culturas de Enterococcus spp, entre 105 bactérias acido-lacteas isoladas de
alimentos, foram capazes de inibir o crescimento de L. monocytogenes e
Lactococcus lactis, e apenas uma cultura foi capaz de inibir o crescimento de B.
cereus. Gonzales et al. (2007) verificaram a inibicao de Clostridium tyobutyricum e
L. monocytogenes por culturas de E.faecalis isolados no processamento de queijo

gentesco na Espanha.

74



Resultados e discussao

A presenca de atividade antimicrobiana proporcionada por enterococos
esta geralmente relacionada a producdo de enterocinas, que possuem atividade
bactericida ou bacteriostatica contra bactérias Gram-positivas (NAIDU et al., 2006;
O'SULLIVAN, 2007).

A inibicao prioritaria de culturas do género Listeria pode estar
relacionada a sintese de enterocinas pertencentes a classe lla, entre elas as
pediocinas. Acredita-se que a acao especifica contra L. monocytogenes esteja
relacionada a interacdo entre estas enterocinas e a manose transferase do
sistema fosfotransferase Ell; M@ da L. monocytogenes, porém seu mecanismo
ainda nao é bem estabelecido (COTTER; HILL; ROSS; 2005).

O decréscimo do espectro da atividade antimicrobiana observado para
a cultura E. faecium 094 em relacao duas culturas de L. monocytogenes avaliadas
pode estar relacionado a tanto com a inibicdo da producao das enterocinas quanto
com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas culturas de
L. monocytogenes (COTTER; HILL; ROSS; 2005).

O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a bacteriocinas tem
sido observado em culturas de L. monocytogenes. De acordo com Cotter et al.
(2005) esses mecanismos de resisténcia podem estar relacionados a inibicdo da
expressao do sistema manose transferase do sistema fosfotransferase, que

permite a acao das pediocinas, ou pela inibicdo natural a nisina.

A produgéao de enterocinas e sua eficiéncia estao relacionadas a fatores
genéticos das culturas bacteriocigénicas, condi¢cdes quimicas e fisicas do meio
que afetam a atividade enzimatica e consequente eficiéncia das enterocinas.
Sarantinopoulos et al (2002), verificaram que em meio MRS a producdo de
enterocinas pela cultura E. faecium foi melhor do que em leite desnatado, onde

essa producéo foi baixa.

Fouliquié-Moreno et al. (2002) avaliaram a influéncia de fatores

ambientais na producdo de enterocinas por duas culturas bacteriocigénicas de
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E. faecium, durante o processamento de queijo cheddar. Ao se avaliar as culturas
de E. faecium separadamente, foi observado que as condi¢cdes de fermentagao
estdo estreitamente relacionadas a producdo das enterocinas. Para uma das
culturas de E.faecium, observou-se que a maior producao de enterocinas ocorreu
em caldo MRS na fase de crescimento logaritimo da cultura, em pH 5,5 e na
presenca de lactose ao invés de glicose, como fonte de carboidrato. A menor ou
decréscimo na producao de enterocinas foi observada durante a fase estacionaria
de crescimento das culturas bacteriocigénicas, em elevadas concentracdées de
lactose e na substituicdo do meio MRS por leite desnatado. No processamento do
queijo cheddar em escala piloto, foi observada estabilidade na sintese de

enterocinas durante o processo de maturagao.

Os resultados dos estudos apresentados indicam que talvez a reducao
da atividade antimicrobiana da cultura E. faecium 94 possa estar relacionada a
fase de crescimento da mesma. Nas trés repeticobes dos ensaios de atividade
antimicrobiana foram utilizados os mesmos meios de cultura e as mesmas
condigbes de crescimento. Porém a alteracdo na velocidade de crescimento da
cultura E.faecium 94 possa ter influenciado na mudangca da atividade
antimicrobiana da cultura, mas, ndo se descarta a possibilidade de
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia para a cultura L. monocytogenes
C1-030, uma vez que houve inibicao total da atividade antimicrobiana
proporcionada pela E.faecium 94.

