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RESUMO.- A dinâmica da microbiota no trato gastroin-
testinal (TG) de animais pode ser afetada por patógenos, 
tais como Eimeria spp. Os enterococos são bactérias sa-
prófitas que colonizam o TG de mamíferos e aves. A influ-
ência sobre a microbiota intestinal está relacionada com 
a capacidade de adaptação das bactérias em se aderir às 
células hospedeiras e de colonizar as células das mucosas. 
O objetivo deste estudo foi analisar a frequência de genes 
de virulência ace, agg e operon do bopABCD em Enterococ-
cus faecalis isolados de swabs cloacais de frangos de cor-
te desafiados com Eimeria spp e alimentados com dietas 
padrões suplementadas ou não com anticoccidiano (mo-
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nesina) e também avaliar a capacidade dessas cepas em 
formar biofilmes sob condições in vitro. Um total de 70 E. 
faecalis foram selecionadas e o gene agg foi mais freqüen-
te em cepas isoladas de frangos de corte alimentados com 
anticoccidiano (92,3%) quando comparado ao grupo que 
não recebeu anticoccidiano (70,5%). Por outro lado, os 
genes ace e do operon bopABCD não demostraram nenhu-
ma diferença significativa entre os dois grupos de frangos 
(P>0,005). Os E. faecalis isolados de frangos de corte ali-
mentados com anticoccidiano demostraram uma maior 
frequência de fortes aderentes quando crescendo em meio 
suplementado com glicose (92,3-88,5%) e urina (77%), 
quando comparado com enterococos isolados de frangos 
que não receberam anticoccidiano. Observou-se que E. 
faecalis isolados de frangos tratados com anticoccidiano 
mostraram uma maior frequêencia dos genes dos fatores 
de virulência e de perfil de fortes formadores de biofilme, o 
que indica uma melhor adaptação dos isolados em ambien-
te intestinal saudável.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Enterococcus faecalis, biofilme, fatores 
de virulência, frangos de corte, Eimeria spp., anticoccidiano.

INTRODUÇÃO
Enterococos são bactérias saprofíticas que colonizam o tra-
to gastrointestinal de mamíferos e pássaros (Murray 1990, 
Martynova-Van Klein et al. 2012). A colonização de animais 
pelas diferentes espécies de enterococos está sujeita a va-
riações que podem ser associadas a fatores como a locali-
zação geográfica, dieta, idade, espécie de animal e também 
variações sazonais. Na produção de animais como aves, bo-
vinos e suínos, as espécies mais comumente isoladas são 
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus 
hirae, Enterococcus cecorum e Enterococcus durans. Em es-
tudo realizado na região Sul do Brasil, foi observado que a 
espécie E. faecalis foi a mais frequente (40%) em amostras 
de cloacas de frangos de corte, seguida de E. casseliflavus/E. 
gallinarum (10,8%), E. mundtii (10,8%), E. faecium (10,8%), 
E. columbae (5,8%) e E. gallinarum (4,2%) (Cassenego et al. 
2011).

A virulência de enterococos pode ser aumentada pela 
expressão de fatores de virulência como a proteína de su-
perfície de adesão da matriz à molécula (Ace), produzida 
sob condições fisiológicas, mas que contribui para a pato-
gênese da infecção (Shepard & Gilmore 2002), assim como 
a proteína de agregação (Agg) que facilita a agregação en-
tre as bactérias e parece estar envolvida na virulência em 
E. faecalis (Duprè et al. 2003). O operon bopABCD contém 
genes responsáveis pela prolongação da bacteremia por 
cepas de E. faecalis produtoras de biofilme e seu envolvi-
mento na utilização da maltose sugere uma nova via ca-
tabólica no metabolismo de bactérias ácido láticas seme-
lhante ao lócus MalPBMR em Lactococcus lactis (Hufnagel 
et al. 2004, LeBreton et al. 2005). O gene bopA codifica uma 
glicosil-transferase, o  gene bopB por sua vez, codifica uma 
β-fosfoglicomutase, o gene bopC uma aldose-1-epimerase 
e o bopD uma proteína reguladora que tem capacidade de 
restaurar parcialmente a formação do biofilme, sendo im-
portante no transporte de carboidrato aos tecidos e pode 

ser controlado positiva ou negativamente por bopABC (Le-
Breton et al. 2005, Bourgogne et al. 2006, Creti et al. 2006, 
Vebo et al. 2009).

