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RESUMO

Os enterococos sdao patdgenos com considerdvel capacidade de expressar resisténcia a varios
antimicrobianos e com abundante representatividade em alimentos. Este estudo teve por
finalidade realizar o isolamento de cepas do género Enterococcus em alimentos,
representados por carne de frango e carne suina (crua e processada), analisar o perfil de
resisténcia antimicrobiana através do método de disco-difuséo e identificar através de técnicas
moleculares as espécies dos isolados e 0s genes codificadores de resisténcia para vancomicina
e tetraciclina. Foram analisadas 36 amostras, totalizando 54 cepas isoladas pertencentes ao
género Enterococcus. A espécie detectada em maior ocorréncia nos isolados de carne crua de
frango (40%) e carne crua suina (29%) foi E. faecalis e nos isolados de produtos carneos
processados (100%) E. faecium. E. casseliflavus/E. flavencens teve seu isolamento apenas em
produto processado. A espécie E. gallinarum ndo foi confirmada entre as amostras de
alimentos analisadas. As espécies E. faecalis e E. faecium isoladas a partir de carne crua de
frango foram significativamente mais resistentes que as isoladas das demais amostras,
apresentando altos percentuais de resisténcia para: estreptomicina, ciprofloxacina,
norfloxacina, eritromicina, vancomicina e tetraciclina. Isolados de carne crua de frango e
suina apresentaram gene de resisténcia para tetraciclina e vancomicina. Portanto, sugere-se
que, alimentos de origem animal possam desempenhar um papel importante na disseminagao
e transferéncia de enterococos resistentes e/ou genes de resisténcia aos seres humanos.

Palavras-chave: Espécies. Isolados. Genes.



ABSTRACT

Enterococci are pathogens with considerable ability to express resistance to multiple
antimicrobials and abundant representation in foods. This study aimed to carry out the
isolation of strains of the genus Enterococcus in food, represented by chicken and pork (raw
and processed), to analyze the profile of antimicrobial resistance by the disk diffusion method
and by molecular techniques to identify species isolates and genes encoding resistance to
vancomycin and tetracycline. 36 samples, totaling 54 strains belonging to the genus
Enterococcus were analyzed. The species detected in most occurred in isolates from raw
chicken meat (40 %) and raw pork (29%) was isolated in E. faecalis and processed meat
products (100%) E. faecium. E. casseliflavus / E. flavencens had its isolation only in the
processed product. The species E. gallinarum was confirmed between food samples surveyed.
E. faecalis and E. faecium isolates from raw chicken meat isolated were significantly more
resistant than the other samples, showing high percentage of resistance to: streptomycin,
ciprofloxacin, norfloxacin, erythromycin, vancomycin and tetracycline. The isolated raw
poultry and swine gene showed resistance to tetracycline and vancomycin. Therefore, it is
suggested that food of animal origin may play an important role in the dissemination and
transfer resistant enterococci and / or resistance genes to humans.

Keywords: Species. Isolated. Genes.
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1 INTRODUCAO

O género Enterococcus compreende um grupo bastante complexo e importante de
micro-organismos, especialmente, no que se refere a sua interagdo com 0s seres humanos
(FACKLAM et al.,, 2002). Essa bactéria faz parte da microbiota natural do trato
gastrointestinal de animais e seres humanos, contudo, tém surgido como importante patégeno
oportunista e esta associado com uma grande diversidade de infeccbes humanas, afetando
principalmente pessoas imunocomprometidas e em terapia intensiva (KLARE et al., 2003;
LOPEZ et al., 2009, GIRAFFA, 2002).

Enterococcus spp apresentam notavel capacidade de expressar resisténcia a varios
agentes antimicrobianos, principalmente, os de relevancia clinica, limitando assim, o numero
de opcoes terapéuticas.

A resisténcia antimicrobiana pode apresentar-se de dois tipos: intrinseca que é
prépria da espécie, e seus genes determinantes se encontram no cromossomo (ASLANGUL et
al., 2005), ou resisténcia adquirida, que segundo Aslangul et al. (2005) pode ser consequéncia
de uma mutacdo no DNA original ou pela aquisicdo de material genético externo a célula
bacteriana.

Estudos apontam que micro-organismos resistentes aos antimicrobianos estdo
presentes desde o ambiente hospitalar até a microbiota natural de diversos animais e seres
humanos (SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).

Na produgdo animal, o uso de antimicrobianos para promover o crescimento dos
animais ou para tratamento e controle de doencas acelera o aparecimento de bactérias
resistentes aos antimicrobianos, podendo ser transferidas aos humanos através da cadeia
alimentar ou contato direto com esses animais (AARESTRUP et al., 2001; VIGNAROLI et
al. 2011).

No Brasil, ainda h& poucos estudos a respeito da ocorréncia de cepas de enterococos
resistentes em alimentos de origem animal. Portanto, considera-se necessario e importante a
intensificacdo de estudos em busca de uma melhor compreensdo e entendimento sobre a
representatividade da cadeia alimentar como veiculo de disseminacdo para esses micro-

organismos resistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente o género e as espécies de

Enterococcus isolados de alimentos carneos e avaliar o perfil de resisténcia a antimicrobianos.

2.2 ESPECIFICO

-Isolar e proceder a identificacdo fenotipica do género Enterococcus em amostras de
carne de frango e suina (crua e processada);

-Determinar, por técnicas moleculares, o género e as espécies de enterococos
prevalentes nas amostras de alimentos;

-Determinar a ocorréncia da resisténcia aos antimicrobianos pertencentes a classe dos
aminoglicosideos, B-lactdmicos, quinolonas, glicopeptideos, macrolideos, e ainda, tetraciclina
e cloranfenicol,

-Verificar a presenca dos genes que codificam resisténcia a tetraciclina (tet(L)) e

vancomicina (vanA e vanB) nos isolados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS DOS ENTEROCOCOS

Os enterococos foram classificados inicialmente como estreptococos do grupo D, por
possuirem o antigeno da parede celular desse grupo, um é&cido teicoico glicerol associado a
membrana citoplasméatica (MURRAY, 1990). Em 1984 foram reclassificados em um novo
género, os Enterococcus (SILVA, 2007).

Os enterococos possuem necessidades nutricionais complexas, sendo catalase
negativa (KACMAZ; AKSQY, 2005), sao cocos Gram-positivos, ndo formadores de esporos,
anaerobios facultativos que ocorrem isoladamente, em pares ou cadeias (MORENO et al.,
2006). Crescem em uma ampla faixa de temperatura entre 10°C a 45°C e pH entre 5,0 a 9,6
(MURRAY, 1990). Apresentam temperatura 6tima de crescimento a 35°C e sdo capazes de
crescer em meio contendo 6,5% de NaCl e possuem tolerancia de até 40% aos sais biliares
(LEVINSON; JAWETZ, 2005).

Existem mais de 37 espécies reconhecidas de Enterococcus, porem as espécies E.
faecalis e E. faecium sdo as mais frequentemente encontradas devido a ampla distribui¢do no
meio ambiente (FACKLAN, 2002; KUHN et al., 2000).

O principal habitat desse micro-organismo é o trato gastrointestinal de seres humanos
e animais (AARESTRUP, 2002). So encontrados principalmente, em mamiferos, passaros,
répteis e insetos, estando presentes no solo, plantas e agua, sendo normalmente considerados
contaminantes fecais (FACKLAN, 2002). Esta diversidade de ambientes € provavelmente
devido a sua disseminacdo pelas fezes de animais de sangue quente e por sua habilidade em
crescer e sobreviver numa grande variedade de condi¢Ges ambientais (HARDIE; WHILEY,
1997).

