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RESUMO 

 
Enterococcus spp. podem ser encontrados em alimentos como contaminantes, causando 
intoxicação por meio da cadeia alimentar e tem emergido como uma das bactérias Gram-
positivas de maior prevalência em infecções nosocomiais principalmente devido a 
multiresistência a antimicrobianos. O presente estudo teve como objetivo analisar a incidência 
de resistência a antimicrobianos entre isolados de Enterococcus spp. isolados de vegetais. Para 
tanto, foi realizado o perfil fenotípico por meio das técnicas de coloração de Gram, teste de 
catalase e suscetibilidade a antimicrobianos e perfil genotípico por meio da técnica de PCR com 
a identificação dos isolados a nível de gênero e espécie e detecção de genes de resistência a 
antimicrobianos e de virulência. Como resultados obtivemos que todos os 39 isolados analisados 
pertenciam ao gênero Enterococcus. O maior número de isolados resistentes foi observado 
frente a teicoplanina e vancomicina e o maior nível de sensibilidade frente a norfloxacina. 
Conclui-se que em amostras de alimentos vegetais tem-se o isolamento de Enterococcus spp. 
em uma variedade de vegetais e que estes isolados apresentam um índice de resistência.   
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INTRODUÇÃO 
 
O gênero Enterococcus  é descrito como um grupo ubíquo que pode viver como comensal do 

trato gastrointestinal de mamíferos, sendo os cocos Gram-positivos mais abundantes em 
humanos (TANNOCK and COOK, 2002). Também podem ser isolados em alimentos de origem 
animal, vegetais e plantas devido a sua capacidade de sobreviver em condições adversas 
(GIARD et al., 2001; GIRAFFA, 2002, revisado por FOULQUIÉ MORENO et al., 2006). 

Enterococus têm importante implicação na indústria de alimentos podendo ser utilizado como 
probiótico ou cultura iniciadora (revisado por GELSOMINO et al.,2001). No entanto, apesar dos 
benefícios trazidos pelo seu esta bactéria pode ser encontrado como um contaminante, sendo 
considerado um indicador de condições sanitárias insuficientes (GIRAFFA, 2002) estando 
envolvido na deterioração de alimentos (FRANZ et al., 2001), em intoxicação alimentar 



 

 
Universidade Estadual de Londrina  -  Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitário 

Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciências Exatas  - Departamento de Bioquímica e 
Biotecnologia Fone +55 (43) 3371.4270 - biq@uel.br 

(GARDINI et al., 2001) e dissipação de genes de resistência a antimicrobianos por meio da 
cadeia alimentar (MURRAY, 1990; GIRAFFA, 2002).  

Nas últimas décadas Enterococcus spp. tem emergido como patógeno de infecções 
nosocomiais (KAYSER, 2003), estando envolvido em infecções urinárias, bem como em 
endocardite e infecções hematôgenicas sendo a 8ª causa deste tipo de infecção no Brasil 
(MARRA et al., 2011). Enterococcus faecalis é a espécie mais frequentemente isolada (80-90%) 
seguido de E. faecium (10%). Em vista da problemática exposta o presente estudo teve como 
objetivo isolar Enterococcus spp. de alimentos vegetais, obter a frequência das espécies de 
Enterococcus spp., avaliar o perfil fenotípico e genotípico dos isolados frente a antimicrobianos. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
Foram adquiridos vegetais de mercados e feiras livre do município de Londrina, Paraná.Os 

vegetais foram estocados em suas embalagens originais sob refrigeração antes das análises.    
Para o isolamento 25 gramas do vegetal foi adicionado em 225 mL de salina estéril e 

homogeneizado por 15 minutos a 120 rpm seguido de sedimentação por 5 minutos. 
Posteriormente, 100 µL da mistura foi semeada pela técnica de spread plate em placas 
contendo Kanamycin esculin azide ágar (KEA) e M17. Após 24 horas de incubação a 37ºC, 3 
colônias características de cada placa foram isoladas e cultivadas em meio Brain Heart Infusion 
caldo (BHI caldo). Os isolados foram estocados em BHI caldo acrescido de 20% de glicerol e 
armazenadas em freezer a -80ºC.  

