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Resisténcia antimicrobiana de Enterococcus sp. isolados de carcacas
suinas na etapa de pré-resfriamento
Autora: Thais de Campos
Orientadora: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

RESUMO

A presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos vem sendo monitorada
de forma cada vez mais frequente em produtos de origem animal, com o intuito
de evitar a disseminacdo dessas cepas para humanos via cadeia alimentar. O
género Enterococcus encontra-se entre os patdégenos mais relevantes nas
infecgdes hospitalares em humanos e tem capacidade de adquirir resisténcia a
diversos antimicrobianos. No presente estudo foi avaliada a frequéncia de
isolamento e a resisténcia antimicrobiana de Enterococcus sp. de carcacas
suinas na etapa de pré-resfriamento, em trés matadouros-frigorificos
localizados no estado de Santa Catariana. Dois ciclos de amostragem foram
conduzidos em cada estabelecimento resultando em 252 suabes de carcacgas.
A partir dessas amostras, foram obtidos 240 isolados de Enterococcus sp.
identificados por testes fenotipicos e pela deteccdo do gene tuf e ddlg faecalis
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase. Todos os isolados de
Enterococcus sp. foram testados quanto a resisténcia a antimicrobianos pela
técnica de difusdo em &agar. A espécie mais prevalente foi Enterococcus
faecalis (E. faecalis), presente em 90,83% das amostras de carcaca. Foi
observada resisténcia a tetraciclina (42,5%), eritromicina (26,7%),
estreptomicina (20,4%), ciprofloxacina (13,8%), cloranfenicol (12,1%) e a
gentamicina (10,4%). N&o foram encontrados isolados resistentes a
vancomicina, teicoplanina e ampicilina. Os isolados que apresentaram perfil
intermediario e resistente aos antimicrobianos ciprofloxacina e eritromicina, no
teste de disco-difusdo, foram submetidos a determinacdo da concentracéo
inibitéria minima  (CIM). Em relacdo a ciprofloxacina, das 25 cepas com
resisténcia intermediaria no teste de disco-difusédo, todas apresentaram CIM na
concentracdo limitrofe (1,56 pg/mL), entre a sensibilidade e resisténcia,
enquanto nas 74 cepas intermediarias frente a eritromicina, apenas duas

apresentaram valor limitrofe méximo (4 pg/mL). Conclui-se que o género



Enterococcus esta presente em carcacas suinas na etapa de pré-resfriamento,
sendo a espécie E. faecalis a mais encontrada. Apesar de existirem isolados
resistentes a antimicrobianos usados na terapéutica humana, os resultados
indicam que isolados resistentes a vancomicina, teicoplanina e ampicilina néo

estdo presentes em carcacgas suinas nos abatedouros estudados.

Palavras-chave: suinos, resisténcia antimicrobiana, Enterococcus



Antimicrobial resistance of Enterococcus spp. isolated from swine
carcasses at the pre-chill stage
Author: Thais de Campos
Advisor: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

ABSTRACT

The presence of antimicrobial-resistant bacteria has been increasingly
monitored in animal products in order to prevent the spread of these strains to
humans through the food chain. The genus Enterococcus is among the most
important pathogens in hospital infections in humans and is able to acquire
resistance to several antibiotics. In the current study, the frequency of isolation
and antimicrobial resistance of Enterococcus sp. from swine carcasses at the
pre-chill stage in three slaughterhouses located in the state of Santa Catarina
were evaluated. Two sampling cycles were performed at each establishment
and 252 carcass swabs were taken. A total of 240 strains of Enterococcus sp.
were identified by phenotypic testing and by PCR detection of tuf and ddi
genes. All Enterococcus isolates were tested for resistance against
antimicrobials by the agar diffusion technique. The most prevalent species was
Enterococcus faecalis (E. faecalis), present in 90.83% of the carcass samples.
Tetracycline (42.5%), erythromycin (26.7%), streptomycin (20.4%), ciprofloxacin
(13.8%), chloramphenicol (12.1%) and gentamicin (10.4%) resistance was
observed. No isolates were found resistant to vancomycin, teicoplanin and
ampicillin. The isolates with intermediate and resistant profile to antimicrobials
ciprofloxacin and erythromycin were further subjected to minimum inhibitory
concentration (MIC) determination. Regarding ciprofloxacin, all the 25 strains
with intermediary resistance profile in the disk diffusion test presented MIC at
the limit concentration (1.56ug/mL) between sensitivity and resistance, while
from 74 intermediary resistant strains against erythromycin only two presented
MIC at the limit concentration (4 pg/mL). It is concluded that the genus
Enterococcus is present in swine carcasses during the pre-chill stage and the
species E. faecalis is the most prevalent. Although resistance against

antimicrobials used for the human treatment has been found, the results



indicate that isolates resistant to vancomycin, teicoplanin and ampicillin are not

present on pig carcasses from those abattoirs.

Keywords: swine, pork, antimicrobial resistance, Enterococcus
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1. INTRODUCAO

A carne suina consolidou-se como a mais importante fonte de proteina
animal no mundo apés 1978 e a producdo mundial cresceu numa taxa de 3,1%
nos ultimos 46 anos. A producdo suina mundial encontra-se em torno de 102
milhdes de toneladas por ano, concentrando-se, em sua maior parte, na China,
Unido Europeia e Estados Unidos. Entre os alimentos de origem animal, a
producéo de suinos no Brasil, ocupa o quarto lugar no mundo, produzindo 3,36
mil toneladas de carne suina e, os estados de Santa Catarina, Rio Grande do
Sul e Parana destacam-se como principais produtores de suinos do pais. Em
2012, o Brasil exportou cerca de 580 mil toneladas de carne suina, cujos
principais destinos foram paises como Ucrania, Russia e Hong Kong
(ABIPECS, 2012).

Dados da Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nac¢Ges Unidas
(FAO) revelam que a carne mais consumida no mundo é a suina,
representando 39% do total do consumo mundial de proteina animal. Sendo
que, 0 maior consumo per capita anual de carne suina € verificado entre os
paises da Unido Europeia e, enquanto na Austria, o consumo anual médio da
carne suina € de 76 kg per capita, no Brasil o consumo é de 15,1Kg per
capita/ano (ABIPECS, 2012).

A carne suina, assim como produtos carneos processados, podem
veicular micro-organismos patogénicos ao homem. Entre os patégenos que sao
reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como 0s mais
significativos, em termos de impacto a saude das populacdes, estdo incluidos
as salmonelas, os enterococos e os coliformes (ANVISA, 2008).

Os micro-organismos pertencentes ao género Enterococcus néo
possuem potentes fatores de viruléncia encontrados em outras bactérias Gram-
positivas patogénicas, como Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes,
no entanto, possuem um arsenal de caracteristicas diferenciais, que
contribuem para sua viruléncia e os tornam efetivos patdogenos oportunistas,
com grande expressao e representatividade tanto no meio médico, veterinario
quanto em alimentos (GILMORE, 2002; GIRAFFA, 2002). Enterococcus sp.

Sa40 micro-organismos emergentes, que apresentam importante relevancia
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clinica entre os patégenos comumente envolvidos nas infec¢bes hospitalares
devido & capacidade em expressar resisténcia a varios antimicrobianos e, a
habilidade em colonizar diferentes habitats com condicbes ambientais
adversas. A possibilidade de que esses micro-organismos resistentes a
antimicrobianos sejam veiculados via cadeia alimentar os coloca como objeto
de grande atencdo da saude publica (BERTRAND et al., 2000; DZIDIC et al.,
2008).

O processamento de produtos carneos tem inicio com o0s procedimentos
de abate dos animais, iniciando-se nesta fase, portanto, a contaminacéo
bacteriana inerente ao processo que mesmo quando moderada, deve ser
considerada prejudicial, uma vez que, proporcionam um meio de cultivo ideal
ao crescimento microbiano e, alguns micro-organismos quando presentes no
alimento “in natura” sdo capazes de se multiplicar durante alguns dos
processos de conservacao do alimento, tais como pasteurizacéo, fermentacao
e refrigeracdo (GIRAFFA et al.,, 2002). De acordo com Borch et al (1996) as
principais fontes de contaminacédo durante o abate de suinos estdo associadas
as origens fecais e ambientais.

O elevado uso — terapéutico, metafilatico, profilatico e aditivo zootécnico
— de antimicrobianos na producdo animal contribui para o aumento dos indices
de resisténcia através da presséao de selec¢éo exercida sobre micro-organismos
comensais e patogénicos (SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001;
TENOVER, 2001). Os Enterococcus sao intrinsicamente resistentes a uma
gama de antimicrobianos de uso terapéutico (ASLAM et al., 2010; CULEBRAS
et al., 2010; ZOU et al., 2011) e, apresentam capacidade em adquirir, transferir
e disseminar seus genes de resisténcia (FRACALANZZA et al., 2007).

Enterococos resistentes aos antimicrobianos ja foram isolados em uma
série de alimentos, de origem animal, que acabam por sua vez servindo como
reservatorios destes micro-organismos resistentes (FRANZ et al., 2001; DZIDIC
et al.,, 2008; RIBOLDI et al., 2008). De acordo com Vignaroli et al (2011) os
Enterococcus resistentes a antimicrobianos quando ingeridos, tem a
capacidade de transferir seus genes de resisténcia a microbiota endogena dos
humanos, bem como para bactérias transitorias, incluindo patégenos e,
sugerem a carne como ambiente adequado para uma ampla faixa de

transferéncia da resisténcia antimicrobiana “in vivo”.
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A competitividade no mercado e a valorizagdo mundial da carne suina
exigem que o conceito de qualidade e inocuidade de alimentos seja observado.
Sendo assim, o monitoramento da resisténcia frente a antimicrobianos em
bactérias patogénicas ou oportunistas € essencial para avaliar o risco de
transferéncia de cepas ou genes de resisténcia para humanos por meio da
cadeia produtiva de alimentos.

Diante do exposto, o trabalho teve por objetivo determinar a frequéncia
de isolamento de Enterococcus sp. em carcacas de suinos, na etapa de pré-

resfriamento e avaliar a resisténcia antimicrobiana dos isolados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Enterococcus

Enterococcus spp. constituem um diverso, complexo e importante grupo
de micro-organismos amplamente distribuido na natureza, devido a capacidade
de se desenvolver e sobreviver em condi¢cdes adversas (GIRAFFA, 2002;
VALENZUELA, 2009). O principal habitat desse micro-organismo parece ser o
trato gastrintestinal de humanos e animais, onde estes representam uma
parcela significativa da microbiota intestinal (AARESTRUP et al, 2002;
CASSENEGO et al., 2010), variando em abundancia (10? a 10%/g de contelido
digestivo) de individuo para individuo e ao longo do trato gastrointestinal
(OGIER & SERROR, 2008). Podem ser comumente encontrados no solo, agua,
alimentos e animais (TEIXEIRA & FACKALAM, 2003; HAN et al., 2011).
Embora algumas linhagens sejam utilizadas na manufatura de alimentos,
muitas cepas podem ser patogénicas, causando infec¢des tanto em humanos
guanto em animais (GIRAFFA, 2002, SCOT et al., 2002, HENRIQUE, 2007).
Pelo fato de ser encontrado em uma variedade de ambientes, o género tem
sido utilizado como indicador de contaminacéo fecal tanto na agua quanto em
alimentos (AARESTRUP et al., 2002; CASAL et al., 2009; LOPEZ et al., 2009;
RIBOLDI et al., 2009).

O nome enterococo originou-se da palavra francesa entérocoque,
utilizada pela primeira vez por Thiercilin em 1899, em publicacdo francesa, com
0 intuito de enfatizar a origem intestinal desta bactéria Gram-positiva
(MURRAY, 1990). Inicialmente este género foi classificado como Streptococcus
do grupo D de Lancefield, mas estudos de hibridizagdo DNA-DNA e DNA-
rRNA, realizados na década de 1980 mostraram diferencas genotipicas entre
enterococos e estreptococos. Em 1984, Schleifer & Kilpper-Balz demonstraram
claramente que essas bactérias deveriam ser classificadas separadamente,
sugerindo a criagdo do género Enterococcus (MURRAY, 1990; OGIER &
SERROR, 2008; EUZEBY, 2010).
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Atualmente, sdo conhecidas 41 espécies pertencentes ao grupo
Enterococcus: E. aquimarinus, E. avium, E. asini, E. caccae, E. camelliae, E.
canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecoum, E. columbae, E. deviiesei, E.
dispar, E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. gilvus, E.
haemopeeroxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E. italicus, E. malodocatus, E.
maravunsis, E. mundtti, E. pallens, E. phoeniculicola, E. porcinus, E.
pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. saccharominimus, E. sacharolyticus, E.
seriolicida, E. sileacus, E. solitarius, E. sulfurius, E. termitis, E. thailandicus, E.
vellorium e E. viikkiensis (FACKLAM et al, 2007; SHEWMAKER et al., 2011,
EUZEBY, 2012) e, de acordo com Naser et al (2005), as espécies E. faecalis e
E. faecium séo as mais comuns. E. faecalis é a espécie dominante no ambiente
clinico, estando envolvida em  aproximadamente 90 % das infeccdes
enterocécicas em humanos; enquanto que E. faecium é responsavel por menos
de 5% das infeccbes (TAVARES, 2000; ANTONELLO et al., 2010). O fato de E.
faecalis estar comumente envolvido nos casos de infecgdo enterocOcica em
humanos estd relacionado aos fatores de viruléncia associados a espécie
(KLEIN, 2003; FISCHER & PHILLIPS, 2009).

Enterococos sao componentes da microbiota intestinal, podendo ser
encontrados em quase todos os animais, desde insetos a humanos. Esta
bactéria pode ser isolada de vegetacGes e superficies aquaticas que tenham
sido contaminadas por excrementos de animais ou por esgoto ndo tratado
(GILMORE, 1994). A populagdo de enterococos nas fezes de humanos é
estimada em aproximadamente 10° Unidades Formadoras de Coldnia (UFC/g)
(RICE et al., 1995). As espécies E. faecalis e E. faecium sdo comumente
encontradas no TGl de humanos e animais, enquanto E. mundtti e E.
casseliflavus sdo comuns em plantas e vegetais, podendo ocorrer de forma
transitéria no intestino de humanos e animais (DEVRISE et al, 2006). Ja E.
durans, E. avium, E. raffinosus podem ser encontrados em alimentos
(CASSENEGO et al, 2011). A diversidade dos enterococos esta diretamente
relacionada aos ambientes onde estes podem ser encontrados (AARESTRUP
et al, 2002).