Uma caracteristica importante desse grupo € a resisténcia ao estresse quimico e
fisico, sendo capazes de sobreviver por longos periodos fora do ambiente intestinal de seu
hospedeiro (KUHN et al., 2000). Podem apresentar uma sobrevida maior do que 0s
enteropatdgenos, no solo, vegetais e em alimentos, principalmente entre os submetidos a
desidratacédo, acdo de desinfetantes e alteragdes de temperatura. (FRANCO; LANDGRAF,
1996).
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Os enterococos sdo resistentes a temperaturas de pasteurizagdo, possuem capacidade
de adaptacéo a diferentes substratos e condi¢Oes de crescimento (temperatura baixa e alta, pH
extremo e salinidade) (MORENO et al., 2006), essas caracteristicas implicam que 0s mesmos
podem ser encontrados em qualquer alimento de origem animal, tanto processados, crus ou
que tenham sido submetidos a tratamento térmico (VIGNAROLI et al., 2011). Em muitos
casos, se a contagem de enterococos for elevada, sdo capazes de sobreviver em alimentos
submetidos ao cozimento (FRANZ; HOLZAPFEL; STILES, 1999). Gordon e Ahmad (1991)
afirmam que cepas de E. faecium tém sido capazes de sobreviver a 68°C durante

30 min.

3.2ENTEROCOCOS EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

A producdo brasileira de carne suina e de frango vem crescendo anualmente,
segundo a UBABEF (2014) em 2013 a producéo de carne de frango totalizou 12,308 milhdes
de toneladas e a producdo de carne suina totalizou 3,417 milhdes de toneladas (ABIPECS,
2014). Para que a avicultura e a suinocultura mantenham o sucesso do crescimento produtivo
é preciso ter cuidado com a sanidade dos animais, 0 que implica na utilizacdo cada vez maior
dos antimicrobianos durante todas as fases de producao.

No sistema de criacdo de frangos e suinos drogas antimicrobianas podem ser usadas
como agentes terapéuticos e/ou promotores de crescimento, promovendo a selecdo de
enterococos resistentes, que constituem uma grande parte das bactérias autdctones associadas
ao trato gastrointestinal de animais (OLIVEIRA, et al., 2010, VIGNAROLI et al., 2011,
GIRAFFA, 2002).

A carne tem sido uma das principais fontes de infeccdes alimentares, e bactérias
resistentes nesses produtos tém sido implicadas em surtos ou em casos esporadicos
(MOLBAK, et al., 1999; SMITH et al., 1999; HELMS, et al., 2002).

Segundo Tiecco (1992) a contaminacdo pelos enterococos em alimentos de origem
animal pode ser endogena ou exdgena, dependendo se a origem das bactérias for do proprio
animal ou do meio ambiente. Estudos realizados com aves demonstraram que a contaminagéo
detectada nos animais sacrificados, nas condiges conhecidas nos abatedouros, se origina,

principalmente, da flora endogena e que este tipo de contaminacdo pode ocorrer durante o
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processo de evisceragdo, devido ao extravasamento do conteldo gastrintestinal e posterior
contaminacéo da carne (TURTURA e LORENZELLLI, 1994).

No Brasil o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento preconiza através da
Circular n® 175/2005/CGPE/DIPOA os procedimentos para o controle sanitario dos alimentos,
estabelece através da legislacdo referida que, no abate a fim de evitar a contaminacdo da
carne, 0os operarios devem ser treinados para a realizacdo das operacdes e os utensilios
utilizados devem ser lavados e sanificados (através da imersdo em esterilizadores 82°C por 20
segundos) apds cada operacdo, também, durante os trabalhos pode ocorrer uma contaminagéo
mais extensa, por conteddo gastrintestinal durante a evisceracdo, nesse caso, 0S
equipamentos/instrumentos envolvidos devem ser submetidos a uma limpeza e sanitizacdo
mais completa e eficiente.

E imprescindivel que todos os cuidados sejam tomados durante as operacdes de
abate, pois uma bactéria resistente que contamina uma carcaca e resiste as barreiras existentes
durante a producdo dos alimentos nas inddstrias e/ou durante o preparo doméstico, pode
chegar até o trato gastrintestinal do consumidor e modificar o perfil de resisténcia de sua
microbiota intestinal (VIGNAROLI et al., 2011).

3.3 PATOGENICIDADE

Os enterococos ndo possuem o0s potentes fatores de viruléncia encontrados em outras
bactérias, como Staphylococcus aureus, mas possuem importantes caracteristicas diferenciais,
gue podem contribuir para sua viruléncia e torna-los efetivos patogenos (GIRRAFA, 2000).
Sd0 capazes de atravessar o trato gastrointestinal intacto de animais, e posteriormente
disseminar-se para outros 6rgaos (MURRAY et al., 1998).

Os enterococos tornaram-se patdégenos emergentes tanto nas infec¢des hospitalares
como nas adquiridas na comunidade (LOW et al., 2001). Kunh et al. (2000) afirmam que os
enterococos estdo entre 0s micro-organismos mais comumente encontrados em infecgoes
hospitalares em todo o mundo. Mais de 90% das infeccGes humanas enterocdcicas sdo
causadas por E. faecalis seguidas por E. faecium (KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004).
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A infecgdo enterocdcica humana mais comum € a do trato urinario, seguida pela
infeccdo intra-abdominal e pélvica, bacteremia, endocardite e infeccdo neonatal (FACKLAN,
2002).

Para iniciar e desenvolver um processo infeccioso o patdgeno precisa invadir 0s
tecidos do hospedeiro, resistir aos mecanismos de defesa, e produzir alteracGes patoldgicas
diretamente através da producdo de toxinas ou indiretamente através da promocdo de
respostas (FRANZ, 2003).

Segundo Murray et al. (1998) as infeccbes por esse micro-organismo podem se
originar principalmente, da microbiota normal do paciente, da transferéncia de micro-
organismos de paciente para paciente e/ou através da equipe médico hospitalar ou da

aquisicdo de patdgenos atraves do consumo de dgua ou alimentos contaminados.

3.4 FATORES DE VIRULENCIA

Um fator de viruléncia é uma molécula efetora que aumenta a habilidade de um
micro-organismo causar doenca (MUNDY et al., 2000). Dentre os fatores de viruléncia dos
enterococos reconhecidos é importante destacar: a citolisina, a substancia de agregacao, a
gelatinase, a proteina de superficie Esp e a hialuronidase.

A citolisina é uma toxina hemolitica expressa por aproximadamente 60% das cepas
de E. faecalis (HANCOCKE e GILMORE, 2000). E capaz de lisar uma gama de células
eucaridticas e procarioticas aumentando a viruléncia dos E. faecalis em modelo animal.

A producdo de uma adesina denominada substancia de agregacao (AS) contribui para
a formacdo de agregados celulares, facilitando a troca de materiais genéticos entre as células
bacterianas (FRANZ et al., 2001).

A gelatinase é uma protease responsavel pela hidrolise de gelatina, colageno,
hemoglobina e outros peptideos bioativos. Alguns pesquisadores relacionam a producédo de
gelatinase com a inducdo de processos inflamatoérios (HICKEY et al., 2003).

A proteina de superficie apresenta varias regides, caracteristicas de proteinas de
superficie, reconhecidamente envolvidas no processo de adesdo as células eucarioticas e

evasao da resposta imune (FRANZ et al., 2001).
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A hialuronidase é uma enzima extra-celular codificada pelo gene hyl localizado no
cromossomo, e tem papel importante na doenga invasiva facilitando a propagacéo do micro-
organismo (HICKEY et al., 2003).

Os fatores de viruléncia enterococicos estdo presentes tanto em amostras de origem
clinica, como naquelas isoladas de alimentos (EATON, GASSON, 2001).

A facilidade com que esses micro-organismos adquirem e transferem genes de
resisténcia e/ou de viruléncia tem sido apontada como um importante fator de viruléncia
dessas bactérias (MURRAY, 1998).