Embora se observe a atividade antimicrobiana relacionada a producao
de enterocinas por enterocococos nao se pode afirmar que a atividade observada
para a cultura E. faecium 94 esteja relacionada exclusivamente com este fator.
associacdo de bacteri6fagos com enterococos também pode acarretar na
incidéncia de atividade antimicrobiana (COTTER; HILL; ROSS; 2005; DAW;
FALKINER, 1996).
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6 CONCLUSOES

O perfil de viruléncia das 150 culturas de enterococos revelou que
apenas 18 % dos enterococos nao estdao envolvidos com nenhum determinante de
viruléncia e/ ou de resisténcia a antibiéticos, sendo todos caracterizados como

E. faecium.

A espécie E. faecium apresentou maior incidéncia nos isolados de
enterococos. Para esta espécie observou-se maior distribuicdo de expressao e
incidéncia do gene gelE, e a presenca de multiplos determinantes genotipicos de
viruléncia. Todos os isolados de E. faecalis estavam relacionados com pelo menos

um determinante de viruléncia avaliado.

A confirmagdo do gene gelE por sequenciamento, demonstrou a
necessidade de se complementar a identificacdo genotipica pela PCR com outros
métodos moleculares, uma vez que o perfil da PCR nao foi conclusivo para a

presenca deste gene.

A avaliacdo das propriedades tecnologicas demonstrou que o0s
enterococos podem estar envolvidos com as caracteristicas sensoriais dos queijos
de coalho. Porém, tanto isolados de E. faecium que nao apresentaram perfil de
patogenicidade quanto os isolados com multiplos determinantes de viruléncia

foram capazes de produzir diacetil, acido lactico e atividade lipolitica.

Os dados apresentados demonstraram os riscos inerentes a selecao de
culturas de enterococos para serem utilizadas como fermentos lacteos, uma vez
que geralmente a selecdo destas segue apenas a relacdo com a expressao de

fatores fenotipicos de viruléncia.

Apenas um isolado de E. faecium sem potencial de patogenicidade
demonstrou atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes, mas néo foi capaz

de inibir o crescimento das culturas de S. aureus e B. cereus

77



Conclusoées

O uso das culturas de enterococos sem potencial de patogenicidade e
com potencial tecnolégico deve ser cuidadosamente estudado em virtude das
caracteristicas de aquisicao e doacao de genes de viruléncia destes e do pouco
conhecimento sobre a relacdo de desenvolvimento de infeccbes causadas pela

ingestdo de enterococos em alimentos.
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APENDICE A — Relacao dos determinantes fenotipicos e genotipico s de viruléncia de cada isolado de queijo de

coalho.
8 F‘tlairrlgltg:‘zi:e Resisténcia Gendtipo de viruléncia
Queijo % Espécie (PCR) a
@ Hemodlise | Gelatinase | antibidticos | ace | as | cylA | cyB | cyM | efaA | esp | gelE | vanA

QCH1 1 E. faecium - + - - - - + + + +/-
QC1 2 E. faecium - . 5 - - - - - - -
QC1 3 E. faecium - - - - - - - - - +/-
QC1 4 E. faecium - . 5 - - - - - - -
QC1 5 E. faecium - - - - - - - +/- - -
QC1 6 E. faecium - - - |+ - +/- - - - -
QCH1 7 E. faecium - = = - - - - - - -
QCH 8 E. faecium - - - |+ - +/- = = +/- -
QC1 9 E. faecium - - - - - - - - +- -
QC1 10 E. faecium = eri - - - - - - - +/- -
QC1 11 E. faecium - - - - - - - - +/- -
QC1 12 E. faecium - - - - - - - - +- -
QcC2 13 E. faecium - - - - - - - - +/- +/-
Qc2 14 E. faecium - - - - - - - - - +/-
QcC2 15 E. faecium - - - - - - - - R +/-
Qc2 16 E. faecium - - - - - - - _ _ -
Qc2 17 E. faecium - eri - |4 - +- _ _ +/- -
QC2 18 E. faecium - eri - - _ _ _ N N N N
Qc2 19 E. faecium + - - - - - - - +/- -
QC2 20 E. faecium - - - - - - - - - _
QC2 21 E. faecium - - - - - - - - - -
QC2 22 E. faecium - - - - - - - - - -
QC2 23 E. faecium - - - - - - - - - _
QC2 24 E. faecium - - - - - - - - - -
Qc2 25 E. faecium - - - - - - - _ _ -
QC3 26 E. faecium - = - - - - - - - /-
QC3 27 E. faecium - eri 2 2 - - - - - _ +/-
QC3 28 E. faecium = - - - - _ _ _ _ Fya
QC3 29 E. faecium - eri - - - - - - +/- - -
QC3 30 E.faecium = = - - - - - + - _