O género Enterococcus consiste de cocos Gram-positivos, que podem
se apresentar na forma de cadeias curtas, aos pares ou como ceélulas unicas
(RIZZOTI et al, 2009; CULEBRAS et al., 2010; ZOU et al 2011). Séo
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anaerobios facultativos e tipicamente distinguiveis dos demais cocos Gram-
positivos pela sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa de
temperatura, entre 10°C e 45°C, e por suportar variacbes de pH, sendo a
temperatura 6tima de crescimento 37°C em pH 9.6. Todos os representantes
deste género apresentam crescimento em meio contendo 6,5% de cloreto de
sbédio e na presenca de 40% de sais biliares, produzem a enzima leucina-
aminopeptidase (LAP) e, sua maioria hidrolisa o substrato pirrolidonil-p-
naftilamida (PYR). Ndo possuem enzima citocrémica e, portanto, sdo catalase-
negativo, salvo algumas cepas que podem produzir uma pseudocatalase
(MURRAY, 1990; kONEMAN et al, 2001; FACKLAM et al, 2002; CORREA et
al., 2005). Pertencem ao grupo de organismos conhecidos como bactérias
acidas laticas (BAL) produtoras de bacteriocinas (FISHER & PHILLIPS, 2009).

A identificag&o presuntiva deste género durante muitos anos foi baseada
na morfologia conforme coloracdo de Gram, capacidade de crescimento na
presenca da bile, hidrélise da esculina e crescimento em meio contendo 6,5%
de NaCl. Atualmente, esta identificacdo foi complementada pela adicdo de
outros testes bioquimicos, tais como producdo da PYR, suscetibilidade a
vancomicina, teste da bile-esculina, assim como crescimento em 10°C e 45°C,
pois cepas do género Lactococcus, Leuconostoc e Pediococcus apresentam
reacdes positivas frente aos testes utilizados anteriormente e podem ser
isolados de infeccBes humanas (FACKLAM, SHAM, TEIXEIRA, 1999).

A identificacdo das espécies pertencentes ao género Enterococcus, a
partir de testes bioguimicos convencionais foi inicialmente proposta por
Facklam & Collins (1989), modificada por Facklam & Sham (1995) e atualizada
por Teixeira e Facklam (2003). A diferenciacdo das espécies é feita a partir da
avaliacdo das caracteristicas fenotipicas, baseada principalmente em trés
provas bioquimicas que incluem fermentacdo do manitol, do sorbitol e
dehidrolacdo da arginina (TEIXEIRA & FACKLAM, 2003). No entanto,
identificar espécies de Enterococcus é bastante complexo, uma vez que muitos
isolados, especialmente os de origem ambiental ndo sdo prontamente
identificados a partir de suas caracteristicas fenotipicas. A dificuldade de
identificar as espécies usando apenas provas bioquimicas ocorre devido a
heterogeneidade observada no género, o que acaba por néo proporcionar

resolucdo satisfatoria. Métodos fenotipicos sdo, muitas vezes, incapazes de
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detectar alteracbes no genoma bacteriano, que podem ocorrer em uma mesma
espécie via aquisicao de plasmideos ou mutacdes genéticas espontaneas, sem
que haja alteracdo do fendtipo (ON & BAGGESEN 1997; DEVRISE, 2006;
COSTA et al.,, 2009). Sendo assim, os meétodos moleculares tornam-se
essenciais na confirmacdo dos enterococos, e a caracterizacdo dos genes 16S
e 23S rRNA pode ser utilizada com sucesso nas diferentes espécies de
Enterococcus (DEVRIESE et al., 2006). Porém. E. gallinarum e E. casseliflavus
apresentam 99,8% de similaridade no seu 16 S rRNA (OGIER & SERROR,
2008) assim, métodos alternativos como a amplificacdo por PCR dos genes D-
Alanina-D-Alanina Ligase (ddl) e de resisténcia a vancomicina (van) (DUKTA-
MALEN et al., 1995), amplificacdo de espacos Inter génicos de rRNA (NAIMI et
al., 1997), sequenciamento dos genes ddl (OZAWA et al., 2000), gene da
chaperonina 60 (cpn60) (GOH et al., 2000), gene da enzima de conversao da
angiotensina (ace) (DUH et al., 2001), gene da superoxido desmutase (sodA)
(JACKSON et al., 2004), gene da ATP sintetase (atpA) (NASER et al., 2005),
subunidade alfa tRNA fenilalanila sintetase (pheS), subunidade alfa RNA
polimerase (rpoA) (NASER et al., 2005b) tém sido propostos. Ja na
diferenciacdo intra-espécies tem se utilizado técnicas como fingerprinting de
proteinas, amplificacdo randémica de DNA polimérfico (RAPD-PCR), gel de
eletroforese de campo pulsado (PFGE) e andlises com enzimas de restricdo
(KLEIN, 2003; FORTINA, 2007). A identificacdo correta é necessaria a fim de
controlar as espécies que podem estar causando doenca, auxiliando
principalmente em um tratamento eficaz (DUTKA-MALEN et al., 1995; KAK &
CHOW, 2002; JACKSON et al., 2004).

2.2. Enterococos nos Alimentos

A distribuicdo de enterococos na natureza indica seu potencial de
adaptacdo e de crescimento sob diversas condicdes ambientais sendo
comumente encontrados como contaminantes naturais de alimentos (POETA et
al., 2006). Esta capacidade de adaptacéo a diferentes substratos e condi¢cdes
de crescimento tais como pH extremos, salinidade e temperatura, incluindo
resisténcia a temperatura de pasteurizacdo de algumas espécies, contribui

para que sejam encontrados em qualquer alimento de origem animal, alimentos
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processados crus, ou que tenham sido submetidos ao tratamento térmico,
sendo portanto, encontrados em qualquer ponto do fluxograma de producao de
diversos tipos de alimentos (FRANZ et al., 2003; ANVISA, 2008).

Além disso, os enterococos tem apresentando significativa importancia
na tecnologia do processamento de alimentos, uma vez que se caracterizam
como linhagens homofermentativas produtoras de acido latico, que, além de
conferir sabor acido caracteristico de produtos fermentados, nos quais
desenvolvem importante papel no processo de maturacao e enriquecimento do
sabor, produz caracteristicas organolépticas Unicas (FRANZ et al., 2003;
GIRRAFA et al., 2003; GAMA, 2008). Adicionalmente, as bactérias acido laticas
podem produzir substancias antimicrobianas, como bacteriocinas (entoricinas),
conferindo aos produtos maturados melhor qualidade sanitaria (FOULQUIE-
MORENO, 2003; ANVISA, 2008, GAMA, 2008). Em alguns produtos,
principalmente os lacteos, os enterococos podem ser utilizados como culturas
“starters” ou iniciadoras e probioticas (SCHIMIDT, 2009; MEDEIROS, 2011).
Essas caracteristicas demonstram a capacidade destes micro-organismos
atuarem de forma positiva, contribuindo no desenvolvimento de aroma e sabor
caracteristico, levando a uma qualidade diferenciada aos produtos (FRANZ et
al., 2003). Entretanto, a selecéo de cepas de enterococos para serem utilizados
no processamento de alimentos tem sido uma dificil tarefa devido ao risco
potencial que esses micro-organismos oferecem a saude humana (GIRAFFA,
2003; FOULQUIE-MORENO et al., 2006; POETA et al, 2006). Os enterococos
resistentes a antimicrobianos encontram-se amplamente distribuidos nos
alimentos e tem sido detectados em carnes e produtos derivados, leite,
produtos lacteos dentre outros produtos destinados ao consumo humano
(FOLQUIE-MORENO et al., 2006).

Medeiros (2011) ressalta que o género Enterococcos também esta
associado a deterioracdo de alimentos, principalmente os carneos, e o fato do
Enterococcus estar presente no trato gastrintestinal dos animais pode torna-lo
um potencial contaminante durante o processo de abate. Em produtos lacteos,
a presenca de Enterococcus é indicativa de condi¢des higiénicas inadequadas
tanto na produgdo, quanto no processamento, sendo que as fontes de
contaminacdo podem ser diversas: 4gua, equipamentos de processamento e

tanques de estocagem que tiveram contato com fezes (OGIER et al., 2008). O
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uso de Enterococcus como indicador de higiene e contaminacdo fecal €
atribuido ao fato deste género ser mais tolerante a refrigeragdo quando
comparado a Escherichia coli e demais coliformes, pois permanecem viaveis
mais tempo na refrigeracdo de carcacas (INGHAM & SCHMIDT, 2000), no
entanto seu uso como indicador de contaminagdo fecal é limitado, pois
apresentam alta resisténcia ao calor, sobrevivem no ambiente extra-intestinal e,
ao contrario do grupo de coliformes totais e fecais, ndo existe nivel
estabelecido para relacionar a sua presenca e a qualidade higiénica em um
determinado produto (VAIL et al., 2003).

Estudos sobre a cadeia epidemiolégica tém mostrado que alimentos,
principalmente de origem animal, comercializados no mundo inteiro, podem ser
reservatorios de enterococos resistentes e, desta forma, acabam contribuindo
na propagacéo da resisténcia antimicrobiana a populagdo humana via cadeia
alimentar (BERTRAND et al. 2000; AAESTRUP et al., 2007; DZIDIC et al.,

2008; JENSEN et al., 2011).

2.3. Importancia clinica de Enterococcus

As infeccBes hospitalares sédo consideradas um problema de saude
publica que acomete mais de 15% dos pacientes internados e tem se agravado
com o aumento da resisténcia bacteriana (SILVA, 2003; OLIVEIRA &
BETTCHER, 2010). Enterococcus spp. fazem parte da microbiota do trato
gastrointestinal e geniturinario de humanos e animais, no entanto tém sido
reconhecidos como patégenos em potencial para humanos desde a virada do
século XX (CAUWERTS et al.,, 2007). Em 1912, esse micro-organismo
comecgou a ser associado a uma seérie de infeccdes; e, a partir de 1920, varios
relatos sobre sua patogenicidade passaram a ser publicados. Entretanto, o
primeiro relato sobre a presenca deste micro-organismo em pacientes com
enterites, apendicites e meningites ja havia sido feita por Thiercelin em 1899
(apud MURRAY, 1990; ANVISA, 2008).

Estudos recentes tém documentado a emergéncia dos enterococos
como uma das principais causas de infeccdo nosocomiais, sendo que as
principais sindromes clinicas associadas a estes micro-organismos sao as

endocardites, bacteremias, infec¢cdes do trato urinario, sepses neonatais e as
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infeccbes de feridas cirdrgicas e cronicas como as Ulceras por pressao
(ZIRAKZADEH et al., 2006; CAUWERTS et al.,, 2007, DESHPANDE et al.,
2007; HAYDEN et al., 2008; VALENZUELA et al., 2010; LARSEN et al., 2011;
FALCI & DALAROSA, 2012). Nas infec¢cdes enterocécicas, geralmente se
destacam as espécies E. faecalis (80%) e E. faecium (20%) ; outras espécies
como E. durans, E. gallinarum, E. casseliflavus ou E. raffinus sdo menos
frequentes (GAMA, 2008). Em estudo realizado no Brasil por Antonello et al.
(2010), h& descricdo de um caso de meningite por E. gallinarum, espécie
comumente encontrada no trato gastrointestinal de aves e que raramente
causa infeccdo em humanos. De acordo com Werner et al. (2008) E. faecalis e
E. faecium estdo entre os quatro patdégenos mais isolados em infeccbes
hospitalares em todo mundo e o género Enterococcus representa a segunda
maior causa de infeccbes hospitalares, tanto nos EUA quanto na Europa
(OGIER & SERROR, 2008).

A maior parte das infeccbes por enterococos origina-se da microbiota
normal do paciente, seja a partir de sua translocacdo através da barreira
epitelial do intestino, via intravenosa, abscessos, ou, ainda, a partir de
infecgbes do trato urinario (GAMA, 2008; OGIER & SERROR, 2008). De modo
geral, os enterococos causam infecgbes mais graves em pacientes internados
e que estdo recebendo terapia antimicrobiana ha algum tempo, individuos com
doencas graves, pacientes imunocomprometidos e idosos (HORNER et al.,
2005; ABRIOUEL et al., 2008). As infec¢des enterocécicas estdo associadas a
uma letalidade que pode chegar a 20 a 30%, representando um grave
problema nas instituicbes de saude, especialmente pela possibilidade de
disseminagdo a partir de portadores saudaveis e pela escassez de opcodes
terapéuticas eficazes (PANGALLO et al., 2008; BENDER et al., 2010).

O aumento da severidade das infeccbes causadas por enterococos se
da a partir de varios fatores, mas decorre principalmente devido a madltipla
resisténcia a antimicrobianos que estes micro-organismos apresentam em
virtude do uso indiscriminado dos mesmos, ato que contribui com a sua
sobrevivéncia e disseminacdo no ambiente hospitalar. O emprego de
dispositivos que alteram as barreiras fisicas de defesa dos seres humanos,
como cateteres urinarios e intravasculares também contribui para o

estabelecimento do micro-organismo. Portanto, a capacidade de sobrevivéncia
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e adaptabilidade dos enterococos em uma diversidade de ambientes deve ser
considerada fator-chave no desencadeamento das infecgdes. No ambiente
hospitalar, um fator significativo adicional € que a transmissédo pode ocorrer a
partir da propria mao dos trabalhadores em saude e dos equipamentos
(VANCANNEYT et al., 2002; FRANZ et al., 2003).

Estudos demostram que as infec¢des urindrias sdo as mais frequentes
infeccbes causadas por enterococos, representando 70% das infeccbes em
humanos; a espécie mais reportada nestes casos € E. faecalis responsavel por
mais de 90% das infeccdes, seguido por E. faecium. Uma possivel explicacao
para esta predominancia pode ser a elevada viruléncia de E.fecalis
(D’AZEVEDO et al.,, 2006; BENDER et al., 2010). As infeccbes intra-
abdominais e pélvicas sdo as mais prevalentes apdés as urinarias; e a
bacteremia constitui o terceiro tipo mais comum de infecgdo causada por este
micro-organismo (ANVISA, 2008).

O aumento do numero de pacientes infectados e colonizados por
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) € um fendmeno mundial (FALCI
& DALAROSA, 2012). Os primeiros casos de VRE foram inicialmente relatados
no final de 1980 na Franca e no Reino Unido e, desde entdo, ocorreu a
disseminacgao por todo o mundo (AARESTRUP et al.,, 2002, WERNER et al.,
2008). O VRE constitui uma preocupacao para profissionais da area da saude
em razao da sua crescente incidéncia (SOUZA et al.,, 2012). Em estudo
recentemente realizado por Falci & Dalarosa (2012), foi observado um aumento
significativo no nimero de casos, tanto de colonizacdo quanto de infeccao em
diversos hospitais de maior porte no Rio Grande do Sul, caracterizando-se um
surto de VRE neste estado. Somente na cidade de Porto Alegre foram
detectados 11 casos em 2009 (a partir de julho); 235 casos em 2010; e 254
casos em 2011 (periodo de janeiro a junho) e, atualmente, a incidéncia
combinada de colonizagdo/infeccdo é de 3/1000 pacientes hospitalizados.
Outro estudo conduzido por Oliveira & Bettecher (2010) em um hospital
publico, demonstrou que entre 122 pacientes portadores de VRE, 22 (18,04%)
desenvolveram infec¢cdo hospitalar por VRE. Apesar de terem sido isoladas
cinco espécies de VRE, apenas E. faecalis (63,6%) e o E. faecium (31,8%)

foram causadores de infeccdo cujos sitios foram: trato urinario (72,8%),
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corrente sanguinea (9,9%), tecidos moles (9,0%), trato respiratério (4,5%) e
feridas cirargicas (4,5%).

