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RESUMO

A espécie Enterococcus faecalis tem sido relacionada a graves infec¢des adquiridas dentro do
hospital por pacientes imunossuprimidos e pacientes das unidades de tratamento intensivo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a CIM do hipoclorito de sédio e da vancomicina frente a E. faecalis
isolados de alimentos e detectar a presenca do gene vanC-1, associado com a resisténcia intrinseca a
vancomicina, por PCR. Foram utilizados no estudo cinco isolados de E. faecalis isolados de
amostras de carne de frango. Para avaliar a CIM frente ao hipoclorito de sédio, foram testadas as
concentragdes de 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0% (v/v) e para a vancomicina as
determinadas pela NCCLS 2003. Para investigar a presenca do gene vanC-1, o DNA total das
amostras foi extraido e este serviu de amostra para a PCR. Os resultados demonstraram que a
técnica da microdiluicdo em caldo para determinagdo da CIM do hipoclorito de sddio nas amostras
de E. faecalis ndo se mostrou eficiente, por outro lado, para a vancomicina, todos os isolados foram
susceptiveis (CIM de 2,0 ¢ 1,0 pg/mL) e o gene de resisténcia vanC-1 néo foi detectado em nenhum

dos cinco isolados de amostras de carne de frango.

Palavras - chave: Infeccdo, Resisténcia, Biocidas, vanC-1,



ABSTRACT

The Enterococcus faecalis species has been emerged as an important species of bacteria related to
serious infections acquired in the hospital for immunosuppressed patients, as well the patients of
intensive care units. The goal of this study was to evaluate the minimum inhibitory concentration
(MIC) of sodium hypochlorite disinfectant and antibiotic vancomycin against E. faecalis isolated
from food. And, in parallel, to detect the presence of the gene vanC-1, associated with the intrinsic
resistance to vancomycin by PCR. In the present study five E. faecalis isolated from chicken meat
were used. To evaluate MIC to sodium hypochlorite, were tested the concentrations of 2.5; 3.0; 4.0;
5.0; 6.0; 7.0; 8.0; 9.0; 10.0 and 11.0% (v / v), and for vancomycin the concentrations were
determined by NCCLS 2003. To investigate the presence vanC-1 gene, total DNA was extracted
from the sample and this sample was used as template on the PCR assay. The results showed that
the broth microdilution technique for determining the MIC of sodium hypochlorite in the samples
of E. faecalis isolated from food were not efficient, on the other hand to the vancomycin all isolates
were susceptible (MIC 2,0 and 1,0 ug/mL) and the gene of resistance vanC-1 was not detected in

any of the five isolated from samples of chicken meat.

Keywords: Infection, Resistance, Biocides, vanC-1
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1.INTRODUCAO

As bactérias do género Enterococcus servem de indicadores da qualidade higiénico sanitaria
dos alimentos. Elas fazem parte da microbiota do trato gastrointestinal de humanos e animais, sendo
também isoladas de alimentos de origem animal e vegetal, na agua, e no solo. Uma vez que estas
bactérias sdo eliminadas através das fezes humanas ou de animais para o ambiente, elas podem
contamina-lo devido a sua capacidade de sobreviver em condi¢bes adversas (Veronesi, 1996;
Giraffa, 2002). Os enterococos sdo microrganismos Gram-positivos que podem crescer em
temperatura de 10 a 45°C, pH de 9,6 em 6,5% de solucdo salina, e que conseguem sobreviver a
60°C por 30 minutos (Veronesi, 1996; Paradella, 2007).

As bactérias Gram-positivas, como € o caso do género Enterococcus sp., sdo patdgenos
hospitalares que assumiram grande importancia na microbiologia clinica (Rice, 2006). H& algum
tempo, a espécie Enterococcus faecalis vem ganhando ampla importancia, pois esté relacionada a
graves infeccdes adquiridas dentro do hospital por pacientes imunossuprimidos e pacientes das
unidades de tratamento intensivo (Giraffa, 2002).

“As infecgdes nosocomiais podem resultar da microbiota endégena (microrganismos
comensais normais da pele, trato respiratorio, trato gastrintestinal, trato geniturinario), da reativacdo
de agentes infecciosos latentes como Mycobacterium tuberculosis, por exemplo, ou de forma
exogena de microrganismos presentes no ambiente. A fonte de um patégeno nosocomial € o lugar
de onde o agente infeccioso passa para 0 hospedeiro, por contato direto ou indireto” (Rutala &
Weber, 1997).