Continuagdo — Apéndice A

Fenétipo de . o

o viruléncia Resistncia Genoétipo de viruléncia

T
Queijo g Espécie (PCR) a

L) Hemodlise | Gelatinase | antibidticos | ace | as | cylA | cyB | cyM | efaA | esp | gelE | vanA
QC3 31 E. faecium - - eri - - - - - - P _ +
QCS3 32 E. faecium - = - - - - _ - _ _ _
QCS3 33 E. faecium - = - - - - - _ _ _ _
QCS3 34 E. faecium - = - - - - - _ _ _ _
QC3 35 E. faecium - - - - |+ - +/- - - +/- -
QCS3 36 | Enterococcus spp = = eri = = - - = = - +/- _
QCS3 37 E. faecium - = - - - _ _ _ _ + N
QC4 38 E. faecium = = eri - - - - - B - _ +/-
QC4 39 E. faecium - - efi - - - - - N N " -
QC4 40 E. faecium + - - - - - - - R +/- -
QC4 41 E. faecium - - - - - - - + + + -
QC4 42 E. faecium - - - - - - - - +/- - -
QC4 43 E. faecium + - eri - - - - - B - +/- B
QC4 44 E. faecium - - - - - - - - _ _ B
QC4 45 | Enterococcus spp - - eri - - |+ - +/- - - +/- -
QC4 46 E. faecium + - eri - - +/- - +- _ _ +/- -
QC4 47 E. faecium + - - - +/- - +/- - - +/- -
QC4 48 E. faecium - - eri - - - - - - - +/- B
QC4 49 E. faecium + - --- + - + +/- + + - + -
QC5 50 E. faecium + - C.R - - - - - - - +- -
QC5 51 E. faecium + + - - - - - - - +/- -
QC5 52 E. faecium + - - - - - - - - +/- -
QC5 53 E. faecium + - van 2 2 - - - - - _ -
QC5 54 E. faecium i - = = = - - - - - -
QC5 55 E. faecium + = - - - - _ - _ _ _
QC5 56 E. faecium + - CR 2 2 +/- - +/- - - _ -
QC5 57 E. faecium i - = = = - - - - - -
QC5 58 E. faecium + = - - - - _ - _ _ _
QC5 59 E. faecium + - CR 2 2 - - - - - _ -
QC5 60 E. faecium i - = = = - - - - - -




Continuagdo — Apéndice A

Fendtipo de - S
1S o viruléncia Resisténcia Genotipo de viruléncia
Queijo | ® Espécie (PCR) a
§ Hemoélise | Gelatinase | antibidticos | ace | as | cylA | cylB | cyM | efaA | esp | gelE | vanA

QC5 61 E. faecium - - C.R - - - - - - R +- -
QC5 62 E. faecium + + - - - - - - R +- -
QC6 63 E. faecium + - - - - - - - - - -
QC6 64 E. faecalis - - tet - - - - - - + - _
QCs6 65 E. faecium + - tet + - - - - + + + -
QCs6 66 E. faecium - - - - - - - +- - + -
QC6 67 E. faecium + - tet + - - - - + - + -
QCs6 68 E. faecium - - - - - - - + - - -
QC6 69 E. faecium - - - - - - - - - | +- -
QC6 70 E. faecium + . tet - - - - - - - +/- -
QC6 71 E. faecium - - eri - - - - - B - +/- -
QC6 72 E. faecium - - - - - - - R - +- n
QC6 73 E. faecium - - eri - - - - - - - +- -
QC6 74 E. faecium + - tet - - - - - - - +- -
QC7 75 E. faecium + - + | - - - - + + +- -
QcC7 76 E. faecium - - tet + = = = - + + +/- -
QcC7 77 E. faecium - + tet + = = = - + + +/- -
QC7 78 E. faecium + - tet + | - - - - + + +- -
QcC7 79 E. faecium + - tet + = = = - + + - -
QC7 80 E. faecium + - tet - - | #- - +/- - +- R
QC7 81 E. faecium - - - - - - - - + +/- -
QC7 82 E. faecium + - tet - - - - = - - +/- -
QcC7 83 E. faecium + = = - - - - - - - -
QC7 84 E. faecium + s CR - - - - - B - - B
QcC7 85 | Enterococcus spp + - = = - - - - - - _
QcC7 86 E. faecium + - tet - = = = - + + - -
QC8 87 E. faecalis + - tet +- | - - - - + + - _
QC8 88 | Enterococcus spp - - - - - - - - + - -
QCs8 89 E. faecium - - - - - - - R + - -
QcC8 90 E. faecium - - - - - - - - - - _
QcC8 91 E. faecium - - - - - - - - - - _