A habilidade em formar biofilme é uma importante 
característica de virulência das bactérias (Donelli & Gua-
glianone 2004). O biofilme é um complexo multicelular 
caracterizado por colônias aderentes circundadas por uma 
matriz exopolissacarídica que protege as bactérias contra 
agentes antimicrobianos e fagócitos, permitindo sua sobre-
vivência em ambientes hostis (George et al. 2005, Chai et 
al. 2007).  Deste modo, a detecção de cepas produtoras de 
biofilme é de grande importância para o estabelecimento 
de políticas de controle, uma vez que falhas no processo de 
higienização permitem que resíduos aderidos aos equipa-
mentos e superfícies transformem-se em potencial fonte de 
contaminação na indústria de alimentos.

A microbiota intestinal tem efeito significativo na nutri-
ção, saúde e desenvolvimento do sistema digestivo do hos-
pedeiro (Barrow 1992). Esta interação é muito complexa e 
depende da composição e atividade de sua microbiota que 
pode exercer efeito positivo ou negativo na saúde e cres-
cimento de aves, por exemplo, quando patógenos atacam 
a mucosa intestinal comprometendo a integridade, o fun-
cionamento tecidual e seu sistema imune (Droleskey et al. 
1994, Neish 2002). Dentre os parasitas que afetam o intes-
tino das aves se destacam os protozoários e helmintos, sen-
do os protozoários de Eimeria spp., agentes etológicos de 
coccidiose aviária, considerada a doença mais importante 
na indústria avícola (Smith & Beal 2008).

Os sinais clínicos mais graves de infecção por Eimeria 
spp. incluem diarréia, diminuição do ganho de peso, baixa 
conversão alimentar, podendo haver hemorragia intestinal 
e mortalidade. Ocorre a destruição de vilosidades, dimi-
nuição do pH intestinal, diminuição da viscosidade intes-
tinal e predisposição a infecções secundárias. A gravidade 
da doença depende da espécie do parasita, podendo haver 
variação de patogenicidade e também está sujeita a fato-
res do hospedeiro como linhagem e idade. A importância 
em se elucidar a dinâmica da microbiota no trato gastrin-
testinal dos animais é reconhecida e sabe-se que fatores 
como idade dos animais, dieta, tipo de criação e presença 
de patógenos, tais como, os coccídios Eimeria spp. podem 
influenciar a microbiota do intestino. Esta influência sobre 
a microbiota intestinal esta relacionada com a capacidade 
adaptativa das bactérias em se aderir às células e colonizar 
as mucosas (Williams 2005, Santos et al. 2008).

O objetivo deste estudo foi analisar a frequência dos 
genes agg, ace e do operon bopABCD envolvidos com a vi-
rulência e formação de biofilme em Enterococcus faecalis 
isolados de swabs cloacais de frangos de corte desafiados 
com Eimeria spp. e alimentados com dietas suplementadas 
ou não com anticoccidiano e avaliação da capacidade des-
sas cepas em formar biofilmes a 36°C e 42°C, crescendo em 
caldo Luria-Bertani suplementado com 10% de sangue, ou 
10% de urina ou 0,75% de glicose.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram selecionados 70 Enterococcus faecalis isolados de um estu-
do anterior realizado pelo grupo, onde avaliou-se a diversidade de 
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enterococos isolados de swabs cloacais de frangos machos Cobb 
500 com 28 dias alimentados com uma dieta baseada em milho e 
farelo de soja, óleos vegetais, minerais e vitaminas e suplementa-
dos (n=44) ou não (n=26) com 100 ppm de anticoccidiano (mo-
nensina). Aos 14 dias de idade, todas as aves receberam uma solu-
ção contendo 5x104 e 1x104 oocistos/animal de Eimeria maxima e 
Eimeria acervulina, respectivamente (Cassenego et al. 2011).

A confirmação da espécie Enterococcus faecalis de todos os 
isolados selecionados foi realizada pela técnica de reação em ca-
deia (PCR) utilizando os oligonucleotídeos iniciadores espécie-
-específico ddlE-faecalis (Quadro 1). A reação da PCR foi realizada no 
termociclador (Amplitherm- Thermal Cyclers-) sob as seguintes 
condições: desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 
40 ciclos de 94°C por 1 minuto; temperatura de anelamento 52°C 
por 1 minuto e extensão a 72°C por 1 minuto, com extensão final 
a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificação da PCR foram 
visualizados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etí-
dio e observado através de luz ultravioleta (UV).