A resisténcia bacteriana a cada dia torna-se uma questdo de salde publica, e enterococos,
um dos principais patogenos causadores de infeccGes hospitalares é o enterococo resistente a
vancomicina (ERV) e a teicoplanina. O género Enterococcus apresenta resisténcia intrinseca a

diversos antimicrobianos. A resisténcia & vancomicina ocorre pela produgdo de precursores de
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peptideoglicano na parede celular que se ligam fracamente a vancomicina, impedindo sua acdo no
bloqueio da sintese de parede celular (Veronesi, 1996; Wannmacher, 2004; Furtado, 2005).

Embora tendo origens diferentes, a sensibilidade de enterococos a vancomicina e a
teicoplanina é classificada clinicamente de maneira semelhante. As cepas que apresentam
resisténcia a teicoplanina e vancomicina sdo classificadas como Van-A, as cepas que tem
sensibilidade a teicoplanina, mas sdo sensiveis a vancomicina sdo classificadas como Van-B, e as
cepas que apresentam baixa resisténcia a vancomicina, mas sensivel a teicoplanina sao classificadas
como Van-C (Woodford, 1995; Silveira, 2006). O gene vanC-1, o qual codifica baixa resisténcia a
vancomicina serve como gene marcador para a identificacdo de Enterococcus gallinarum. No
entanto, em um estudo recente, encontrou-se o gene vanC-1 em amostras de fezes de suinos doentes
(Schwaiger, 2011). Através destes dados permite verificar a possibilidade de uma aquisi¢do de
resisténcia a vancomicina que antes era constitutiva, possa vir a se tornar uma resisténcia adquirida,
onde, genes de resisténcia tenham uma transmissdo horizontal para outras espécies.

A vancomicina, por muito tempo, foi tida como um poderoso antibiotico frente a bactérias
Gram-positivas multirresistentes trazendo uma certa tranquilidade durante um periodo. No entanto,
esta tranquilidade acabou quando surgiram as primeiras cepas de enterococos resistentes a
vancomicina, conhecidos por ERV (Silveira, 2006). O uso indiscriminado e inadequado de
antibiéticos como promotores de crescimento em aves, ou indicacdo, selecdo e prescricdo
equivocada de antibioticos utilizados na clinica médica, ocasionou a selecéo de cepas ERV. Com a
finalidade de diminuir a mortalidade de aves, ou entdo, melhorar o seu crescimento, os antibiéticos
sdo adicionados na ragdo destes animais como promotores de crescimento. Ao consumir produtos
de origem animal, o ser humano pode estar adquirindo bactérias resistentes a antibioticos (Souza,
2012). Além disso, Enterococcus spp. tém sido frequentemente encontrados em animais de corte.
Isto pode indicar que, através da cadeia alimentar, genes de resisténcia podem ser transferidos para

a microbiota intestinal de humanos (Corréa et al., 2005).
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O hipoclorito de sédio € um composto utilizado tanto como antisseptico, quanto como
desinfetante quimico, pois ele apresenta propriedades de desinfetante ideal, entre elas:
antimicrobiano de amplo espectro, rapida acdo bactericida, solubilidade em agua, facilidade de uso,
razoavel estabilidade, baixa toxicidade e de baixo custo. O fator mais importante para controlar o
grau de contaminacdo da carne fresca € sem duvida a higienizacdo dos locais de abate e de
manipulacdo. No entanto, apesar do aumento e da sofisticacdo nos cuidados higiénicos, e na
sanitizacdo da superficie das carcagas, nessa superficie, muitas vezes, ainda sdo encontrados
contaminantes patogénicos. A sanitizacdo da carcaca pode ser incluida, como operacao de rotina, no
processo de abate de animais para consumo humano, no sentido de eliminar, ou pelo menos reduzir,
a incidéncia desses contaminantes. Desinfetantes a base de hipoclorito de sddio sdo uns dos mais
utilizados na industria de alimentos para destruir microrganismos existentes em superficies que
entram em contato com os alimentos (Rutala & Weber, 1997). Operacdes realizadas como abate,
arrefecimento em tanques de agua, depena e evisceracdo de aves sdo fontes propicias para o
desenvolvimento e, consequentemente, contaminacgéo. O hipoclorito é um composto muito utilizado
para a desinfeccdo de superficies durante o abate e a manipulacéo da carne de frango (Negreiros,
2011).