Continuagdo — Apéndice A

Fenétipo de - oA
18 . viruléncia Resisténcia Genotipo de viruléncia
Queijo | ® Espécie (PCR) a
2 Hemolise | Gelatinase | antibioticos | ace | as | cylA | cyB | cyM | efaA | esp | geE | vanA

QC9 93 Enterococcus spp - - tet +- | - - - - + + - -
QC9 94 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC9 95 E. faecium - - C.R - - - - - + +/- - -
QC9 96 E. faecium - - - - - - - +/- | +- - -
QC9 97 Enterococcus spp - - C.R - - - - - +/- - - -
QC9 98 Enterococcus spp - - C.R - - - - - +/- - - -
QC9 99 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC9 100 E. faecium + - C.R - - - - - - - - -
QC9 101 E. faecium + - - - - - - - - - -
QC9 102 E. faecalis + - tet - - - - - + + - -
QC9 103 E. faecium + - + - - - - + + - -
QC9 104 E. faecium + - eri + - - - - +/- + -
QC10 | 105 E. faecium - - eri - - - - - - - +
QC10 | 106 E. faecium - - C.R - - - - - - - - -
QC10 | 107 E. faecium - - C.R - - - - - + - - -
QC10 108 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC10 109 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC10 110 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC10 | 111 E. faecium - - C.R - - - - - - - - -
QC10 112 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC10 | 113 E. faecium + - C.R - - - - - - - - -
QC10 | 114 E. faecium - - - - - - - +/- - - -
QC11 115 E. faecium - - - - - - - - - - -
QC11 116 E. faecium - - C.R - - - + - - + + -
QC11 117 E. faecium - - C.R - - - + - - - + -
QC11 118 E. faecium - - - - - + - - - + -
QC11 119 | Enterococcus spp - - - - - - - - +/- + -
QC11 120 E. faecium + - - - - - - - - - -
QC11 121 E. faecium + - - - - - - - - +/- -
QC11 122 E. faecium + - - - - - - - - +/- -
QC11 123 E. faecium - - - - - - - - - +/- -




Continuagdo — Apéndice A

S Fenotipo de Resisténcia Genotipo de viruléncia
Queijo % Espécie (PCR) viruléncia a P
2 Hemolise | Gelatinase | antibioticos | ace | as | cylA | cyB | cyM | efaA | esp | gelE | vanA

QC11 124 E.faecium - - = = - - - - = + =
QC11 125 E.faecium + - - - - + - - - + -
QC12 | 126 E.faecium - - eri - - - - - - + - -
QCi12 127 E.faecium - - C.R - - - - - - - - -
QCi12 128 E.faecalis - - + - - - - + + + -
QCi12 129 E.faecium - - eri - - - - - - - -
QC12 130 E.faecium - - tet + - - - - + + + -
QCi12 131 E.faecium - - eri - - - - - +/- +/- - -
QC12 | 132 E.faecium - - C.R - - - - - - - +/- -
QC12 133 E.faecium + - - - - - - - - +/- -
QC12 134 E.faecium + - - + - - - + + + -
QCi12 135 E.faecium + - C.R - - - - + -
QC12 136 E.faecium - - - - - - - - +
QC13 137 E.faecium + - = = - - - - = = =
QC13 138 E.faecium + - - = - - - - = +/- =
QC13 139 E.faecium + - = = - - - - = = =
QC13 140 E.faecium + - = = - - - - = = =
QC13 141 E.faecium - - - - - - - + + + -
QC14 | 142 | Enterococcus spp - - C.R - - - - - - - + -
QC14 143 E.faecium + - - - - - - +/- - + -
QC14 | 144 | Enterococcus spp - - - - - - - - - -
QC14 145 E.faecium - - - - - - - - - +/- -
QC14 | 146 E.faecium - - C.R - - - - - - + +/- -
QC14 147 E.faecium - - eri, tet - - - - - + - - -
QC14 148 E.faecium + - C.R - - - - - - - - -
QC14 149 E.faecium - - - - - - - - - - -
QC14 150 E.faecium + - - - - - - - - - -

C.R. : isolados foram recuperados em caldo BHI, mas ndo cresceram em agar Mueller- Hinton na duplicata do teste. eri: eritromicina, tet:
tetraciclina, van: vancomicina.

