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RESUMO

O crescimento da populagdo nas cidades ao redor do mundo gera altas demandas sobre os
recursos naturais existentes, sem contar as pressdes ambientais que sdo geradas e,
eventualmente, afetam a qualidade de vida desses moradores. E importante ter em mente que
essa demanda da populagdo, na maioria das vezes, agrava problemas como saude, emprego e
saneamento basico. O descarte de residuos por aguas pluviais e despejos de esgotos alcangam
rios ¢ mares, contaminando os recursos hidricos, essenciais para a existéncia de todos os
organismos vivos. Neste contexto, essa pesquisa teve como objetivo principal estudar bactérias
do género Enterococcus, indicadores de contaminacdo por esgotos, em aguas de uma galeria
pluvial e do riacho Macei6 na orla de Fortaleza. Adicionalmente, foram detectados fatores de
viruléncia e estabelecidos perfis de resisténcia a antibidticos entre esses isolados bacterianos.
Foram realizadas cinco coletas continuas de amostras de adgua em dois pontos da orla
contribuidores de descartes urbanos: uma galeria em frente a praia do Meireles (G1) e no
desague do Riacho Maceio6 (G2). Foram detectados niveis de Enterococcus/100 mL acima do
limite estabelecido pela legislagdo vigente em 100% das amostras. A partir das coldnias
crescidas sobre o meio de cultura seletivo foram isoladas 100 cepas, identificadas 74 dessas
como pertencentes ao género Enterococcus, entre elas, 36 (48,65%) produziram
exopolissacarideo (EPS) e 20 (27,01%) foram capazes de aderir a placa de poliestireno. A
frequéncia de isolados de Enterococcus spp. apresentando fatores de viruléncia foi de 54
(72,97%) para o teste de gelatinase, 36 (48,64%) para o teste de caseinase, 7 (9,45%) para o
teste de fosfolipase; e no teste de hemolisina, 18 isolados (24,32%) apresentaram B-hemolise.
Os maiores indices de resisténcia antibidtica detectados entre as bactérias isoladas foram para
clindamicina com 63 (85,1%) cepas resistentes, tetraciclina com 26 (35,1%), ampicilina e
vancomicina com 2 cepas resistentes cada (2,7%), cloranfenicol e eritromicina 1 (1,4%) cepa
resistente. Gentamicina foi a droga mais efetiva com todos os isolados sendo susceptiveis a ela.
24 (32,4%) isolados foram considerados multidrogas resistentes, ou seja, resistentes a mais de
uma familia de antibidticos testados. Foi possivel verificar que a orla de Fortaleza apresenta
fontes pontuais de descarte de dguas contaminadas e que carregam bactérias entéricas com
perfis de viruléncia e de resisténcia a antibioticos. Esses descartes representam risco para a
saide ambiental e humana sendo importante o monitoramento de desagues na orla em centros

urbanos como uma etapa da gestdo da qualidade ambiental e da satde publica.

Palavras-chave: Aguas costeiras; Enterobactérias; Viruléncia; Resistencia a antibioticos.



ABSTRACT

Population growth in cities around the world generates high demands on existing natural
resources, not to mention the environmental pressures that are generated and eventually affect
the quality of life of these residents. It is important to keep in mind that this demand from the
population, in most cases, exacerbates problems such as health, employment and basic
sanitation. The disposal of waste by rainwater and sewage discharges reach rivers and seas,
contaminating water resources, essential for the existence of all living organisms. In this context,
this research had as main objective to study bacteria of the Enterococcus genus, indicators of
contamination by sewage, in water from a rainwater gallery and the Maceio stream on the edge
of Fortaleza. Additionally, virulence factors were detected and antibiotic resistance profiles
were established among these bacterial isolates. Five continuous collections of water samples
were carried out at two points of the waterfront that contribute to urban discharges: a gallery in
front of Meireles beach (G1) and in the outlet of Riacho Maceié (G2). Levels of
Enterococcus/100 mL above the limit established by current legislation were detected in 100%
of the samples. From the colonies grown on the selective culture medium, 100 strains were
isolated, 74 of which were identified as belonging to the Enterococcus genus; among them, 36
(48.65%) produced exopolysaccharide (EPS) and 20 (27.01%) were able to adhere to the
polystyrene plate. The frequency of Enterococcus spp. presenting virulence factors was 54
(72.97%) for the gelatinase test, 36 (48.64%) for the caseinase test, 7 (9.45%) for the
phospholipase test; and in the hemolysin test, 18 isolates (24.32%) presented B-hemolysis. The
highest rates of antibiotic resistance detected among the isolated bacteria were for clindamycin
with 63 (85.1%) resistant strains, tetracycline with 26 (35.1%), ampicillin and vancomycin with
2 resistant strains each (2.7%). chloramphenicol and erythromycin 1 (1.4%) resistant strain.
Gentamicin was the most effective drug with all isolates being susceptible to it. 24 (32.4%)
isolates were considered multidrug resistant, that is, resistant to more than one family of tested
antibiotics. It was possible to verify that the coast of Fortaleza presents point sources of
contaminated water disposal and that carry enteric bacteria with virulence and antibiotic
resistance profiles. These discharges represent a risk to environmental and human health and it
1s important to monitor riverside drains in urban centers as a step in the management of

environmental quality and public health.

Keywords: Coastal waters; Enterobacteria; Virulence; Antibiotic resistance.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo nas cidades ao redor do mundo gera altas demandas
sobre 0s recursos naturais existentes, sem contar as pressdes ambientais que podem ser geradas
e, eventualmente, afetar a qualidade de vida desses moradores (COSTA, 2013).

E importante ter em mente que essa demanda da populagio, na maioria das vezes,
agrava problemas como saude, emprego € saneamento basico, principalmente no que diz
respeito ao descarte de residuos por aguas pluviais, que em algum momento destinavam esse
material para rios e mares (AMARAL; MARTINS; BARRELLA, 2019), prejudicando um dos
recursos mais importantes que temos, a agua, considerada essencial para a existéncia de todos
os organismos vivos (FERREIRA FILHO et al., 2018, CARR et al., 2010).

A agua também pode servir como um importante veiculo para patdogenos, sejam
derivados de fezes humanas, varios animais ou produtos quimicos potencialmente nocivos
(TORRES et al., 2015). Portanto, o monitoramento dos corpos d'dgua ¢ essencial para contribuir
com sua conservagao (PADILHA et al., 2017).

Alguns dos organismos presentes em ambientes marinhos sdo classificados como
indicadores de contaminagdo e sdo utilizados para avaliar a qualidade microbioldgica da agua
utilizada para atividades recreativas marinhas (USEPA, 2012; WHO, 2006). Como indicadores
de contaminacdo, as bactérias do Género Enterococcus sao regulamentadas em diferentes paises
como Canada, Australia e Brasil (CANADA, 2012; BRASIL, 2000; NHMRC; 2008; TORRES
etal., 2015).