A alta prevaléncia de casos envolve resisténcia ndo sé a vancomicina,
mas aos novos antimicrobianos o que torna a terapéutica ainda mais limitada
(KOBAYASHI et al, 2010), deste modo as infeccdes causadas por
Enterococcus sp. conferem grande ameaca a saude publica, principalmente
pela dificuldade da erradicacdo das mesmas a partir do uso de antimicrobianos,
uma vez que estes micro-organismos podem apresentar elevados niveis de
multirresisténcia (BENDER et al., 2010; VIGNAROLI et al., 2011).

Muito embora a aquisdo nosocomial e a subsequente colonizacao pelos
enterococos, especialmente os VRES, sejam enfatizadas entre os individuos
hospitalizados, esta também ocorre nas comunidades, onde diferentes animais,
alimentos e meio ambiente s&do considerados importantes reservatorios
atuando como fontes de disseminacdo fora dos ambientes hospitalares
(AARESTRUP et al., 2001; GAMBAROTTO, 2001).

Enterococcus causam infecgbes oportunistas em todas as espécies de
animais e, esta comumente envolvido nas infec¢des de feridas cirlrgicas, trato
urinario, otite em cées e, mastite em bovinos. A espécie E.faecalis € a mais
comumente isolada a partir de animais domésticos e aves (QUINN, 2011) e, os
E. faecium resistentes a vancomicina, isolados a partir de animais, conferem
importante problema de saude publica (DANMAP, 2005).

2.4. Resisténcia a antimicrobianos

Ao longo da historia, as doencas infecciosas tem conferido uma grande
ameaca a saude humana e animal. Sendo assim, a introducdo de agentes
antimicrobianos em meados de 1930 e em 1940 revolucionou a medicina
humana pelo fato de reduzir substancialmente as taxas de mortalidade e
morbidade das doencas bacterianas (GUARDABASSI & KRUSE, 2010).
Paralelamente, a saude animal, assim como a produtividade, melhorou
expressivamente (BOERLIN & WHITE, 2010). No entanto logo foi observado
gue as bactérias podiam tornar-se resistentes aos antimicrobianos e que esta
era uma consequéncia natural e inevitavel da utilizagdo destes agentes

antimicrobianos associados ao fato desta exposicdo selecionar micro-
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organismos resistentes (GUARDABASSI & KRUSE, 2010). Nas dUltimas
décadas, o sucesso do tratamento das infec¢des humanas tem sido ameagado
pela aquisicdo de resisténcia bacteriana resultante do uso incorreto e abusivo
destas moléculas (DONABEDIAN et al., 2003; ERBAY et al., 2005; JOHNSEN
et al., 2005; KATSUNUMA et al., 2008). De acordo com Weese (2006), a
resisténcia aos antimicrobianos pode ser considerada um dos principais
problemas em medicina, estando associada ao aumento das taxas de
mortalidade e dos custos do tratamento.

A resisténcia antimicrobiana pode ser definida através de critério
genético, microbiologico, bioquimico e clinico. De acordo com o critério
microbioldgico, uma cepa € considerada resistente quando apresenta “in vitro”
capacidade de multiplicacdo em concentra¢cdes maiores do que os pontos de
corte estabelecidos para as cepas filogeneticamente relacionadas. J& em
relacédo ao critério clinico “in vivo” um isolado é considerado resistente quando
a terapia antimicrobiana instituida ndo resulta em sua eliminacdo. Quando
consideramos esse critério, a resisténcia depende de outros fatores tais como:
sitio da infeccdo, dosagem do antimicrobiano, tempo de tratamento e estado
imunolégico do hospedeiro (GUARDABASSI & COURVALIN, 2006; BLAHA,
2011).

As bactérias tem desenvolvido varios mecanismos para neutralizar a
acdo dos agentes antimicrobianos, baseando-se em quatro categorias
principais: o antimicrobiano pode ser impedido de atingir seu alvo em razéo de
sua baixa capacidade de penetracao na célula bacteriana; bombas de efluxo,
gerais ou especificas, podem expulsar o antimicrobiano das células; o
antimicrobiano pode ser inativado por meio de modificagcdo ou degradacéao,
antes ou depois da penetracdo na célula; e o alvo do antimicrobiano pode ser
modificado ou a ativagdo de uma via alternativa pode suprir o alvo dispensavel
(ALEKSHUM & LEVY, 2007; BOERLIN & WHITE, 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser de dois tipos: intrinseca ou
adquirida. Sendo que a resisténcia intrinseca ou natural decorre de um fator
inerente estrutural ou funcional associado com a espécie bacteriana, um
género ou grande grupo e esta baseada em genes presentes no cromossomo,
gue tipicamente ndo sao transferiveis. Ja a resisténcia adquirida é resultante de

alteracdes genéticas no genoma bacteriano e que podem ser consequéncia de
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uma mutacdo ou por aquisicdo horizontal de genes exdgenos. As bactérias
podem adquirir genes de resisténcia pela captura de DNA (transformacgdao), via
bacteriéfagos (transducdo) ou pela transferéncia de célula para célula
(conjugacdo), sendo este Ultimo mecanismo 0 mais importante para
transferéncia de genes de resisténcia devido ao seu vasto espectro de
hospedeiros e a localizacao frequente de genes de resisténcia em elementos
genéticos moéveis como plasmideos e transposons (CETINKAYA et al., 2000,
TEIXEIRA & FACKLAM, 2003; GUARDABASSI & KRUSE, 2010).

Os plasmideos sdo elementos genéticos que se replicam
independentemente do cromossomo e podem ser transferidos entre as
bactérias pela conjugacdo. Ja4 o0s transposons sdo elementos genéticos
capazes de trocar de lugar no cromossoma de uma bactéria, ou migrarem entre
0 cromossoma e o plasmideo, mas ndo apresentam capacidade de replicacdo
autbnoma e nao séo transferidos entre as bactérias se ndo estiverem inseridos
nos plasmideos. Os cassetes génicos sao formados pela integracdo de genes
no integron e sao elementos geneticamente imoveis que acumulam e
expressam genes de resisténcia sendo que, estes sdo comumente encontrados
em plasmideos e transposons (SCHWARZ et al., 2006).

E importante destacar que a resisténcia a certos agentes
antimicrobianos pode ser selecionada mesmo quando se utiliza outro agente,
pela selecdo cruzada e pela co-selecdo. A selecdo cruzada refere-se a
presenca de um Unico gene de resisténcia ou mutacdo conferindo resisténcia a
dois ou mais grupos de antimicrobianos, que em geral pertencem a mesma
classe antimicrobiana. Ja a co-selecdo deve-se a coexisténcia de genes
distintos ou mutagcbes na mesma cepa bacteriana conferindo resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos (GUARDABASSI & KRUZE, 2010).

Bactérias ambientais e bactérias comensais ndo patogénicas podem
desempenhar importante papel como reservatorios ou veiculos de genes de
resisténcia entre os patégenos (VAN DEN BOGAARD et al., 2000). Genes de
resisténcia podem se propagar rapidamente entre as bactérias, mesmo
pertencentes & géneros distintos. Existem evidéncias que, se uma bactéria
ingerida colonizar o intestino por apenas um curto periodo de tempo, esta é
capaz de transferir seus genes de resisténcia para bactérias patogénicas. Tais

evidéncias causam preocupacdo quanto a possivel propagacdo de
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determinantes de resisténcia aos antimicrobianos de micro-organismos
comensais aos patdégenos humanos (WITTE, 1998; BOERLIN & WHITE, 2010).

O uso indiscriminado de antimicrobianos contribui para selecdo de
bactérias resistentes (SCHWARZ, 2001). Sendo assim, a possivel transferéncia
da resisténcia antimicrobiana de cepas bacterianas originadas de animais para
o homem tem mobilizado instituicbes internacionais tais como Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), Organizacdo das NacOGes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) e Codex
Alimentarius (LOPES et al., 2006; ANVISA, 2008; GUARDABASSI & KRUSE,
2010).

Estudos publicados demostram que a presenca de micro-organismos
multi-resistente ndo esta concentrada somente no ambiente hospitalar, cepas
resistentes sdo encontradas em outros nichos ecoldgicos, em humanos
saudaveis e no ambiente de producao animal (SCHWARZ et al., 2001; WHO,
FAO, OIE, 2003; HASMAN et al., 2006). Na producéo animal, o aparecimento
de cepas resistentes se deve ao uso excessivo de moléculas de
antimicrobianos em medicina veterinaria, até mesmo como aditivos
zootécnicos. A preocupacdo em relacdo a presenca destes elementos no
ambiente animal se da principalmente devido ao risco de transferéncia de
micro-organismos multi-resistentes e seus elementos genéticos moéveis para
humanos seja através da cadeia alimentar ou contato direto com 0s animais,
pela ingestdo de alimentos de origem animal e, até mesmo, pelo ambiente
contaminado (AARESTRUP et al., 2001, CASEWELL et al., 2003).

As infec¢des sd@o a primeira preocupacao no que se refere a ingestéo de
alimentos contaminados com bactérias resistentes. Uma bactéria resistente
gue contamina a carcaca durante o abate e ultrapassa as barreiras existentes
durante o processamento do alimento, assim, como as barreiras naturais do
TGI, pode colonizar e multiplicar-se (APPLEY et al., 2001). Sdo conhecidas
duas rotas importantes de transferéncia de resisténcia antimicrobiana de
animais aos seres humanos, uma direta quando bactérias resistentes infectam
0s seres humanos e outra indireta quando os genes de resisténcia sao
transferidos horizontalmente a populacdo bacteriana humana a partir da cadeia
alimentar (DE LEENER et al., 2005; HENKES, 2010).
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7

Conscientes de que a resisténcia antimicrobiana € um problema
multifatorial e que é necessério haver o controle da resisténcia antimicrobiana
em bactérias originadas de animais, principalmente aqueles destinados a
alimentacdo humana, a OMS dividiu os micro-organismos considerados
prioritarios para o monitoramento de resisténcia em duas categorias: 0s
zoonoticos, incluindo Salmonella spp. e Campylobacter spp.; e os indicadores
de contaminacao fecal, Escherichia coli e Enterococcus spp. (ANVISA, 2008).

Desde 1999, o Japdo conta com o programa denominado “Japanese
Veterinary Antimicrobial Resistence Monitoring System (JVARM)” no qual as
bactérias para testes de resisténcia tem coleta continua, inclusive os micro-
organismos zoonadticos (Campylobacter e Salmonella) e os indicadores (E. coli
e Enterococcus) isolados de excrementos de animais saudaveis com a
finalidade de estimar os riscos a saude publica e animal. De forma semelhante,
a Unido Europeia criou programas especificos de vigilancia nacional para
monitorar o consumo de antimicrobianos e desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana e, com a finalidade de padronizar os testes de sensibilidade nos
diferentes paises europeus foi criado a projeto Resisténcia a Antibioticos em
bactérias de Origem Animal Il (ARBAO-II) focado no monitoramento de agentes
zoondticos e bactérias comensais em bovinos, suinos, aves e alimentos de
origem animal (VALOIS et al., 2010).

Em 2005, foi aprovado pela Comissdo do Codex Alimentarius, o Cédigo
de Préaticas para minimizar e Conter a Resisténcia a Antimicrobianos
(CAC/RCP 61-2005) com o objetivo de reduzir os possiveis efeitos que o uso
de antimicrobianos em animais de producdo possa causar na saude publica.
Contendo informacgfes para os médicos veterinarios enfatizando tanto o uso
prudente quanto o controle de vendas de antimicrobianos a partir da vigilancia
instituida em cada pais (CODEX ALIMENTARIUS, 2005). No Brasil, a
magnitude do problema da resisténcia antimicrobiana ndo € completamente
conhecida, mas diversos pesquisadores brasileiros tem evidenciado o grande
impacto das infeccdes causadas por estes patdgenos no sistema hospitalar do
pais (OPLUSTIL et al., 2001; DALLA-COSTA et al., 2003). Frente ao problema
da resisténcia antimicrobiana esta em vigor, desde 2004, o Programa Nacional
da Resisténcia Bacteriana em Frangos (PREBAF) inicialmente proposto para
0s géneros Salmonella e Enterococcus e estendido aos géneros Listeria e
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Campylobacter isolados de carcacas de frango comercializadas no pais
(ANVISA, 2004; ANVISA, 2008). Porém, para alimentos de origem suina nao
existem monitoramentos implantados pelos 6rgdos oficiais no que se diz
respeito ao controle de resisténcia antimicrobiana.

Em 2006, entrou em funcionamento no Brasil a Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de Saude (RM)
vinculada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em parceria
com a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e com a Coordenacao
Geral dos Laboratorios de Saude Publica (CGLAB/SVS/MS) com o objetivo de
tornar a assisténcia a saude mais efetiva por meio do uso adequado de
antimicrobianos e da deteccdo, prevencdo e controle da emergéncia de

resisténcia microbiana em servi¢os de saude no pais (ANVISA, 2006).

2.5. Enterococccus spp. e a resisténcia a antimicrobianos

A natureza ubiqua dos Enterococcus spp. torna estes micro-organismos
resistentes & condi¢cbes ambientais adversas facilitando a sua colonizagdo em
uma diversidade de nichos ecolégicos, 0 que garante a sua ampla distribuicdo
na natureza. Desta forma, estes micro-organismos podem funcionar como
vetores na propagacdo de resisténcia antimicrobiana a partir da cadeia
alimentar e, estas caracteristicas representam um desafio no controle de
estirpes patogénicas multi-resistentes (AARESTRUP et al, 2002;
FRACALANZA et al., 2007; RIBOLDI et al., 2009; VIGNAROLI et al., 2011).
Enterococcus séo intrinsecamente resistentes a uma gama de antimicrobianos
de uso terapéutico (ASLAM et al., 2010; COLLIGNON et al., 2010; LOPEZ et
al., 2010; zZOU et al., 2011). Além disso, a disseminagdo de resisténcia
adquirida esta ligada ao fato deste micro-organismo ter capacidade de adquirir
e transferir marcadores de resisténcia através de genes presentes em
plasmideos e transposons (RIZZOTTI et al., 2009).

Mesmo que 0 uso de agentes antimicrobianos na medicina humana, na
produgdo animal e na medicina veterinaria ndo seja responsavel pela origem
da resisténcia antimicrobiana, tem contribuido na propagacdo de bactérias
resistentes (JENSEN et al., 2010) e, de acordo com Lopes et al., (2005), 0 uso

massivo de antimicrobianos tanto no sistema de saude como na producao
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animal &€ considerado o principal responsavel pelo aumento da incidéncia de
enterococos resistentes. O uso de antimicrobianos como gentamicina,
tetraciclina e eritromicina associados a racdo animal podem gerar pressao
seletiva resultando em cepas multi-resistentes as quais podem ser liberadas no
ambiente contribuindo na disseminacdo dos genes de resisténcia (CORREA et
al., 2005). Em estudo conduzido por Boerlin et al., (2001), foram comparados
0s niveis de resisténcia de cepas de Enterococcus isoladas de fezes de suinos
antes e apos a proibicdo do uso de tilosina como aditivo zootécnico. Nesse
estudo, observou-se diminui¢cdo clara de resisténcia frente aos macrolideos,
lincosamida e tetraciclina nas cepas isoladas apds o banimento da tilosina.

