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Resisténcia a antimicrobianos em enterococos isolados de amostras de fezes de suinos’
Antimicrobial resistance analysis among enterococci isolated from pig feces

Adriana de Abreu Corréa’, Daiane Bopp Fuentefria? & Gertrudes Cor¢ao'?

RESUMO

Nos ultimos anos, os enterococos t€m sido considerados importantes patdgenos nosocomiais associados a infec-
¢Bes de diflcil tratamento, devido a multiresisténcia a antimicrobianos. Fregiientes ocorréncias de enterococos multiresistentes
t€m sido reportadas em amostras de origem animal, as quais atuariam como reservatdrios destas linhagens e contribuiriam
para disseminag@o desta resisténcia através da cadeia alimentar. O presente estudo teve como objetivo comparar a resisténcia
a 11 antimicrobianos em 85 isolados de Enterococcus provenientes de fezes de suinos arracoados e em 88 isolados prove-
nientes de suinos ndo arragoados. No primeiro grupo foram isolados E. faecalis (21), E. faecium (18), E. hirae (9), E. durans
(30) e E. mundtii (7) e no segundo grupo, E. faecalis (27), E. faecium (17), E. durans (1) e E. mundtii (43). Entre os Enterococcus
spp. isolados de amostras de fezes de suinos arragoados, fol observada uma maior porcentagem de cepas resistentes e a multi-
resisténcia entre estes isolados foi de 3 a 6 antimicrobianos, enquanto que entre os ndo arragoados foi de 3 a 4 antimicrobianos.
As diferencas na predominancia de espécies e perfil de resisténcia entre as diferentes amostras pode estar relacionado a dieta
alimentar dos animais.

Descritores: Enterococcus, resisténcia, multirresisténcia, antimicrobianos, cadeia alimentar.

ABSTRACT

In the last years, enterococci have been considered as important nosocomial pathogens, associated with infections
difficult to treat due to their resistance to several antimicrobials. Frequent occurrences of multiresistant enterococci have
been reported among animal origin samples, which could act as reservoir of these resistant strains and contribute to the spread
of antibiotic resistance through the food chain. The aim of the present study was to compare the antimicrobial resistance
against 11 antibiotics on 85 isolates of Enterococcus isolated from pig feces, fed with suplemented feed, and on 88 isolates
from pig feces, fed with nonsuplemented feed. In the first group, isolates of E. faecalis (21), E. faecium (18), E. hirae (9), E.
durans (30) and E. mundtii (7) were isolated and in the second group, E. faecalis (27), E. faecium (17), E. durans (1) and E.
mundtii (43) were found. Among the Enterococcus spp. isolated from the suplemented feed pig, higher percentages of resis-
tance were observed and multiple resistance was between three and six antibiotics, while among the nonsuplemented pigs, it
was between three and four antibiotics. The differences on the species predominance and antibiotic resistance pattern among
the samples can be related to the animal diet.
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INTRODUCAO

O género Enterococcus pode ser encontrado
em diversos ambientes, como solo, dgua, plantas e ani-
mais, € capaz de sobreviver em ambientes salinos, em
concentracoes de 6,5% de NaCl, em pH 9,6 e em tempe-
raturas que variam de 10°C a 45°C [6,9]. A causa espe-
cifica para o interesse em patogenias causadas por
Enterococcus é seu amplo espectro de resisté€ncia a
antimicrobianos e sua participagdo na disseminagdo
desta resisténcia na cadeia alimentar [3,4,9].

A transferéncia de genes de resisténcia ja foi
identificada entre cepas de E. faecalis em 4guas de
tratamento de esgoto, aumentando a possibilidade de
se inferir sobre o papel de cepas ambientais na disse-
minagdo destes genes [6,7]. Além disso, Enterococcus
sp. resistentes tém sido freqlientemente observados
em animais de corte, sugerindo que estes possam ser
reservatorios de linhagens resistentes e consequente-
mente de genes de resisténcia, os quais podem ser trans-
feridos para humanos através da cadeia alimentar [1,
4,15,16].

