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Resumo:

A investigacdo da resisténcia a antibidticos em Enterococcus se tornou relevante, devido a sua
importancia em processos tecnolégicos, e pela possibilidade da transferéncia horizontal destes genes.
Logo, o objetivo deste trabalho foi verificar o potencial de viruléncia de Enterococcus isolados de leite
organico cru, com potencial para uso tecnolégico na area de alimentos, quanto a resisténcia a diferentes
tipos de antibidticos. Bactérias acido léticas (BALsS) foram isoladas de leite organico cru e até o
momento 33 cepas foram identificadas como Enterococcus por testes bioquimicos e pelo DNA 16S
ribossomal. A susceptibilidade a diferentes tipos de antibi6tico foi testada de acordo com o método
proposto pela Clinical and Laboratory Standards Institute (Manual, 2013) utilizando os antibi6ticos:
Cloranfenicol 30ug (CLO), Eritromicina 15ug (ERI), Ampicilina 10ug (AMP), Ciprofloxancina 5ug
(CIP), Teicoplamina 30ug (TEC), Norfloxacina 10ug (NOR), Tetraciclina 30ug (TET), Vancomicina
30ug (VAN) e Penicilina G10U (PEN), incubadas a 35°C/24h. Os resultados mostraram que os isolados
apresentaram maior indice de resisténcia a PEN, sendo que 69,70% das cepas foram resistentes ao
antibiotico em questdo. Apenas 60,60% dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antibiticos testados, e nenhum isolado foi totalmente resistente aos antibiéticos VAN, TET, ERI e CLO.
Além disso todas as cepas foram sensiveis a pelo menos 3 antibiéticos testados. Com base no exposto,
concluiu-se que foram identificadas cepas sensiveis a todos os antibiéticos testados, havendo a
necessidade da investigacdo da existéncia de genes de resisténcia, afim de que sgjam futuramente
considerados seguros e utilizados na producéo de alimentos.
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RESISTENCIA A ANTIBI{)TICOS DE ENTEROCOCCUS COM POTENCIAL PARA
USO TECNOLOGICO ISOLADOS DE LEITE ORGANICO CRU

1. INTRODUCAO

O leite é um produto de origem animal, com alto valor nutricional, indicado
para ser consumido por criancas e adultos. Devido a busca por alimentos de maior
qualidade houve uma crescente preocupagdo por parte dos consumidores,
aumentando a busca por alimentos organicos, em diferentes paises (RIBEIRO, et
al.2009). A expressao: alimento organico, € designada a alimentos de origem
vegetal ou animal que ndo possuem em sua composi¢do final fertilizantes ou
qualquer outra droga, que contenha vestigios, que sejam nocivos a saude do
consumidor (RIBEIRO, et al.2009).

No leite sdo encontrados diferentes microrganismos como as bactérias acido
laticas (BALs) que correspondem de 20-30% do total de bactérias contidas nesse
produto (DELAVENNE et al,, 2012). Muitas das BALs s&o identificadas como
seguras para a producdo de alimentos, porém ha algumas que sado patogénicas,
responsaveis por causar doencas infecciosas em seres humanos e por espalhar
genes de resisténcia a antibiéticos como os Enterococcus (JANS et al., 2012,
DELAVENNE et al., 2012).

As BALs possibilitam a producédo de alimentos com diferentes caracteristicas,
além de alguns géneros serem utilizados em processos biotecnolégicos (MATTOS,
2008; MCMULLEN, STILES, 1996), como na producéo de &cido latico e plasticos,
por fermentacao, utilizando fontes renovaveis. (ADNAN & TAN, 2007). No entanto,
os Enterococcus normalmente apresentam resisténcia a diferentes classes de
antibiéticos devido a possibilidade da transferéncia horizontal destes genes, sendo a
vancomicina a de maior relevancia (LEAVIS et al, 2006). Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi verificar o potencial de viruléncia de Enterococcus isolados de
leite organico cru, com potencial para uso tecnologico na area de alimentos, quanto
a resisténcia a diferentes tipos de antibibticos.