Ensaios in vitro para a detecção de atividade da enzima gelati-
nase em ágar suplementado com gelatina (4%) foram realizados 
a 36°C (temperatura corporal de mamíferos) e 42°C (temperatura 
corporal de aves), seguindo o protocolo descrito por Eaton & Gas-
son (2001).

O DNA total de todos os isolados foi extraído pelo método 
de Fredricks & Relman (1997) com modificações. Uma alíquota 
de 5μL do inóculo incubado por 16 horas em caldo Infusão de 
Cérebro e Coração (BHI) à 37°C foi centrifugada por 5 minutos 
a 300rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 
três vezes com 1 mL de tampão TE 1x e suspendido em 100 μL 
do mesmo tampão. Ao pellet foi adicionado 100 μL de TE5N, 10 
% do volume de SDS e 5μL de Proteinase K (20mg/ml). A seguir, 
incubou-se em banho-maria por 1 hora a 55°C. Adicionaram-se 
15µl NaCl 5M e 200µl de fenol em fração 1:1, seguido de agitação 
em vórtex. As amostras foram colocadas em rotor por 30 minutos 
e após, centrifugadas por 30 minutos a 14000 rpm. A fase aquo-
sa foi coletada e transferida para outro microtubo, adicionando 1 
mL de etanol absoluto. As amostras foram incubadas por 1 hora 
a -20°C e centrifugadas por 15 minutos a 13.000rpm e, logo após, 
desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi suspendido em 100µL 
de TE e 5µL de RNase. As amostras foram incubadas por 30 mi-
nutos a 37°C e 6µL do produto foram aplicados em gel de agarose 
1% para analisar a concentração e a qualidade do material.

A detecção da presença dos genes agg, ace e do operon bo-
pABCD envolvidos com a virulência e formação de biofilme, foi 

realizada por PCR. A reação foi realizada em termociclador (Am-
plitherm- Thermal Cyclers). As sequências dos oligonucleotídeos 
iniciadores e as temperaturas de anelamento estão demonstradas 
no Quadro 1. Para a reação de PCR foram utilizados: 1μL de DNA 
bacteriano, 10μM de cada oligonucleotídeo iniciador, 200 μM de 
cada dNTP, 1U de Taq DNA Polimerase, 1,5mM de MgCl2, tampão 
de reação e água MilliQ. Os fragmentos foram amplificados em 
termociclador sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 
94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 minuto; 
temperatura de anelamento (Quadro 1) por 1 minuto e extensão 
a 72°C por 1 minuto, com extensão final a 72°C por 10 minutos. 
Os produtos da amplificação da PCR foram visualizados em gel de 
agarose 1,5%, corado com brometo de etídio e observado através 
de luz ultravioleta (UV).

Os ensaios de biofilme foram realizados em todos os isolados 
de acordo com protocolo modificado de Stepanovic et al. (2000). 
As amostras foram incubadas por 16h a 37°C em ágar BHI. As cul-
turas foram diluídas em 5 mL de solução salina (0,9%) até atin-
gir a concentração de 1,5x108 células bacterianas/mL de solução. 
Após, foram depositadas em microplacas de poliestireno com 
96 poços utilizando caldo Luria Bertani (LB) acrescido de 10% 
de sangue (LBS) ou LB acrescido de 10% de urina (LBU) ou LB 
acrescido de 0,75% de glicose (LBG). Os isolados foram crescidos 
a 37°C por 16 horas com todos os suplementos citados e os en-
saios realizados com meio acrescido de glicose (0,75%) ou sangue 
(10%) também foram incubados a 42°C. Após, as células planctô-
nicas foram coletadas por aspiração e os poços lavados três vezes 
com 200μL de solução salina. Para fixação das células aderidas, 
foram adicionados 150μL de álcool metílico em cada poço por 15 
minutos. Após, as placas foram submetidas à secagem em tempe-
ratura ambiente por 16 horas. Para determinar a quantificação do 
biofilme formado, 150μL de uma solução de cristal violeta 0,5% 
foram adicionados em cada poço e as placas incubadas por 15 mi-
nutos e lavadas em água corrente. Para leitura, 150μL de álcool 
95% foram adicionados a cada poço. A densidade ótica (DO) dos 
biofilmes bacterianos foi determinada em leitor espectrofotomé-
trico de microplacas utilizando filtro de comprimento de onda de 
595nm. Cada teste foi realizado em oitoplicatas e a formação do 
biofilme determinada a partir da densidade ótica obtida seguindo 
os critérios de Stepanovic et al. (2000). A cepa Staphylococcus epi-
dermidis (ATCC 35984) foi utilizada como controle positivo (forte 
aderente) em todos os ensaios.