3.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Nas Ultimas décadas o sucesso do tratamento das infec¢gbes humanas tem sido
ameacado pela aquisicdo de resisténcia bacteriana resultante do uso incorreto e abusivo dos
antimicrobianos (KTUSUNUMA, 2008). Segundo Arias e Murray (2012) os enterococos
demonstram a capacidade de desenvolver resisténcia a todos os antimicrobianos empregados
contra eles.

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético, relacionado a existéncia
de genes contidos no micro-organismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acdo das drogas (TAVARES, 2000).

Existem dois tipos de resisténcia, a resisténcia inerente ou intrinseca, que é propria
da espécie, pode decorrer de um fator inerente estrutural ou funcional e esta baseada em genes
gue se encontram no cromossomo (ASLANGUL et al., 2005). Segundo Oliveira e Silva
(2008), um micro-organismo pode ser resistente devido a uma caracteristica intrinseca, como
a falta de um sitio de ligagdo para um dado antibiotico.

Outro tipo de resisténcia é a adquirida (transferivel) resultante de alteracbes
genéticas no genoma bacteriano e que podem ser consequéncia de mutacbes no DNA
cromossémico ou da aquisicdo de uma nova molécula de DNA, como os plasmideos e 0s
transposons (MURRAY, 1990). O micro-organismo pode adquirir genes de resisténcia pela
captura de DNA (transformacéo), via bacteriofagos (transdugdo) ou pela transferéncia de
célula para célula (conjugacdo), este ultimo é o mais importante, devido ao seu amplo

espectro de hospedeiros e a localizacdo frequente de genes de resisténcia em elementos
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genéticos moveis como plasmideos e transposons (CENTIKAYA, FALK e MAYHALL,
2000; TEIXEIRA e FACKLAM, 2003).

Em isolados multirresistentes (resisténcia a dois ou mais antimicrobianos diferentes),
podem ser encontrados trés diferentes sistemas de conjugacdo (MURRAY, 1998). No
primeiro, a transferéncia do plasmideo conjugativo envolve a presenca de feromdnios
(oligopeptideos) secretados por células receptoras e doadoras contendo plasmideos, que
geralmente contém genes de viruléncia e/ou de resisténcia aos antimicrobianos, que
promovem a transferéncia conjugativa de DNA plasmidial entre cepas do mesmo género
(MURRAY, 1998).

Outro sistema de conjugacdo envolve transferéncia de plasmideos entre espécies
diferentes de enterococos ou outros micro-organismos Gram-positivos (JETT et al., 1994). E
finalmente, um terceiro tipo de troca genética pode ocorrer através de transposons
conjugativos entre enterococos e micro-organismos de diferentes espécies bacterianas
inclusive as Gram-negativas (JETT, HUYCKE e GILMORE, 1994).

Entre 0os mecanismos bioquimicos que impedem a ac¢do dos antimicrobianos, quatro
sdo classificados como principais: 0 antimicrobiano pode ser impedido de atingir seu alvo em
razdo de sua baixa capacidade de penetracdo na célula bacteriana; bombas de efluxo, gerais ou
especificas, podem expulsar o antimicrobiano das células; o antimicrobiano pode ser
inativado por meio de modifica¢do ou degradacéo, antes ou depois da penetracdo na célula e o
alvo do antimicrobiano pode ser modificado ou a ativacdo de uma via alternativa pode suprir
o alvo indispensavel (BOERLIN; WHITE, 2010). Para que o antimicrobiano exerca sua
atividade, primeiramente devera atingir concentracdo ideal no local da infecgdo, ser capaz de
atravessar, de forma passiva ou ativa, a parede celular, apresentar afinidade pelo sitio de
ligacdo no interior da bactéria e permanecer tempo suficiente para exercer seu efeito
inibitorio.

Os niveis de resisténcia aos antimicrobianos tém aumentado e, com eles, os
problemas para a terapia convencional, ndo somente entre as bactérias patogénicas como
também entre as comensais, que constituem importantes reservatorios de genes de resisténcia
potencialmente transferiveis para bactérias patogénicas (VAN DEN BOGAARD et al., 2000).
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3.5.1 Resisténcia aos aminoglicosideos

Aminoglicosideos sdo antimicrobianos de amplo uso clinico, em funcdo de sua
eficdcia contra bacilos Gram-negativos e de seu sinergismo positivo com outros
antimicrobianos no tratamento de infeccGes por agentes Gram-positivos (OLIVEIRA;
CIPULLO; BURDMANN, 2006).

O grupo dos aminoglicosideos inclui os antimicrobianos: gentamicina, tobramicina,
amicacina, netilmicina, canamicina, estreptomicina, dibenkacina e a neomicina
(HERNANDEZ, 1998).

Os aminoglicosideos s6 apresentam efeito sinérgico quando associados aos
antimicrobianos B-lactdmicos ou glicopeptideos (ZARRILI et al., 2005). Exercem seu papel
bactericida por interferirem na sintese de proteinas pela ligacdo a por¢do 16S rRNA da
subunidade 30S do RNARr (HERNANDEZ, 1998).

Os enterococos apresentam  resisténcia adquirida aos  antimicrobianos
aminoglicosideos (FURTADO et al., 2005). Resisténcia a elevadas concentracfes devido a
presenca de enzimas modificadoras destes antibidticos, é extremamente difundida entre os
enterococos (CENTINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000). Essas enzimas através da
modificacdo fazem com que o antibidtico fique inativado, tais enzimas podem ser:

fosfotransferases, acetiltransferases ou nucleotidiltransferases (FURTADO et al., 2005).

3.5.2 Resisténcia aos glicopeptideos

Vancomicina ou teicoplanina sdo importantes alternativas terapéuticas contra
enterococos resistentes a determinados antimicrobianos (KLARE et al., 2003) e a resisténcia a
este tipo de antimicrobiano é preocupante (LOPEZ et al., 2009).

Casos de enterococos resistentes a vancomicina (VRE) foram relatados pela primeira
vez em infecgcdes humanas no final da década de 1980 na Franga e Reino Unido e, desde
entdo, VRE foram encontrados no mundo todo (LOPEZ et al., 2009). No Brasil, os primeiros
relatos de VRE ocorreram em Curitiba em 1996 (DALLA et al., 1998).
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Os glicopeptideos inibem a sintese da parede celular de bactérias sensiveis através de
sua ligacdo de alta afinidade e extremidade terminal da D-alanina-D-alanina de unidades
precursoras da parede celular (REMONATTO et al., 2005). A resisténcia resulta de uma
alteracdo do alvo D-alanil-D-alanina em D-alanil-D-lactato, que apresentam baixa afinidade
com os glicopeptideos, devido a auséncia de um local critico para a ponte de hidrogénio
(GAMA, 2008).

A resisténcia aos glicopeptideos € induzivel e transferivel, situando-se 0s genes de
resisténcia no cromossomo, em plasmideos e transposons, e 0 mecanismo bioquimico desta
resisténcia consistem em modificagOes na estrutura da parede celular (HOUBEN, 2003).

Segundo Arthur, Molinas e Depardieu (1993) a resisténcia dos enterococos a
teicoplanina e vancomicina esta relacionada a presenca do gene vanA que € adquirido através
do transposon Tnl546 ou Tn3. A resisténcia a vancomicina e ndo a teicoplanina esta
relacionada a presenca do gene vanB, normalmente localizado no cromossomo bacteriano ou
carreado por plasmideos (REMONATTO et al.,, 2005). Os genes vanA e vanB sdo
clinicamente importantes entre as espécies E. faecalis e E. faecium, sendo que vanA é o tipo
mais encontrado. O baixo nivel de resisténcia a vancomicina e a teicoplanina esta relacionado
aos genes vanC1, vanC2 e vanC3 e o nivel intermediario ao gene vanD (HOUBEN, 2003).