2. METODOLOGIA

As bactérias utilizadas neste trabalho foram isoladas de leite organico cru, dos
municipios de Laranjeiras do Sul e Rio Bonito do Iguagu, ambas no estado do
Parana/Brasil, no periodo de inverno de 2015 e no verdo de 2016, sendo até o
momento, 33 cepas identificadas como Enterococcus por testes bioquimicos e que
apresentaram potencial tecnolégico em testes anteriores de: protedlise, producéo de
diacetil, capacidade antagonista, capacidade autolitica, produgdo de
exopolisscarideo, capacidade de acidificacdo de leite (dados ndo apresentados).
Estes foram identificados pelo DNA 16S ribossomal, seguindo metodologia proposta
por Rodrigues et al (2016) e as amostras purificadas foram sequenciadas pela
empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda (Centro de Biotecnologia, UFRGS,
Porto Alegre, RS). As sequencias fasta foram comparadas com as sequencias
estocadas no GenBank utilizando o sistema Blast (BLAST, 2017).

A susceptibilidade a diferentes tipos de antibidtico foi testada de acordo com o
método proposto pela Clinical and Laboratory Standards Institute (Manual, 2013). Os
isolados foram crescidos em agar Mueller-Hinton e incubados a 35°C/18-48h. A
cultura foi suspensa em agua peptonada estéril 0,1%, a fim de atingir a leitura de 0,5



na escala de McFarland (108 organismos. mL). As placas de Mueller-Hinton foram
inoculadas com a utilizagcdo de um swab e dispostos sobre estas, 10 diferentes
antibiéticos: Cloranfenicol 30 upg, Eritromicina 15 pg, Ampicilina 10 g,
Ciprofloxancina 5 pg, Teicoplamina 30 pg, Norfloxacina 10 ug, Tetraciclina 30 ug,
Vancomicina 30 pg e Penicilina G10U e incubadas a 35°C/24h. O diametro dos
halos de inibicado formados foram medidos com auxilio de um paquimetro digital e
expressos em mm, e classificados de acordo com os critérios de suscetibilidade do
CLSI.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Das 33 cepas identificadas até o momento, 32 foram identificadas como
Enterococcus durans e 1 como Enterecoccus galinarum. A interpretacado da leitura
dos halos de inibicdo obtidos esta apresentada na Tabela 1.

Como pode ser observado, os isolados apresentaram maior indice de
resisténcia a penicilina, pois dos 33 isolados, somente 10 foram sensiveis a este
antibiético. Desta forma, 69,70% das cepas foram resistentes ao antibidtico em
questdo. Pizauro et al. (2014) ao avaliarem microrganismos, de diversos géneros,
isolados de leite de bufalas observaram alta resisténcia a penicilina, neomicina e
sulfametoxazol/trimetoprim e presenca de cepas resistentes a multiplos farmacos.
Os autores relacionaram estes fatos com o uso e a dose indiscriminados, a
amplitude de aplicagédo e a duracao do uso do antimicrobiano.

Outro fator importante a ser considerado € que, por se tratar de um alimento
organico apenas 60,6% dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antibioticos testados. Este valor € inferior aos obtidos por Porto et al., (2016), que
das 53 cepas de Enterococcus, isoladas de queijo artesanal testadas, 75,5% foram
resistentes a pelo menos um dos nove antibiéticos testados. Outro ponto positivo do
presente estudo, € que todos os isolados foram sensiveis a tetracilclina, enquanto
que no trabalho de Porto et al, 92,46%. Além disso, a cepa de E.galinarum e as
BALs 61,136,142,157,158, 159, 196, 202 e 280 foram sensiveis a todos antibidticos
testados, representando 30,30% dos isolados, valor superior ao de Porto et al, que
foi de 24,53%.

Nenhum isolado foi totalmente resistente a vancominica, tetraciclina,
eritromicina e cloranfenicol. Além disso todas as cepas foram sensiveis a pelo
menos 3 antibidticos testados. Riboldi et al. (2009) isolaram Enterecoccus de
diversos alimentos de origem animal e vegetal, na regidao Sul do Brasil, e somente as
cepas isoladas em leite foram, em sua totalidade, susceptiveis a pelo menos um dos
antibioticos testados.

