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APRESENTACAO

Nas ultimas décadas, 0 nosso pais tem passado por intensas mudancgas sociais,
econdmicas e politicas, resultando em um novo padrdo demografico, epidemioldgico
e nutricional da populacdo. Estas transformacdes determinaram um novo perfil
nutricional da populagéo brasileira, marcado pela reducéo dos casos de desnutricao
e a permanéncia das caréncias nutricionais, como deficiéncias de ferro e vitamina A,
associados ao crescente aumento do sobrepeso e obesidade e as doengas associadas
a este novo perfil, as doencgas crbnicas néo transmissiveis.

Estas mudancas também repercutiram na mudangca de padrdes de producao
e consumo de alimentos, fortalecendo a tematica Seguranca Alimentar e Nutricional
(SAN), que em sua definicdo inclui a dimensdo nutricional, a disponibilidade e a
seguranca dos alimentos:

Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é a realizacdo do direito de todos ao
acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente,
sem comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base
praticas alimentares promotoras de salde, que respeitem a diversidade cultural e
que sejam social, econdmica e ambientalmente sustentaveis. (CONSEA, 2004)

Sendo assim, a SAN esta relacionada a fome, a desnutricdo, a obesidade, ao
sobrepeso, as doencas ligadas a alimentacéo e a qualidade dos alimentos, ao modelo
de producao e consumo de alimentos.

Tendo em vista a importancia deste tema e necessidade de reflexdes sobre o
mesmo, este livro apresenta quatorze artigos relacionados aos diferentes vieses desta
tematica. Os artigos sao resultado de pesquisas realizadas nos mais diversos setores
e instituicbes, com uma riqueza metodoldgica e de resultados.

Aos pesquisadores, aos editores e aos leitores, a quem se dedica este trabalho,
agradeco imensamente a oportunidade de organiza-lo.

Vanessa Tizott Knaut Scremin
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CAPITULO 6

Enterococcus SPP. EM SUPERFICIE DE VEGETAIS:
FREQUENCIA DE ISOLAMENTO E RESISTENCIAA

Silvia Helena Tormen
Luciana Furlaneto Mais
Marcia Regina Terra
Natara Favari Tosoni
Marcia Cristina Furlaneto

RESUMO: Enterococos pertencem ao grupo
das bactérias éacido laticas (BAL) e podem
ser isolados de plantas, solo, agua, alimentos
e do trato digestério de humanos e outros
mamiferos. Alguns isolados sao potencialmente
patogénicos, com capacidade de formacao
de biofilme e resistencia a antimicrobianos,
principalmente a vancomicina e demais
antimicrobianos  clinicamente  importantes.
Devido a este cenario, alimentos estao sendo
sugeridos como reservatérios de enterococos
resistentes a antimicrobianos. Contudo, sao
escassos o0s estudos que analisam a presenca
deste microrganismo em vegetais. Portanto,
este estudo teve como objetivo isolar e identificar
Enterococcus spp a partir de amostras vegetais
folhosos, legumes e raizes, e verificar sua
suscetibilidade a antimicrobianos. Os isolados
foram identificados ao nivel de género/espécie
pela reacao da polimerase em cadeia (PCR). A
sensibilidade a antimicrobianos foi determinada
pelo método de disco-difusdo e Foram obtidos
85 isolados de Enterococcus distribuidos em
62% das amostras analisadas. As espécies
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ANTIMICROBIANOS

identificadas foram: Enterococcus casseliflavus/
flavescens, Enterococcus columbae,
Enterococcus faecium, Enterococcus mundltii e
Enterococcus avium. Apresentaram resisténcia
fenotipica a todos os antimicrobianos
testados 64% dos isolados, principalmente
a vancomicina, eritromicina, teicoplanina,
ampicilina e penicilina. A maioria das espécies
apresentou pelo menos um isolado resistente
a vancomicina. A multirresisténcia foi detectada
em 65% dos isolados resistentes. De acordo
com estes resultados, os vegetais podem atuar
como reservatdrio de enterococos resistentes a
diversos antimicrobianos de importancia clinica,
principalmente a vancomicina. Isso representa
um risco para a saude publica uma vez que
a vancomicina é o ultimo recurso terapéutico
para o tratamento de infeccbes enterococicas
graves.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos. Vancomicina.