Promotores de crescimento como o glicopeptideo avoparcina, podem ser um grave
problema para a saide humana, uma vez que podem desenvolver resisténcia antimicrobiana a
outros glicopeptideos, como a vancomicina. O uso de avoparcina no Brasil destinado a
alimentacdo animal foi suspenso em 1998 (BRASIL, 1998). Bogaard e Stobberingh (2000)
relatam que desde a proibicdo de avoparcina nos paises da Unido Européia (UE) em 1997,
houve uma diminuicdo significativa na prevaléncia de enterococos resistentes a vancomicina

em produtos carneos.

3.5.3 Resisténcia aos p-lactamicos

Os antimicrobianos B-lactdmicos correspondem as penicilinas, aminopenicilinas
(amoxicilina), cefalosporinas, carbapenens (imipenen) e monobactdmicos (aztreonan)
(ROSARIO; GRUMACH, 2006). As penicilinas tém uma maior atividade contra os
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enterococos, seguido de carbapenens, as cefalosporinas sdo os antimicrobianos que tém menor
efeito contra os enterococos (CERCENADO, 2011).

Esse grupo de antimicrobianos inibe enzimas importantes que intervém na formacao
do peptidoglicano (as transpeptidases, carboxipeptidases e transglicosidases), diminuindo a
forca da parede celular até provocar a morte da bactéria (POETA et al., 2006).

A resisténcia dos enterococos aos antimicrobianos pertencentes a classe dos -
lactdmicos € do tipo intrinseca. A resisténcia pode ocorrer devido a alteragdes das proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs) e através da produ¢do de enzimas [-lactamases que

hidrolisam as penicilinas e cefalosporinas. (ASLANGUL et al., 2005).

3.5.4 Resisténcia as quinolonas

As quinolonas, onde se insere a ciprofloxacina e a norfloxacina, sdo uma classe de
antimicrobianos com atividade tipicamente bactericida, frente a um grande ndmero de
espécies bacterianas (TRUCCO, 2000). Entre 2 a 4 horas ap6s a sua administracdo oral, caso
sejam ingeridos produtos que contenham cétions do tipo calcio, magnésio, ferro e zinco, a
concentracdo sérica das quinolonas pode ser reduzida entre 25-90% (ALOS, 2009). Atuam
sobre as enzimas topoisomerase Il e IV (Gram-positivos) e DNA girase (Gram-negativos) dos
micro-organismos (KOLLAR et al., 2006).

A topoisomerase atua na sintese do DNA (ALOS, 2009), comprometendo a
replicacdo do DNA, que culmina na morte celular (MARTINEZ, 2005). O mecanismo de
resisténcia dos enterococos a esses antimicrobianos ocorre basicamente por mutacdes nos
genes parC e gyrA do DNA bacteriano (KOLAR et al., 2006).

3.5.5 Resisténcia a tetraciclina

Tetraciclina sdo moléculas naturais ou semi-sintéticas com um ndcleo
hidronaftaceno, que contem 4 anéis fundidos ao qual podem unir-se distintos radicais que
dardo lugar a diferentes tetraciclinas (CALVO, MARTINEZ, 2009).
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As tetraciclinas tém efeito bacteriostatico devido a sua associacao reversivel entre o
antimicrobiano e o ribossomo, atua unindo-se a subunidade 30S do ribossomo da bactéria,
durante a fase inicial da sintese de proteinas (MARTINEZ et al., 2005). Estes compostos
podem também unir-se aos ribossomos 80S das células humanas e efetuar a mesma acéo, no
entanto, necessitam de meios de transportes especificos da membrana bacteriana (CALVO,
MARTINEZ, 2009).

Entre os micro-organismos deste género sao reconhecidos dois grandes grupos de
genes associados a resisténcia a tetraciclina (genes tet) (CHOPRA e ROBERTS, 2001). O
primeiro grupo inclui os genes tetM, tetO e tetS, e confere resisténcia atraves da prote¢do
ribossdbmica detectada no género Enterococcus. Um segundo grupo que atua por um
mecanismo de efluxo da tetraciclina das células, dependente de energia, é representado nos
enterococos pelos genes tetK e tetL (RIDENHOUR et al., 1996).

A resisténcia a tetraciclina, € um dos fen6tipos de resisténcia adquirida de maior
ocorréncia, encontrados em 65% do Enterococcus isolados de alimentos em estudo realizado
por Roberts et al. (2003).

3.5.6 Resisténcia ao cloranfenicol

O cloranfenicol é um agente terapéutico ativo contra enterococos (DESHPANDE et
al., 2007). Atua inibindo a sintese de proteinas nas bactérias através de uma ligacao reversivel
a subunidade ribossdmica 50S (LAZO; BRUNTON; PARKER, 2006). A resisténcia adquirida
se deve a producdo bacteriana da enzima cloranfenicol acetiltransferase, que acetila a
molécula do antimicrobiano impedindo a unido deste com os ribossomos (DESHPANDE et
al., 2007).

3.5.7 Resisténcia aos macrolideos

Os macrolideos sdo antimicrobianos bacteriostaticos que inibem a sintese de

proteinas através de suas ligacGes reversiveis a subunidades ribossémicas 50S, dentro dessa
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classe destaca-se o antimicrobiano eritromicina (LAZO; BRUNTON; PARKER, 2006). O
principal mecanismo de resisténcia adquirida aos macrolideos entre os enterococos é a
alteracdo do sitio de ligacdo atribuida por uma enzima que metila um residuo de adenina na
porcdo 23S da subunidade 50S do RNA ribossomal, dificultando a ligagdo do antimicrobiano
ao ribossomo (ROBERTS et al., 1999).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas 36 amostras de alimentos, sendo 16 amostras provenientes de carne
crua de frango (cortes resfriados), 10 de carne crua suina (cortes resfriados), 6 amostras de
produtos processados preparados a base de carne suina (apresuntado, presunto, salsicha,
mortadela, linguica cozida e frescal) e 4 amostras a base de carne de frango (salsicha, paté,
empanado e mortadela).

As amostras pertenciam a diversas marcas e estavam dentro do prazo de validade,
sendo adquiridas simulando a situacdo real de compra pelo consumidor no comércio das
cidades de Medianeira e Londrina/PR, no periodo de junho de 2012 a abril de 2013.

As amostras estavam dispostas & venda em balcdes frigorificos nas embalagens
originais, constituidas por bandejas de poliestireno expandido (cortes), polietileno de baixa
densidade e nylon poly (produtos carneos processados) e foram transportadas para o
laboratério nas condi¢Bes normais de aquisicdo (transporte sem refrigeracdo), posteriormente
foram mantidas sob refrigeracdo até serem submetidas as analises microbioldgicas,
respeitando-se 0s prazos para consumo dos produtos.

As embalagens foram limpas e desinfetadas com alcool 70% em toda a superficie
externa. A retirada das pec¢as ocorreu observando-se os cuidados de assepsia necessarios para

a manipulacdo dos produtos.
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4.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE ENTEROCOCCUS SPP A
PARTIR DE AMOSTRAS DE CARNE

Para o isolamento de Enterococcus spp a partir de amostras de carne, foi realizada
uma etapa de pré-cultivo. Para tanto, 10 gramas de cada amostra foram retiradas de varias
partes do produto e foram depositadas em frascos contendo 90 mL de 4gua peptonada a 0,1%,
seguida de incubacdo a 37°C sob agitacdo constante de 120 rpm por 16-18 h. Apds o periodo
de incubac&o, procedeu-se diluicBes seriadas até a diluicdo 10 e 0,1 mL de cada diluicdo foi
semeada na superficie de agar KEA (kanamicina esculina azida). As placas foram incubadas a
37°C por 24-48 h.