A BAL 46 apresentou resisténcia a 4 antibidticos testados (Penicilina,
Teicoplamina, Norfloxacin e Ciprofloxacin) e ficou na faixa intermediaria de 2
(Eritromicina e Cloranfenicol). Esta apresentou resisténcia, mesmo que baixa, no
caso dos ultimos, a todas as classes de antibidticos testadas. De todos os isolados,
nenhum apresentou total resisténcia a eritromicina, apenas trés cepas apresentaram
niveis de resisténcia intermediarios, o que é considerado um fator importante, ja que
a eritromicina pertence a classe dos antibiéticos macrolideos, que sao os substitutos
mais comuns para individuos com alergia a penicilina (PETERS et al, 2003).



Tabela 1: Resisténcia de Enterecoccus isolados de leite organico cru frente a
diferentes antibidticos.

Género BAL Penicilina Ampicilina Vancomicina Teicoplamina Tetraciclina Eritromicina Norfloxacin Ciprofloxancin Cloranfenicol
1 R S S S S S S S S
3 R S S S S S S S S
19 R S S S S S S S S
44 R S S S S S S S S
46 R S S R S | R R |
48 R R S S S S S S S
51 R S S S S S S S S
53 R S S S S S S S S
54 R S S S S S S S S
58 R S S S S S S S S
61 S S S S S S S S S
69 R S S S S S S S S
136 S S S S S S S S S
142 S S S S S S S S S
146 R S S S S S S S S
Enterococcus 190 | ] S S S S S S S
durans 153 R s s s S s s s s
155 R S S S S S S S S
157 S S S S S S S S S
158 S S S S S S S S S
159 S S S S S S S S S
161 | S S S S S S S S
195 | S S S S S S S S
196 S S S S S S S S S
202 S S S S S S S S S
204 R S S S S S S S S
280 S S S S S S S S S
289 R S S S S S S S S
291 R S S S S S S S S
347 R S S S S S S S S
370 R S | S S | S S S
372 R | S | S | S | |
Enterococcus 66 s s s s S S S S s

galinarum

Marguet, Vallejo e Olivera (2008) ao avaliarem os fatores de viruléncia de
cepas de Enterococcus isolados de queijos ovinos observaram alta sensibilidade a
vancomicina e associaram os fenotipos resistentes aos alimentos, especialmente
produtos lacteos, a sua manipulacdo sob condi¢gées de higiene precarias em alguns
dos pontos criticos do processo de elaboracdo e ao uso indiscriminado de
antibioticos. De acordo com Pérez, Martinez e Zhurbenko (2010), nos Estados
Unidos a porcentagem de infeccbes nosocomiais causadas por Enterococcus
vancomicina resistente aumentou de 0,3 para 7,9% em apenas 4 anos, sendo que a
prevaléncia de Enterococcus resistentes a vancomicina neste pais € de
aproximadamente 30%.

Por este motivo, a producdo de alimentos organicos podera evitar a
disseminagdo de genes de resisténcia, pois 0s microrganismos nao teriam contato
com os antibidticos, pois estes ndao sao utilizados neste tipo de producdo. No
entanto, além da expressao fenotipica a investigagdo da existéncia dos genes de



resisténcia se faz necessaria. Cabe destacar que os resultados aqui apresentados
S&0 parciais e a presente pesquisa continua em andamento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao género Enterecoccus apresentar grande numero de genes de
resisténcia a antibidticos, seu uso na industria alimenticia deve ser cauteloso, a fim
de evitar a disseminacdo de caracteristicas patogénicas, mas o presente trabalho
encontrou cepas sensiveis a todos os antibidticos testados, no entanto, ha a
necessidade da investigacdo da existéncia de genes de resisténcia para que estes
possam ser considerados seguros para serem utilizados na produgéo de alimentos.
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