Biofilme.

ABSTRACT: Enterococci belong to the group of
lactic acid bacteria (BAL) and can be isolated
from plants, soil, water, food and from the
digestive tract of humans and other mammals.
Some isolates are potentially pathogenic,
with  biofilm and antimicrobial
resistance, mainly to vancomycin and other

formation

clinically important antimicrobials. Because of
this scenario, foods are being suggested as
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reservoirs of antimicrobial resistant enterococci. However, there are few studies that
analyze the presence of this microorganism in vegetables. Therefore, this study aimed
to isolate and identify Enterococcus spp from leafy vegetable samples, vegetables and
roots, and verify its susceptibility to antimicrobials. Isolates were identified at the genus
/ species level by polymerase chain reaction (PCR). Antimicrobial susceptibility was
determined by the disc-diffusion method and 85 Enterococcus isolates were obtained in
62% of the samples analyzed. The species identified were: Enterococcus casseliflavus /
flavescens, Enterococcus columbae, Enterococcus faecium, Enterococcus mundtii and
Enterococcus avium. Phenotypic resistance to all antimicrobials tested showed 64%
of the isolates, mainly vancomycin, erythromycin, teicoplanin, ampicillin and penicillin.
Most species had at least one vancomycin-resistant isolate. Multidrug resistance was
detected in 65% of resistant isolates. According to these results, the plants can act
as reservoirs of enterococci resistant to several antimicrobials of clinical importance,
mainly vancomycin. This represents a risk to public health since vancomycin is the last
therapeutic resource for the treatment of severe enterococcal infections.
KEYWORDS: Food. Vancomicyn. Biofilm.

11 INTRODUCAO

As bactérias do género Enterococcus sao capazes de sobreviver a uma série de
condicdes hostis, na qual permite sua ampla distribuicdo na natureza, sendo comensais
do trato digestério de mamiferos e aves (FISCHER; PHILLIPS, 2009; HIDANO et al.,
2015). Apesar de ter aplicagcbes uteis em alimentos, a entidade Europeia de Seguranca
de Alimentos, European Food Safety Authority-EFSA (2013), n&o considera isolados
de enterococos seguros para uso como aditivo alimentar. A insegurancga é atribuida ao
fato de que essas bactérias sdo apontadas como responsaveis por graves infeccoes
hospitalares (FOULQUIE-MORENO et al., 2006; EFSA, 2013). Essa patogenicidade,
ocorre porgue 0s enterococos possuem a capacidade de adquirir resisténcia a diversos
antimicrobianos, incluindo vancomicina, que € a ultima op¢ao terapéutica para tratar
infeccdes enterococicas graves (TALEBI et al., 2015).

Em consequéncia da elevada resisténcia e capacidade de multiplicacdo dos
enterococos nos alimentos, estes estdo presentes em carnes e produtos carneos,
leite e derivados, vegetais e derivados (KOLUMAN; AKANB; CAKIROGLU, 2009;
CAMARGO et al., 2014; PESAVENTO et al., 2014). A frequéncia de isolamento varia
dependendo do tipo de alimento, das condi¢cdes de processamento e da sazonalidade
(CAMARGO et al., 2014). Estudos mostram que os alimentos de origem animal s&o
mais contaminados por enterococos que alimentos de origem vegetal (MCGOWAN et
al., 2006; CAMARGO et al., 2014).

Frutas e vegetais sé@o alimentos essenciais em uma dieta alimentar saudavel. Por
essa razao ha um estimulo para o consumo e uma maior procura por esses produtos
(CAMPOS et al., 2013). Porém estes sédo consumidos crus, submetidos a tratamentos

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 6




térmicos brandos ou somente sanitizados tornando-os potenciais veiculadores de
microrganismos patogénicos (SCHWAIGER et al., 2011).