Os microrganismos pertencentes a este género sao anaerdbios facultativos, Gram-
positivos, presentes na forma de cocos isolados, aos pares ou em pequenas cadeias (TORRES
et al.,2015). Eles foram escolhidos como indicador de contaminagao por serem abundantes em
fezes humanas e animais de sangue quente, de facil cultivo em ambiente laboratorial, e por
poderem carrear material genético relacionados a de viruléncia que podem ser transmitidos a
outros microrganismos. A exposi¢do a essas bactérias em aguas marinhas e doces pode ter
correlagao com os eventos de doengas entre os usuarios o que torna este grupo bacteriano uma
importante ferramenta para avaliacdo da qualidade microbiologica de aguas recreativas (WADE
et al., 2003, 2010).

Algumas cidades litordneas convivem com problemas de poluicdo das aguas dos
rios e isso pode acarretar o despejo de esgoto urbano no mar, podendo afetar a qualidade da

agua para fins recreativos (PADILHA et al., 2017).
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Neste contexto, o presente trabalho objetivou a necessidade de avaliar a presenca
de bactérias do género Enterococcus, indicadores de contaminagdo por esgotos, em aguas de
uma galeria pluvial e do desague do riacho Maceid na orla de Fortaleza, Ceara.

Com relagdo aos objetivos especificos, citam-se:

(1) Determinar o Nimero mais Provavel;

(2) Isolar e identificar fenotipicamente em género Enferococcus os isolados
procedentes das amostras de galerias;

(3) Testar a capacidade de formacgao de biofilme bacteriano das cepas identificadas;
(4) Verificar a presenga de diferentes perfis de viruléncia;

(5) Determinar a susceptibilidade das cepas frente a diferentes antimicrobiano.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos Historicos

O termo "Enterococcus" foi usado pela primeira vez em 1899 por microbiologistas
franceses, que escolheram esse nome para enfatizar a origem intestinal desse microrganismo
gram-positivo € o colocaram no género Streptococcus. O nome Streptococcus faecalis foi
mencionado por Andrewes e Horder em 1906 quando descreveram um organismo isolado do
sangue de um paciente com endocardite e considerado "caracteristico" do intestino humano.
Durante essa década varios autores estudaram e escreveram sobre esses isolados e se referiram
a eles como S. faecalis, mas em 1919 Orla Jensen usou terminologia diferente, descrevendo
cepas de Streptococcus glycerinaceus e Streptococcus faecium. Por cerca de 20 anos esses
nomes foram ignorados e todos considerados como S. faecalis (MURRAY, 1990; PATEL et al.,
1997).

Em 1930, Sherman correlacionou Strepfococcus com o sistema soroldgico
desenvolvido por Lancefield. Neste sistema, os enterococos reagem com anti-soros do grupo
D, enquanto outros estreptococos reagem com os anti-soros do grupo A, B, C, E, F ou G, com
excecdo de Streptococcus viridans e Streptococcus pneumoniae. Dentro do grupo de
enterococos, Sherman reconheceu S. faecalis, Streptococcus liquefaciens, Streptococcus
zymogenes ¢ Streptococcus durans. Em 1937, Sherman propds um esquema de classificagao
que dividia esse grupo de microrganismos em quatro divisdes: piogénicos, viridans, lacticos e
enterococos. A tltima palavra foi usada para (pelo menos a maioria) organismos crescendo entre
10°C e 45°C, a uma concentragao de 6,5% de NaCl e pH de 9,6. Além disso, esses
microrganismos sobreviveram 30 minutos a 60°C e tiveram a capacidade de hidrolisar a
esculina (PATEL et al., 1997).

Em 1984, Schleifer e KilpperBélz usaram a hibridizagdo de DNA-DNA e DNA-
rRNA para mostrar que S. faecalis e S. faecium estavam se distanciando ainda mais do género
Streptococcus e propuseram a transferéncia dessas espécies desse género para sua localizagao
natural no género Enterococcus. Com isso as espécies foram denominadas Enterococcus avium,
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Enterococcus maloduratus e Enterococcus gallinarum (CETINKAYA; FALK;
MAYHALL, 2003; MURRAY, 1990; PATEL et al., 1997). Este trabalho foi publicado durante
a redacdo do Bergey’s Manual em 1984 e o gé€nero Enterococcus nao foi incluido na

nomenclatura oficial, mas foi citado no Manual e considerado para apoiar a criagdo de um
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género de organismos diferente do grupo dos enterococos. Conforme os estudos de acidos
nucléicos, outras espécies foram indicadas para serem incluidas no género: Enterococcus hirae,
Enterococcus mundtii, Enterococcus raffinosus, Enterococcus solitarius e Enterococcus
pseudoavium (PATEL et al., 1997). E. faecalis e E. faecium sdo as espécies mais comuns,
representando cerca de 80 a 90% e 5 a 10% da maioria das infecgdes humanas, respectivamente.
As outras espécies (E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. avium e E. raffinosis) sao
menos frequentemente isoladas, responsaveis por menos de 5% dos achados clinicos
(CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2003; D’AZEVEDO et al., 2004; GARCIA-GARROTE;
CERCENADO; BOUZA, 2006).

2.2 Caracteristicas Gerais e fenotipicas do género Enterococcus

Murray (1990) mostrou que as bactérias do género Enterococcus sdo: ovaladas e
podem aparecer como células Unicas, agrupadas em pares ou em cadeias curtas. S3o bactérias
Gram-positivas, nao esporulantes e embora possam ter pseudocatalase, geralmente sdo catalase
negativas (HARDIE; WHILEY, 1997; MURRAY, 1990). Essas bactérias compartilham
numerosos e diversos habitats e, portanto, enterococos podem ser encontrados em amostras de
origem humana (CARVALHO et al., 2006; TYRREL et al., 2002), animal (FORTINA; MORA;
MANACHINI, 2004; KOORT et al., 2004; RAHKILA et al., 2011), de plantas (MULLER et
al.,2001; SVEC et al., 2012), de insetos (SVEC etal.,2006; COX ; GILMORE, 2007), do solo
(COLLINS; FARROW; JONES, 1986; LAYTON et al., 2010), de dgua potavel (SVEC etal.,
2006), de agua superficial (SVEC et al., 2001) e de agua do mar (SVEC et al., 2005).

A prevaléncia de enterococos ¢ observada em todo o mundo. Em 2005, 396 isolados
de enterococos foram identificados na China: E. faecalis 79,8%, E. faecium 11,1%, E. hirae
3,0%, E. gallinarum 3,0% e E. casseliflavus 3,0% (ANBUMANI et al., 2005). Em 2005, um
estudo no norte da India mostrou que de um total de 105 espécies de enterococos identificadas,
42,9% eram E. faecium e 40% E. faecalis MOHANTY et al., 2005). Enterococcus faecium foi
o isolado predominante das infec¢des da corrente sanguinea e do ambiente hospitalar, enquanto
que E. faecalis foi predominante nas amostras de urina e pus.