Seis coldnias negras sugestivas de enterococos foram coletadas aleatoriamente de
cada placa e transferidas para tubos contendo 0,5 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion
Broth) e incubadas a 37°C por um periodo de 24 h, com o objetivo de permitir o crescimento
do micro-organismo em um meio de cultura sem os inibidores presentes na cultura primaria.
Esta cultura foi utilizada nos testes de identificacdo fenotipica e genotipica.

As amostras bacterianas foram submetidas aos testes fenotipicos convencionais com
base nas metodologias descritas por Facklam et al. (1999). As col6nias foram submetidas aos
testes: observacdo da caracteristica morfotintorial pela técnica da coloracdo de Gram;
producdo da enzima catalase; crescimento em presenca de 6,5% de NaCl; crescimento em pH
9,6 e crescimento em temperatura de 10°C e 45°C.

As colbnias provenientes das amostras de carne crua de frango foram denominadas
pela letra F, seguida pelo nimero do produto adquirido de 1 a 16 e pela letra C (col6nia),
seguida do nimero 1 a 6. As amostras de carne crua suina foram designadas pela letra S
seguida do nimero 1 a 10 e letra C acompanhada do nimero 1 a 6, as amostras de produtos
industrializados foram denominadas pelas letras inicias dos respectivos produtos, seguido do
namero 1 a 6.

Os isolados bacterianos que se apresentaram como cocos Gram-positivos, catalase
negativos, com crescimento positivo em caldo de NaCl 6,5%, em caldo com pH 9,6 e em
temperatura de 10°C e 45°C, foram considerados como pertencentes, presuntivamente, ao
género Enterococcus e foram submetidos aos testes de identificagdo genotipica.
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4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA de cada isolado foi obtido pela técnica da fervura, seguindo recomendacdes
descritas por Marques e Suzart (2004). Para tanto, as bactérias foram cultivadas em meio BHI,
incubadas a 37°C sob agitacdo constante (180 rpm) por 18 h. Apos este periodo, as bactérias
foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm, no qual o sedimento foi ressuspendido em 0,3
mL de agua ultrapura esterilizada. A suspensdo de células foi submetida ao aquecimento a
100°C por 30 min. Em seguida foram novamente centrifugadas, nas mesmas condigdes
descritas acima, e por fim 0,15 mL do sobrenadante contendo DNA foram retirados e

armazenados em freezer a -20°C.

4.4 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

Todos os isolados de enterococos foram submetidos a técnica molecular da Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmacdo do género Enterococcus spp, identificagcdo

das espécies e genes de resisténcia a vancomicina e tetraciclina (tabela 1).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores empregados para confirmacdo do género, identificagdo das espécies e
genes de resisténcia a vancomicina e tetraciclina em Enterococcus sp
Sequéncia
Gene ) Produto (pb)
Nucleotidica (5°- 37)

TACTGACAAACCATTCATGATG

Enterococcus spp tuf AACTTCGTCACCAACGCGAAC 112
. GGTATCAAGGAAACCTC
E. gallinarum vanC-1 822
CTTCCGCCATCATAGCT
E. casseliflavus/ CTCCTACGATTCTCTTG
vanC-2/vanC-3 439
E. flavencens CGAGCAAGACCTTTAAG
. ATCAAGTACAGTTAGTCT
E. faecalis ddlg faecalis 941
ACGATTCAAAGCTAACTG
] TAGAGACATTGAATATGCC
E. faecium ddle faecium 550
TCGAATGTGCTACAATC
N GTAGGCTGCGATATTCAAAGC
Vancomicina vanA 231

CGATTCAATTGCGTAGTCCAA
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B GCCGACAATCAAATCATCCTC 230
van
GCCGACAATCAAATCATCCTC
o GTMGTTGCGCGCTATATTCC
Tetraciclina tet(L) 696
GTGAAMGRWAGCCACCTAA

Fonte: Dutka-Malen; Evers e Courvalin (1995); Bell; James e John (1998); Gevers et al. (2003).

A mistura de amplificagcdo foi preparada com 2,0ul de tampéo (10x); 1l de MgCl, (25mM);
1,4ul de desoxinucleotideos (0,17 uM); 1ul de cada iniciador (1 pmol); 0,1ul de Tag DNA
Polimerase (1U), 2ul de DNA bacteriano e 13,5ul de agua deionizada ultra pura totalizando
20ul da mistura de amplificacdo. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador, no seguinte programa: desnaturacdo a 95°C (4 minutos), e 30 ciclos de 95°C
(30 segundos), 60°C (1 minuto), 72°C (1 minuto). O amplicon foi separado em gel de agarose
a 1,0%, corados com brometo de etideo e fotodocumentado. O tamanho do produto

amplificado foi comparado com o marcador de DNA ladder (Amersham Pharmacia Biotech).

4.5 DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada pela técnica do teste
de disco-difusdo em agar, conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2011). Os ensaios foram realizados a partir de cultivos recentes dos isolados
em agar BHI, obtidos apds incubacdo a 37°C por 24 h. Foram preparadas suspensfes
bacterianas em solugdo salina a 0,85% esterilizada, com turbidez semelhante a da solucédo
padréo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1 x 10% UFC/ml). As suspensées foram
semeadas, com ajuda de “swabs” esterilizados sobre a superficie de placas de petri contendo
agar MHA (Mueller-Hinton).

Sobre a superficie dos meios inoculados foram colocados discos de papel de filtro
impregnados com 0s seguintes antimicrobianos testados: Ampicilina-AM  (10ug),
Ciprofloxacina-CI (5pg), Cloranfenicol-CO (30pg), Eritromicina-ER (15ug), Estreptomicina-
ES (300pg), Gentamicina-GE (120ug), Imipenem-IM (10ug), Norfloxacina-NO (10pg),
Penicilina-PE (10ug), Tetraciclina-TT (30ug), Teicoplanina-TE (30ug) ¢ Vancomicina-VA

(30ug).
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As placas foram incubadas por 18-24 h a 37°C e os halos de inibicdo foram
mensurados e interpretados segundo tabelas de sensibilidade a antimicrobianos. Para o
controle de qualidade (CQ) dos testes de suscetibilidade foram utilizadas amostras de ATCC
25923 (American Type Culture Collection) de Staphylococcus aureus. Os isolados de
enterococos que tiveram a espécie identificada foram submetidos a técnica de PCR para
deteccdo dos genes vanA e vanB, que conferem resisténcia a vancomicina e do gene tet(L)
envolvido na resisténcia a tetraciclina (tabela 1). A reacdo de PCR foi submetida ao seguinte
programa: ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C (2 minutos) e 30 ciclos a 94°C (1 minuto),
54°C (1 minuto), 72°C (1 minuto).
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Resumo
Vinte e seis amostras de carnes cruas (frango e suino) e dez produtos de carnes processadas

foram adquiridos de diferentes supermercados no interior do estado do Parana, para verificar a
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presenca de Enterococcus sp e seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Isolados de
enterococos foram recuperados em 38,88% de amostras de frango, 19,44% de carne suina e
2,7% de alimentos carneos processados. A espécie predominante foi E. faecium (40%) |,
sequido por E. faecalis (10%) e E. casseliflavus /E. flavencens (3%). No teste de
susceptibilidade antimicrobiana 100% dos isolados de E. faecium foram resistentes a
estreptomicina, ciprofloxacina, norfloxacina, eritromicina, vancomicina e tetraciclina. E.
casseliflavus/E. flavencens foram resistentes a gentamicina, estreptomicina, ciprofloxacina,
norfloxacina, eritromicina e tetraciclina. E. faecalis foi resistente a ciprofloxacina,
tetraciclina, eritromicina (92%), norfloxacina (83%), vancomicina e estreptomicina (50 %).
Todos os isolados foram caracterizadas quanto a presenca do gene de resisténcia vanA, vanB
e tet(L) por meio de PCR, sendo que o gene tet(L) apareceu com maior frequéncia. Os
resultados sugerem que esses micro-organismos multirresistentes conferem um potencial risco
a salde publica, devido a possivel aquisicdo desses micro-organismos e seus elementos
genéticos moveis através da cadeia alimentar e posterior disseminacdo para outros micro-
organismos presentes na microbiota intestinal dos seres humanos.