Alguns trabalhos tem relatado a presenca de enterococos em diversos vegetais
(Tabela 1). Contudo, ainda é escasso o estudo do perfil de resisténcia dessas bactérias
veiculadas por vegetais.

ALIMENTO BACTERIA LOCALIZACAO REFERENCIA
legumes, vegetais ami- | E. casseliflavus Gomes et al. (2008),
laceos, legumes minima-
mente processados, cogu-
melos, azeitonas e ervas
frescas
vegetais folhosos, cenou- | E. casseliflavus Portugal Campos et al. (2013)
ra, mistura de folhosos e
cenoura e na mistura fo-

Ilhosos, cenoura e milho

tomates e rabanetes E. casseliflavus EUA McGowan et al
(2006) e Micallef et al.
(2013)

cenoura, espinafre e pepi- | E. casseliflavus Japéo Izumi, et al. (2004)

no

cereja, pimentdo verde, | E. casseliflavus Espanha Abriouel et al. (2008)

azeitona preta

guacamole e farinha inte- | E. casseliflavus Espanha Fernandez-Fuentes et

gral de trigo vermelho al., 2012

beterraba, batata e salsa | E. faecium Brasil Riboldi et al., 2009

azeitonas fermentadas | E. faecium Espanha Pesavento et al., 2014

verdes e pretas, beterraba,

alcachofra, broto de alfafa,

brocolis, endivias, moran-

go, alface, cereja, batata,

produtos a base de soja e

tomate

saladas, cereais, legumes, | E. faecalis Alemanha Schwaiger et al., 2011

raizes, vegetais bulbosos,

e frutas (tomate, pimenta,

abobrinha e pepino)

tomate organico E. durans Espanha Fernandez-Fuentes et
al., 2012

saladas prontas para con- | E. durans Italia Pesavento et al., 2014

sumo

saladas prontas para con- | E. gallinarum Portugal e ltélia Campos et al., 2013;

sumo Pesavento et al., 2014

saladas prontas para con- | E. hirae Portugal Campos et al., 2013

sumo

vegetais diversos E. hirae Tunisia Said et al., 2015

alface E. haemoperoxidus | Brasil Camargo et al., 2014

vegetais diversos E. collumbae/raffino- | Brasil Camargo et al., 2014

sus
cereja E. mundtii Espanha Abriouel et al., 2008
tomates E. avium EUA Micallef et al., 2013

Tabela 1 — Isolamento de espécies do género Enterococcus em amostras vegetais e paises
envolvidos nos estudos
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O aumento do numero de isolados resistentes a antibioticos pode ser devido a
pressao seletiva, em parte causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos na
agricultura e na clinica humana (CHANG et al., 2015). A resisténcia dos enterococos
a antimicrobianos se deve, em parte, a eficientes mecanismos de transferéncia de
genes de resisténcia interespécies e géneros (FISCHER; PHILLIPS, 2009; HIDANO
et al., 2015).

E. faeciume E. faecalisresistentes a antimicrobianos tem sido a principal causa de
endocardite e infec¢gbes urinarias em pacientes imunocomprometidos, idosos ou com
comorbidades internados em hospitais (MALANY et al., 2002). Como consequéncia
da resisténcia desse microrganismo a antimicrobianos, ocorre 0 aumento do tempo de
internacao, que tem um grande impacto negativo sobre os custos hospitalares, além
de exigir esquemas terapéuticos adicionais (WENZEL; EDMOND, 2001).

Pelo fato de enterococos resistentes a antimicrobianos, poderem ser encontrados
em alimentos, e pela possibilidade desses colonizarem o trato digestério humano,
sustentaria a hipotese de que os alimentos poderiam ser um dos veiculos de
contaminacao (MICALLEF, et al., 2011). No Brasil, ha poucos estudos envolvendo
uma possivel contribuicdo dos alimentos de origem vegetal como reservatérios de
enterococos resistentes a antimicrobianos. Dessa forma, este estudo se propés
ampliar o conhecimento sobre a presenca deste género, em alimentos de origem
vegetal, quanto a sua caracteristica de sensibilidade a antimicrobianos.