A partir desta idéia, o presente trabalho foi de-
senvolvido com a finalidade de comparar a resisténcia
e multirresisténcia a antimicrobianos entre cepas de
Enterococcus sp. provenientes de amostras de suinos
arracoados e de suinos ndo arragoados, uma vez que o
uso de ragdo associada a antimicrobianos pode acarre-
tar o aumento de cepas resistentes no meio ambiente.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram coletadas quatro amostras de fezes de
suinos arracoados, provenientes de uma granja loca-
lizada na regidao do Vale do Taquari, e cinco amostras
de fezes de suinos ndo arragoados em criacdes do-
mésticas, localizadas na regido rural de Porto Alegre.
Estas criagdes fazem parte do programa PRRO via Sui-
nocultura do Departamento Municipal de Lixo Urba-
no da Prefeitura de Porto Alegre (DMLU-PMPA) com
criadores de suinos desta regido, no qual o DLMU
fornece aos criadores restos de alimento coletados nos
restaurantes de Porto Alegre.

Isolamento e identificacdo dos Enterococcus spp.

As amostras de fezes (25 gramas) foram res-
suspendidas em 250 mL de solucdo salina ( 0,9%) e
semeadas em Caldo Azida'. Apdés 24h de incubacdo,
de cada tubo com crescimento bacteriano, foram reti-

radas nove aliquotas e inoculadas em nove placas de
agar KF?, as quais foram incubadas por 48h a 37°C. As
colonias amareladas, esbranquicadas e punctiformes
foram testadas para coloracdo de Gram e as que apre-
sentaram cocos Gram positivos foram inoculadas em
agar PSE por 48h a 37°C. As colbnias de coloragdo
marrom, foram retiradas e armazenadas em agar incli-
nado, para posterior identificagdo de gé€nero e espé-
cie conforme Facklam & Collins [2].

Para confirmacdo do género Enterococcus, fo-
ram realizadas quatro provas bioquimicas: producio
de catalase, crescimento em NaCl 6,5%, crescimento
a 45°C e produc@o de pirrolidonil arilamidase (PYR?).
Para identificacdo das espécies, foram feitos: teste de
fermentacdo de carboidratos! (arabinose, rafinose, ma-
nitol, xilose e sorbitol), utiliza¢do de piruvatol%?*, pro-
ducdo de pigmento amarelo, motilidade e descarbo-
xilagdo da arginina'. As cepas E. faecalis ATCC 29212,
E. hirae ATCC 10541, Escherichia coli ATCC 25922
e Enterobacter aerogenes ATCC 13048, foram utiliza-
das como controle positivo nos testes bioquimicos.

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Os isolados identificados foram testados quan-
to a suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de
difusdo em 4gar, conforme metodologia NCCLS [12],
utilizando como controle, a cepa Enterococcus faecalis
ATCC 29212. Foram testados onze antimicrobianos’:
cefalotina (30mcg), eritromicina (15mcg), vancomi-
cina (30mcg), estreptomicina (300mcg), rifampicina
(30mcg), tetraciclina (30mcg), cloranfenicol (30mcg),
cefoxitina (30mcg), gentamicina (120mcg), amicacina
(30mcg) e ampicilina (10mcg). A interpretagdo dos
halos de inibicdo foi realizada conforme normas do
NCCLS [12] e os isolados de Enterococcus classifica-
dos como resistentes ou sensiveis.

RESULTADOS

No presente estudo foram encontrados 85 iso-
lados distribuidas em cinco espécies do género Ente-
rococcus, a partir das amostras de fezes dos suinos
arracoados e 88 isolados, distribuidos em quatro espé-
cies, das amostras de fezes de suinos ndo arragoados
(Tabela 1).

Nos testes de suscetibilidade a antimicrobianos,
foram obtidos perfis diferentes entre os dois grupos tes-
tados (Tabela 2). A resisténcia a ampicilina, rifampicina,
vancomicina e gentamicina ndo foi observada em am-
bos os grupos de isolados. Entre os isolados de suinos
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Tabela 1. Distribuicao das espécies de Enterococcus isolados de amostras de fezes de

suinos arracoados e ndo arragoados.

Espécies identificadas

Origem da amostra

E. faecalis  E.faecium E. hirae E. durans  E. mundtii

Fezes de suinos nao

arragoados (n=88) =

Fezes de suinos

arracoados (n=85) &

17 - 1 43

18 9 30 7

arracoados, todos foram resistentes a tetraciclina

Tabela 2. Resisténcia a antimicrobianos para os isolados de Enfe-

e entre os isolados de fezes de suinos nao arra- ,epecys spp. provenientes de amostras de fezes de sufnos arragoados
coados, todos apresentaram-se sensiveis a estrep- | e ndo arragoados.

tomicina, cloranfenicol e tetraciclina.