Acredita-se que a maioria das infeccdes seja enddgena, com a bactéria sendo
transmitida através das células epiteliais do intestino, causando infec¢ao através dos linfonodos
para que possa se espalhar para outras células do corpo (FRANZ; HOLZAPFEL; STILES,
1999).
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2.3 Patogenicidade

O trato gastrointestinal é, sem duvida, considerado o maior reservatério de
enterococos € a deteccdo de E. faecium em espécimes clinicos positivos sem transporte fecal
demonstra a aquisi¢do de colonizagdo gastrointestinal exdgena e subsequente infec¢do
endogena (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2003). Dependendo da associagdo parasita-
hospedeiro podem ocasionar infecgdes, como endocardite, infecgdes do trato urinario, infecgdes
intra-abdominais, infeccdes de feridas e bacteremia (HORNER et al., 2005; MISKEEN;
DEODHAR, 2001; VAN HORN; GEDRIS; RODNEY, 1996).

A producao de biofilme € uma das principais causas de infec¢des endodonticas e do
trato urinario e endocardite (FISHER; PHILLIPS, 2009). Existem fatores de viruléncia
secretados por diferentes espécies de Enterococcus: citolisinas, também chamadas de
hemolisinas (KOCH et al.,2004), e enzimas hidroliticas (hialuronidases, gelatinases e proteases
séricas (MUNDY; SAM; GILMORE, 2000; SEMEDO et al., 2003).

No Brasil, em um estudo de 2003 em Sao Paulo que determinou a prevaléncia
bacteriana de infec¢des do trato urinario nosocomiais em 188 pacientes, foram encontradas 11
estirpes de enterococos (DIAS NETO et al., 2003). Em 2004, dois hospitais no Brasil isolaram
99 estirpes de swabs retais de pacientes em unidades de terapia intensiva (UTI) sendo
identificadas através de testes bioquimicos como 76% E. faecalis, 9% E. faecium e 15% outras
espécies (E. hirae, E. raffinosus, E. gallinarum, E. casseliflavus e E. avium) (WEBER; GOLD,
2003). No mesmo ano, 455 estirpes de enterococos isolados foram identificados em Porto
Alegre sendo E. faecalis 92,8%, E. faecium 2,9%, E. gallinarum 1,5%, E. hirae 0,7%, E.
casseliflavus 0,4%, E. durans 0,4% e E. raffinosus 0,2% (D’AZEVEDO et al., 2004). Ainda
em Porto Alegre, neste mesmo ano, um outro estudo identificou 80 cepas de enterococos como
E. faecalis 50%, E. faecium 17,5%, E. gallinarum 11,3%, E. avium 6,3%, E. hirae 5,0%, E.
durans 3,7%, E. raffinosus 2,5%, E. casseliflavus 2,5% e L. garvieae 1,2% (D’AZEVEDO et
al.,2004).

Outros fatores conhecidos, adquiridos por trocas genéticas, também contribuem
com a patogenicidade dos enterococos ¢ muitos estudos tém mostrado que diversos fatores de
viruléncia tém sido expressados pela espécie E. faecalis, como a gelatinase (GelE), lisinas
(hemolisina / bacteriocina) (CylLL), substancias de agregacdao (Agg), producao de feromdnio

(Eep) e proteinas de superficie de Enterococcus como Ace e Esp (LEPESOVA, et al. 2018)).
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2.4 Resisténcia antibidtica das cepas de Enterococcus

A barreira que separa Enterococcus, um grupo inofensivo de bactérias comensais
do trato gastrointestinal de animais de sangue quente daquelas bactérias patogénicas que
causam infec¢des graves de importancia clinica, estd se tornando cada vez mais fragil
(GIRAFFA, 2002).

Apos a introdugdo bem-sucedida de agentes antimicrobianos na terapia de infecgdes
diferentes, varios patégenos demonstraram uma diversidade de estratégias de resisténcia
antimicrobiana, incluindo modificacdo e inativacdo de drogas, exclusdo de antibidticos e
modificag¢ao de alvos (GROHMANN; MUTH; ESPINOSA, 2003).

A plasticidade genética do género Enterococcus, sua capacidade de adquirir e/ou
desenvolver rapidamente resisténcia a antibidticos clinicamente importantes e de transferir
esses determinantes de resisténcia para outros microrganismos mais patogénicos, tornam o
tratamento terapéutico de infec¢des causadas por eles um desafio (KOCH et al., 2004).

A resisténcia no género Enterococcus pode ser dividida em dois tipos gerais.
Resisténcia congénita ou intrinseca, presente em todas ou na maioria das espécies, € na
resisténcia adquirida (MURRAY, 1990).

A importancia dos enterococos decorre ndo apenas de sua alta incidéncia em
infec¢des humanas nos tltimos anos, mas também de seu potencial de disseminagao por contato
(PENAS et al., 2013) e também de sua capacidade de desenvolver resisténcia a antibidticos:
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) de uso comum (CETINKAYA; FALK;
MAYHALL, 2003; DIEKEMA et al., 2004; TITZE-DE-ALMEIDA et al., 2004). A transmissao
de VRE por profissionais de saide cujas maos ficam transitoriamente contaminadas com o
organismo quando em contato com pacientes afetados ¢ provavelmente a via mais comum de
transmissao de infec¢ao hospitalar (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2003).

Em 1995, em resposta ao rapido aumento de VRE, o Subcomité de Prevencdo e
Controle a Resisténcia a Antimicrobianos do Hospital Infection Control Practices Advisory
Committe do CDC publicou as seguintes recomendagdes para controlar a transmissao
nosocomial de VRE: uso prudente de vancomicina, treinamento de equipe hospitalar, a
utilizacao efetiva do laboratorio de microbiologia e implementa¢cdo de medidas de controle de
infec¢do (incluindo uso de luvas e roupas de isolamento adequadas para condigdes especificas
de pacientes) (CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2003; TILLOTSON, 1982; WHEELER et

al., 2002), além de enfatizar a ideia de que minimizar a transmissao nosocomial de VRE requer
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uma equipe multidisciplinar envolvendo varios departamentos (CETINKAYA; FALK;
MAYHALL, 2003).

Os enterococos ndo sao nativos a agua e estao entre as bactérias indicadoras fecais
(LUNA et al. 2010); tanto doengas gastrointestinais como respiratédrias tém sido associadas a
exposicdo a dgua ou sedimentos contaminados (HEANEY et al. 2009). Como a dgua do mar e
os sedimentos sao possiveis veiculos de estirpes virulentas transmissiveis aos seres humanos, ¢
util obter informagdes sobre a presenca e distribuicao de enterococos e sobre seus mecanismos
de resisténcia aos antibidticos nos ecossistemas marinhos, particularmente em sedimentos, que
sao uma fonte de nutrientes organicos e exercem um efeito protetor sobre os microrganismos

(LUNA et al. 2010; PIANETTI ef al. 2004).