As principais classes de antimicrobianos utilizadas em animais
apresentam analogos usados em humanos e, portanto podem ser capazes de
induzir resisténcia cruzada. Nos ultimos anos, duas classes tém recebido
atencdo cientifica: as estreptograminas e os glicopeptideos. Desde 1975, a
virginiamicina é um aditivo alimentar aprovado com o intuito de promover
crescimento ou controlar doencas em perus, suinos, bovinos e frangos. Porém
seu analogo, Synercid®, aprovado em setembro de 1999 pela Food and drug
Administration (FDA), foi considerado, na época, o ultimo recurso no tratamento
de infeccdo septicémica causadas por Enterococcus faecium resistentes a
vancomicina e para infec¢gdes de tecidos moles provocadas por Staphylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes. Esse fato implicou em um maior
monitoramento do uso de virginiamicina nos animais, pois seu uso pode ter
resultado no desenvolvimento de resisténcia a estreptogramina, prejudicando a
terapia com Synercid® em humanos (BOERLIN & WHITE, 2010). Alguns
estudos tém demonstrado que a frequéncia de resisténcia de enterococos de
origem animal a vancomicina tém diminuido ap6s a proibicdo do uso da
avoparcina como promotor de crescimento (AARESTRUP et al., 2001;
BOERLIN et al., 2001) apesar ainda serem recuperados enterococos
resistentes, varios anos apos a sua proibicdo (HAMMERUM et al., 2004).

A propagagdo zoongtica de resisténcia antimicrobiana de estirpes de
enterococos tem se tornado uma preocupacdo em saude publica (ZOU et al.,
2011); em relagcdo aos enterococos 0s resultados demonstram que ha
comportamento distinto entre as espécies. No caso de E. faecium, isolados de

origem animal ou alimentos e aqueles associados a infeccbes humanas
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pertencem & diferentes grupos clonais, indicando que ndo ha colonizacdo
prolongada em humanos de estirpes bacterianas proveniente de animais
(HAMMERUM, 2012). Entretanto, evidéncias de transferéncia de genes de
resisténcia a vancomicina entre cepas de origem animal e de humanos, tanto
no intestino de camundongos como no de humanos voluntérios, foram
encontradas (LESTER et al., 2006; LESTER & HAMMERUM, 2010). O principal
gene de resisténcia a vancomicina (vanA) estd presente em um transposon
(Tnl546), o qual, na maioria das vezes, estd localizado em plasmideos
(HAMMERUM, 2012). Esse tipo de localizag&o, provavelmente, contribui para a
mobilidade dos genes de resisténcia em isolados de origem diversa. Em
relacdo & E. faecalis, a situacdo parece ser diferente, pois uma elevada
similaridade de pulsotipos e perfis de multilocus sequence typing (MLST) foi
encontrada entre isolados de suinos e humanos (LARSEN et al., 2011), o que
leva a supor que essa espécie pode oferecer risco de colonizagcdo direta aos
humanos.

A crescente disseminacdo de Enterococcus resistentes € problematica,
pois as opcdes de tratamento de infeccdes graves causadas por estas
bactérias sdo muito limitadas (COLLIGNON et al., 2010). Os Enterococcus séo
intrinsicamente resistentes a penicilinas semissintéticas, cefalosporinas, baixos
niveis de aminoglicosideos, clindamicina e sulfametoxazol-trimetoprim, além
disso, frequentemente apresentam resisténcia adquirida ao cloranfenicol,
eritromicina, altos niveis aminoglicosideos, glicopeptideos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas e vancomicina (MURRAY, 1990; KAYSER, 2003; RICE et al.,
2003).

Na pratica médica, os principais agentes antimicrobianos utilizados no
tratamento de infeccbes enterococicas sdo ampicilina e seus derivados ou,
vancomicina, sendo comum a associacdo da ampicilina com o0s
aminoglicosideos, devido a sua atividade sinérgica (COLLIGNON et al., 2010).
Outros agentes como os macrolideos e as tetraciclinas parecem apresentar
uma atividade relativamente fraca, ja a quinupristina/dalfopristina mostram-se
especialmente ativa contra E. faecium porém, a maioria da cepas de E. fecalis
€ resistente a este antimicrobiano. Ja a linezolida é ativa contra a maioria dos
enterococos (ELIOPOULOS, 2003; MOELLERING, 2005).
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Um dos problemas da resisténcia dos enterococos consiste na
associacdo de resisténcia a antimicrobianos, particularmente entre isolados
VRE. Nesse grupo, a resisténcia associada entre as opcdes terapéuticas para
infeccbes graves, incluindo ampicilina, altas concentracbes de
aminoglicosideos e linezolida tém sido comumente relatada. Estudos
realizados no Brasil relatam um crescente aumento da resisténcia de
Enterococcus (D’AZEVEDO et al.,, 2004; TITZE-DE-ALMEIDA et al., 2004,
HORNER et al., 2005; PALAZZO et al., 2006; BENDER et al., 2010;
KOBAYASHI et al., 2011; PINTO et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

Altos indices de resisténcia tém sido relatados em cepas isoladas de
alimentos, o que justifica a hipétese de que os Enterococcus de origem
alimentar sirvam como reservatoério de genes de resisténcia (FRACALLANZA et
al., 2007; VALENZUELA et al.,, 2009; RIBOLDI et al.,, 2009). Em estudo
realizado com carcagas de frango no Rio Grande do Sul, mais da metade das
cepas de E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus e E. gallinarum apresentaram
perfis de multi-resisténcia sendo, os maiores indices observados frente aos
antimicrobianos tetraciclina e eritromicina (FRAZZON et al., 2010). Em um
estudo anterior, cepas de E. faecalis, E. faecium e Enterococcus spp. isoladas
de alimentos demonstraram fendétipos de resisténcia a uma gama de
antibioticos, como gentamicina, estreptomicina, ampicilina e vancomicina
(RIBOLDI et al., 2009). Kretsinger et al., (2003) observaram resisténcia a alta
concentracdo de gentamicina (HLAR) em cepas de Enterococcus oriundas de
carnes suinas (24%), frango (72%) e bovina (4%), evidenciando, desta forma,
que 0 uso corriqueiro da gentamicina na producdo destas espécies animais
pode ter contribuido para o aumento da resisténcia antimicrobiana presente
nos isolados destes alimentos. A presenca de enterococos resistentes a
gentamicina (HLAR) e a quinupristina/dalfopristina foi relatada em amostras de
carne suinas nos Estados Unidos por McClellan et al. (2001).

Estudos relatam que a falha terapéutica aumenta em 20% e a
mortalidade em 25% em infec¢cdes causadas por isolados de Enterococcus
resistentes aos aminoglicosideos (FISHER et al., 2009). Costa et al. (2009)
investigaram 38 isolados de E. faecalis oriundos da carne de frango e de

infeccdo urinaria pela técnica de RAPD-PCR, e observaram uma elevada



32

similaridade entre as amostras clinicas e alimentares, indicando uma possivel

rota de transmisséo a partir dos alimentos.

2.5.1. Resisténcia aos glicopeptideos

Representantes deste grupo a teicoplamina e a vancomicina sao
comumente utilizados na terapia das infeccbes causadas por Staphylococcus
aureus resistentes a multiplas drogas e Enterococcus (LOPES et al., 2009). A
resisténcia a vancomicina em Enterococcus foi detectada apdés 40 anos do
inicio do uso da droga (COLLIGNON et al.,, 2010). As cepas resistentes
apresentam sintese de precursores da parede celular modificados, ou seja, de
uma alteracdo do alvo D-alanil-D-alanina em D-alanil-D-lactato ou D-alanil-D-
serina que apresenta baixa afinidade com a vancomicina (CETINKAA, 2000;
FALK & MAYHALL, 2000; LAZO et al., 2006). As primeiras amostras clinicas de
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) foram identificadas na década
de 1980 na Europa e nos Estados Unidos (MURRAY, 2000). Cerca de dez
anos mais tarde foram, pela primeira vez, isolados VRE no Brasil (ZANELLA et
al., 1999; CONCEICAO et al., 2011).

A importancia de Enterococcus como patdgeno hospitalar € crescente,
especialmente nos Estados Unidos (EUA) onde cepas resistentes a
vancomicina (VRE) sdo comuns (COLLIGNON et al., 2010). Foram descritos
diferentes genes de resisténcia adquirida a vancomicina tais como, vanA, vanB,
vanD, vanE, vanG e vanL (WERNER et al., 2008; LOPEZ et al., 2009). O
mecanismo de resisténcia a teicoplamina ndo esta bem elucidado, no entanto,
0 gene vanA induz um alto nivel de resisténcia tanto a teicoplamina (CIM
216ug/ml) quanto a vancomicina (CIM = 64ug/ml) (LAZO et al.,2006) sendo
adquirido normalmente através do transposon Tnl546 ou por membros da
familia relacionados como Tn3. Por outro lado, cepas que carreiam o gene
vanB sdo susceptiveis a teicoplamina e apresentam niveis variados de
resisténcia a vancomicina. Esse gene localiza-se normalmente no cromossomo
bacteriano, podendo ser carreado por plasmideos e transposons (BAZET et al.,
2005; EMANEIMI et al., 2008). J& o gene vanD determina um nivel moderado

de resisténcia tanto a vancomicina quanto a teicoplamina, localiza-se no
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cromossomo e nao é transferivel. A resisténcia adquirida dos Enterococcus a
vancomicina resulta em um sério desafio na terapéutica das infec¢cles
causadas por estes micro-organismos em toda a Europa, tendo em vista que
muitos paises registraram aumento de VRE ao longo do tempo (WERNER et
al., 2008). Nos EUA, cepas de VRE sédo consideradas endémicas em alguns
hospitais (BONTEN et al., 2001; RICE, 2001). Billtrém et al. (2009) em estudo
sobre a frequéncia da multi-resisténcia de E. faecium (clone CC17) dos
isolados clinicos da Suécia, observaram um aumento consideravel da
resisténcia frente a gentamicina e a vancomicina entre os anos 2004 e 2007,
periodo no qual o estudo foi conduzido.

Conceicdo et al. (2011) verificaram a evolucdo da resisténcia aos
antimicrobianos entre isolados clinicos de enterococos em um hospital
brasileiro, sendo que a incidéncia de E. faecium em 1.000 pacientes internados
aumentou significativamente de 0,3 em 2006 para 2,3 em 2009. Da mesma
forma foi observado um aumento significativo na taxa de VRE de 2,5% para
15,5%. Todos os VRE apresentaram genotipo vanA e MIC >256ug/mL para
vancomicina. A maioria (89,5%) dos VRE pertencia a espécie E. faecium e
apresentavam resisténcia a ampicilina e as quinolonas, sendo observado um
aumento significativo na taxa de resisténcia a ampicilina, de 2,5% (2006) para
21,4% (2009).

Em estudo realizado na Itdlia com 154 cepas de Enterococcus
resistentes aos glicopeptideos (GRE) apresentando o gene vanA isoladas de
seres humanos (69), animais (49) e alimentos (36) levou a conclusdo que os
GRE podem ser considerados reservatdrios tanto de genes de resisténcia,
quanto de viruléncia e que a presenca do gene vanA em cepas de E. faecium
oriundos de carnes, sugere fortemente o envolvimento dos alimentos na sua
propagacéo (BIAVASCO et al., 2007).

2.5.2. Resisténcia aos B-lactamicos

Os micro-organismos do género Enterococcus apresentam resisténcia
intrinseca a alguns antimicrobianos do grupo dos B-lactamicos (BARBOSA et
al., 2009). A penicilina e, principalmente, a ampicilina exercem maior atividade

frente as estes micro-organismos, seguidas pelos carbapenémicos. As
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cefalosporinas exercem menor atividade, sendo que seu uso, nas infecgbes
enterocécicas, pode resultar em superinfec¢bes (KAK & CHOW, 2002; LOPES
et al., 2005; CASSANEGO, 2010).

O elevado nivel de resisténcia aos B-lactamicos deve-se, principalmente,
a baixa afinidade das proteinas ligadoras de penicilina (PBP) ou devido a
mutagdes nas PBP, tornando-as menos susceptivel & inibicdo pelas penicilinas.
Enterococcus spp. apresentam cerca de cinco tipos de PBP’s; a PBPs possui
uma afinidade intrisecamente baixa aos [B-lactamicos (RICE et al., 2006).
Fontana et al.,, (1996) descreveram E. faecalis produtores de B-lactamase
codificadas pelo gene blaZ.

E comum que penicilinas, como a ampicilina, precisem ser combinadas
com aminoglicosideos nos casos de infec¢des graves por Enterococcus, como
a endocardite e a bacteremia, jA que, quando usadas isoladamente sao
incapazes de eliminar cepas de Enterococcus (COLLIGNON et al., 2010).

2.5.3. Resisténcia aos aminoglicosideos

O grupo dos aminoglicosideos incluem antimicrobianos tais como,
amicacina, arbecacina, gentamicina, netilmicina, tobramicina e estreptomicina,
considerados de extrema importancia para terapéutica humana. No entanto, a
terapia prolongada com aminoglicosideos pode provocar insuficiéncia renal e
danos neurolégicos, devido ao efeito toxico que estes antimicrobianos
exercem, limitando sua utilizacédo a infec¢des graves. Para cepas de E. faecium
resistentes a ampicilina, deve ser utilizada a associacdo de um aminoglicosideo
com a vancomicina, porém, se a cepa apresentar elevado nivel de resisténcia
aos aminoglicosideos, torna-se quase impossivel a cura da infeccéo
(COLLIGNON et al., 2010).

O primeiro isolado de Enterococcus apresentando elevado nivel de
resisténcia a gentamicina foi descrito, em 1980, a partir de isolado hospitalar, e
a partir de entdo tem sido comumente encontrado em amostras clinicas e do
TGI de humanos e animais (ZARRILLI et al., 2005).

Poucos estudos avaliaram as associacdes entre as cepas clinicas e as
endémicas de E. faecalis, nos seres humanos, animais e nos alimentos de

origem animal. Estudo recentemente realizado por Larsen et al.,, (2011)
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demonstrou que a emergéncia do alto nivel de resisténcia a gentamicina
(HLAR) coincidiu tanto em cepas de E. faecalis isoladas de pacientes com
endocardite quanto nas cepas da populacdo de suinos na Dinamarca,
sugerindo que tanto a microflora intestinal dos seres humanos quanto dos
suinos sao reservatorios de E. faecalis de importancia clinica. De acordo com
Kasimoglu-Dogru et al. (2010), a possibilidade desta disseminagdo de
resisténcia a partir da cadeia alimentar € preocupante, tendo em vista que 0s
aminoglicosideos em associacdo aos B-lactamicos ou glicopeptideos, sé&o
considerados antimicrobianos de elei¢do nas infec¢gBes enterocdcicas.