2| FUNDAMENTACAO METODOLOGICA

2.1 Amostragem, Preparo Da Amostra, Isolamento E Identificacao Fenotipica De

Enterococcus sp

Sessenta e seis amostras de vegetais folhosos, legumes e tubérculos, in natura
e minimamente processados foram adquiridos de supermercados, feiras-livres e direto
do produtor em cidades das regides Centro-sul e Norte do Parana. Posteriormente,
25 g de cada produto foi pesado assepticamente e transferido para 225 mL de agua
peptonada 1% (m/v). O frasco foi agitado vigorosamente por 30 segundos quando a
amostra era proveniente de vegetais folhosos e por 2 min para os demais vegetais.
Foi aguardada a decantacédo da amostra para o procedimento das diluicbes seriadas.

Apartir das diluicdes seriadas das amostras, uma aliquota de 100 pL foi depositada
e espalhada por spread plate em Agar KEA (Isofar). As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica (Ethiktechnology, 410 SNDRE) a 37°C por 24 h. Colbnias de
coloragdo negra, caracteristicas de enterococos, foram contadas e trés delas foram
inoculadas em agar BHI (Himedia) seguida de incubacdo a 37°C por 24 h.

Paralelamente, a diluicdo 10 foi incubada a 37°C por 18 h. Nao havendo colénias
tipicas no agar KEA, previamente incubados, uma aliquota desta solugéo foi semeada
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por esgotamento em superficie de KEA e em Agar M17, incubadas a 37°C por 24 h.
Um total de trés coldnias tipicas de ambos os meios foram isoladas, conforme descrito
acima.

As colbnias provenientes do crescimento em agar BHI foram submetidas aos
testes fenotipicos: reacdo morfotintorial, teste de catalase e crescimento em meio
hipersalinico em diferentes temperaturas.

Areacéo morfotintorial seguiu o protocolo da colora¢do de Gram (New Prov), com
auxilio do microscépio optico (Olympus, CX21FS1). Os isolados que se apresentaram
como cocos Gram-positivos, aos pares, isolados ou em pequenas cadeias foram
submetidos ao teste de atividade da enzima catalase. Para tanto, foi depositada uma
suspensao bacteriana sobre lamina de vidro e acrescentada uma gota de peroxido de
hidrogénio 3% (v/v). Isolados sem formacgao de bolhas, indicativo de reagao negativa,
foram submetidos a teste de crescimento em caldo BHI acrescido de 6,5% (m/v) de
cloreto de sédio, incubados a 10°C e a 45°C por 24 h (FACKLAM et al., 1999). Tubos
gue apresentaram turvacao foram considerados positivos para crescimento.

2.2 Extracao De Dna E Identificacao Genotipica Género-Espécie

A extracdo de DNA gendmico foi feita pelo método de fervura. Os isolados foram
cultivados em 3 mL de meio BHI, e incubados a 37°C sob agitacao constante (120 rpm)
por 18 h. Apés este periodo, foram centrifugados por 10 min a 10.000 rpm, e o pellet
foi resuspendido em 500 pL de agua ultrapura estéril. Esta suspensao foi submetida
ao aquecimento, em temperatura de 90 a 100°C, por 30 min. Em seguida, foi resfriada
em banho de gelo e feita novamente centrifugacdo, nas mesmas condicbes citadas
acima. Por fim, foi retirado 150 pL do sobrenadante contendo DNA total e armazenado
em freezer a -20°C. A pureza do DNA e quantificacao foi realizada em gel de agarose
0,8%.

Os isolados de Enterococcus spp. foram identificados ao nivel de género/espécie
pela PCR, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 2.