(+):Fator de expresséo fenotipica de viruléncia positivo ou isolados com perfil de bandas nitidas do tamanho esperado para o fragmento do
gene de viruléncia avaliado. (-): Auséncia de fator de expressao fenotipica de viruléncia, ou isolados que ndo apresentaram fragmento do
gene de viruléncia avaliado. , (+/-):Fator de expressao fenotipica de viruléncia negativo ou isolados com perfil de bandas pouco nitidas do
tamanho esperado para o fragmento do gene de viruléncia avaliado.




Apéndice B — Relacao entre o perfil gelE e a qualidade das bases seqiienciadas.

Isolado Espécie Perfil de Gel® Primer Bases
banda gelE seqiienciadas
com qualidade
>20° (pb)
ATCC E.faecalis + N.D TEO09 352
29212
TE10 373
01 E.faecium + - TEO09 373
TE10 360
08 E.faecium +/- - TEO09 32
TE10 58
10 E.faecium +/- - TEO09 328
TE10 336
12 E.faecium +/- - TEO09 336
TE10 315
13 E.faecium +/- - TEO09 26
TE10 68
17 E.faecium +/- - TEO09 336
TE10 351
19 E.faecium +/- + TEO09 347
TE10 351
35 E.faecium +/- - TEO09 365
TE10 353
36 Enterococcus spp +/- - TEQ9 23
TE10 90
37 E.faecium + - TEO09 58
TE10 21
39 E.faecium + - TEO09 334
TE10 347
40 E.faecium +/- - TEO09 86
TE10 116
41 E.faecium + - TEO09 202
TE10 291
45 Enterococcus spp +/- - TEQ9 364
TE10 331
47 E.faecium +/- - TEO09 328
TE10 350
49 E.faecium + - TEO09 341
TE10 344
51 E.faecium +/- + TEO09 41
TE10 10
61 E.faecium +/- - TEO09 21
TE10 24
62 E.faecium +/- + TEO09 13
TE10 35
65 E.faecium + - TEO09 350
TE10 340
66 E.faecium + - TEO09 331

TE10 341




Continuagao - Apéndice B

Isolado Espécie Perfil de Gel® Primer Bases
banda gelE seqiienciadas
com qualidade
>20° (pb)
69 E.faecium +/- - TEO09 330
TE10 339
70 E.faecium +/- - TEO09 334
TE10 341
71 E.faecium +/- - TEO09 334
TE10 330
74 E.faecium +/- - TEO09 363
76 E.faecium +/- - TEO09 345
TE10 341
77 E.faecium +/- + TEO09 358
TE10 341
78 E.faecium +/- - TEO09 348
TE10 324
79 E.faecium - - TEO09 154
TE10 255
80 E.faecium +/- - TEO09 332
TE10 256
81 E.faecium +/- - TEO09 20
TE10 20
84 E.faecium - + TEO09 328
TE10 318
104 E.faecium + - TEO09 64
TE10 110
116 E.faecium + - TEO09 68
TE10 83
117 E.faecium + - TEO09 90
TE10 89
118 E.faecium + - TEO09 82
TE10 89
121 E.faecium +/- - TEO09 50
TE10 65
124 E.faecium + - TEO09 290
TE10 18
128 E. faecalis + - TEO09 347
TE10 341
130 E.faecium + - TEO09 356
TE10 355
133 E.faecium +/- - TEO09 237
TE10 282
134 E.faecium + - TEO09 368
TE10 364
135 E.faecium + - TEO09 338
TE10 346
138 E.faecium +/- - TEO09 323

TE10 334




Continuagdo — Apéndice B

Isolado Espécie Perfil de Gel® Primer Bases
banda gelE seqlienciadas
com qualidade
>20° (pb)
141 E.faecium + - TEQ9 374
TE10 367
142 Enterococcus spp + - TEO09 330
TE10 335
143 E.faecium + - TEQ9 305
TE10 325
145 E.faecium +/- - TEOQ9 305
TE10 304
146 E.faecium +/- - TEOQ9 319
TE10 327

? Relacdo de qualidade aceitavel, com probabilidade de
inferior a 290 pb considerado como seqiienciamento com qualidade ruim, por apresentarem bases
ndo seqlenciadas ao longo da sequéncia.
® Atividade fenotipica da gelatinase.