Os aminoglicosideos exercem seu efeito bactericida por interferirem na
sintese proteica devido a ligacdo a fracdo 16S rRNA da subunidade ribossomal
30S (HERNANDEZ, 1998). Cada aminoglicosideo possui um alvo distinto na
subunidade ribossomal 30S, sendo, portanto, raro se observar qualquer tipo de
resisténcia cruzada entre os diferentes antimicrobianos (Saenz, 2004).
Enterococcus spp. apresentam resisténcia intrinseca & baixos niveis de
aminoglicosideos, dificultando o transporte do antimicrobiano através da
membrana celular. A principal forma de resisténcia ocorre devido a aquisi¢do
de genes de resisténcia que codificam enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMEs) que podem ser fosfotransferases, acetiltransferase
ou nucleotidiltransferase (KAK & CHOW, 2002; EMANEINI et al., 2008). Estas
enzimas impedem a acdo do antimicrobiano, ao transforma-lo em um
metabdlito inativo e resultando em cepas com valores de CIM elevados
(SAENZ et al., 2004). As AMEs eliminam o efeito sinérgico bacteriano entre os
agentes ativos na parede celular como os B-lactamicos, glicopeptideos e
aminoglicosideos (KOBAYASHI et al., 2011).

A maioria dos isolados clinicos de Enterococcus que apresenta niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos possui genes como, 0 aph(2”)-Ic,
responsavel pela resisténcia frente a gentamicina, tobramicina, canamicina,
estando também relacionado a eliminagdo do sinergismo ampicilina/
gentamicina que tem sido descrito em cepas de E. faecalis e E. faecium
(MAROTHI et al., 2005). O gene aac(6’)-Ic-aph(2’), resultante da fusdo de dois
genes ancestrais, codifica a enzima bifuncional que apresenta atividades tanto
de acetilagdo quanto de fosforilagdo da molécula do antimicrobiano, permitindo

a resisténcia a um amplo espectro de aminoglicosideos entre eles,
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gentamicina, tobramicina, amicacina e canamicina (MIRANDA et al.,, 2001;
DONABEDIAN et al., 2003; ZARRILLI et al., 2005; EMANEINI et al., 2008).

Os genes aph(2”)lb assim como o aph(2”)ld, detectado somente em
isolados clinicos de E. faecium VRE, codificam uma fosfotransferase
responsavel pelo elevado nivel de resisténcia a gentamicina, tobramicina,
canamicina, netilmicina e arbecacina. Enquanto que o gene aph(3”)-llla codifica
uma fosfotransferase que confere altos niveis de resisténcia a canamicina, o
ant(4’)la codifica uma nucleotransferase que confere resisténcia a tobramicina,
amicacina, canamicina e arbecacina, encontrados tanto em Enterococcus
guanto em Staphylococcus. E o gene aac(6’)li codifica uma acetiltransferase
capaz de eliminar o efeito sinérgico dos aminoglicosideos e os B-lactamicos
(KAK & CHOW, 2002).

Como a estreptomicina € o antimicrobiano desta classe que apresenta a
estrutura molecular mais distinta, os genes anteriormente citados ndo atuam
frente a essa molécula; o0 mecanismo de resisténcia deve-se aos genes ant(6)-
la e ant(3’)-la, que codificam nucleotrasferases capazes de modificar a
estrutura deste antimicrobiano, ou a mutacdo na subunidade ribossomal 30S,
diminuindo sua capacidade de ligacdo ao antimicrobiano. De acordo com
Marothi et al. (2005) mais de 90% dos isolados clinicos que apresentam
resisténcia aos aminoglicosideos possuem o gene aac(6’)-le-aph(2”) e menos
de 10% possuem aph(2’)-Ic, aph(2”)-1d, aph(2”)Ib, ant(4)la, aph(3’)-llla e
aac(6’)-li.

Muitos estudos relatam o aparecimento de Enterococcus HLAR, dentre
estes podemos citar isolados do ambiente (MOORE et al., 2008), de alimentos
(TANSUPHASIRI et al., 2006), de aguas residuais (TALEBI et al., 2008) de
hospitais (RUDY et al., 2005). Han et al. (2011) analisaram 1500 amostras de
isolados de Enterococcus obtidas a partir de fezes de humanos e de animais,
destinados ao consumo humano, nas quais foi observado um elevado nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos (HLAR). No mesmo estudo, os autores
sugeriram, a partir de seus resultados que a restricio desta classe
antimicrobiana na producdo de animais, especialmente suinos e aves, seria

benéfica no controle da disseminacg&o das resisténcias encontradas.
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2.5.4. Resisténcia ao Cloranfenicol

O cloranfenicol possui amplo espectro de atividade antimicrobiana, pois
inibe a sintese de proteinas nos micro-organismos e, em menor grau, nas
células eucaritticas. Na maioria dos Enterococcus spp. a resisténcia frente a
este antimicrobiano é mediada pelo gene catA, que codifica a enzima
inativadora cloranfenicol- acetiltransferase, cuja funcéo é alterar a estrutura do
antimicrobiano fazendo com que este perca a capacidade de ligacdo no
ribossomo do micro-organismo (KAK & CHOW, 2002; LAZO et al, 2006; TOP et
al., 2008). A presenca do gene catA tanto em Enterococcus como em
Streptococcus e Staphylococcus sugere, a transferéncia horizontal de
resisténcia entre os diferentes géneros bacterianos. Segundo Kak & Chow
(2002), cerca de 50% das linhagens de Enterococcus apresentam resisténcia
ao cloranfenicol, no entanto tem sido observada boa efetividade deste
antimicrobiano em infec¢des causadas por VRE em humanos (KASIMOGLU-
DOGRU et al., 2010).

2.5.5. Resisténcia as estreptograminas

A familia das estreptograminas compreendem o0s antimicrobianos,
micamicina, pristinamicina, oestreomicina e virginamicina, que atuam inibindo a
sintese de proteinas por interferirem na subunidade 50S do ribossomo
bacteriano. As pristinamicinas deram origem aos compostos semi-sintéticos
quinopristina e dalfopristina (WITTE, 2000).

Quinopristina/dalfopristina € uma combinacdo de duas estreptrograminas
especialmente ativas contra cepas de E. faecium. No entanto, a maioria das
cepas de E. faecalis sdo resistentes a quinopristina/dalfopristina sendo uma
provavel explicacdo o mecanismo de efluxo. Esta combinacdo permanece
como um dos poucos tratamentos efetivos nas infec¢cbes por E. faecium multi-
resistentes (COLLIGNON et al., 2010), no entanto j4 foram descobertos dois
genes vatD e vatE, os quais codificam a resisténcia a quinopristina/dalfopristina
nesta espécie (KOK & CHOW, 2002).
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2.5.6. Resisténcia aos macrolideos

Os representantes deste grupo sao a eritromicina, claritromicina,
clindamicina, roxitromicina e a azitromicina, antimicrobianos que apresentam
efeito bacteriostatico sobre o0s micro-organismos e que, em alguns casos,
quando utilizados em concentracfes elevadas ou em contato com micro-
organismos muito sensiveis, apresentam efeito bactericida (FLUIT et al., 2001).
Sao descritos diferentes mecanismos de resisténcia a esta classe, tais como
modificacdo do alvo, efluxo ativo e a inativacdo enzimatica (CAUWERTS et al.,
2007), no entanto o principal mecanismo de resisténcia aos macrolideos nos
Enterococcus € conferido pela metilacdo da adenina na porcdo 23S da
subunidade 50S do RNA ribossomal, codificada pelos genes erm (eritromicina
ribossomo metilase) (CAUWERTS et al.,, 2007; EMANIENI et al., 2008;
SCHWAISER & BAUER, 2008; ZOU et al., 2011). Este fendtipo € usualmente
mediado pelo gene ermB e, raramente, pelo gene ermA. Os genes erm
conferem  resisténcia cruzada ao grupo macrolideo-lincosamidas-
estreptograminas (MLSg), importantes alternativas de tratamento das infec¢des
em humanos (LEENER et al., 2004; SCHAWAIGER & BAUER, 2008; ZOU et
al., 2011).

A resisténcia adquirida frente a estes antimicrobianos pelos
Enterococcus tem sido frequentemente relatados nos isolados tanto de
humanos quanto de animais, sendo, nestes casos, o fenétipo MLSg codificado
pelo gene ermB (LEENER et al., 2004, GUPTA et al., 2009). Frequentemente
carreado juntamente com o gene tetM no transposon conjugativo Tn 1545
(LEENER et al., 2004). De acordo com Ermaneini et al. (2008) a resisténcia aos
macrolideos, principalmente a eritromicina, é frequente nos Enterococcus. Um
alto nivel de resisténcia a eritromicina também é relatada em Enterococcus
isolados de animais (ZOU et al., 2011).

Outro mecanismo de resisténcia esta associado ao gene mefA que
codifica uma proteina que bombeia antimicrobianos para fora da célula. Este
gene parece estar localizado em um elemento conjugativo e condiciona
menores niveis de resisténcia a eritromicina do que o gene ermB (LAZO et al.,
2006; TOP et al., 2008).
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2.5.7. Resisténcia as fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas, também conhecidas como quinolonas, 4-
quinolonas, &cidos piridina-B-carboxilicos e &acidos carboxilicos quinolonas,
formam um grupo amplo de antimicrobianos sintéticos. A primeira quinolona
descrita foi o 4cido nalidixico, em 1962, e no periodo entre meados de 1960 e
inicio de 1980 vérias outras quinolonas foram aprovadas para o0 uso clinico
(WALKER & DOWLING, 2010).

O ndcleo quinolona acrescido do fldor deu ao grupo o nome
“fluorquinolona”; a primeira fluorquinolona aprovada para uso em medicina foi o
norfloxacino, seguido pelo ciprofloxacino. A primeira fluorquinolona aprovada
para uso em animais foi a enrofloxacina, em 1988 nos EUA. Atualmente,
existem oito fluorquinolonas aprovadas para o uso em medicina veterinaria:
danofloxacino, difloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino, orbiflloxacino,
sarafloxacino, ibafloxacino e pradofloxacino (ambos apenas na Europa). Estas
fluorquinolonas atualmente comercializadas para o uso em medicina veterinaria
sdo tipicamente bem absorvidas apds a administracdo oral, apresentam grande
distribuicdo, penetram praticamente em todas as células e tecidos do
organismo e tem meia-vida de eliminacgéo longa, possibilitando a administracédo
do medicamento em intervalos de 24 ou 48 horas. Quando a concentracao da
droga (CIM) é alcancada, as fluorquinolonas séo rapidamente bactericidas,
apresentam taxa de morte dependente da concentracdo e podem manifestar
efeito pds-antibioticoterapia (EPA) in vivo para algumas bactérias. No entanto,
0 potencial para selecdo de resisténcia relativamente rdpido em alguns
patdgenos torna-se uma desvantagem (WALKER & DOWLING, 2010).

A atividade do ciprofloxacino nos Enterococcus € moderada, e a
resisténcia destes micro-organismos frente e a este antimicrobiano é bastante
comum. Apesar de algumas fluorquinolonas como o marbofloxacino e
gatifloxacino serem bastante efetivas in vitro contra estes micro-organismos,
frequentemente a resisténcia a uma fluorquinolona resulta em resisténcia a
todas as drogas deste grupo. A resisténcia as fluorquinolonas desenvolve-se
por modificagdo do alvo, menor permeabilidade, efluxo ou protecdo do alvo,
sendo que estes mecanismos podem ocorrer simultaneamente na mesma

célula, induzindo a um grau de resisténcia muito elevado (WALKER &
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DOWLING, 2010). A resisténcia as quinolonas em Enterococcus ndo esta bem
elucidada, quando comparada aos mecanismos de resisténcia dos
Staphylococcus e Streptococcus, nos quais a resisténcia € mediada
principalmente por alteracdes no sitio de interacdo da droga pelas enzimas
DNA girase e topoisomerase |V (codificada por grlA e grIB) e/ou pela
diminuicdo do acumulo intracelular através do efluxo deste agente. Acredita-se
que nos Enterococcus a resisténcia ocorra, basicamente, devido a mutacdes
dos genes parC e gyrA (OYAMADA et al., 2006).

2.5.8. Resisténcia a tetraciclina

As tetraciclinas sdo antimicrobianos de amplo espectro, bacteriostaticos,
que inibem a sintese proteica nos micro-organismos sensiveis. S&o
comumente utilizados nas terapias humanas, na medicina veterinaria e na
agricultura (CHOPRA & ROBERTS, 2001; CAUWERTS et al., 2007; NEELA et
al., 2009). Apés a difusdo através da membrana celular externa das bactérias,
um processo ativo mediado por carreador transporta as drogas através da
membrana citoplasmatica interna e uma vez nas células, as tetraciclinas se
ligam reversivelmente aos receptores da subunidade 30S do ribossomo, onde
interferem com a ligagcdo do RNA aminoacil-transportador ao complexo acido
ribonucleico (GIGUERE, 2010).

A resisténcia adquirida as tetraciclinas encontra-se disseminada entre as
bactérias e micoplasmas o que tem reduzido consideravelmente a utilidade
destes antimicrobianos. A maioria dos micro-organismos resistentes a
tetracilina carreia um ou mais dos 40 genes de resisténcia (CAWERTS et al.,
2006; KAZIMIERCZAK et al., 2009) presentes, frequentemente, em elementos
transferiveis como plasmideos, transposons, transposons conjugativos e/ou
integrons (BOGUSLAWSKA et al.,, 2009). Segundo Giguére (2010), a
resisténcia as tetraciclinas pode ser mediada por um dos trés diferentes
mecanismos: um efluxo de tetraciclina por meio de transferéncia
transmembrana que resulta em menor concentragdo do antimicrobiano no
citosol (considerado o0 mais comum); protecdo ribossébmica na qual as
tetraciclinas ndo mais se ligam ao ribossomo bacteriano; ou devido a

modificacdo quimica enzimatica. Até o momento foram identificados oito
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classes de genes envolvidos na resisténcia mediada por proteinas
transmembrana, sendo as classes K e L encontradas nos géneros
Enterococcus, Staphylococcus e Streptococcus (BISMUTH et al., 1990)

A resisténcia a tetraciclina é um dos fenotipos de resisténcia adquirida
muito frequente, encontrados em 65% dos Enterococcus isolados em alimentos
por Roberts et al. (2003). O uso de baixas doses da tetraciclina como promotor
de crescimento nos animais destinados a producdo de alimentos tem
contribuido no aumento da resisténcia frente a este antimicrobiano tanto nos
micro-organismos patogénicos quanto nos ambientais (RAHMAN et al., 2008).