2.5 Género Enterococcus em ambientes aquaticos

A seguranga na qualidade microbioldgica dos corpos d'dgua utilizados para fins
recreativos € uma preocupacgao global (LAYTON et al., 2010). Varios estudos (COLFORD et
al., 2012; DUFOUR; WADE; KAY, 2012; FLEISHER et al., 2010; WADE et al., 2003, 2006,
2010) destacam a correlagdo positiva entre a densidade de enterococos e a incidéncia de doengas
e infeccdes em individuos expostos por atividades de contato primario em aguas doces e
marinhas, indicando a eficacia dessas bactérias como possiveis indicadores de contaminagao
fecal por microrganismos patogenos.

O estudo da propagacdo das doencas da 4gua recreativa remonta a mais de 60 anos,
com estudos iniciais sendo realizados nos EUA (STEVENSON, 1953) e no Reino Unido (PHSL,
1959). Os estudos iniciais observaram associagdes de resposta a exposicao entre enterococos e
E. coli, indicadores bacterianos comumente usados para indicar contaminagao fecal de dgua e
gastroenterite em banhistas. Como resultado, esses microrganismos tém sido amplamente
utilizados para monitorar a qualidade das aguas recreativas. Desde entdo, estudos mais
detalhados foram realizados examinando diferentes indicadores de contaminagdo fecal,
diferentes usuarios de agua e diferentes corpos hidricos ambientais. Estudos relatados no
periodo 1990-2010 foram usados para desenvolver diretrizes (WHO, 2009) e padrdes
(ESSCHERT et al., 2020; LUSIC et al., 2013) destinados a limitar os riscos a saude da
exposicao a dgua recreativa (FEWTRELL; KAY, 2015).
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2.6 Aspectos Fenotipicos do Género Enterococcus

As bactérias do género Enterococcus consistem em organismos gram-positivos que
ocorrem como cocos isolados ou agrupados em cadeias curtas. A morfologia microscopica
desses organismos ¢ muitas vezes indistinguivel de algumas espécies de Streptococcus. Eles
sdo rotineiramente isolados em agar Brain Heart Infusion (BHI) contendo 5% de sangue de
carneiro desfibrinado a uma temperatura ideal de 35°C por 24 h, (D’AZEVEDO et al., 2004;
FACKLAM et al., 1999) embora a maioria cres¢a entre 10°C e 45°C (FACKLAM et al., 1999).
As colonias sdo geralmente ndo hemoliticas, mas podem ser alfa (hemdlise parcial) ou beta
hemolitica (hemolise completa) (CAMARGO; DARINI, 2005) (Figura 1).

Sdo facultativamente anaerobios e performam negativo na catalase (FACKLAM et
al., 1999; GARCIA GARROTE; CERCENADO; BOUZA, 2000). Estas bactérias tém a
capacidade de crescer em meios com altas concentracdes de sal (6,5% NaCl) em pH 9,6 e de
hidrolisar esculina na presenca de 40% de bile (em meio bile-esculina) (FACKLAM et al.,
1999). Estas sdo propriedades fundamentais que nos permitem distinguir os enterococos de
outros cocos Gram-positivos e catalase-negativos. Testes fenotipicos especificos sao
necessarios para distinguir espécies de enterococos, por exemplo, reagdes de fermentagdo de
carboidratos, hidrélise de pirrolidonil-beta-naftilamida (PYR) e a presenca de Pigmento

Amarelo (CAMARGO; DARINI, 2005).

Figura 1 - Placa em meio Agar sangue
contendo cultura pura de Enterococcus

Spp.

i

Fonte: Autor (2022).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area do Ponto de coleta das amostras

Foram selecionados dois pontos na orla da cidade de Fortaleza: uma galeria pluvial
em frente a praia do Meireles (G1) e o desague do riacho Macei6 (G2) (Figura 2). Os pontos de
coleta, G1 e G2, estdo localizados nas coordenadas: lat. -3° 43' 21.9174” long. -38° 29' 3.048”
e lat. -3°43' 21.6768” long. -38° 30' 17.2038”, respectivamente.

Figura 2 — Localizagdo geografica da galeria em frente a da praia do Meireles (G1) o
desdgue do riacho Macei6 (G2) na cidade de Fortaleza-CE.
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Fonte: Elaborado por TORRES RODRIGUEZ (2015).

3.2 Determinacio dos Fatores Extrinsecos

No momento da coleta foi realizada a medig¢ao da temperatura das amostras de agua
com auxilio de um termometro (Incoterm). Em laboratorio foram medidas a salinidade através
de um refratometro da marca ATAGO S/MILL e o pH utilizando-se um potencidémetro da marca

MARCONI — PA 200P.
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3.3 Procedimento de coleta

Foram realizadas cinco coletas continuas com periodicidade semanal, entre
novembro/21 e janeiro/22, em dois pontos previamente selecionados: Galeria em frente a praia
do Meireles (G1) e riacho Macei6 (G2). Foi coletada, em cada ponto, uma amostra usando um
frasco de vidro ambar esterelizado com capacidade de 1L. Depois da coleta, as amostras foram
transportadas para o laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) do
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.4  Determinac¢ao do nimero mais Provavel

Apds a chegada ao laboratorio a agua foi homogeneizada e foram realizadas
dilui¢des seriadas em salina a 0,85% (107! a 107°). Posteriormente, cada dilui¢cdo em salina 0,85%
foi inoculada em quintuplicatas nas mesmas dilui¢des (10" a 10°) em Caldo Azida Dextrose €
colocadas em estufa a 35°C/48h.

A azida sodica inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas, permitindo o
crescimento dos enterococos. A presenga destes microrganismos ¢ indicada pela turvacao do
caldo e avaliada de acordo com o método do niimero mais provavel (NMP), segundo WHO

(2000).

3.5 Isolamento e identificacdo Bioquimica das cepas

Realizada a leitura dos resultados, indculos do caldo foram estriados sobre a
superficie de placas contendo Agar m-Enterococcus (BD-Difco) como meio seletivo, com
incubacdo por 48 h a 35 °C. Colonias com coloracdo vermelha, castanha ou rosa, foram
quantificadas e replicadas em caldo e Agar Brain Heart Infusion (BHI - meio composto) com

incubagdo a 35 °C por 24 h/cada para sua posterior confirmagdo em género.
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Figura 3 — Fluxograma dos procedimentos de isolamento e fenotipicos para a
determinacdo de NMP/100 mL nas amostras das 4guas das galerias: em frente a praia
do Meireles (G1) e galeria Riacho Maceid (G2). na cidade de Fortaleza-CE.
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Fonte: O Autor (2022).