Género/Espécie  Tamanho Oligonucleotideos iniciadores Fonte
do produto
amplificado Sequéncia (5-3’)
Enterococcus
spp. 122 TACTGACAAACCATTCATGAG Dutka-Malen; Evers;
ACTTCGTCACCAACGCGAAC Courvalin (1995)
E. avium 368 GCTGCGATTGAAAAATATCCG Silva, et al. (2012)
AAGCCAATGATCGGTGTTTTT
E.casseliflavus/ 439 CTCCTACGATTCTCTTG Dutka-Malen; Evers;
E. flavencens CGAGCAAGACCTTTAAG Courvalin (1995)
E. columbae 284 GAATTTGGTACCAAGACAGTT Silva, et al. (2012)
GCTAATTTACCGTTATCGACT
E. faecalis 941 ATCAAGTACAGTTAGTCT Dutka-Malen; Evers;
ACGATTCAAAGCTAACTG Courvalin (1995)
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E. faecium 550 TAGAGACATTGAATATGCC Dutka-Malen; Evers;

TCGAATGTGCTACAATC Courvalin (1995)
E. gallinarum 822 GGTATCAAGGAAACCTC Dutka-Malen; Evers;
CTTCCGCCATCATAGCT Courvalin (1995)
E. hirae 186 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG Jackson; Fedorka-Cray;
CTTTCTGATATGGATGCTGT Barrett (2004)
E. mundftii 301 CAGACATGGATGCTATTCCATCT Jackson; Fedorka-Cray;
AGGTTTCTTGCCTTCCATCAAT Barrett (2004)
E. seriolicida 100 ACACAATGTTCTGGGAATGGC Silva, et al. (2012)
AAGTCGTCAAATGAACCAAAA
E. solitarius 371 AAACACCATAACACTTATGTGACG  Silva, et al. (2012)

AATGGAGAATCTTGGTTTGGCGTC

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores genero/espécie-especifico utilizados para identificacao
de Enterococcus spp.

A amplificagdo do DNA extraido de cada isolado foi realizada em termociclador
(Techne-TC3000), em um volume final de 20 uL, contendo 10 ng de DNA, 1,0 U Taq
DNA polimerase (Invitrogen), 10X Tampao da Taq, 2,5 mM de MgCl,, 0,17 mM de cada
desoxidonucleotideo trifosfato (ANTP), 1 pmol de cada oligonucleotideo iniciador. O
termociclador foi programado para operar nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao
inicial de 94°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de 94°C a 1 min, anelamento na
temperatura de 50 a 55 °C, por 1 min, extensao a 72°C por 1 min, e extenséo final
a 72°C por 10 min. Os produtos da amplificagédo foram separados por eletroforese,
em gel de agarose 1,0 % (m/v). ApOs a corrida, os géis foram corados com solugéao
de brometo de etidio 0,005% (m/v) durante 15 min, visualizados em transiluminador
ultravioleta e fotodocumentados com sistema computadorizado (Loccus). O tamanho
do produto amplificado foi comparado com o marcador de peso molecular Lambda
DNA ladder de 1Kb plus (Amersham Pharmacia Biotech).

2.3 Teste De Suscetibilidade A Antimicrobianos

Os padrdes de suscetibilidade a antimicrobianos foram determinados pelo
método disco-difusdo, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI (CLSI, 2011). Os ensaios foram realizados a partir de cultivos dos
isolados confirmados como Enterococcus sp pela PCR, em caldo BHI, obtidos apds
incubacgao a 37°C por 24 h. Posteriormente, foram preparadas suspensodes bacterianas
em solucéao salina a 0,85% (m/v), com turbidez semelhante a da solu¢éo padrao 0,5 de
McFarland (aproximadamente 1 x 108 UFC/mL). As suspensdes foram semeadas sobre
a superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton — MHA (Himedia). Sobre
a superficie dos meios inoculados foram depositados discos de papel impregnados
com o0s seguintes antimicrobianos: Ampicilina-AMP (10ug), Ciprofloxacina-CIP
(5 pg), Cloranfenicol-CLO (30 pg), Eritromicina-ERI (15 pg), Imipenem-IMP (10
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Mg), Norfloxacina-NOR (10 ug), Penicilina-PEN (10 ug), Tetraciclina-TET (30 ug),
Teicoplanina- TEC (30 ug) e Vancomicina-VAN (30 ug) (Laborclin). As placas foram
incubadas por 18-24 h a 37°C, sendo que os halos de inibicdo foram mensurados
e posteriormente interpretados segundo a tabela de sensibilidade a antimicrobianos.
Para o controle de qualidade foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4 Distribuicao Das Espécies De Enterococcus Spp. Em Vegetais