A DO média do controle negativo (DOc) foi utilizada como 
ponto de corte. Os isolados foram classificados como: DO ≤ DOc 

Quadro 1. Oligonucleotídeos iniciadores e temperaturas de anelamento utilizados 
na reação de PCR para amplificação dos genes de Enterococcus faecalis

	 Genes	 Oligonucleotídeos	 Amplicon (pb)*	 Temperatura de	 Referência
		  iniciadores (5’-3’)		  anelamento

	 ddlE-faecalis	 CACCTGAAGAAACAGGC	 475	 52 0C	 Depardieu et al. (2004)
		  ATGGCTACTTCAATTTCACG
agg	 AAGAAAAAGTAGACCAAC	 1553	 56 0C	 Eaton & Gasson (2001)
		  AACGGCAAGACAAGTAAATA
ace	 AAAGTAGAATTAGATCACAC	 320	 56 0C	 Duprè et al. (2003)
		  TCTATCACATTCGGTTGCG
bopA	 CAGCGACATGGACAGCCTAC	 108	 48 0C	 Neste estudo
		  TTGCAGGACCGTCGAGTAAA
bopB	 ATGACAGAATCCAAAACTGC	 687	 48 0C	 Neste estudo
		  TTACGAAGGGGTTGATTCAC
bopC	 TTATAGAAGGTTAAATTGAT	 1010	 48 0C	 Neste estudo
		  ATGAAGGATAATCGTATCAC
bopD	 GGCTTCCTCGTTGATGGCTTC	 126	 60 0C	 Hufnagel et al. (2004)
		  ACGGCACGGAATTTGGGTAAAC

* pb = pares de bases.
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Não-aderente; DOc < DO ≤ 2x DOc Fraco aderente; 2x DOc< DO ≤ 
4x DOc Moderado aderente; 4x DOc< DO Forte aderente.

Os resultados obtidos em score seguiram a normalidade e 
foram submetidos à análise da variância (ANOVA) e ao teste de 
Kruskal-Wallis a 1% (sendo P≤ 0,05), para comparar a presença 
dos fatores de virulência e a intensidade de formação de biofilme 
entre os isolados, os suplementos e as temperaturas utilizadas. 
Para tanto, utilizou-se o programa estatístico Graphpad Prism ver-
são 5.0.

RESULTADOS
Todos os isolados selecionados confirmaram pertencer à 
espécie Enterococcus faecalis através de pesquisa do gene 
ddlE-faecalis e demonstraram maior atividade da enzima gela-
tinase em temperatura de 36°C em detrimento a 42°C. No 
que se refere à dieta empregada aos animais, todos os isola-
dos (100%) apresentaram atividade gelatinolítica quando 
submetidos a 36°C de crescimento independente da pre-
sença do ionóforo. Por outro lado, sob crescimento a 42°C, 
temperatura corpórea das aves, o nível de atividade da en-
zima foi variável entre 81,8% na ausência de anticoccidia-
no e 88,5% na presença destes, não apresentando grande 
diferença no comportamento fenotípico referente à dieta 
empregada.

A distribuição dos genes ace, agg e do operon bopABCD 
avaliada de acordo com a presença ou não de anticoccidia-
no na dieta dos frangos está demonstrada no Quadro 2. O 
gene agg apresentou maior frequência nos E. faecalis isola-
dos dos frangos que receberam a dieta suplementada com 
anticoccidiano e não apresentou quadro clínico diarréico 
(92,3%), quando comparado ao grupo que não recebeu 
cocidiostáticos (70,5%). O gene ace não apresentou varia-
ção significativa na sua frequência entre os dois grupos de 

frangos (90,9-96,1%). Os genes do operon bopABCD foram 
identificados em ambos os grupos dos animais e sua frequ-
ência não foi significativamente afetada pela presença ou 
ausência de anticoccidiano na dieta dos frangos (P>0,05). 
Todos os isolados apresentaram mais de um gene pesqui-
sados.