A partir do crescimento foram selecionadas e isoladas coldnias que foram mantidas
em meio agar BHI (Agar Brain Heart Infusion, OXOID) para identificacio e caracterizacio.

Os isolados bacterianos foram testados para as seguintes caracteristicas do género
Enterococcus: cocos Gram-positivos, agrupados aos pares ou cadeias curtas, catalase negativa,
hidrolise da esculina, crescimento em caldo BHI a 45 °C por 24 horas e em presenca de 6,5%
de NaCl (MANNERO; BLANCH, 1999).

A identificacdo das cepas bacterianas foi realizada de acordo com o manual de

Bergey's (GARRITY et al., 2005), Mannero; Blanch (1999) e Koneman et al. (2001).



25

3.6 Testes fenotipicos de formacio de biofilme

As bactérias isoladas foram testadas em relacdo a capacidade da formacgao de
biofilme através dos seguintes testes fenotipicos: teste do Agar Vermelho Congo e aderéncia

em microplacas de poliestireno (TMC) (FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989).

3.6.1 Formacgao de exopolissacarideos (EPS)

Para o teste de formacdo de exopolissacarideos, foi realizado o teste com Agar
Vermelho Congo (AVC), segundo a metodologia de Freeman, Falkiner e Keane (1989) com

adaptagoes.

3.6.2 Teste de aderéncia em Placas de Micropogos de Poliestireno (TMC)

O teste de aderéncia em Placas de Micropogos de Poliestireno foi realizado de
acordo com Christensen et al. (1985), com algumas adaptagoes.

A partir de 24 h de renovagao das cepas em agar BHI (OXOID), foram inoculados
em caldo Brain Hearth Infusion (BHI) e levados para estufa a 35 °C/48h-72h.

Em seguida, 200 pul da cultura foram inoculados (em triplicata) em uma microplaca
de poliestireno de 96 pogos estéril de fundo chato e levados a estufa a 35°C/48 h. Apds esse
tempo, as microplacas foram retiradas da estufa, descartado o caldo e os pogos lavados trés
vezes com agua destilada e depois secos em estufa a 60°C por 1 h. Apds a secagem, os pogos
foram corados com solugdo de cristal violeta a 1% por 1 minuto. Foram realizadas sucessivas
lavagens dos pocos com agua destilada e, em seguida, as placas foram colocadas para secar em
temperatura ambiente. Apds esses procedimentos, as placas foram verificadas e o resultado foi
considerado positivo caso fosse observada a permanéncia do corante resultante da agregacao

de células bacterianas nas paredes dos micropocos.

3.7 Verificacao dos diferentes perfis de viruléncia entre as cepas identificadas

Foram detectados fatores de viruléncia através de testes in vitro nos isolados de
Enterococcus, estudando as propriedades enzimaticas, através da verificacdo da producao de
caseinase, fosfolipase, atividade hemolitica e gelatinase de acordo com metodologias
anteriormente descritas (AUSTIN ez al., 2005; MENEZES et al., 2014; MENEZES et al., 2017).

A cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle positivo para gelatinase.
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3.8 Determinacio da susceptibilidade das cepas frente a diferentes antimicrobianos

Os padroes de resisténcia a antimicrobianos das cepas trabalhadas foram
estabelecidos usando-se discos de 7 antibidticos comerciais, Ampicilina (marca BBL) - AMP
(10pg), Clindamicina (BBL) - CLI (2pg), Cloranfenicol (BBL) - CLO (30ug), Eritromicina
(BBL) - ERI (15ng), Gentamicina (BBL) - GEN (30ug), Tetraciclina (BBL) - TET (30ug),
Vancomicina (BBL) - VAN (30pg). Os testes foram realizados de acordo com CLSI (2021)
(Figura 4).

Figura 4 — Fluxograma da técnica do antibiograma realizado com os isolados das
amostras de agua das galerias: em frente a praia do Meireles (G1) e galeria Riacho
Macei6 (G2) na cidade de Fortaleza-CE.
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Fonte: Elaborado por TORRES RODRIGUEZ (2015).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Parametros dos fatores extrinsecos
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No presente estudo, a agua da galeria Meireles (G1) apresentou oscilagdes de

temperatura entre 29 e 31 °C, o valor de pH ficou entre 7,42 e 8,01 ¢ a salinidade entre 9 e 26

ppm. No desague do Riacho Macei6 (G2), a temperatura variou entre 30 e 33°C, enquanto o

pH variou entre 7,63 e 8,03 e a salinidade permaneceu em 1 ppm, conforme tabela 1.

Tabela 1 - Parametros dos fatores extrinsecos medidos nos pontos estudados: amostras de agua
da Praia do Meireles (G1) e do desague do riacho Macei6 (G2), em Fortaleza-Ceara.

Parametros dos Fatores

Praia do Meireles

riacho Maceio

Semana Extrinsecos (G1) (G2)
Hora 12:20 13:05
1 pH 8 8
Salinidade (ppm) 19 1
Temperatura (°C) 31 31
Hora 09:41 10:26
2 pH 7.6 7,7
Salinidade (ppm) 10 1
Temperatura (°C) 30 30
Hora 08:43 09:05
3 pH 7,85 7,63
Salinidade (ppm) 20 1
Temperatura (°C) 29 30
Hora 11:33 12:16
4 pH 8,01 8,03
Salinidade (ppm) 26 1
Temperatura (°C) 30 33
Hora 11:45 13:37
5 pH 7,42 7,9
Salinidade (ppm) 9 1
Temperatura (°C) 29 30

Fonte: O Autor (2022).
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Silva et al. (2008) encontraram variagdo de 7,0 a 8,0 no pH da dgua nas praias do
litoral maranhense quando examinaram sua contaminagao por Enterococcus.

Ja em 2013, Monteiro identificou enterococos nas praias do litoral cearense e os
valores encontrados para o pH da dgua do mar variaram de 7,60 a 8,40, a salinidade variou de
36 a 39 e as temperaturas variaram de 27°C a 28°C. O género Enterococcus possui longo tempo
de sobrevivéncia em dguas marinhas, crescem em temperaturas entre 10 e 45°C, toleram pH de
9,6 e salinidade de até 6,5% (FACKLAM; ELLIOTT, 1995). Em vista disso, as variagdes de
pH (7,42 ¢ 8,03), salinidade (1 e 26) e temperatura (29°C e 33°C) registradas nas aguas neste
estudo estdo coerentes com registros de outros trabalhos de pesquisa, demonstrando que esses

parametros ambientais favorecem a permanéncia de bactérias Enterococcus.

4.2 Determinacido do Numero Mais Provavel de Enterococcus spp.

Os valores de NMP/100 mL para a populacdao de enterococos variaram de <1,1 x
10° a 92,0 x 10° nas amostras, tendo o ponto G1 apresentado maiores valores de Enterococcus

NMP/100 ml em relagdo ao ponto G2 (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero Mais Provavel (NMP) de Enterococcus/100 mL: amostras de agua da Praia
do Meireles (G1) e do desague do riacho Maceid (G2), em Fortaleza-C/eara.