Foram processadas 66 amostras de 21 diferentes espécies de vegetais, sendo
constituidas de: abobrinha, acelga, agriao hidropénico, alface, almeirao, brocolis, broto
de bambu, broto de feijao, cenoura, cheiro-verde, couve-flor, couve manteiga fatiada,
couve manteiga em maco, mandioca descascada, milho verde, pepino, pimentdo
verde, pimentdo vermelho, racula de plantio comum, rucula hidropdnica, repolho,
tomate e vagem. A partir destas amostras, foram selecionados aleatoriamente 202
isolados bacterianos com caracteristicas presuntivas nos agares KEA e M17. Destes,
85 isolados foram confirmados para o género Enterococcus, pela técnica da PCR.
Estes resultados estao de acordo com estudos realizados por Campos et al. (2013) e
Camargo et al. (2014) que detectaram enterococos em 70% e 73,3% de enterococos
em amostras de vegetais, respectivamente.

Contudo, estudos apontam que alimentos de origem vegetal sd&o menos
contaminados por enterococos em comparag¢ao aos de origem animal (GOMES, et
al., 2008; PESAVENTO et al., 2014). Alguns autores relataram contaminag¢ao por
enterococos em 100% de amostras de queijo (FURLANETO-MAIA et al., 2014) e
amostras de queijo e aves de criacdo (CAMARGO et al. 2004). No entanto, a frequéncia
detectada nos resultados apresentados neste trabalho € elevada, ao ponto de servir de
alerta, uma vez que esse microrganismo foi apontado como responsavel por infeccoes
nosocomiais (FISHER; PHILLIPS, 2009) e por atuar como deteriorante em alimentos
(ALCANTARA et al., 2012).

Foram identificadas cinco espécies (Tabela 3), sendo: 19% como E. casseliflavus/
flavescens, 6% como E. columbae, 4% como E. faecium, 4% como E. mundltii, 2%
como E. avium e 84% como Enterococcus sp. Onze diferentes espécies de vegetais
apresentaram duas espécies diferentes na mesma amostra. Ao observar a distribuicao
das espécies de acordo com os tipos de vegetais, a maior diversidade de espécies foi
encontrada em vegetais folhosos e legumes, sendo detectadas 4 diferentes espécies,
porém a diferenca foi pequena comparada com o grupo das raizes onde foram
encontradas 3 espécies diferentes.
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Tipo de Quantidade Enterococcus. E
de casseliflavus/
vegetal

sp.
P flavescens

E. E. E. E.

columbae faecium mundti avium
amostras

Abobrinha 6 7 1 1
1

\V]

Acelga 1
Agriao
hidrop6nico
Alface
Almeiréao

oW N W
N oW A A
N

Brocolis

Broto de
bambu

Broto de feijao
Cenoura
Cheiro-verde

- O A = -
N NN
w
N

Couve-flor

Couve
manteiga
maco 2 1 1

Couve
manteiga
fatiada 3 1 1

Mandioca
descascada 5 5 2

Milho verde 3 2 2 1
Pepino 1 -

Pimentao
verde 2 4

Pimentao
vermelho 1 4

Rdcula
comum 1 2 1

Rucula
hidrop6nica 6

Repolho 1

Tomate 3 3
Vagem 1

Total de isolados por
espécie 56 16 5 3 3 2

Tabela 3 - Espécies de Enterococcus sp. em alimentos de origem vegetal.