Palavras-chave: Enterococcus. Antimicrobianos. Resisténcia.

Abstract

Twenty six products of raw meats (chicken and pork) and ten processed meats were acquired
from different supermarkets from Parana state and cultured for the presence of Enterococcus
sp and profile of antimicrobial resistance. A total of 54 enterococcal isolates were recovered
from the samples, with contamination rates ranging from 38.88% of chicken samples, 19.44%
of pork and 2.7% boiled meats samples. Enterococcus faecium was the predominant species
recovered (40%), followed by E. faecalis (10%) and E. casseliflavus/E. flavencens (3%). The
antimicrobial susceptibility test showed that the isolates were resistant to at least one
antibiotic. The results showed that 100% of E. faecium were resistant to streptomycin,
ciprofloxacin, norfloxacin, erythromycin, vancomycin and tetracycline. E. casseliflavus/E.
flavencens was resistant to gentamicin, streptomycin, ciprofloxacin, norfloxacin,
erythromycin and tetracycline. E. faecalis were resistant to ciprofloxacin, tetracycline,
erythromycin (92%), norfloxacina (83%), vancomycin and streptomycin (50%). In genotype
by PCR, there were detected vanA, van and tet(L) resistance genes, the last one most often
verified. The results suggest that these multiresistant microorganisms provide a potential

public health risk due to the possible acquisition of these microorganisms and their mobile
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genetic elements through the food chain and later spread to other micro-organisms present in
the gut microbiota of humans.
Key-word: Enterococcus. Antimicrobial. Resistant.

INTRODUCAO

Enterococcus sp sdo organismos comensais da microbiota intestinal do homem e diversos
animais, como passaros, insetos e répteis. Também sdo facilmente encontrados no solo,
plantas e agua. Porém a resisténcia intrinseca a diversos agentes antimicrobianos e a
capacidade de adquirir genes de resisténcia os tornam de grande relevancia em ambiente
hospitalar, causando severas infecgdes sistémicas, bacteremias e endocardites (Lopez et al.,
2009; Donabedian et al., 2010). Portanto, ndo é surpreendente que cepas resistentes de
enterococos aos antimicrobianos foram isoladas de carnes, produtos lacteos e alimentos

prontos para o consumo (Riboldi et al. 2009).

Ha diversos fatores ambientais que propiciam a selecdo de isolados resistentes, contudo ha
crescentes evidéncias, com base cientificas e relatos de autoridades internacionais de saude
publica, que sugerem a potencial relacdo entre a resisténcia antimicrobiana e as praticas
veterinarias (Funk et al., 2006; Rosengren et al., 2009; Efsa, 2010). A administracdo de
antimicrobianos na racdo animal é usada para promog¢do do crescimento, ou a profilaxia e
tratamento de infeccdes podem conduzir a uma selecdo de bactérias resistentes, podendo ser
transmitidas através da cadeia alimentar (Aarestrup et al., 2001; Vignaroli et al., 2011), ou
pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia para a microflora comensal (McDermott,
etal., 2002).

Estudos realizados no Sul do Brasil isolaram enterococos resistentes aos antimicrobianos em
varios alimentos de origem animal (Riboldi et al., 2008). No entanto, no Brasil, ainda ha
poucos levantamentos sobre a ocorréncia de cepas de enterococos resistentes em alimentos
(Campos et al., 2013). Este trabalho objetivou isolar e verificar o perfil de Enterococcus sp

presentes em amostras de carne cruae processada.
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MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 36 amostras de alimentos, sendo 16 amostras de carne crua de frango, 10 de
carne crua suina, 6 produtos processados preparados a base de carne suina (apresuntado,
presunto, salsicha, mortadela, linguica cozida e frescal) e 4 produtos a base de carne de frango
(salsicha, paté, empanado e mortadela).

Para o isolamento de Enterococcus spp foi realizada a etapa de pré-cultivo, apos procedeu-se
diluicbes seriadas e semeadura em &gar KEA (kanamicina esculina &zida) seguida de
incubagdo. ColOnias negras sugestivas de enterococos foram transferidas para tubos contendo
0,5 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) e incubadas a 37°C por um periodo de 24
h. As col6nias foram submetidas aos testes: caracteristica morfotintorial pela técnica da
coloragdo de Gram; producdo da enzima catalase; crescimento em presenca de 6,5% de NacCl,
crescimento em pH 9,6 e crescimento em temperatura de 10°C e 45°C (Facklam et al., 1999).

O DNA de cada isolado foi obtido pela técnica da fervura, seguindo recomendacdes descritas
por Marques e Suzart (2004). Todos os isolados de enterococos foram submetidos a técnica
molecular da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para confirmagcdo do género
Enterococcus, identificacdo das espécies e genes de resisténcia a vancomicina e tetraciclina
(tab. 1).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores empregados para confirmacdo do género, identificagdo das espécies e
genes de resisténcia a vancomicina e tetraciclina em Enterococcus spp

Sequéncia Tamanho do
Gene )
Nucleotidica® (5°- 3°) produto (pb)
TACTGACAAACCATTCATGATG
Enterococcus spp tuf AACTTCGTCACCAACGCGAAC 112
. GGTATCAAGGAAACCTC
E. gallinarum vanC-1 822
CTTCCGCCATCATAGCT
E. casseliflavus/ CTCCTACGATTCTCTTG
vanC-2/vanC-3 439
E. flavencens CGAGCAAGACCTTTAAG
) ATCAAGTACAGTTAGTCT
E. faecalis ddlg faecalis 941
ACGATTCAAAGCTAACTG
] TAGAGACATTGAATATGCC
E. faecium ddlg faecium 550

TCGAATGTGCTACAATC
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GTAGGCTGCGATATTCAAAGC

vanA 231
o CGATTCAATTGCGTAGTCCAA
Vancomicina
GCCGACAATCAAATCATCCTC
vanB 330
GCCGACAATCAAATCATCCTC
o GTMGTTGCGCGCTATATTCC
Tetraciclina tet(L) 696
GTGAAMGRWAGCCACCTAA

Fonte: Dutka-Malen et al. (1995); Bell et al. (1998); Gevers et al. (2003).

®Abreviaturas: W = Triptofano; M = Metionina e R = Arginina.

A mistura de amplificacdo foi preparada com 2,0ul de tampéo (10x); 1l de MgCl, (25mM);
1,4ul de desoxinucleotideos (0,17 uM); 1ul de cada iniciador (1 pmol); 0,1ul de Taqg DNA
Polimerase (1U), 2ul de DNA bacteriano e 13,5ul de &gua deionizada ultra pura totalizando
20pl da mistura de amplificagdo. As reagOes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador, no seguinte programa: desnaturacdo a 95°C (4 minutos), e 30 ciclos de 95°C
(30 segundos), 60°C (1 minuto), 72°C (1 minuto). O amplicon foi separado em gel de agarose
a 1,0%, corados com brometo de etideo e fotodocumentado. O tamanho do produto
amplificado foi comparado com o marcador de DNA ladder (Amersham Pharmacia Biotech).

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizada pela técnica do teste de
disco-difusdo em &gar, conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2011). Foram testados os antimicrobianos: Ampicilina-AM (10pg),
Ciprofloxacina-CI (5ug), Cloranfenicol-CO (30ug), Eritromicina-ER (15pg), Estreptomicina-
ES (300pg), Gentamicina-GE (120pg), Imipenem-IM (10ug), Norfloxacina-NO (10ug),
Penicilina-PE (10ug), Tetraciclina-TT (30pg), Teicoplanina-TE (30ug) ¢ Vancomicina-VA
(30pg). Apos periodo de incubacao das placas os halos de inibicdo foram mensurados e
interpretados segundo tabelas de sensibilidade a antimicrobianos. Para o controle de qualidade
(CQ) dos testes de suscetibilidade foram utilizadas amostras de ATCC 25923 (American Type

Culture Collection) de Staphylococcus aureus.