Praia do Meireles Riacho Maceio
Semana Nuamero Mais Provavel
G1 G2

1

NMP/ 100mL 1.100.000 110.000
2

NMP/ 100mL 9.200.000 700.000
3

NMP/ 100mL 33.000 330.000
4 NMP/ 100mL 1.100.000 110.000
> NMP/ 100mL 9.200.000 2.200.000

Fonte: O Autor (2022).

E importante ressaltar que tanto o ponto G1 quanto G2 apresentaram valores de

Enterococcus/100 ml em todas as coletas. Somente na terceira coleta, os nimeros dessas
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bactérias entéricas em G1 foram inferiores aos detectados no G2. As concentragcdes dessas
bactérias (92,0 x 10°) foram registradas na primeira e quinta coletas no ponto G1.

Neste trabalho, niveis de Enterococcus/100 ml acima do limite legal (BRASIL,
2000) foram encontrados nas amostras de dgua das galerias em 100% das amostras, segundo a
resolugdo N° 274, de 29 de novembro de 2000, do CONAMA. A regulamentacdo de
enterococos se aplica apenas a avaliagdo de dguas marinhas para classificar o ambiente como
adequado ou inadequado para banho. Em trabalho realizado por Graves et al. (2010), os autores
explicam que a distribui¢do dessas bactérias pode mudar devido a fatores ambientais e a
distancia das fontes de aguas residuais. J& Carvalho et al. (2014) encontraram niveis mais
elevados de enterococos em amostras coletadas proximas a saida do emissario submarino na
costa de Fortaleza do que em pontos mais distantes.

Anteriormente, Lima et al. (2009) encontraram maior presenca de bactérias
intestinais (Enterococcus) na microbiota de corregos de aguas pluviais e as caracterizaram

como fonte de contaminagao fecal de dguas costeiras.

4.3 Identificacio fenotipica de bactérias pertencentes ao género de Enterococcus spp.

Ao total foram isoladas 100 cepas (50 do ponto G1 e 50 do ponto G2, sendo 74
cepas pertencentes ao género Enterococcus (33 cepas da galeria G1 e 41 cepas do ponto G2).

Os isolados de Enterococcus spp. foram confirmados quando se apresentaram como
coldnias avermelhados, rosados, rubros em meio agar m-Enterococcus (Figura 5a). A coloracao
de Gram foi usada para confirmar a morfologia (cocos) e a reagdo de Gram (Gram positivo) das
74 cepas, conforme figura 5b. O teste de catalase foi realizado com solugao de peroxido de
hidrogénio a 10% e foi negativo para todas as cepas, ou seja, ndo ocorreu borbulhamento. Teste
em agar bile esculina, caracterizado por escurecimento do meio de cultura apos incubagdo a
35+2°C por 24 horas também foi positivo para 100% das cepas identificadas (figura 5c). O teste
de crescimento a 45°C e a 10°C por 24 horas em caldo BHI interpretado pela turbidez do meio
de cultura, crescimento na presenca de cloreto de sddio 6,5 também foi positivo para todas as

cepas identificadas (figura 5d).
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Figura 5 - Exemplos de reagdo dos Enterococcus spp. — cor rosa, rubro
no agar m-Enterococcus (a); coco Gram-positivo (b); bile esculina (c);
meio de tolerancia ao sal (d).

Fonte: O autor (2022).

4.4 Formaciao de biofilme

4.4.1 Formacao de exopolissacarideos (EPS)

A cor escura foi evidente nas cepas produtoras de exopolissacarideos (EPS) (Figura
6). De acordo com Arciola et al. (2002), essa coloragdo resultou da producao de EPS pela cepa

bacteriana.

Figura 6 - Teste de formagao de exopolissacarideos (EPS)
pelas bactérias Enterococcus spp. em placas de agar
vermelho congo (AVC).

Fonte: O autor (2022).
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Em Agar vermelho congo, com adigdo de sacarose, 36 (48,65%) das 74 cepas
pertencentes ao género Enterococcus apresentaram coloragao enegrecida entre 48 a 96 horas,

evidenciando a produgao de EPS pela bactéria (13 do ponto G1 e 23 do ponto G2) (Tabela 3).

Tabela 3 - Formac¢do de Biofilme por amostras do ponto G1 e do ponto G2.

Formacgéo de n° de % Total das
Cepas (G1) Cepas (G2)
Biofilme amostras amostras

Producéo de

36 13 23 48,64
Exopolissacarideos

Fonte: Autor (2022).

Os exopolissacarideos podem ser formados por diferentes tipos de bactérias e
servem como estratégia de sobrevivéncia contra antibidticos (COSTERTON et al., 1987,
KASNOWSKI et al., 2010). Em trabalho realizado por Barros et al. (2014), os autores
encontraram uma correlagdo positiva entre a producao de biofilme e a resisténcia a antibioticos,

o que reduz a suscetibilidade bacteriana.

4.4.2 Teste de aderéncia em placa de micropocgos de poliestireno (TMC)

A avaliacao quantitativa da adesdo a placa de poliestireno (figura 7a ¢ 7b) mostrou
que das 74 cepas de Enterococcus spp., 6 cepas da galeria G1 e 14 cepas da galeria G2,
totalizando 20 (27,01%) aderiram e 54 (72,99%) nao aderiram. Os resultados estdo listados na

tabela 4.

Figura 7 - Exemplos do teste de aderéncia em placa de micropogos de poliestireno
(TMC) — cor violeta aderida (a) e camada de biofilme expressiva (b).
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Fonte: O autor (2022).



Tabela 4 - Resultado do teste de aderéncia em placa de micropogos
de poliestireno para as cepas isoladas dos pontos G1 e G2.

Aderéncia em

Galerias Pogos Cepas
3 45, 86
2 J—
Gl 1 1, 10, 41, 44
2,3,4,5,6,7,8,9, 22,24, 25, 26,
Nenhum 27,28, 30, 42, 43, 46, 49, 50, 62,
63, 81, 84, 87, 88, 89
3 14, 19, 40, 51, 97
2 36, 37, 38
1 52, 53,72,92,96, 100
G2
11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 31,
Nenhum 33, 35, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 73,

76,77, 80,91, 93, 94, 95, 98, 99

Fonte: O autor (2022).
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A importancia dos biofilmes formados por enterococos se deve principalmente a

sua resisténcia a acao de antibidticos quando encontrados em biofilmes (MOHAMED et al.,

2007). A formagao de biofilmes em microrganismos associados a alimentos esta relacionada

principalmente ao fato de que esses microrganismos podem ficar presos em equipamentos de

processamento de alimentos, tornando-os fontes de contaminagdo, além de sua maior

resisténcia aos desinfetantes (DEWANTI; WONG, 1995), sendo um problema para a industria.