3.5 Suscetibilidade Fenotipica A Antimicrobianos

Com a finalidade de aprofundar o conhecimento sobre o perfil de resisténcia a
antimicrobianos, todos os isolados confirmados como Enterococcus foram submetidos
ao antibiograma. Um total de 64% (54/85) dos isolados apresentaram resisténcia
fenotipica aos antimicrobianos testados neste estudo, a maioria destes clinicamente
relevantes. Destes, 58% (30/54) foram provenientes de vegetais folhosos, 33% (19/54)
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de legumes e 9% (5/54) de raizes. Todos o0s grupos de vegetais testados apresentaram
uma alta incidéncia de isolados resistentes, com 70% (30/43) dos isolados de folhosos,
58% (19/33) dos legumes e 56% (5/9) das raizes (Tabela 4). Cabe ressaltar ainda, que
os isolados provenientes de vegetais folhosos apresentaram resisténcia a todos os
antimicrobianos testados, enquanto que os provenientes de legumes foram sensiveis
apenas ao cloranfenicol e os isolados de raizes foram sensiveis ao cloranfenicol,
imipenem, penicilina e a tetraciclina.

Tipo de Porcentagem de

. . Resisténcia Sensibilidade
vegetal isolados resistentes
o AMP, CIP, CLO, ERI, IPM, NOR,
Folhosos 70% PEN, TEC, TET, VAN
AMP, CIP, ERI, IPM, NOR, PEN,
Legumes 58% TEC, TET, VAN CLO
Raizes 569 AMP, CIP, ERI, NOR, TEC, CLO, IPM, PEN,
e VAN TET

Tabela 4 - Suscetibilidade a antimicrobianos apresentada por enterococos, provenientes de
diferentes tipos de vegetais, pelo método disco-difuséao.

AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ERI: eritromicina, IMP: imipenem,
NOR: norfloxacina, PEN: penicilina, TEC: teicoplanina; VAN: vancomicina.

Conforme pode ser observado no Grafico 1, os isolados apresentaram resisténcia
aos antimicrobianos testados. sendo que alguns isolados apresentaram-se como
multirresistentes (tabela 6).
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Gréfico 1 - Perfil de resisténcia fenotipico de enterococos, provenientes de vegetais, contra
antimicrobianos testados pelo método disco-difusao.
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CIP NOR CLO ERI AMP IMP PEN TET TEC VAN

E. casseliflavus/flavescens 4 2 1 3 2 2 1 1
E. columbae 1 1 1 3 1 1
E. faecium 2 1

E. mundftii 3 2 2
E. avium 2 2 2 2

Tabela 5 - Numero de isolados resistentes aos antimicrobianos testados pelo método disco-
difus&o, de acordo com as espécies de Enterococcus spp., identificadas a partir de vegetais.

AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ERI: eritromicina, IMP: imipenem,
NOR: norfloxacina, PEN: penicilina, TEC: teicoplanina; VAN: vancomicina.

A presenca de enterococos em alimentos de origem vegetal e o fato de
muitos deles serem consumidos crus ou minimamente processados, aumenta a
preocupacao de que isolados patogénicos possam contribuir para a disseminacéo
de resisténcia e fatores de viruléncia para a flora intestinal humana, bem como, no
ambiente clinico (ABRIOUEL et al., 2008).

Apesar das evidéncias mostrando a contribuicdo do uso dos antimicrobianos na
agricultura para o aparecimento e disseminagcado da resisténcia nos alimentos, este
nao deve ser o Unico motivo, uma vez que as razdes sao complexas e multifatoriais,
requerendo mais investigacdo (GOUSIA et al., 2011).

CONCLUSOES

Neste estudo foi detectada a presenca de E. casseliflavus/flavescens, E.
columbae, E. faecium, E. mundtii e E. avium em alimentos de origem vegetal no
Parana, Brasil. A resisténcia fenotipica foi expressa para todos os antimicrobianos
testados, sendo a resisténcia a vancomicina, eritromicina e teicoplanina mais
expressiva. De acordo com estes resultados, alimentos de origem vegetal podem
atuar como reservatoério de enterococos resistentes a antimicrobianos.
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