A capacidade de formar biofilme foi observada em to-
dos os isolados quando cultivados no meio  LB suplementa-
do com 10% de sangue, 10% de urina ou 0,75% de glicose 
nas temperaturas de 36°C e 42°C. Os perfis fenotípicos de 
formação de biofilme dos isolados de E. faecalis de acordo 
com a dieta empregada, substratos dos meios de cultura e 
temperaturas de crescimento utilizadas estão demonstra-
dos no Quadro 3. Isolados de E. faecalis provenientes dos 
frangos de corte submetidos à dieta com anticoccidiano 
apresentaram maiores índices de forte aderente quando 
cultivados na presença de 0.75% de glicose (92,3-88,5%) 
e 10% de urina (77%) quando comparados com enteroco-
cos isolados de frangos que não receberam anticoccidiano 
na dieta. Por outro lado, quando os mesmos isolados foram 
cultivados na presença de 10% de sangue, observou-se uma 
elevada frequência de isolados moderados formadores de 
biofilme em ambas as temperaturas e dietas (52-69%).

DISCUSSÃO
Neste estudo foi possível constatar-se um mecanismo de 
resposta adaptativa quanto à atividade da enzima gelatina-
se dos Enterococcus faecalis isolados de swabs cloacais de 
frangos de corte em função da temperatura de crescimento 
empregada. No entanto, apesar da temperatura corpórea 
das aves, nem todos os isolados de frangos mostraram tal 
capacidade de adaptação, visto que o índice de atividade da 
enzima diminuiu com o aumento da temperatura. Marinho 
(2010) obteve resultados similares no fenótipo de gelati-
nase em diferentes temperaturas de crescimento (28, 37 e 
45°C) em E. faecalis isolados de alimentos e amostras clíni-
cas. Yeong et al. (2011) também observaram diferenças na 
atividade da enzima gelatinase em E. faecalis isolados de 
frangos de diferentes sistemas de criação, onde 90,9% dos 
enterococos isolados de frangos de corte foram positivos 
para atividade da enzima gelatinase, quando comparados 
com 88% dos isolados provenientes de aves criadas em sis-
tema extensivo. Por outro lado, os resultados observados 
para a atividade da enzima gelatinase são diferentes dos 
apresentados por Poeta et al. (2006) que pesquisaram a 
atividade de gelatinase em enterococos isolados de fezes 

Quadro 2. Frequência dos genes codificadores dos fatores 
de virulência detectados em cepas de Enterococcus faecalis 
isolados de frangos de corte infectados com Eimeria spp.*

	 Genes	 Dieta sem	 Dieta com	 Total (n=70)
		  anticoccidiano (n=44)	 anticoccidiano (n=26)

		  n	 %	 n	 %	 n	 %
	 agg	 31	 70,5	 24	 92,3	 56	 80
	 ace	 40	 90,9	 25	 96,1	 65	 92,85
	 bopA	 43	 97,7	 26	 100	 69	 98,6
	 bopB	 37	 84,1	 23	 88,4	 60	 85,7
	 bopC	 44	 100	 25	 96,1	 69	 98,6
	 bopD	 44	 100	 26	 100	 70	 100

* P≤0,05.

Quadro 3. Relação do fenótipo de formação de biofilme com os diferentes meios de cultura e
temperaturas de incubação de 36°C e 42°C em Enterococcus faecalis Intensidade de isolados

produtores de biofilme (%)

	 Dietad	 LBGa	 LBSb	 LBUc

			   36°C			   42°C			   36°C			   42°C			   36°C

		  Foe	 Me	 Fre	 Foe	 Me	 Fre	 Foe	 Me	 Fre	 Foe	 Me	 Fre	 Foe	 Me	 Fre

	 S/Aco	 90,9	 0	 9,1	 59,1	 36,36	 4,5	 31,8	 52,27	 15,9	 11,36	 61,36	 27,27	 63,63	 29,5	 6,8
	 C/Aco	 92,3	 7,7	 7,7	 88,5	 88,5	 0	 23,1	 69,2	 7,7	 23,1	 53,85	 23,1	 77	 19,2	 3,85
a LBG = meio LB suplementado com 0,75% de glicose; b LBS = meio LB suplementado com 10% de sangue; c LBU = meio 

LB suplementado com 10% de urina; d Dietas = S/Aco: sem anticoccidiano; C/Aco: Com anticoccidiano; e Fr = fraco 
aderente; M= moderado aderente; Fo = forte aderente.
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de frangos de corte e observaram que apenas 47% destes 
apresentavam fenótipo positivo.