Alguns trabalhos publicados sobre a formag¢ao de biofilmes por Enterococcus em alimentos no

Brasil (GOMES et al., 2008; MIRANDA, 2018) confirmam os resultados deste estudo.

Sharise (2016), foram utilizados oligonucleotideos iniciadores asa 1 e agg, que

conferem a produ¢do da substancia de agregacao, o gene asa 1 esteve presente em 17,5% (7/40)

dos isolados de enterococos, sendo o gene de viruléncia de maior frequéncia. Somente a espécie

E. seriolicida ndo apresentou este gene.
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4.5 Caracterizacao fenotipica dos fatores de viruléncia dos isolados de Enterococcus spp.

As frequéncias de isolados apresentando fatores de viruléncia caracterizados
fenotipicamente para os testes de fosfolipase, gelatinase, caseinase e hemolisina como mostrado

na Figura § estdo listadas na tabela 5.

Figura 8 - Resultados de testes para deteccao de fatores de viruléncia em
Enterococcus spp. — fosfolipase positivo para halo opalescente (a); prova
de gelatinase positivo para halo transparente (b); producdo de caseinase
positivo para halo transparente (c); producdo de hemolisina, para alfa ndo

Fonte: O autor (2022, p. 34).

No presente estudo os isolados resultaram, predominantemente, negativo na
produgdo de fosfolipase, sendo menos de 10% dos isolados.

A fosfolipase estd associada a uma maior capacidade de penetrar nos tecidos.
Algumas fungdes desta enzima durante a infeccdo foram postuladas, entre as quais as mais
proeminentes sdo penetracdo na célula hospedeira, adesdo a células epiteliais e invasdo de
epitélio oral humano (MANTAREVA et al., 2011).

Outra enzima importante ¢ a gelatinase, também chamada de metaloendopeptidase
extracelular, que ¢ produzida por cepas de Enterococcus faecalis e é codificada pelo gene gelE
e hidrolisa gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros compostos bioativos (GAMA,
2008).

Conforme mostrado na Tabela 5, a frequéncia de isolados de Enterococcus spp.
apresentando fatores de viruléncia foi de 54 (72,97%) cepas para o teste de gelatinase (26 da
Gl e 28 da G2), 36 (48,64%) para o teste de caseinase (15 da G1 e 21 da G2) e 7 (9,45%) para
o teste de fosfolipase (3 da G1 e 4 da G2). No teste de hemolisina, 18 isolados (24,32%)
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apresentaram B-hemolise (9 da G1 e 9 da G2). O isolado 77 (isolado de amostras do ponto G2)

foi positivo em todos os testes fenotipicos enzimaticos (Tabela 6).

Tabela 5 - Frequéncia de fatores fenotipicos de viruléncia de Enterococcus spp. isoladas das
amostras de dgua das galerias: da Praia do Meireles (G1), e do Riacho Macei6 (G2), em
Fortaleza-Ceara.

Fator de Viruléncia n° de amostras Cepas (G1) Cepas (G2) alzoogtz:;s
Gelatinase 54 26 28 72,97
Caseinase 36 15 21 48,64
Hemolisina (B-hemolise) 18 9 9 24,32
Fosfolipase 7 3 4 9,45

Fonte: O autor (2022).

Tabela 6 - Perfis de viruléncia de Enterococcus spp. isoladas das amostras de dgua das
galerias: da Praia do Meireles (G1), e do Riacho Macei6 (G2), em Fortaleza-Ceara.

Galerias Cepas Perfis de Viruléncia (+)
2, 10,22, 41 B; CAS ; GEL
63 B; FOS; GEL
44, 49, 62 B; GEL
3 B; CAS
Gl 1,4,6,9,25,26,42, 81, 84 CAS ; GEL
43, 87 FOS ; GEL
24 CAS
5, 8,217,28, 46, 88, 89 GEL
7, 30, 45, 50, 86 (*)
77 B; CAS; FOS ; GEL
14, 16, 33, 98 B; CAS ; GEL
13 B; FOS; GEL
20 B; GEL
39, 40 B; CAS
G2 11, 12, 31, 36, 51, 53, 57, 80, 93, 97 CAS ; GEL
92 FOS ; GEL
35, 56, 58, 59 CAS
72 FOS
17, 19, 52, 60, 76, 91, 94, 95, 96 GEL
15, 18, 37, 55,73, 99, 100 *)

Fonte: Autor (2022).
Legenda: B - hemolise completa; CAS - caseinase; FOS - fosfolipase; GEL - gelatinase; (*) - ndo houve

positividade para o teste;
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Enterococcus faecalis resistentes a vancomicina ¢ VSEFS do Brasil foram
analisados para a presenca de fatores de viruléncia, indicando que um conjunto de fatores parece
ser mais abundante: gelatinase, substancia agregadora e¢ esp (GEA). Esses fatores sao
importantes, pois estdo envolvidos na agregacdo celular e na formacdo de biofilme. Esta
formagao pode promover a conjugagdo de plasmideos portadores de genes de resisténcia e
viruléncia, aumentando a probabilidade de que novos genes de resisténcia na espécie surjam
(CAMARGO et al., 2008).

Dada et al. (2012) e Ahmed; Sidhu; Toze (2012) estudando amostras oriundas de
aguas de praia de Port Dickson na Malasia e de tanques de captacdo de agua de chuva em
Queensland, na Australia, respectivamente, observaram atividade de gelatinase entre seus
isolados, principalmente em E. faecalis e E. faecium, sendo maior o percentual de cepas
positivas para a gelatinase de E. faecalis (38,9%), enquanto que E. faecium (22,2%), refor¢gando
os relatos deste trabalho para a produ¢do de gelatinase.

A alta frequéncia de ocorréncia em relacdo a formagdo de biofilme associada a
producao de gelatinase e substancia agregadora sao fatores de viruléncia que contribuem para
a sobrevivéncia, disseminagdo e persisténcia de enterococos isolados do ambiente

(BETANCOURTH et al., 2004, TORRES RODRIGUEZ et al., 2020).

4.6 Determinacio da susceptibilidade das cepas frente a diferentes antimicrobianos

A determinagdo da resisténcia a antibidticos dos isolados de Enterococcus spp.,
realizada pelo método de difusdo em disco e de acordo com o CLSI (2021), mostrou que dos
74 isolados de Enterococcus spp. todos foram sensiveis a gentamicina e somente um isolado
foi 100% susceptivel a todos os antibidticos testados e foi isolado das dguas do ponto Gl
(Grafico 1).