Os isolados de enterococos que tiveram a espécie identificada foram submetidos a técnica de
PCR para detecgdo dos genes vanA e vanB, que conferem resisténcia a vancomicina e do
gene tet(L) envolvido na resisténcia a tetraciclina (tab. 1). A reacdo de PCR foi submetida ao
seguinte programa: ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C (2 minutos) e 30 ciclos a 94°C (1
minuto), 54°C (1 minuto), 72°C (1 minuto).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 36 amostras de alimentos, 61% apresentaram-se contaminadas com
enterococos, sendo 38,88% em amostras de carne crua de frango, 19,44% de carne crua suina
e 2,7 % de produtos carneos processados. Destas amostras de alimentos foram analisados 54
isolados bacterianos que apresentaram caracteristicas fenotipicas presuntivas para o género

Enterococcus e foram submetidos a avaliacdo genotipica pela técnica de PCR.

Foi observada a presenca do gene tuf que caracteriza o género Enterococcus em todos 0S
isolados testados, apresentando o tamanho de fragmento esperado apds a amplificacdo que foi
de 112 pares de base (pb) (fig. 1). A distribuicdo das espécies de Enterococcus e suas fontes

de isolamento estao apresentadas no grafico 1.

M 1234567 8 910 111213141516

112 ph m=spp

Figura 1. Gel ilustrativo da amplificacdo pela PCR do gene tuf especifico para a confirmagdo do género
Enterococcus. M: marcador de peso molecular (100 pb).
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Gréfico 1. Distribuicdo do género e das espécies e fontes de isolamento de Enterococcus provenientes de
alimentos.
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A espécie encontrada em maior frequéncia nas amostras de carne crua de frango e suina foi E.
faecalis, seguida de E. faecium, dados estes, que condizem com estudos realizados por
Riboldi et al. (2009) no Sul do Brasil, onde detectaram a prevaléncia de E. faecalis em carne
crua e queijo tipo colonial e estudos feitos por Campos et al. (2013) no Distrito Federal, que
detectaram a prevaléncia de E. faecalis em carcacas de frango. Diversos trabalhos relatam que
a espécie de maior ocorréncia nos alimentos € E. faecalis, seguida de E. faecium (Aarestrup et
al., 2002). E. casseliflavus/E. flavencens teve seu isolamento apenas em produto processado.
A espécie E. gallinarum ndo foi confirmada entre as amostras de alimentos analisadas.
Elevado nimero de isolados foram identificados somente ao nivel de género. Embora as
espécies E. casseliflavus/E. flavencens ndo tenham sido isoladas com elevada frequéncia e de
ndo ter sido detectado nenhum isolado pertencente a E. gallinarum é importante monitora-las,

pois podem estar envolvidas em infeccdes enterococicas (Schouten, et al., 2000).

A presenca de enterococos em alimentos pode estar associada a praticas sanitarias
inadequadas ou exposi¢cdo do alimento a condi¢bes que permitam a multiplicacdo de micro-

organismos indesejaveis (Franco e Landgraf, 1996).

O perfil de suscetibilidade que predominou entre os isolados das amostras de carne crua de
frango foi o de resisténcia. Cem por cento dos isolados pertencentes a espécie E. faecium
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos: estreptomicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
eritromicina, vancomicina e tetraciclina, e sensibilidade a penicilina e ampicilina. O isolado
pertencente a espécie E. casseliflavus/E. flavencens apresentou 100% de resisténcia a
gentamicina, estreptomicina, ciprofloxacina, norfloxacina, eritromicina e tetraciclina e
sensibilidade a vancomicina, teicoplanina, imipenem, ampicilina e penicilina. J& os isolados
E. faecalis apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, tetraciclina, eritromicina (92%),
norfloxacina (83%), vancomicina e estreptomicina (50%) e sensibilidade aos antimicrobianos
imipenem e ampicilina (92%), gentamicina (75%) e penicilina ( 67%).

Entre os isolados de Enterococcus sp foram observados percentuais elevados de resisténcia
para os antimicrobianos: ciprofloxacina (100%), norfloxacina (86%), eritromicina e tetraciclina
(93%) e estreptomicina e vancomicina (79%). A sensibilidade foi descrita para imipenem
(64%) e ampicilina (50%).
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Os maiores indices de resisténcia intermediaria ocorreram nos isolados de E. casseliflavus/E.
flavencens (100%), seguidos de E. faecium (67%), E. faecalis (50%), e Enterococcus sp (28%)
frente ao antimicrobiano cloranfenicol. Relatos de resisténcia intermediaria devem ser
considerados como um alerta, pois cepas intermediarias podem vir a migrar para o grupo das
cepas resistentes, caso o0 uso de antimicrobianos indevido esteja ocorrendo (Campos et al.,
2013). A tab. 2 apresenta o perfil de multirresisténcia dos isolados de Enterococcus frente aos

antimicrobianos.

Tabela 2. Distribuicdo dos perfis de multirresisténcia entre as cepas de Enterococcus isoladas de carne crua de
frango

Namero de isolados de acordo com as espécies e
Perfis de multirresisténcia® Enterococcus sp

E. casseliflavus/  Enterococcus
E. flavencens sp
- - 1

E. faecalis E. faecium

CIVATT
ERTT IM
VATT IM
CIVATEER
CINOERTT
ESCINOERTT
CIVATEERTT
CI NO VA TE CO PE - - -
ClI VATE ER PE AM
GEESCINOERTT
CINOVAERTTPE
GEESCINOERTT
ESCINOVAERTT CO
GEESCINOERTTCO
ESCINOVAERTT CO
GEESCINO TT PE AM
GEESCINOERTTCO
ESCINOVATEERTTPE
CINOVATEERTT CO PE
GEESCINOVATEERTT CO PE
GEESCINOVATEERTT CO PE IM
AM

®Agentes antimicrobianos: GE, gentamicina; ES, estreptomicina; Cl, ciprofloxacina; NO, norfloxacina; VA,

vancomicina; TE, teicoplanina; ER, eritromicina; TT, tetraciclina; CO, cloranfenicol; IM, imipenem; PE,

penicilina e AM, ampicilina.

= [ S T B e N L
1 1 1

1 1
PP RN

R PR RN
1
1
1

1 - -
- - - 5

A distribuicdo de multirresisténcia foi de 46%, 40%, 10% e 3,3% para Enterococcus sp, E.
faecalis, E. faecium e E. casseliflavus/E. flavencens, respectivamente, isoladas de carne de
frango. Todos isolados de Enterococcus apresentaram perfis distintos em relagcdo a
multirresisténcia, sendo que 5 isolados (35,7%) apresentaram resisténcia simultanea aos 12

antimicrobianos testados.
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O perfil de suscetibilidade que prevaleceu entre as amostras de carne crua suina foi o perfil da
sensibilidade. Enterococcus sp, E. faecalis e E. faecium provenientes de carne crua suina
apresentaram 100% de sensibilidade aos antimicrobianos: gentamicina, estreptomicina,
vancomicina, teicoplanina, imipenem, penicilina, ampicilina, ciprofloxacina, norfloxacina e
cloranfenicol. Entre os isolados de E. faecalis, 17% apresentaram resisténcia a eritromicina e
tetraciclina e isolados pertencentes a E. faecium mostram-se resistentes a eritromicina (25%).

Nos isolados identificados como Enterococcus sp ndo foi detectado o perfil de resisténcia.