Existem trés classes de genes que codificam resisténcia pela ligacao da
proteina ao ribossomo tetO, tetS e tetM considerado o mais comum, presente
em Tn916 e plasmideos conjugativos (ZANEL et al., 2004) o que possibilita a
sua ampla distribuicdo entre as espécies, inclusive as ambientais (RAHMAN et
al., 2008). Rizzotti et al. (2009) demonstraram a habilidade de algumas cepas
de E. faecalis, E. faecium e E. durans de transferirem determinantes de
resisténcia a tetraciclina através dos transposons Tn916 e Tn1545. Frazzon et
al. (2009) detectaram em seu estudo a presenca dos genes transferiveis tetM e
tetL em amostras de Enterococcus isoladas de carcacas de frango. Corréa et
al. (2005) compararam a resisténcia antimicrobiana de Enterococcus isolados
de fezes de suinos arracoados e ndo arracoados com 0s antimicrobianos
tetraciclina e eritromicina e, observaram uma maior porcentagem de cepas
resitentes e multi-resistentes no grupo de suinos arragoados, nos quais todos
os isolados mostram-se resistentes a tetraciclina. Esta diferenca na
predominédncia das espécies e perfis de resisténcia entre as diferentes

amostras foi relacionada a dieta fornecida aos animais.

2.6. O uso de antimicrobianos em suinos

A aprovacéo e o licenciamento de antimicrobianos para uso em animais
de producéo sdo bastante complexos, pois devem assegurar que 0s produtos
sejam confiaveis e seguros. As principais areas de risco, consideradas na
aprovacao de medicamentos antimicrobianos para uso em animais, incluem a

seguranca ambiental, a seguranca ocupacional e alimentar, a seguranca do
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animal-alvo, assim como a sua eficacia frente ao tratamento (TOLLEFSON et
al., 2010).

A demanda por carne teve um substancial aumento durante os anos
pos-guerra, resultando no aumento das unidades produtoras de suinos e a
maior densidade populacional de animais. Consequentemente, houve um
aumento do desafio relativo ao controle das doencas (BURCH et al., 2010).

Os antimicrobianos tém sido muito utilizados na suinocultura ao longo de
varias décadas, alcancando um valor estimado de 1,7 bilhdes de dolares,
representando 34% do mercado mundial de antimicrobianos em salude animal
(VIVASH-JONES, 2000). As tetraciclinas predominam na maior parte dos
mercados, seguidas pelos grupos de compostos macrolideos/ lincosamida/
pleuromutilina, sendo o uso de penicilinas e as combinacdes de
trimetoprima/sulfonamidas e aminoglicosideos também importantes (BURCH et
al., 2010).

Segundo Guardabassi et al. (2010), os antimicrobianos sempre serao
essenciais para manter a saude, o bem-estar e a produtividade em suinos. O
objetivo da industria € produzir carne segura, ndo contaminada, com boa
relacdo custo/beneficio, ao mesmo tempo em que considera o bem-estar
animal e os fatores relacionados ao consumidor e ao meio ambiente. Baseado
nisso, a moderna industria de suinos tem dado maior aten¢éo a biosseguranca,
reduzindo o uso de antimicrobianos mediante a adocéo de varias melhorias de
manejo e criagdo, que incluem o uso de vacinas e praticas de producéo
segregada, que possibilitam o emprego do sistema “todos dentro/todos fora”
(FRIENDSHIP et al., 2010).

De acordo com Guardabassi et al. (2010) é imprescindivel que o uso e a
eficacia dos antimicrobianos disponiveis para combater as doencas atuais e as
que possam surgir sejam mantidos e, esta responsabilidade cabe
principalmente aos médicos veterinarios e criadores, que devem utilizar os
antimicrobianos de forma responsavel. Sendo assim varios paises produtores
de carne suina introduziram programas educativos para criadores, incluindo o
registro de todos os tratamentos a fim de assegurar a obediéncia do periodo de
caréncia (LEWIS-JONES, 1998), bem como a aplicacdo de normas mais

rigidas, incluindo o monitoramento intenso da resisténcia antimicrobiana, em
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especial dos micro-organismos com potencial zoondtico (FRIENDSHIP et al.,
2010).

O uso de antimicrobianos na producdo da carne suina levanta duas
preocupacdes ao consumidor, as quais se incluem o receio da presenca de
residuos na carne suina de antimicrobianos, que podem ser prejudiciais aos
humanos e, o surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos em
consequéncia de seu uso na producdo (FRIENDSHIP et al., 2010; DOWLING,
2010). Na producéo de suinos geralmente os antimicrobianos sdo distribuidos
por meio de um carregador (alimento ou agua), no entanto, a injecao
parenteral, também ¢é utilizada por apresentar melhores resultados
(FRIENDSHIP et al., 2010).

A grande maioria dos antimicrobianos utilizados em criacdes de suinos é
adicionada ao alimento como promotor de crescimento (2 a 50mg/tonelada de
alimento) ou para o uso subterapéutico (200g/tonelada de alimento ou menos)
(FRIENDSHIP, 2010), representando cerca de 80% do consumo total. Porém,
devido ao aumento das preocupacdes sobre os possiveis efeitos adversos a
saude publica em decorréncia da disseminag¢do da resisténcia, em razdo do
emprego de antimicrobianos como promotores de crescimento em animais
pecuarios, veterinarios, 0Orgdos de saude publica, microbiologistas, e
autoridades de fiscalizacdo estdo cada vez mais envolvidos na investigacao e
interpretacdo da epidemiologia e dos riscos que este padrédo de uso pode gerar
(SHRYOCK et al., 2010).

O impacto que o uso de antimicrobianos na indugéo de resisténcia em
patdgenos humanos ndo €é completamente conhecido, porém estudos
demonstram que a proibicdo do uso de antimicrobianos como aditivo na
producdo de suinos na Dinamarca contribuiu com a reducdo marcante da
populacao de enterococos resistentes frente aos mesmos (WHO, 2000).

Segundo Martinez (2009) o uso intensivo de antimicrobianos na criagéo
animal, agricultura e em hospitais leva a liberagéo de dois tipos de residuos em
grande quantidade nos ecossistemas naturais: 0s antimicrobianos e 0s genes
de resisténcia, que podem influenciar na populacdo de microorganismos destes
locais. Alguns tipos de antimicrobianos ndo séo biodegradaveis, permanecendo
por longo periodo no ambiente (KUMMERER , 2004) resultando na selegéo de
microorganismos resistentes (MARTINEZ, 2009).



44

3. ARTIGO

Resisténcia de Enterococcus sp. isolados de carcacas suinas na etapa

de pré-resfriamento frente & antimicrobianos
Antimicrobial resistance of Enterococcus spp. isolated from swine carcasses at

the pre-chill stage

Thais de Campos®, Caroline Pissetti*, Jalusa Deon Kich? Marisa Cardoso®

! Setor Medicina Veterinaria Preventiva, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, UFRGS, Av. Bento Gongalves 9090, 90540-000, Porto Alegre, RS, Brasil
2 Embrapa Suinos e Aves, Caixa Postal 21, CEP 89700-000, Concérdia, SC, Brasil

* thais.ufrgs@gmail.com

RESUMO

A presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos vem sendo monitorada
de forma cada vez mais frequente em produtos de origem animal, com o intuito
de evitar a disseminacao dessas cepas para humanos via cadeia alimentar. O
género Enterococcus encontra-se entre os patdgenos mais relevantes nas
infec¢Bes hospitalares em humanos e tem capacidade de adquirir resisténcia a
diversos antimicrobianos. No presente estudo foi avaliada a frequéncia de
isolamento e a resisténcia antimicrobiana de Enterococcus sp. de carcacas
suinas na etapa de pré-resfriamento, em trés matadouros-frigorificos
localizados no estado de Santa Catariana. Dois ciclos de amostragem foram
conduzidos em cada estabelecimento resultando em 252 suabes de carcacgas.
A partir dessas amostras, foram obtidos 240 isolados de Enterococcus sp.
identificados por testes fenotipicos e pela deteccdo do gene tuf e ddlg taecaiis

pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase. Todos os isolados de
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Enterococcus sp. foram testados quanto a resisténcia a antimicrobianos pela
técnica de difusdo em &gar. A espécie mais prevalente foi Enterococcus
faecalis (E. faecalis), presente em 90,83% das amostras de carcaca. Foi
observada resisténcia a tetraciclina (42,5%), eritromicina (26,7%),
estreptomicina (20,4%), ciprofloxacina (13,8%), cloranfenicol (12,1%) e a
gentamicina (10,4%). N&o foram encontrados isolados resistentes a
vancomicina, teicoplanina e ampicilina. Os isolados que apresentaram perfil
intermediario e resistente aos antimicrobianos ciprofloxacina e eritromicina, no
teste de disco-difusdo, foram submetidos a determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM). Em relacdo a ciprofloxacina, das 25 cepas com
resisténcia intermediaria no teste de disco-difusédo, todas apresentaram CIM na
concentracdo limitrofe (1,56 pg/mL), entre a sensibilidade e resisténcia,
enquanto nas 74 cepas intermediarias frente a eritromicina, apenas duas
apresentaram valor limitrofe méaximo (4 pg/mL). Conclui-se que o género
Enterococcus estéa presente em carcagas suinas na etapa de pré-resfriamento,
sendo a espécie E. faecalis a mais encontrada. Apesar de existirem isolados
resistentes a antimicrobianos usados na terapéutica humana, os resultados
indicam que isolados resistentes a vancomicina, teicoplanina e ampicilina néo

estdo presentes em carcacgas suinas nos abatedouros estudados.

Palavras-chave: suinos, resisténcia antimicrobiana, Enterococcus

ABSTRACT

The presence of antimicrobial-resistant bacteria has been increasingly
monitored in animal products in order to prevent the spread of these strains to
humans through the food chain. The genus Enterococcus is among the most
important pathogens in hospital infections in humans and is able to acquire
resistance to several antibiotics. In the current study, the frequency of isolation
and antimicrobial resistance of Enterococcus sp. from swine carcasses at the
pre-chill stage in three slaughterhouses located in the state of Santa Catarina
were evaluated. Two sampling cycles were performed at each establishment
and 252 carcass swab were taken. A total of 240 strains of Enterococcus sp.
were identified by phenotypic testing and by PCR detection of tuf and ddli
genes. All Enterococcus isolates were tested for resistance against
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antimicrobials by the agar diffusion technique. The most prevalent species was
Enterococcus faecalis (E. faecalis), present in 90.83% of the carcass samples.
Tetracycline (42.5%), erythromycin (26.7%), streptomycin (20.4%), ciprofloxacin
(13.8%), chloramphenicol (12.1%) and gentamicin (10.4%) resistance was
observed. No isolates were found resistant to vancomycin, teicoplanin and
ampicillin. The isolates with intermediate and resistant profile to antimicrobials
ciprofloxacin and erythromycin were further subjected to minimum inhibitory
concentration (MIC) determination. Regarding ciprofloxacin, all the 25 strains
with intermediary resistance profile in the disk diffusion test presented MIC at
the limit concentration (1.56ug/mL) between sensitivity and resistance, while
from 74 intermediary resistant strains against erythromycin only two presented
MIC at the limit concentration (4 pg/mL). It is concluded that the genus
Enterococcus is present in swine carcasses during the pre-chill stage and the
species E. faecalis is the most prevalent. Although resistance against
antimicrobials used for the human treatment has been found, the results
indicate that isolates resistant to vancomycin, teicoplanin and ampicillin are not

present on pig carcasses from those abattoirs.

Keywords: swine, pork, antimicrobial resistance, Enterococcus

INTRODUCAO

O género Enterococcus apresenta relevancia entre os micro-organismos
oportunistas envolvidos em infecgbes hospitalares, devido a capacidade em
expressar resisténcia a varios antimicrobianos e a habilidade em colonizar
diferentes nichos com condicbes ambientais adversas (GILMORE, 2002;
GIRAFFA, 2002). Enterococcus sp. nao figura entre o0s agentes que
comprometem a inocuidade dos alimentos, porém sua capacidade de
sobrevivéncia aos desinfetantes, pH acido e tratamento térmico possibilita que
estejam presentes em produtos processados (FORSYTHE, 2002; SILVA et al.,
2010). A primeira etapa do processamento de produtos carneos € o abate dos
animais, iniciando-se nesta fase, portanto, o risco de contaminagéo bacteriana
(GIRAFFA et al., 2002). De acordo com Borch et al (1996), a principal fonte de

contaminacdo durante o abate de suinos € de origem fecal. Uma vez que o



47

género Enterococcus é parte da microbiota entérica de humanos e animais
(AARESTRUP et al., 2002), é provavel que sejam encontradas espécies do
género Enterococcus em carcagas suinas.

O uso terapéutico, metafilatico, profilatico e aditivo de antimicrobianos na
producdo animal contribui para o aumento dos indices de resisténcia, pela
pressao de selecdo exercida sobre micro-organismos comensais e patogénicos
(SCHWARZ & CHASLUS-DANCLA, 2001). Enterococcus spp. séo
intrinsicamente resistentes a uma gama de antimicrobianos de uso terapéutico
(ASLAM et al., 2010; CULLEBRAS et al., 2010; ZOU et al., 2011) e apresentam
capacidade em adquirir, transferir e disseminar genes de resisténcia
(FRACALANZZA et al., 2007). Uma bactéria resistente que contamina a
carcaca durante o abate e ultrapassa as barreiras existentes durante o
processamento do alimento, pode colonizar e multiplicar-se no trato
gastrintestinal do consumidor (APLEY et al., 2001). Portanto, a possibilidade de
gue cepas de Enterococcus resistentes a antimicrobianos sejam veiculadas via
cadeia alimentar coloca esse género bacteriano como foco de atencdo do
ponto de vista da saude publica (BERTRAND et al., 2000).

A competitividade no mercado e a valorizagdo mundial da carne suina
exigem que o conceito de qualidade e inocuidade dos alimentos seja
observado. Sendo assim, o monitoramento da resisténcia frente a
antimicrobianos em bactérias patogénicas ou oportunistas € essencial para
avaliar o risco de transferéncia de cepas ou genes de resisténcia para
humanos por meio da cadeia produtiva de alimentos. Diante do exposto, o
objetivo deste estudo foi investigar a frequéncia de isolamento e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus sp. em carcagas suinas na

etapa de pré-resfriamento.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental
O estudo foi conduzido, entre 2010 e 2011, em trés matadouros-
frigorificos localizados no estado de Santa Catarina, amostrados por

conveniéncia, levando-se em conta 0s seguintes critérios: contar com o Servi¢o
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de Inspecdo Federal (SIF); pertencer a agroindustrias distintas; e, concordar
em participar do projeto.

Dois ciclos de amostragens foram realizados em cada estabelecimento,
em um turno de abate onde foram processadas entre 1500 e 2000 carcacas
suinas. Em cada ciclo, foram amostrados trés lotes de abate de granjas
distintas e, de cada lote, foram colhidas amostras da superficie de 14 carcacas
na etapa de pré-resfriamento, numero suficiente para detectar ao menos uma
carcaca positiva em um intervalo de confianca de 95% (TOMA et al., 2000),

totalizando 252 carcagas amostradas.