De todos os isolados de Enterococcus spp. neste estudo, os antibidticos com maior
indice de resisténcia foram a clindamicina com 63 (85,1%) resistentes (30 da G1 e 33 da G2),
tetraciclina com 26 (35,1%) (12 da G1 e 14 da G2), 2 (2,7%) a ampicilina (1 da G1 e 1 da G2).
2 (2,7%) a vancomicina (2 da G1), 1 (1,4%) ao cloranfenicol (1 da G1) e 1 (1,4%) resistente a
eritromicina (1 da G1) e nenhum foi resistente a gentamicina. Desses, 24 (32,4%) isolados
foram considerados multidrogas resistentes (13 da G1 e 11 da G2), ou seja, resistentes além de
um antibiotico testado (Tabela 7).

Grafico 1 - Frequéncia de resisténcia antimicrobiana dos isolados de Enterococcus spp.
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Fonte: Autor (2022).

Legenda: AMP - ampicilina; CLI - clindamicina; CLO - cloranfenicol; ERI - eritromicina; GEN - gentamicina;

TET - tetraciclina; VAN - vancomicina;

Tabela 7 - Perfis de resisténcia de Enterococcus spp. isoladas das amostras de dgua das

galerias: da Praia do Meireles (G1) e do riacho Maceid (G2), em Fortaleza-Ceara.

Galerias Cepas Perfis de Resisténcia
49 AMP ; CLI ; TET
89 CLI; CLO; TET
7 CLI; ERI; TET
26 CLI; TET ; VAN
Gl 3, 8,9, 10, 28, 30, 50, 86 CLI; TET
2 CLI; VAN
1,4,5,6,22,24,25,27,41, 42,43, 44, 46, 81, 84, 87, 88 CLI
45, 62,63 (*)
33 AMP ; CLI
31, 35,37, 53,72,73,76,77, 92,95, 96 CLI; TET
G2 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 36, 39, 40, 52, 55, 56, 57, 58, 91, CLI
93,97, 98, 99, 100
20, 80, 94 TET
18, 19, 51, 59, 60 (*)

Fonte: Autor (2022).

Legenda: AMP - ampicilina; CLI - clindamicina; CLO - cloranfenicol; ERI - eritromicina; TET - tetraciclina;

VAN - vancomicina; (*) - ndo houve resisténcia.
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O perfil mais frequentemente encontrado de multirresisténcia foi a CLI e TET. De
forma geral, as cepas de Enterococcus isoladas dos pontos G1 e G2 apresentaram indice de
multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) variando entre 0,29 e 0,43. Valores acima de 0,2

caracterizam perfil de multirresisténcia (KRUMPERMAN, 1983) (Tabela 8).

Tabela 8 - Perfis de multipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR) com seus
respectivos indices e percentuais.

Pontos Perfil Quantidade de MAR % das Cepas
cepas
AMP + CLI + TET 1 0,43 0,01
CLI + CLO + TET 1 0,43 0,01
CLI + ERI + TET 1 0,43 0,01
Gl
CLI + TET + VAN 1 0,43 0,01
CLI + TET 8 0,29 0,11
CLI + VAN 1 0,29 0,01
AMP + CLI 1 0,29 0,01
G2
CLI + TET 11 0,29 0,15

Fonte: Autor (2022).

Legenda: AMP - ampicilina; CLI - clindamicina; CLO - cloranfenicol; ERI - eritromicina; TET -
tetraciclina; VAN - vancomicina.

Hasanpour et al. (2021) mostraram as taxas de resisténcia de enterococos isolados
do esgoto e da dgua superficial no Ird a outros antibidticos foram as seguintes: 71,7% para
eritromicina, 41,9% para ampicilina, 25,7% para gentamicina, 49% para ciprofloxacina, 11,7%
para cloranfenicol, 35,5% para tetraciclina, 83% para estreptomicina, 4,9% para teicoplanina,
0,4%  para linezolida, 7,1%  para  quinupristina/dalfopristina, 47,8%  para
trimetoprim/sulfametoxazol, 40,3% para amoxicilina, 12,1% para nitrofurantoina e 87,1% para
amikacina, concordando com resultados mostrados nesse trabalho.

Valenzuela et al. (2008) observaram diferentes perfis de resisténcia entre cepas de
E. faecalis e E. faecium isolados de alimentos. A maioria dos isolados de E. faecalis foi

resistente a tetraciclina (86,95%), seguida de rifampicina (78,26%), ciprofloxacina (60,87%),
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nitrofurantoina (43,47%), levofloxacina (39,13%), eritromicina (21,73%), estreptomicina
(17,39%), cloranfenicol (8,69%), vancomicina (8,69%) e teicoplanina (4,34%). Cepas de E.
faecium foram altamente resistentes a nitrofurantoina (73,33%), seguido por eritromicina
(66,60%), ciprofloxacina (66,66%), levofloxacina (60,00%) e rifampicina (26,66%),
vancomicina (6,66%) e teicoplanina (6,66%), tendo a tetraciclina uma pequena propor¢ao
(6,66%).

Embora a resisténcia natural a clindamicina seja conhecida e ndo seja um antibidtico
de escolha para tratar infecgdes enterococicas, ¢ importante investigar a resisténcia a esse
antibidtico devido a sua ampla distribui¢do ambiental. Soma-se a isso o fato da resisténcia
cruzada com outras classes de antibidticos, macrolideos e estreptograminas utilizados na pratica
clinica e veterindria (BRENCIANI ez al., 2007; GOMES, 2013; KRISTICH; RICE; ARIAS,
2014; LECLERCQ, 2002).

Os enterococos possuem resisténcia intrinseca aos -lactamicos, e a suscetibilidade
varia entre as espécies e entre os antibidticos B-lactamicos. Por exemplo, espécies como E.
faecium podem ser ligeiramente mais resistentes que E. faecalis (KRISTICH; RICE; ARIAS,
2014).

A resisténcia antimicrobiana € citada como o fator de viruléncia mais comum,
estando implicada no tratamento de doengas, sendo de grande importadncia conhecer a
capacidade desses microrganismos em conservar genes que garantem alta resisténcia aos
antimicrobianos (MUNDY; SAHM; GILMORE, 2000). Existem varios fatores de viruléncia
que também podem ser adquiridos por meio de troca genética, incluindo: substancia agregadora
(Agg), gelatinase (GelE), proteina de superficie enterococica (esp), citolisina e adesinas

(LEAVIS et al., 2004; FURUMURA et al., 2006).
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5 CONCLUSAO

A galeria pluvial e o riacho Macei6 sao pontos de contribuicao de bactérias entéricas do
género Enterococcus na orla de Fortaleza e, portanto, fontes de disseminagdo de bactérias com
potencial patogénico e genes de resisténcia a antibioticos.

Em andlises dos isolados bacterianos foi possivel constatar que cepas do género
Enterococcus apresentaram fenotipos relacionadas a capacidade de provocar eventos de doenga
em humanos como producao de enzimas, estruturas de aderéncia e resisténcia a antimicrobianos.
Essa pesquisa ¢ uma contribuicdo ao monitoramento de fontes de bactérias entéricas nos

ambientes costeiros e deteccdo dos riscos para a saude da populagdo e o ambiente.
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