A atividade da enzima gelatinase é influenciada por di-
versos parâmetros ambientais, tais como meio de cultura, 
variação de pH, diferença de atividade in vitro/in vivo, for-
mação de cátions divalentes e diferentes fontes de carbono, 
anteriormente relatadas no que se refere à influência na 
atividade gelatinolítica das células bacterianas. A produção 
de gelatinase é sensível ao calor, principalmente quando 
em temperaturas maiores que 50°C, sendo associada tam-
bém com o tempo de crescimento. Sua atividade varia am-
plamente quando células bacterianas são suplementadas 
com diferentes carboidratos como fonte de carbono e au-
mentam na presença de arabinose, xilose, glicose, maltose 
e manose, enquanto diminuem com outros diversos açúca-
res (Pires-Bouças et al. 2010). Macovei et al. (2009) relata-
ram a plasticidade genômica e a importância da pressão se-
letiva na manutenção da virulência bacteriana, onde alguns 
isolados, após longo período de descanso metabólico em 
temperaturas baixas (4-8°C) e em subculturas, perderam 
sua capacidade de expressar a gelatinase.

A frequência do gene agg observado no presente estu-
do está de acordo com outros estudos com E. faecalis de 
isolados de amostras clínicas e alimentares (Eaton & Gas-
son 2001, Franz et al. 2001, Mannu et al. 2003, Martín et al. 
2006, Barbosa et al. 2010). O gene agg apresentou maior 
frequência nos E. faecalis isolados dos frangos, que recebe-
ram dieta suplementada de anticoccidiano (92,3%) quan-
do comparado ao grupo que não recebeu anticoccidiano 
(70,5%). A diferença entre os índices apresentados pode 
estar relacionada ao quadro diarreico causado pela Eimeria 
spp., que causa uma modificação estrutural das vilosidades 
intestinais, levando a um encurtamento destas, resultando 
em diminuição da capacidade de absorção e predispõe os 
frangos a disbacteriose (Williams 2005). A função da pro-
teína Agg tem sido relatada na bibliografia, como sendo 
responsável pelo aumento da aderência de Enterococcus ao 
epitélio intestinal e renal. Esta destruição das células epite-
liais do intestino pode ter sido uma das causas da redução 
na frequência do gene agg nos E. faecalis isolados do grupo 
de frangos que não recebeu anticoccidiano. Em E. faecalis 
o gene agg está localizado em um plasmídeo responsivo a 
feromônios, causando agregação entre células doadoras e 
receptoras, facilitando a transferência de plasmídeos que 
podem carrear genes de virulência e resistência antimicro-
biana (Barbosa et al. 2010). Portanto, um epitélio intestinal 
com possíveis danos teciduais e maior absorção de líqui-
dos pelo interstício e luz intestinal, torna-se um ambiente 
desfavorável para agregação celular e posterior processo 
de estabelecimento de biofilme microbiano neste ambien-
te de crescimento. Apesar da diferença no percentual dos 
dois grupos tratados, os frangos que não receberam anti-
coccidiano na dieta também apresentaram alto percentual 
de genes dos fatores de virulência. Esses resultados con-
cordam com os apresentados por Hume et al. (2012) que 
demonstram efeitos negativos da infecção por Eimeria, 
modificando a população microbiana do ceco. Tal fato foi 
anteriormente relatado, demonstrando que esse gênero de 
coccídios pode desenvolver um papel importante na pa-

tologia de coccidioses cecais, tendo forte efeito na taxa da 
comunidade bacteriana dominante (Bradley & Radhakrish-
nan 1973).

Por outro lado, o único trabalho que relata a influência 
do quadro clínico diarréico sobre os fatores de virulência, 
foi realizado em Escherichia coli isoladas de bezerros com 
e sem diarreia, observou que os fatores de virulência eram 
mais prevalentes em E. coli isoladas dos bezerros que apre-
sentavam quadro clínico de diarreia, causado por vários 
agentes enteropatogênicos, entre eles, Eimeria spp. (Her-
rera-Luna et al. 2009). Em trabalho realizado por Marty-
nova-Van Kley et al. (2012), uma análise de pirosequencia-
mento da microbiota bacteriana de frangos infectados com 
Eimeria spp. e tratados com óleos essenciais sugere que os 
animais tratados apresentaram uma modulação positiva 
na microbiota a qual  pode causar impactos favoráveis ao 
hospedeiro.