Colheita das amostras

De cada lote incluido no estudo, foi colhida amostra da superficie da
quinta carcaca na noria, sendo as demais 13 carcacas, amostradas em um
intervalo de 20 carcacas. A colheita das amostras foi realizada na etapa de pré-
resfriamento, por meio de esponjas individuais estéreis (Nasco®) umedecidas
em 10 ml de agua peptonada estéril 0,1%, friccionadas em quatro diferentes
areas de 100 cm? (lombo, papada, barriga e pernil) delimitadas por molde
estéril, totalizando 400 cm? de &rea amostrada, conforme a Circular n°
130/2007/CGPE/DIPOA (BRASIL, 2007).

Em seguida, as quatro esponjas, referentes & mesma carcaca, foram
acondicionadas no mesmo saco plastico e, transportada em caixa isotérmica
ao Setor de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Quantificacéo e isolamento de Enterococcus

A cada amostra de carcaca, foi adicionado 40 mL de agua peptonada
tamponada (APT) 0,1% estéril; em seguida, as amostras foram
homogeneizadas durante 60s em Stomacher (Logen Scientific). Imediatamente
apos a homogeneizacdo, as amostras foram submetidas a diluicbes seriadas,
10° até 10°, em solucdo salina 0,85% estéril e, aliquotas de 1mL de cada
diluicdo foram semeadas, em duplicata, em agar KF Streptococcus Agar Base
(Oxoid) pela técnica de semeadura em profundidade (SILVA et al., 2010). A
contagem das colbnias tipicas (vermelhas ou roseas) foi realizada apos 48

horas de incubacédo a 36+ 1°C. A média das colbnias tipicas foi multiplicada
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pelo inverso da diluicdo de contagem dividido por 40, para obter o numero de
Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) por mL de caldo. Para representacao
do resultado em éarea de carcaca, considerou-se que os 40 ml de amostra
homogeneizada representavam a &rea total amostrada 400 cm?. Sendo assim,
os valores obtidos em UFC/ml foram divididos por 10 para obter o resultado em
UFC.cm? (SILVA et al., 2010). Como controle de qualidade do meio de
isolamento foram utilizadas as cepas Enterococcus faecalis ATCC® 29212
(controle positivo) e Escherichia coli ATCC® 25922 (controle negativo).
Colbnias tipicas de Enterococcus no meio KF Streptococcus foram
armazenadas, individualmente, em Caldo de Infusdo de Cérebro e Coracédo
(BHI, Oxoid), contendo 20% de glicerol a -20°C. Posteriormente, aliquotas das
culturas em estoque foram transferidas para Agar Triptona de Soja (TSA,
Oxoid), incubadas a 36+ 1°C durante 24 horas, visando isolamento e
purificacdo das coldnias e, tendo por objetivo a confirmacdo da prévia
identificagdo do género Enterococcus. Foram realizados testes convencionais,
seguindo as recomendacfes de Facklam & Collins (1989) e Facklam et al
(2002), que incluiram coloragdo de Gram e as seguintes provas bioquimicas:
producdo da catalase, hidrélise da L-pirrolidonil-B-naftiiamida (PYR, Probac),
hidrélise da esculina na presenca de bile, multiplicagdo em Caldo Tripticaseina
de Soja (TSB, Oxoid) com 6,5% de NacCl, crescimento em TSB a 45°C e 10°C

e, multiplicacdo em TSB com pH ajustado em 9.6.

Confirmacdo Molecular do género Enterococcus sp. e da espécie
Enterococcus faecalis

As amostras bacterianas foram semeadas em caldo BHI e incubadas a
37°C durante 24 horas. A partir dessa suspensao, o DNA total foi extraido pelo
sistema de purificacdo (Kit Nucleospin Tissue 50r, Macherey Nagel, Diren,
Alemanha), conforme instrucdo do fabricante e, a qualidade e integridade do
DNA foram verificadas em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo
(0,5 ug mi™).

A confirmagcdo do género Enterococcus foi realizado pela presenca do
gene tuf, detectado pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), de acordo
com protocolo descrito por Ke et al (1999), utilizando os primers: Ent 1
(5 TACTGACAAACCATTCATGATG3') e Ent 2 (5’AACTTCGTCACCAACGCGAAC3)).
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O fragmento esperado ap6s a amplificacdo era de 112 pares de base (pb). As
reagcbes de amplificagdo foram realizadas em termo-ciclador (Applied
Biosystems - Veriti) num volume total de 25 pl contendo: 10 mM Tris-HCI (pH
9.0), 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0.2 mM dNTPs, 0.2 uM de cada primer, 1.0 U
de Tag polymerase, 25ng de DNA de cada amostra. Foi utilizado um ciclo de
94°C durante 3 minutos, seguidos por 30 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C
por um minuto, 72°C por um minuto e, um ciclo final de 72°C por cinco minutos.

A identificacdo da espécie E. faecalis foi realizada pela amplificacdo do
gene ddletaecais que codifica as ligases D-alanina, espécie-especifica, segundo
Dutka-Malen et al (1995). Os primers utlizados foram: E;
(5’ATCAAGTACAGTTAGTCT3) e E, (5ACGATTCAAAGCTAACTGS3),
gerando um produto de 941pb. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
com volume final de 25 pl contendo: 25 pmol de cada primer, 0,2mM dNTPs,
2mM de tampéao contendo MgCl,, 0,625 U de Tag polimerase e 60 ng de cada
DNA. Foi utilizado um ciclo de 94° por 2 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 54°C por um minuto, 72°C por um minuto e um ciclo final de 72°C
por dez minutos. Em ambas as reacdes de amplificacdo foram utilizadas como
controle positivo a cepa padréo de Enterococcus faecalis ATCC 29212 e como
controle negativo agua bidestilada.

Aliguotas dos produtos de amplificacdo foram acrescidas do corante
Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo), separados em géis
de agarose 1,5%, em tampao Tris-borato-EDTA e fotografados sob luz

ultravioleta, em transiluminador.

Teste de sensibilidade a antimicrobianos em isolados de Enterococcus

Os isolados de Enterococcus sp. obtidos a partir das carcagas na etapa
de pré-resfriamento, em cada ciclo de amostragem, foram testados quanto a
resisténcia aos antimicrobianos, pelo teste de difusdo em agar Miiller-Hinton
(Oxoid), realizado e interpretado de acordo com as normas do documento
M100-S22 do “Clinical and Laboratory Stardards Institute” (CLSI, 2012). Foram
selecionados para o teste nove agentes antimicrobianos, representado a classe
dos principais principios ativos utilizados na terapia em humanos: Ampicilina
(10 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Cloranfenicol (30 pg), Eritromicina (15 W),
Teicoplanina (30 pg), Tetraciclina (30 pg) e Vancomicina (30 pg) da Oxoid
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(Hampshaire, Reino Unido) e, Estreptomicina (300 pg) e Gentamicina (120 ug)
da CEFAR — Diagnostico Ltda (S&o Paulo, Brasil).

Os isolados que apresentaram perfil intermediario e resistente, no teste
de disco-difuséo, frente aos antimicrobianos ciprofloxacina e eritromicina foram
confirmados pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Os
isolados resistentes e intermediarios a ciprofloxacina foram submetidos ao
teste de microdiluicdo em agar conforme recomendacdes do documento M100-
S15 (CLSI, 2009). Os isolados resistentes e intermediarios a eritromicina, foram
testados pelo Etest® (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France), realizado de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

Para controle dos testes foram utilizadas as cepas padréo: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 para o método de diluicdo, Staphylococcus aureus ATCC
29213 para o Etest e, Staphylococcus aureus ATCC 25923 para o método de
disco difuséo.

Anélise estatistica

Os resultados de isolamento de Enterococcus sp. foram analisados
quanto a frequéncia de resisténcia & antimicrobianos encontrada nas carcacas,
na etapa de pré-resfriamento, em cada matadouro-frigorifico amostrado
através do teste nado-paramétrico qui-quadrado (x°). As contagens de
Enterococcus obtidas nas carcacas de cada matadouro-frigorifico foram
transformadas em logaritmo (logip) € analisadas pelo teste de ANOVA. As
médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer (mdultiplas
meédias). Para as analises foi utilizado programa estatistico SPSS verséo 1.8,

com nivel de confian¢a de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de carcacas amostradas na etapa de pré-resfriamento, 240/252
(95,23%) apresentaram colonias presuntivas do género Enterococcus. Dentre
as 84 carcagas amostradas em cada um dos frigorificos (A, B, C), houve
isolamento de colbnias presuntivas do género, respectivamente em 100%,
88,1% e 97,1%. A presenca do género Enterococcus na microbiota do trato

gastrintestinal de animais explica a sua ocorréncia em carcagas suinas
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(AARESTRUP et al., 2002) e, uma vez que séo capazes de resistir a diversos
processos tecnoldgicos de preparacéo e preservacao dos alimentos (GIRAFFA,
2003), podem chegar até a mesa do consumidor. O género Enterococcus é
frequentemente isolado a partir de alimentos, especialmente os de origem
animal (VELENZUELA et al., 2009), tais como, carne bovina, aves e carcagas
de suinos (AARESTRUP et al., 2002; KLEIN et al.,, 2003), sendo que a
contaminacdo desses alimentos pode ocorrer durante o processo de abate ou
durante as fases de processamento, estocagem e comercializacdo (TIECCO,
1992).

A elevada prevaléncia em produtos carneos pode ser também
constatada na amostragem conduzida durante Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e Resisténcia Bacteriana em Frangos (ANVISA,
2008), quando Enterococcus foi isolado a partir de 98,7% das carcacas de
frango congeladas. Em estudo conduzido no sul do Brasil, Riboldi et al (2009)
relataram a presenca de Enterococcus em 54,6% das amostras de carne,
vegetais e derivados de leite analisadas. Na Turquia, Kasimoglu-Drogu et al
(2010) constataram a presenca de Enterococcus sp. em 78% das carcacas de
frango; enquanto Pavia et al. (2000) isolaram esse micro-organismo em 45%
de amostras de carne comercializadas em Catanzaro, Italia. Esses resultados
demonstram a ampla distribuicdo desse género em alimentos, porém de acordo
com a ICMSF (International Comission on Microbiological Specifications for
Foods), Enterococcus spp. sao classificados como micro-organismos que
conferem risco baixo & saude do consumidor, sendo mais relacionado a
maturacdo de produtos lacteos ou a deterioracdo de carneos (FORSYTHE,
2002; SILVA, 2002).

Das 240 coldnias tipicas isoladas e analisadas por testes fenotipicos e
por PCR, todas confirmaram pertencer ao género de Enterococcus. Por meio
da amplificacdo do gene codificador da D-alanina-ligase (ddlaecais), constatou-
se que a espécie prevalente nas amostras de carcaca suina foi Enterococcus
faecalis (E. faecalis), constituindo 90,83% (218/240) dos isolados. Os demais
9,16% (22/240) nao foram identificados até espécie e foram classificados como
Enterococcus sp. Em humanos e animais, E.faecalis e E.faecium sdo as
espécies mais frequentemente encontradas (DEVRIESE et al., 2006), assim
como em produtos de origem animal (GIRAFFA, 2003; POETA et al., 2006;
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GOMES et al., 2008; RIBOLDI et al., 2008). Gama et al. (2008) avaliaram a
presenca de Enterococcus sp. em alimentos e em diferentes processos
infecciosos diagnosticados em unidades hospitalares, e identificaram E.
faecalis como a espécie mais prevalente, ocorrendo em 88,4% dos alimentos e
em 92,3% das amostras clinicas. Bender et al (2009) observaram a presenca
de E. faecalis em 93,6% e E. faecium em 4,4% dos isolados de amostras
clinicas de humanos em hospitais de Porto Alegre. Resultados similares foram
verificados por Aslam et al. (2012) em estudo realizado em carnes compradas
no varejo, em Alberta, Canada, no qual E.faecalis foi isolado a partir de 86%
das amostras de carne suina, 73% de carne bovina e em 94% de carne de
aves. Medeiros (2011), em estudo conduzido em carne suina, frango, vegetais
e derivados do leite, identificou 75,7% de isolados de E. faecalis, enquanto
22,9% foram classificados como E. faecium.

Em termos de contagem média do género Enterococcus nas carcacas,
nos trés matadouros-frigorificos amostrados, observou-se variacdo entre
1,02x10° e 1,90x10? (Tabela 1), sendo que as contagens de Enterococcus sp.

foram significativamente mais elevadas no frigorifico C.

Tabela 1 — Contagem de Enterococcus sp. em carcacas amostradas na etapa de pré-

resfriamento em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de Santa Catarina, 2010-2011.

Matadouro-frigorifico Minima Maxima Média
(Amostragem) UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm? log.cm™
A1) 1,05 x 10° 9,75 x 102 1,02 x 10° 0,0096%"
A(2) 1,30 x 10° 8,25 x 10t 1,12 x 10t 1,0475°
B(1) 2,75 x10° 7,50 x 10t 3,13 x 10 1,4955¢
B(2) 2,50 x 10° 2,55 x 102 3,42 x 10t 1,5343°
C(1) 1,25 x 10t 7,50 x 102 1,30 x 102 2,1153¢
C(2) 7,50 x 10° 5,75 x 102 1,90 x 102 2,2790°

UFC= Unidades Formadoras de Col6nia; log=logaritmo base 10
*Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as médias.

Enterococcus sp. tem sido proposto como indicador de contaminagao
fecal em agua, ou de processamento inadequado dos alimentos (KLEIN, 2003).
Uma caracteristica importante deste género bacteriano é a capacidade de
sobrevivéncia no ambiente e a resisténcia a temperatura, mudanca de pH e
concentracdo de sal. Alem disso, é capaz de sobreviver por longos periodos

fora do ambiente intestinal do hospedeiro (KUHN et al., 2000). Entretanto, ha
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restricbes quanto a utilizacdo dos Enterococcus como indicadores de
contaminacgao fecal em alimentos, principalmente pelo fato de ser encontrado
em outros ambientes, além do trato intestinal, e apresentar sobrevivéncia maior
em relacdo aos enteropatdbgenos no solo, vegetais e em alimentos,
principalmente naqueles submetidos a desidratacdo, acdo de desinfetantes e
flutuacdes de temperatura. Apesar destas limitagcdes, sua presenca em numero
elevado em alimentos indica praticas higiénicas inadequadas, exposicdo do
alimento a condi¢cdes que permitiram a multiplicacdo de microrganismos, ou
tratamento térmico inadequado durante o processamento (FRANCO, 2003).
N&o ha um parametro maximo proposto para Enterococcus em alimentos ou
carcacas na legislacdo brasileira, porém os resultados encontrados em nosso
estudo foram inferiores aos relatados por Gomes (2007) que detectou 3 log
UFC/g de enterococos em produtos carneos, e Pavia et al. (2000) relataram
que de 2,0x10* a 8,0x10° UFC/g em carnes comercializadas na lItalia. Esse
resultado leva a supor que as carcacas haviam sido processadas dentro de
condic@es higiénicas satisfatorias.