(+):Fator de expressao fenotipica de viruléncia positivo ou isolados com perfil de bandas nitidas do
tamanho esperado para o fragmento do gene de viruléncia avaliado. (-): Auséncia de fator de
expressdo fenotipica de viruléncia, ou isolados que ndo apresentaram fragmento do gene de
viruléncia avaliado. , (+/-):Fator de expressado fenotipica de viruléncia negativo ou isolados com
perfil de bandas pouco nitidas do tamanho esperado para o fragmento do gene de viruléncia

avaliado.

erro de 1 base incorreta em 100. Valor



Apéndice C — Alinhamento das sequéncias pelo clustal W.

.faecalisATCC29212
.faecium39
.faecalis_EF105504_
.faecium_FJ858146_
.faecalis_EU862241_
.faecalis_M37185_
.faecium71TEQ9

.faecium80

[ 3 I T N 3 I T 3 B 3 I 5 I 3

.faeciuml2
Enterococcusspp45
Enterococcusspp84
.faecium78
.faeciumé5
.faecium74
.faecium76
.faecium77
.faeciuml30
.faecium49
.faeciuml4l
.faecalisl28

.faecium01

{3 I 3 N I 3 I 5 N 5 I 3 I 5 I 5 N 3 B 3

.faeciuml34
Enterococcusspplé4?2
faeciuml46
.faeciumlO
.faecium70
.faeciumé69
.faeciuml43

.faeciuml45

E.

E

E

E

E

E
E.faeciuml38
E.faecium4?7
E.faeciuml?
E.faecium35
E.faecium66
E.faeciuml9
E

.faeciuml35

GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGCGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAGCGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGCGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAGCGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA
GTAGTGAAGTAACGTTAAAAAACTCTTTTCAAGTAACGTTTAATGTACCAGTTGAAAAAA

KAXKK AXKXAKAKAKAKAKAAKAKAKAA AKX XXX AKX XAXAAKAKAKAXAAKX AX XXX XAXAXAXAXAXAXAXAXA XXX AKX XXX KK

136
145
900
637
855
899
110
111
109
111
110
111
110
111
110
111
112
110
106
110
109
110
95

95

145
142
142
143
143
143
143
138
139
143
144
130
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E.faecalisATCC29212 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 196
E.faecium39 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 205
E.faecalis_EF105504_ GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 960
E.faecium_FJ858146_ GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 697
E.faecalis_FEU862241_ GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 915
E.faecalis_M37185_ GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 959
E.faecium71TE09 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 170
E.faecium80 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 171
E.faeciuml2 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 169
Enterococcusspp45 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 171
Enterococcusspp84 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 170
E.faecium78 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 171
E.faecium65 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 170
E.faecium74 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 171
E.faecium76 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 170
E.faecium77 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 171
E.faeciuml30 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 172
E.faecium49 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 170
E.faeciuml4l GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTITACCATGCAGTAGTTG 166
E.faecalisl28 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 170
E.faecium01 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 169
E.faeciuml34 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 170
Enterococcusspplé42 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 155
E.faeciuml46 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 155
E.faeciumlO GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 205
E.faecium70 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 202
E.faecium69 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTITACCATGCAGTAGTTG 202
E.faeciuml43 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 203
E.faeciuml45 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 203
E.faeciuml38 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 203
E.faecium47 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 203
E.faeciuml?7 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 198
E.faecium35 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 199
E.faecium66 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTIG 203
E.faeciuml9 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTITACCATGCAGTAGTTG 204
E.faeciuml35 GCAATACGGGAATTGCTTTACACGGAACGGATAACACAGGGGTTTACCATGCAGTAGTTG 190
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E.faecalisATCC29212 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 256
E.faecium39 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 265
E.faecalis_EF105504_ ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 1020
E.faecium_FJ858146_ ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCACCATCACTAGTAGCATTAAATCAGAATG 757
E.faecalis_EU862241_ ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCACCATCACTAGCAGCATTAAATCAGAATG 975
E.faecalis_M37185_ ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 1019
E.faecium71TEQ09 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faecium80 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 231
E.faeciuml2 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 229
Enterococcusspp45 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 231
Enterococcusspp84 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faecium78 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 231
E.faeciumé65b ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faecium74 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 231
E.faecium76 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faecium77 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 231
E.faeciuml30 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 232
E.faecium49 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faeciuml4l ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 226
E.faecalisl28 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
E.faecium01 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 229
E.faeciuml34 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 230
Enterococcusspplé42 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 215
E.faeciuml46 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 215
E.faeciumlO ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCACCATCACTAGCAGCATTAAATCAGAATG 265
E.faecium70 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 262
E.faecium69 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 262
E.faeciuml43 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 263
E.faeciuml45 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 263
E.faeciuml38 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 263
E.faecium47 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 263
E.faeciuml? ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 258
E.faecium35 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 259
E.faecium66 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 263
E.faeciuml9 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 264
E.faeciuml35 ATGGCAAAAATAATTATTCTATTATTCAAGCGCCATCACTAGCGACATTAAATCAGAATG 250
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Continuagdo — Apéndice C