O gene ace que codifica uma proteína com caracterís-
ticas de adesina bacteriana e ligante a colágeno do tipo I, 
não apresentou variação significativa quanto à diferença 
nas frequências entre os dois grandes grupos de frangos 
(P>0,05). Este gene tem sido apontado como um importan-
te fator de virulência, onde sua deleção resulta em signifi-
cativa atenuação de E. faecalis (Singh et al. 1998, Piekarska 
& Jagielski 2007). Tal característica justifica a elevada fre-
quência do gene em ambos os grupos de frangos. A frequ-
ência do gene ace em ambos os grupos está de acordo com 
outros estudos que avaliaram a presença deste gene em 
amostras de swabs cloacais de frangos. Diarra et al. (2010) 
detectaram o gene ace em todos os E. faecalis isolados de 
frangos pesquisados. Olsen et al. (2011) pesquisaram o 
gene ace em isolados clínicos e de frangos e detectaram a 
presença do gene em todas as amostras pesquisadas.

Os genes do operon bopABCD foram identificados em 
ambos os grupos de frangos e sua frequência não foi sig-
nificativamente afetada pela presença ou ausência de an-
ticoccidiano na ração. O operon bop tem sido descrito no 
envolvimento do metabolismo da maltose e formação de 
biofilme. Os genes bopA, bopC e bopD foram detectados com 
elevada frequência em ambos os grupos de frangos. O gene 
bopB também não apresentou diferenças entre os frangos 
que receberam ou não anticoccidiano na ração, entretan-
to apresentou uma frequência menor quando comparado 
com bopA, bopC e bopD. Até o momento, não existem regis-
tros nem dados de outros estudos envolvendo a incidência 
dos genes do operon bopABCD em cepas de E. faecalis ou 
em outras espécies do gênero Enterococcus. Este estudo é o 
primeiro a estimar a incidência de fatores de virulência de 
E. faecalis isolados de frangos que receberam uma solução 
contendo oocistos de Eimeria maxima e Eimeria acervulina 
e dieta padrão contendo ou não anticoccidiano (monen-
sina). Apesar de evidenciado o importante papel desses 
genes na formação e persistência do biofilme microbiano, 
mais pesquisas para melhor elucidar os demais fatores en-
volvidos na formação de biofilmes são requeridas.

O maior índice de E. faecalis apresentando fenótipo de 
forte aderente, foi observado nos isolados provenientes 
dos frangos que receberam uma solução contendo oocistos 
de Eimeria maxima e Eimeria acervulina e a dieta padrão 



Pesq. Vet. Bras. 33(12):1433-1440, dezembro 2013

1438 Ana Paula V. Cassenego et al.

contendo anticoccidiano. A presença de anticoccidiano na 
dieta mantém a integridade intestinal, melhora a digestão 
e a absorção de nutrientes, disponibilizando o máximo 
de energia necessária para o crescimento e multiplicação 
celular bacteriana. Quando o animal está infectado por Ei-
meria spp. e o tratamento adequado não é realizado, sua 
integridade intestinal fica comprometida e os nutrientes 
normalmente usados no desenvolvimento do animal, e 
também dos micro-organismos presentes, não são absor-
vidos de maneira efetiva. Em ambos os casos, nos grupos 
citados anteriormente, observa-se maior índice de fortes 
aderentes em 36°C de temperatura de crescimento in vi-
tro, sendo esta a temperatura ideal do crescimento celular 
de E. faecalis in vivo. Porém, altos índices também foram 
observados na temperatura de 42°C, revelando adaptação 
dos isolados aos diferentes ambientes e temperaturas não 
ideais, onde ocorre aumento do seu potencial patogênico 
através da expressão de genes de virulência.

Em relação aos suplementos adicionados ao meio de 
cultura, a presença de 0,75% de glicose elevou os índices de 
isolados classificados como fortes aderentes em ambos os 
grupos de frangos e temperaturas de crescimento testadas. 
Entretanto, o grupo de animais que recebeu anticoccidia-
no na dieta, apresentou maiores índices de isolados fortes 
aderentes. A alta disponibilidade de nutrientes com fonte 
de carbono, como a glicose, permitiu maior crescimento e 
multiplicação das cepas e, consequente estabelecimento do 
biofilme microbiano. Marinho (2010) verificou que a adição 
0,75% de glicose ao meio de cultura Caldo Infusão, Cérebro 
e Coração também influenciou a capacidade de formação 
de biofilme de E. faecalis isolados de alimentos. Pillai et al. 
(2004) demonstraram que a formação de biofilme em pla-
cas de poliestireno foi maior em meio suplementado com 
1% de glicose, concordando com nosso estudo, assim como 
outros estudos que mostram a influência da glicose na for-
mação de biofilme através de um regulador transcricional 
dependente de glicose (fsr) mediando o controle de cata-
bólitos através da formação de proteases (Baldassarri et al. 
2001, Kristich et al. 2004).