Entretanto, mais do que o papel como indicador da presenca de
patdgenos, o0 género Enterococcus tem assumido importancia em alimentos de
origem animal, por serem reservatorios de genes de resisténcia que podem
chegar até a populacdo humana via cadeia alimentar (BERTRAND et al., 2000;
AAESTRUP et al., 2007; DZIDIC et al., 2008; JENSEN et al., 2011). A primeira
publicacdo que demostrou que granjas de suinos e aves que utilizavam a
avoparcina apresentavam maior prevaléncia de Enterococcus resistentes a
vancomicina (ERVs) foi realizada na Dinamarca (BAGER et al.,, 1997). A
semelhanca estrutural da avoparcina e da vancomicina foi apontada como a
explicacdo para a pressao de selecdo para o surgimento de ERVs (TITZE-De-
ALMEIDA & PALERMO-NETO, 2005). Alguns estudos tem demonstrado que a
frequéncia de resisténcia de enterococos de origem animal a vancomicina tem
diminuido ap6s a proibichio do uso da avoparcina como promotor de
crescimento (AARESTRUP et al.,, 2001; BOERLIN et al., 2001). No presente
estudo, ndo foram observados isolados resistentes aos glicopeptideos
selecionados, teicoplanina e vancomicina, assim como a ampicilina (Tabela 2).
Em relacdo a vancomicina, esse resultado pode ser explicado pela medida

tomada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em
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1998, que vetou o uso da avoparcina na produgcdo animal (BRASIL, 1998).
Resultados similares foram observados no monitoramento realizado no
PREBAF, onde isolados de Enterococcus oriundos de carcacas de frango
apresentaram sensibilidade frente a ampicilina e apenas 1% foi resistente a
vancomicina e a teicoplanina (ANVISA, 2008). Em termos de resisténcia a
vancomicina em isolados de infecdo hospitalar no Brasil, observa-se que ha
predominio de cepas de E. faecalis resistentes, porém essas cepas ndo sao
encontradas na comunidade e ndo parecem ter origem da populacdo animal
(ROSSI, 2011). Também em relagdo a ampicilina, os dados colhidos em
isolados de E. faecalis de humanos indicam uma baixa prevaléncia de

resisténcia (CONCEICAO et al., 2011).

Tabela 2 — Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos de Enterococcus isolados de
carcacas na etapa de pré-resfriamento, em trés matadouros-frigorificos (A, B, C) de
Santa Catarina, 2010-2011.

A B C A B, C
n=284 n=74 n =82 n =240 P valor
R (%) I (%) R (%) 1 (%) R (%) 1 (%) R(%) 1(%)

Ampicilina - - - - - - - -
Ciprofloxacina 3,6 13,1 17,6 9,5 20,7 8,5 13,8 10,4 0,018
Cloranfenicol 27,4 3,6 2,7 1,4 4,9 2,4 12,1 2,5 <0,001
Eritromicina 41,7 42,9 10,8 20,2 25,6 25,6 26,7 30,8 <0,001
(E:Efg;om'c'”a 34,5 : 6,8 : 18,3 : 20,4 . <0001
aeL”;%';“c'”a 179 - 2,7 : 9,8 . 104 - 0008
Teicoplanina - - - - - - - -
Tetraciclina 45,2 - 48,6 2,7 34,1 2,4 42,5 1,7 0,209

Vancomicina - - - - - - - R

R: resistente; I: intermediario

hY

Por outro lado, foi observada resisténcia a tetraciclina (42,5%),
eritromicina  (26,7%), estreptomicina (20,4%), ciprofloxacina (13,8%),
cloranfenicol (12,1%) e gentamicina (10,4%) (Tabela 2). As tetraciclinas séo
agentes bacteriostaticos amplamente utilizados na terapia humana e na
medicina veterinaria (NEELA et al., 2009). A resisténcia a tetraciclina é um dos
fendtipos de resisténcia adquirida mais presente em Enterococcus isolados de
alimentos ou de amostras clinicas (AARESTRUP et al., 2000; BUTAYE et al.,
2000; PAVIA et al.,, 2000; ABRIOUEL et al., 2008; DZIDIC et al.,, 2008;

VALENZUELA et al., 2009). Embora a tetraciclina seja um antimicrobiano néo
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aprovado como suplemento alimentar para animais desde 1992, no Brasil seu
uso profilatico € comum, e diante disso, Enterococcus resistentes podem ser
explicados (HAYES et al.,, 2003; MICHALOVA et al., 2004; FRAZON et al.,
2009). Aarestrup et al., (2000) observaram 95% dos isolados resistentes a
tetraciclina e 85% a eritromicina em E. faecalis e E. faecium isolados de
humanos, aves e suinos. D’Azevedo et al. (2004) relataram que 92,5% dos
enterococos, isolados de ambiente hospitalar em Porto Alegre, foram
resistentes a tetraciclina, 46,2% a eritromicina, 19,2% a estreptomicina (HLAR),
4,6% a ciprofloxacina e 2,9% ao cloranfenicol. Por outro lado, em estudo
conduzido em hospital terciario de Minas Gerais, as frequéncias de resisténcia
foram superiores, alcancando 80,6% de isolados resistentes a eritromicina e
61,2% a ciprofloxacina (CONCEICAO et al., 2011).

Os isolados que apresentaram perfil intermediario e resistente aos
antimicrobianos, ciprofloxacina e eritromicina, no teste de disco-difuséo, foram
submetidos a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), cujos

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de isolados de Enterococcus sp.

intermediarios e resistentes a ciprofloxacina e eritromicina no teste de disco-difusao.

Antimicrobiano _ Numero de cepas com CIM (ug/mL) de:

CIM pg/mL Perfl 1 1.0 1.5 156 20 30 312 40 6.0 625 12 125 25 32 50 64 256
Ciprofloxacina I 25 25

(0,003 - 50) R 33 15 1 1 3 13
Eritromicina I 74 22 18 16 16 2

(0,012 - 256) R 64 3 1 1 1 58

Linhas indicam ponto de corte para resisténcia; n igual ao nimero de cepas; | cepas intermediarias; R
cepas resistentes.

Observa-se que os isolados que apresentaram resisténcia no teste de
disco-difusdo foram confirmados pela determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM). Em relagdo a determinagdo da CIM frente ao antimicrobiano
ciprofloxacina, das 25 cepas intermediarias no teste de disco-difusédo, todas
apresentaram valor de CIM limitrofe maximo (1.56 pug/mL), entre a sensibilidade
e resisténcia, enquanto nas 74 cepas intermediarias frente a eritromicina,
apenas duas apresentaram valor limitrofe. Por outro lado, das 64 cepas

confirmadas como resistentes a eritromicina, 58 apresentaram valor de
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CIM=256 pg/mL. Esses resultados indicam uma tendéncia das cepas
intermediarias a ciprofloxacina em direcdo ao grupo das cepas resistentes,
provavelmente em virtude do uso frequente de quinolonas nas granjas. A
mesma tendéncia ndo é observada em relacéo a eritromicina, porém chama a
atencdo que as cepas resistentes apresentam tolerdncia &4 doses elevadas
desse antimicrobiano. O principal mecanismo de resisténcia aos macrolideos
nos Enterococcus € conferido pela metilacdo da adenina na porcado 23S da
subunidade 50S do RNA ribossomal, codificada pelos genes erm (eritromicina
ribossomo metilase) (CAUWERTS et al.,, 2007; EMANIENI et al.,, 2008;
SCHWAISER & BAUER, 2008; ZOU et al., 2011). Os genes erm conferem
resisténcia cruzada ao grupo macrolideo-lincosamidas-estreptograminas
(MLSg), importantes alternativas de tratamento das infeccdes em humanos
(LEENER et al., 2004; SCHAWAIGER & BAUER, 2008; ZOU et al., 2011) e,
podem ser expressos como constitutiveis ou induziveis (GEGUIRE, 2010).

As frequéncias de resisténcia frente aos antimicrobianos variaram de
acordo com o matadouro-frigorifico amostrado (Tabela 2). No frigorifico A,
foram encontradas frequéncias significativamente maiores (P<0,05) de isolados
resistentes ao cloranfenicol, eritromicina e estreptomicina (HLAR), no frigorifico
B as frequéncias de resisténcia foram siginificativamente maiores frente a
ciprofloxacina, eritromicina e estreptomicina (HLAR) e no frigorifico C frente a
eritromicina, ciprofloxacina e estreptomicina (HLAR). Em relacéo a tetraciclina
nao foi observada diferenca nas frequéncias de resisténcia entre 0s trés
matadouros-frigorificos. As diferencas observadas estdo provavelmente
relacionadas a diferenca de pressdo de selecdo entre agroindastrias,
ocasionada pelos diferentes protocolos de uso de antimicrobianos.

Na producdo animal, o aparecimento de cepas resistentes esta
associado principalmente ao uso intensivo de antimicrobianos (AARESTRUP et
al., 2000; BATAYE et al., 2000; AARESTRUP et al., 2001; MCDERMOTT et al.,
2002; MATHEW et al., 2007; HAMMERUM et al., 2010). Em contrapartida, a
reducdo da resisténcia pode ser alcancada quando a pressdo seletiva €
removida, conforme observou Aarestrup et al. (2001) em Enterococcus isolados
de alimentos de origem animal apds a suspensao do uso de agentes
antimicrobianos (avilamicina, eritromicina, vancomicina e virginiamicina) na

producdo animal. Nessa linha, recentemente o uso de eritromicina como
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promotor de crescimento foi banido no Brasil (BRASIL, 2012), com o intuito de
evitar a selecéo de cepas altamente resistentes como as observadas em nosso
estudo.

A preocupacdo em relacéo a presenca de cepas resistentes na criacao
animal ocorre, principalmente, devido ao risco de transferéncia de micro-
organismos multi-resistentes e seus elementos genéticos moveis para
humanos seja através da cadeia alimentar, contato direto com os animais, ou,
até mesmo, pela contaminacdo do ambiente (AARESTRUP et al., 2000;
AARESTRUP et al., 2001, CASEWELL et al., 2003; ASLAM et al., 2012). S&o
conhecidas duas formas importantes de transferéncia de cepas resistentes &
antimicrobianos de animais aos seres humanos: uma direta quando bactérias
resistentes infectam os seres humanos; e outra indireta quando os genes de
resisténcia séo transferidos horizontalmente a populagdo bacteriana humana a
partir da cadeia alimentar (LEENER et al., 2005; HENKES, 2010).

A propagacao zoongética de resisténcia antimicrobiana de estirpes de
Enterococcus sp. tem se tornado uma preocupacao em saude publica (ZOU et
al., 2011). Nesse caso, 0s resultados demonstram que ha& comportamento
distinto entre as espécies. No caso de E. faecium, isolados de origem animal
ou alimentos e aqueles associados a infeccfes humanas pertencem a
diferentes grupos clonais, indicando que ndo ha colonizacédo prolongada em
humanos de estirpes bacterianas proveniente de animais (HAMMERUM, 2012).
Entretanto, evidéncias de transferéncia de genes de resisténcia a vancomicina
entre cepas de origem animal e de humanos, tanto no intestino de
camundongos como no de humanos voluntarios, foram encontradas (LESTER
et al.,, 2006; LESTER & HAMMERUM, 2010). Em relacdo a E. faecalis, a
situacdo parece ser diferente, pois uma elevada similaridade de pulsotipos e
perfis de multilocus sequence typing (MLST) foi encontrada entre isolados de
suinos e humanos (LARSEN et al., 2011), o que leva a supor que essa espécie
possa oferecer risco de colonizagédo direta aos humanos. Considerando que,
em nosso estudo, a espécie E. faecalis foi a mais prevalente, a possibilidade de
transmissao de isolados resistentes pela cadeia produtiva de suinos ndo pode
ser descartada.

As infeccBes humanas sédo a primeira preocupacao no que se refere a

ingestdo de alimentos contaminados com bactérias resistentes. Uma bactéria
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resistente que contamina a carcaca durante o abate e ultrapassa as barreiras
existentes durante o processamento do alimento, pode colonizar e multiplicar-
se no trato gastrintestinal do consumidor, modificando o perfil de resisténcia de
sua microbiota intestinal (WITHE, 1998; APLEY et al., 2001; DZEDIC et al.,
2008; BOERLIN & WHITE, 2010). Larsen et al (2011) demonstraram que a
emergéncia da resisténcia de E. faecalis a alto nivel gentamicina (HLGR) em
pacientes com endocardite infecciosa, coincidiu com o aumento dessa
resisténcia em isolados da populacdo de suinos na Dinamarca e, que a maioria
dos isolados pertenciam ao mesmo grupo clonal, sugerindo dessa forma os
suinos como reservatoérios de E. faecalis HLGR. Pendersen (1999) enfatizou o
risco da resisténcia cruzada da tilosina e espiramicina a eritromicina; e da
virginiamicina as estreptograminas. Boerlin et al (2001) demonstraram a clara
diminuicdo na resisténcia a eritromicina e tetraciclina de enterococos isolados
das fezes de suinos, apés a proibicdo da tilosina como promotor de
crescimento na Suica.

O uso de antimicrobianos associados a racdo gera uma pressao seletiva
resultando em cepas multi-resistentes, as quais podem ser liberadas no
ambiente e contribuir para disseminacdo destes genes (SENGEL@V et al.,
2003). No entanto, McKellar (1998) salienta que o banimento de
antimicrobianos teria efeito prejudicial na industria animal. No cenério atual,
observa-se que o assunto permanece polémico, principalmente pelo fato do
banimento obrigar a mudanca no manejo dos animais, podendo levar & perdas
produtivas numa légica de producéo intensiva (BLAHA, 2012). Por outro lado,
esse movimento parece ser irreversivel, principalmente pelo fato da percepcgéo
do consumidor em varios paises ser favoravel ao ndo-uso de antimicrobianos
(MILLET, 2010). Por esse motivo, € de grande importancia que estudos
continuem sendo conduzidos, com o intuito de monitorar a resisténcia
bacteriana em diversas etapas da produgdo animal, o que no futuro permitira
analisar o risco oferecido ao consumidor pelos produtos brasileiros de origem

animal.

CONCLUSAO
O género Enterococcus esta presente em carcacas suinas na etapa de

pré-resfriamento, sendo a espécie E. faecalis a mais encontrada. Apesar de
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existirem isolados resistentes & antimicrobianos usados na terapéutica
humana, os resultados indicam que isolados resistentes a vancomicina,
teicoplanina e ampicilina ndo estdo presentes em carcagcas suinas nos

abatedouros estudados.
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4. CONCLUSAO

O género Enterococcus esta presente em carcacas suinas na etapa de
pré-resfriamento, sendo a espécie E. faecalis a mais encontrada. Apesar de
existirem isolados resistentes a antimicrobianos usados na terapéutica
humana, os resultados indicam que isolados resistentes a vancomicina,
teicoplanina e ampicilina ndo estdo presentes em carcagas suinas nos

abatedouros estudados.
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