Entre as amostras de E. faecalis, 33% apresentaram perfil de resisténcia intermediéria a
norfloxacina, seguidos por 17% a ciprofloxacina e cloranfenicol. Em relagdo a Enterococcus
sp 0s percentuais mais elevados de resisténcia intermediaria envolveram norfloxacina e
tetraciclina (18%), seguida de ciprofloxacina, eritromicina e cloranfenicol (9%). Nenhum

isolado de E. faecium apresentou resisténcia intermediéria aos antimicrobianos testados.

Nas amostras de produtos carneos processados, foram detectados isolados apenas em paté de
frango, correspondendo a espécie E. faecium, a espécie referida apresentou perfil de
sensibilidade a todos os antimicrobianos testados. Entre os isolados de carne crua suina e
produtos carneos processados ndo foram detectados isolados multirresistentes.

Os dados de multirresisténcia sdo extremamente preocupante, principalmente, devido ao risco
de aquisicdo desses micro-organismos e seus elementos genéticos moveis, seja através da
cadeia alimentar, contato direto com animais, ou até mesmo, pela contaminacdo do ambiente
(Aarestrup et al., 2000, Aarestrup et al., 2001 e Aslam et al., 2012), dificultando ainda mais

as alternativas de tratamentos para as infecgdes humanas.

Em relacdo a resisténcia antimicrobiana, os resultados do estudo demonstraram que 0s
isolados de Enterococcus sp, E. faecalis e E. faecium provenientes das amostras de carne crua
de frango, foram mais resistentes aos antimicrobianos testados que os isolados de carne crua
suina e produtos carneos processados. Resultados similares de resisténcia foram encontrados

em alimentos por Franz et al., (2001) e Diarra et al., (2010).
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Murray (1990) ressalta que, a ocorréncia de enterococos resistentes a antimicrobianos em
alimentos pode ser explicada pelo fato de que os genes de resisténcia estdo localizados em

plasmideos ou transposons, facilitando sua disseminacao.

Um dos motivos que vem sendo considerado de extrema relevancia pelo aumento da
incidéncia de enterococos resistentes é 0 uso intenso e indiscriminado de antimicrobianos na
producdo animal e na agricultura (Riboldi et al. 2009), aliado ao agravante que, as principais
classes de antimicrobianos utilizadas em animais apresentam analogos usados em humanos e,
portanto podem ser capazes de induzir resisténcia cruzada (Campos et al., 2013). Riboldi et
al., (2009) relataram estudos que tém demonstrado que o mesmo gene de resisténcia ja foi

encontrado simultaneamente em alimentos e pacientes.

Outro fator importante a ser considerado € a permanéncia no ambiente de alguns
antimicrobianos ndo biodegradaveis (Kummerer, 2004), provocando a selecdo de micro-
organismos resistentes. A reducdo da resisténcia em enterococos isolados de alimentos pode

ser alcancada quando a pressdo seletiva é removida (Aarestrup et al., 2001).

Todos os isolados caracterizados como Enterococcus sp, que apresentaram marcadores de
resisténcia e/ou sensibilidade aos antimicrobianos foram submetidos a analise através da
técnica de PCR para deteccdo dos genes que codificam a resisténcia a vancomicina e

tetraciclina.

Na tab. 3 estdo apresentados os resultados referentes a pesquisa dos genes codificadores de

resisténcia a tetraciclina e vancomicina entre as espécies de Enterococcus.

Tabela 3. Distribuicdo dos genes codificadores de resisténcia a tetraciclina e vancomicina detectada pela técnica
de PCR em amostras de Enterococcus sp isolados de carne crua de frango e suina.

I Perfil de Perfil de Presenca Presenca Presenca
Identificacdo L . R RPN
. Espécie resisténcia a resisténcia a do gene do gene do gene
dos isolados L -
tetraciclina vancomicina tet(L) vanA vanB
F7C2 E.faecalis Resistente Resistente + - +
F15C5 E.faecalis Resistente Sensivel + - -
F4C6 E.faecalis Resistente Resistente + - -
F7C5 E.faecalis Resistente Resistente + - -
F4C5 E.faecalis Resistente Resistente + - -
F10C1 E.faecalis Resistente Resistente - - -
F14C1 E.faecalis Resistente Intermediério + - -
F14C2 E.faecalis Resistente Intermediério + - -
F6C1 E.faecalis Resistente Sensivel + - -
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F6C6 E.faecalis Resistente Intermediéario +

F8C1 E.faecalis Resistente Intermediéario +

FIC4 E.faecalis Resistente Intermediéario -

F11C3 E.faecium Intermediéario Resistente + - -
F11C2 E.faecium Resistente Sensivel + - -
F10C6 E.faecium Resistente Resistente - - -
F8C3 E. flavencens/ Resistente Sensivel + - -

gallinarum

S2C5 E.faecalis Sensivel Sensivel - - -
S3C4 E.faecalis Sensivel Sensivel + - -
S3C5 E.faecalis Sensivel Sensivel + - +
S6C5 E.faecalis Resistente Sensivel - - -
S7C1 E.faecalis Sensivel Sensivel - - -
S9C6 E.faecalis Sensivel Sensivel + - +
S2C1 E.faecium Sensivel Sensivel - - -
S2C2 E.faecium Sensivel Sensivel - - -
S7C2 E.faecium Sensivel Sensivel - - -
S8C3 E.faecium Intermediario Sensivel - - -

(+) resultados positivos e (-) negativos para a presenca dos genes de resisténcia a tetraciclina e vancomicina.

A distribuicdo do gene de resisténcia tet(L) verificado entre os isolados de alimentos,
apresentou-se em maior frequéncia nos isolados das amostras de carne crua de frango. A
presenca do gene vanB foi encontrada nos isolados de carne crua de frango e suina. A
frequéncia desses genes no estudo coincide com os dados da literatura (Wilks et al., 2005 e Li
et al., 2007).

A incidéncia de isolados de carne crua de frango e suina exibindo perfil de resisténcia a
vancomicina e tetraciclina, através do antibiograma, que ndo apresentaram, pela técnica de
PCR, os genes estudados, pode ser explicada pela possibilidade de outros genes determinantes
de resisténcia a esse antimicrobiano estarem envolvidos, visto que, entre 0s micro-organismos
deste género séo reconhecidos outros genes de resisténcia a vancomicina (Kak et al., 2002) e
tetraciclina (Chopra e Roberts., 2001). Lopez et al., (2009) também descreveram a resisténcia

de enterococos a tetraciclina, porem sem possuir os genes tet(L) e tet(M).

A presenca do gene tet(L) e do gene vanB em isolados de amostras de carne crua suina que
ndo expressaram resisténcia a esses antimicrobianos, indica que, apesar desses isolados
apresentarem o0 gene, ele ndo estd sendo expresso naquele momento, mas pode vir a ser,
tornando portanto o isolado resistente. Esses genes podem ser ativados por fatores ambientais
como, por exemplo, as condi¢des fisicas do trato gastrointestinal ou os efeitos do sinergismo

da microbiota bacteriana.
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O gene vanA ndo foi detectado em nenhum dos isolados das amostras analisadas. Os genes
estudados ndo foram amplificados nos isolados provenientes de amostras de produtos carneos

processados.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sinalizam que os alimentos de origem animal podem ser uma fonte
potencial de propagacdo de enterococos resistentes e de genes de resisténcia para 0s seres
humanos, em especial, a carne de frango, podendo trazer graves riscos a saude humana.
Assim sendo, considera-se necessaria a implantacdo de novas medidas de monitoramento,
bem como, o aperfeicoamento e a continuidade das a¢des ja implantadas pelos orgaos oficiais,
para que o uso indevido e descontrolado de antimicrobianos principalmente na producéo
animal, com énfase para o setor avicola, seja controlado, visando assim, a protecdo a saude e

preservacdo do bem estar da populacgéo.
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