A presença de 10% de urina no meio de cultura estimu-
lou a capacidade dos isolados em formarem biofilmes mais 
densos, onde 77% dos isolados que receberam anticocci-
diano e 63% dos que não receberam, foram classificados 
como fortes aderentes. Uma explicação para este fenótipo 
seria primeira, que a urina além de conter ureia em grande 
quantidade, também apresenta fosfatos, sulfato, amônia, 
magnésio, cálcio, ácido úrico, creatina, sódio, potássio e 
outros elementos em menor quantidade. Tal composição 
estimula a ativação de diferentes vias metabólicas bacte-
rianas que as torna capazes de degradar tais substâncias e 
captar nutrientes necessários ao crescimento e multiplica-
ção celular e ativação de mecanismos de expressão gênica 
necessários para o aumento de sua patogenicidade, como 
a formação da estrutura do biofilme. O gene agg, que co-
difica a proteína Agg, encontrado no genoma destas bacté-
rias também exerce um papel importante in vivo, pois atua 
na aderência e processo inicial da infecção enterocócica 
em células renais e do restante do trato urinário (Seno et 
al. 2005). Estudos realizados com outras enterobactérias 

patogênicas relatam respostas de sistemas envolvidos na 
aquisição de ferro e genes envolvidos no metabolismo de 
açúcares e aminoácidos responsáveis por uma maior adap-
tação das cepas ao sistema urinário ou à presença de urina 
(Alteri & Mobley 2007).

O crescimento de E. faecalis na presença de soro sanguí-
neo induz a expressão de ligantes de carboidratos responsá-
veis pela adesão celular (Guzmán et al. 1991). O sangue con-
tém nutrientes como as proteínas albumina e hemoglobina, 
ferro proveniente das células vermelhas e micronutrientes 
como aminoácidos, pequenos peptídeos, glicose, lipídios, 
ácidos graxos, fosfolipídios e triglicerídeos, além da fração 
celular branca. Células sanguíneas mortas podem compor a 
matéria orgânica necessária para a formação da matriz do 
biofilme e seus componentes intracelulares servirem como 
nutrientes para as células em biofilme, assim como células 
planctônicas potencialmente capazes de desencadear um 
novo processo de formação do biofilme microbiano. Vebo 
et al. (2009) analisaram isolados de E. faecalis crescidos em 
sangue in vitro e concluíram que a regulação dos genes e 
suas vias sob essas condições revelaram a capacidade de 
adaptação fisiológica e metabólica, principalmente no me-
tabolismo dos carboidratos, o que pôde ser observado no 
grande número de isolados que demonstraram formação 
fenotípica menos densa, classificados como formadores 
moderados na presença de sangue, uma provável adapta-
ção fisiológica ao meio ambiente em questão.

CONCLUSÕES
Comparando os resultados obtidos no presente estudo, 

pode-se concluir que o substrato mais favorável ao cresci-
mento e que estimulou a aderência dos isolados de Entero-
coccus faecalis nas microplacas de poliestireno foi a presen-
ça de 0,75% de glicose no meio de cultura LB, independente 
das temperaturas de crescimento. Entretanto, os altos níveis 
obtidos em 42°C de temperatura de crescimento sugerem 
uma grande capacidade de adaptação dos isolados a condi-
ções e hospedeiros diversos (frangos de corte). Os resulta-
dos obtidos com suplementação de sangue e urina também 
apontam o grande potencial patogênico das cepas, visto seu 
crescimento e capacidade de formação de biofilme na pre-
sença de fluidos humanos ou animais (Wani et al. 2012).

Ressaltando a importância deste estudo, E. faecalis iso-
lados de frangos de corte que receberam oocistos de Eime-
ria maxima e Eimeria acervulina e ração suplementada ou 
não com anticoccidiano apresentaram capacidade de se 
adaptar a diferentes nichos biológicos, como por exemplo, 
sangue e urina. Associado a esta plasticidade dos micror-
ganismos, a capacidade dos isolados de formar biofilme e a 
presença de fatores de virulência sugerem que os E. faecalis 
isolados de frangos tratados com anticoccidiano estão mais 
bem adaptados ao ambiente intestinal dos animais. No fu-
turo, estudos de expressão gênica poderão esclarecer parte 
desta complexa fisiologia da formação de biofilme em iso-
lados da espécie E. faecalis.
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