E.faecalisATCC29212 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 316
E.faecium39 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 325
E.faecalis_EF105504_ CTGTTGATGCCTATACCCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 1080
E.faecium_FJ858146_ CTGTTGATGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 817
E.faecalis_FEU862241_ CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 1035
E.faecalis_M37185_ CTATTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 1079
E.faecium71TE09 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faecium80 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 291
E.faeciuml2 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 289
Enterococcusspp45 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 291
Enterococcusspp84 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faecium78 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 291
E.faecium65 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faecium74 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 291
E.faecium76 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faecium77 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 291
E.faeciuml30 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 292
E.faecium49 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faeciuml4l CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 286
E.faecalisl28 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
E.faecium01 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 289
E.faeciuml34 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 290
Enterococcusspplé42 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 275
E.faeciuml46 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 275
E.faeciumlO CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 325
E.faecium70 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 322
E.faecium69 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 322
E.faeciuml43 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 323
E.faeciuml45 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 323
E.faeciuml38 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTCGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 323
E.faecium47 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 323
E.faeciuml? CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTIGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 318
E.faecium35 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 319
E.faecium66 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 323
E.faeciuml9 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 324
E.faeciuml35 CTGTTGACGCCTATACGCATGGAAAATTTGTGAAAACATATTATGAAGATCATTTCCAAC 310
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APENDICE D - Anélise dos primers utilizados para amplificar os fragmentos do
gene gelE pelo primer-blast.

>EUB62241.3 Enterococcus faecalis strain H81 gelatinase (gelE) gene, partial cds

product length = 419

Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Template 1 = 735
Reverse primer 1L ACGCATTGCTTTTCCATC 18
Template L 1119
Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Template BB . csane svevesepeenens speewecces 430
Reverse primer 1 ACGCATTGCTTTTCCATC 18
Template 781 GBRBATCs oF ey vaw sl 14

>EF105504.1 Enterococcus faecalis GM gelatinase (gelE) gene, complete cds

product length = 419

Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Template FTO3. a s osseememe s s 780
Reverse primer 1 ACGCATTGCTTTTCCATC 18
Template 1181 i i e e e 1164
product length = 64

Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Template L e R 780
Reverse primer 1 ACGCATTGCTTTTCCATC 18
Template 828 JAATE . T swew o B (000
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>AE016830.1 Enterococcus faecalis V583, complete genome

product length = 419
Features associated with this product:
coccolysin
Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Tenplate 1#6399] w wws s e oRE OEvEs 1763974
Reverse primer 1 ACGCATTGCTTTTCCATC 18
Template FHORBT 3« aseee e wrew wess wmenns o 1763590
product length = 64
Features associated with this product:
coccolysin
Forward primer 1 ACCCCGTATCATTGGTTT 18
Template EEEZ9D ) w aviw e s woene mana . 1763974
1 ACGCATTGCTTTTCCATC 18
GAATC: speTarer s A 1763945

Reverse primer
1763¢

Template