 A identificação fenotípica dos isolados foi realizada empregando-se os seguintes testes: 
coloração de Gram, observação da morfologia e arranjo celular e o teste de catalase. Para a 
identificação genotípica os isolados tiveram seu DNA total extraído conforme descrito por 
Marques e Suzart (2004). O produto da extração foi submetido à técnica de Reação em Cadeia 
de Polimerase (PCR) para serem identificados a nível de gênero utilizando o oligonucleotídeo 
TUF e para as espécies E. faecalis e E. faecium  ,  empregando como   os  oligonucleotídeos  
iniciadores  ddlE.faecalis e ddlE.faecium,  respectivamente  (FURLANETO-MAIA et al., 2011).  

A análise da suscetibilidade dos isolados foi realizado frente a: ciprofloxacina 5µg (CIP), 
teicoplanina 30µg (TEC), tetraciclina 30µg (TET), ampicilina 10µg (AMP), vancomicina 30µg 
(VAN), gentamicina 10µg (GEN), eritromicina 15µg (ERI) e norfloxacina 10 µg (NOR); a técnica 
aplicada foi de disco-difusão em ágar (CLSI, 2011).  

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Dos 20 vegetais testados foram obtidos 120 isolados, desses 39 foram identificados como 

pertencentes ao gênero Enterecoccus no teste fenotípico. Os isolados Gram-positivos, em forma 
de cocos observados isoladamente, aos pares ou em curtas cadeias e catalase negativo foram 
identificados como pertencentes ao gênero Enterococcus. 

 Todos os isolados foram confirmados como pertencentes ao gênero Enterococcus quando 
submetidos a PCR, onde as espécies mais frequentemente isoladas foram: E. faecalis seguido de 
E. faecium. 

A Figura 1 apresenta percentual de resistência dos isolados de Enterococcus sp frente aos 
antimicrobianos de uso clinico. Observou-se elevado número de isolados resistentes aos 
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antimicrobianos TEC e VAN, onde ambos apresentaram o valor 48,31% de resistência, 
demonstrando multirresistência.  

 

 

Figura 1 - Porcentagem de Enterococcus spp. resistente a antimicrobianos.  

Considerando os Enterococcus bactérias presentes naturalmente no trato gastrointestinal dos 
seres humanos, estas, entretanto, são denominadas como patógenas oportunistas, dado seu 
fator de virulência, capaz de causar infecções (Murray, 1990). No final da década de 1980, esse 
micro-organismo passou a expressar resistência quanto à vancomicina e teicoplanina, devido a 
isso, pode ser intitulado como ERVs, enterococos resistentes à vancomicina (Rice et al, 2003). 

A presença da bactéria Enterococcus no ambiente natural ainda é desconhecido, do ponto de 
vista influenciado pela ecologia. Além disso, o consumo de vegetais crus ou minimamente 
processados tem sido de grande preocupação, haja vista que nesses produtos, a bactéria tem-
se mostrado presente e provavelmente devida a essa ingestão e outros fatores, adquiriu 
características que o tornam resistentes a antibióticos (Abriouel et al,2008). Sendo assim, essa 
resistência é proveniente via cadeia alimentar.  

Para o tratamento de infecções causadas pela bactéria enterocócica, os antibióticos mais 
comumente utilizados são a ampicilina, gentamicina e altos níveis de vancomicina, devido a essa 
fato, a resistência adquirida apresenta sérios problemas do ponto de vista clínico (Rice et al, 
2003). A teicoplanina é um antibiótico o qual apresenta grande resistência quando usados 
também no tratamento de intoxicações alimentares pela ingestão de alto níveis de Enterococcus 
(revisado por KAYSER, 2003). 

 
CONCLUSÕES 

 
Ao considerar o aumento da preocupação com uma alimentação mais saudável, o consumo 

de verduras propriamente dito, é uma crescente, entretanto quando a mesma não está em 
condições microbiológicas adequada, gera uma intoxicação alimentar e o com tratamento 
contínuo, de forma errônea, a bactéria começa a demonstrar características resistentes.  

Dessa forma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a bactéria 
Enterecoccus spp. estão presentes em todos os alimentos analisados e apresentaram 
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características de resistência a antibióticos, podendo acarretar assim em problemas de fatores 
clínicos. 
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