. . Isolados de suinos Isolados de suinos
21: . s A . Antimicrobianos -

Na andlise de multirresisténcia em suinos P arracoados nao arragcoados
arragoados, todas as espécies, com excecdo de E. e sy
durans, foram multirresistentes a seis antimicro- = cefoxitina 49,50% 69,30%
bianos (Figura 1A). Nas cepas de fezes de suinos | Cefalotina 64,50% 34,00%
ndo-arragoados, a multirresisténcia foi baixa, sen- | gjoranfenicol 2.10% 0%
do max,lma na' es'pe(:1e' E. mu@tll, multirresistente el B -
para até 4 antimicrobianos (Figura 1B).

Amicacina 97,80% 6,80%
DISCUSSAO Ampicilina 0% 0%

Os resultados diferenciados para o nd- | Rifampicina 0% 0%
mero de isolados de cada espécie estdo relacio- | Vancomicina 0% 0%
nados as distintas dietas consumidas pelos sui- = oo o 98.90% 36,30%
nos. Nas duas amostras foram observados E.

. . . - Estreptomicina 26,90% 0%
faecalis e E. faecium, todavia ndo foram as es-
Gentamicina 0% 0%

pécies predominantes, como encontrado em di-

versos trabalhos [1,7,9,13]. As espécies E.

faecalis e E. faecium adquirem mais facilmente re-
sisténcia, portanto sdo mais prevalentes nas fezes de
suinos arracoados [1]. As espécies E. durans e E.
hirae sao encontradas em suinos [5,10], todavia nao

sdo predominantes neste tipo de amostra. A predo-
minancia de E. durans entre os isolados de fezes de
suinos arracoados do presente estudo, deve-se, pro-
vavelmente, a sua maior resisténcia aos antimicro-

Numero de antimicrobianos testados

Figura 1. Perfil de multiresisténcia dos isolados de amostras de fezes de suinos arracoados (A) e de suinos ndo arragoados (B).
No gréfico A estdo indicados o nimero de isolados multiresistentes para as espécies E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans
e E. mundtii, respectivamente, e no grafico B, para as espécies E. faecalis, E. faecium, , E. durans e E. mundtii, respectivamente.
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bianos. E. mundtii foi menos predominante em fezes
de suinos alimentados com ragdo suplementada do
que entre os suinos alimentados com restos de comi-
da. Como E. mundtii ndo é considerada uma espécie
de origem fecal e sim de origem ambiental [8], a pre-
dominéncia destas cepas, pode estar relacionado com
a metodologia de coleta das fezes, uma vez que neste
grupo as amostras foram coletadas do chdo das baias.

A resisténcia observada para cefoxitina, cefa-
lotina e amicacina nos isolados das duas origens era
esperada, pois o género Enterococcus apresenta re-
sisténcia intrinseca a algumas cefalosporinas e a bai-
xas concentragdes de aminoglicosideos [11]. A re-
sisténcia para gentamicina e estreptomicina foi baixa
devido as altas concentracdes testadas, no entanto, estu-
dos atuais indicam que algumas linhagens de Entero-
coccus t€m adquirido resisténcia a altas concentragdes
de aminoglicosideos [14]. Nenhum dos isolados mos-
trou-se resistente a vancomicina, este resultado € de
especial interesse, uma vez que esta resisténcia tem
sido muito observada entre cepas de E. faecium de
alimentos de origem animal [3,15] e de amostras clini-
cas e constitui um risco no tratamento de infecgdes no-
socomiais em pacientes imunocomprometidos, causa-
das por esta espécie [9].

Tetraciclina e eritromicina sdo alguns dos anti-
microbianos utilizado nas ra¢des dos suinos arragoa-
dos do presente estudo, provavelmente por isso uma
grande porcentagem das cepas provenientes de tais
amostras apresentaram-se resistentes a estes dois agen-
tes. A multirresisténcia observada entre os isolados das

duas origens apresentou diferencas significativas. O
uso de antimicrobianos associados a ragdes gera uma
pressdo seletiva resultando em cepas multiresistentes,
as quais podem ser liberadas no ambiente e contri-
buir para a disseminagdo destes genes [16].

O presente estudo contribuiu para o conheci-
mento da resisténcia entre Enterococcus spp. isola-
dos de fezes de suinos, a qual é pouca estudada uma
vez que esta bactéria ndo estd vinculada a infeccdes
neste hospedeiro. Todavia, existe uma preocupagdo
cada vez maior com a participagdo destas espécies
na disseminacdo de genes de resisténcia através da
cadeia alimentar e no ambiente, sendo que muitas
vezes 0 uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento pode contribuir para este fendmeno.
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