A disseminacdo de doengas nosocomiais € evitada pela utilizacdo de compostos conhecidos
como biocidas (esterilizantes, conservantes, desinfetantes e antissépticos). Eles sdo parte importante
das préaticas de controle de infec¢bes. Esses mesmos biocidas sdo usados para evitar a contaminacao
cruzada com patdgenos de origem alimentar e na higiene pessoal de ambientes comunitarios.
Alguns estudos in vitro demonstraram que através de resisténcia adquirida ou por mecanismos
intrinsecos, 0s microrganismos apresentam uma suscetibilidade reduzida frente aos biocidas e
antibidticos. Esta resisténcia aos biocidas e aos antibioticos foi adquirida de forma semelhante pelos
microrganismos quando expostos a estes compostos. Os microrganismos conseguiram se adaptar

através de diferentes mecanismos de defesa (Sheldon Jr, 2005).
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O objetivo deste estudo foi determinar a concentracdo inibitéria minima do hipoclorito de
sodio e da vancomicina frente a linhagens de E. faecalis isoladas de carne de frango. E, em paralelo,

detectar a presenca do gene vanC-1 associado com a resisténcia a vancomicina nos isolados.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos

Foram utilizados no estudo cinco Enterococcus faecalis isolados (14, 19, 22, 24 e 27 ) de
amostras de carne de frango selecionados da Bacterioteca do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude
— UFRGS (Negreiros, 2011). E como controle para os testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos foi utilizada uma cepa padrédo de E. faecalis (American Type Colection Culture -

ATCC 29212).

2.2. Preparacédo dos Inéculos

Primeiramente, os isolados de E. faecalis foram semeados em placa de agar infusdo de
cérebro e coracdo BHI (Himedia Lab., Munbai, India) e incubados em estufa bacteriol6gica a 37 °C
por 24h. Posteriormente, foi feita a suspensdo de uma raspagem de cada cultura com alga estéril em
Solucéo Salina (0,85%) (Nuclear, Diadema, Sdo Paulo) até atingirem a turbidez correspondente a
0,5 na Escala de Mac-Farland (10 UFC/mL) seguindo o NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2003). O inéculo foi diluido na proporcdo de 1:10 em Solucdo Salina

(0,85% ) obtendo uma concentraco final de 10’ UFC/mL.

2.3. Avaliacdo da Susceptibilidade Microbiana frente ao Hipoclorito de Sodio

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de hipoclorito de sédio, os
microrganismos foram submetidos a técnica de microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2003).

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de poliestireno cristal para
microtitulacdo de 96 pocos, estéreis e com fundo em “U” (Zellkultur Testplatte 96F, Swetzerland).
Em cada poco foi adicionado 0,1 pL de suspensdo bacteriana (10’ UFC/mL), caldo Mueller-Hinton
(CMH) (Himedia Lab., Munbai, India) e Hipoclorito de Sédio (12%) (Alpha Quimica Ltda, Sdo

Paulo, Brasil) em um volume final de 100uL. Foram testadas diferentes concentragdes de
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hipoclorito de sodio: 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0% (v/v). Foi realizado controle
do meio e controle do indculo (sem adicdo de hipoclorito). As placas foram incubada em estufa a 37
°C por 24 h.

A CIM foi definida como a maior diluicdo em que houve inibicdo do crescimento, ou seja,

auséncia de turvacdo, quando comparada com o controle positivo.

2.4. Avaliacdo da Susceptibilidade Microbiana frente a Vancomicina

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de vancomicina, 0S
microrganismos foram submetidos a técnica de microdilui¢cdo em caldo (NCCLS, 2003).

Os testes foram realizados em placas de poliestireno cristal para microtitulacdo de 96 pocos,
fundo em “U” e estéreis. Em cada pogo foram adicionados 1 pL de suspensdo bacteriana (10’
UFC/mL), caldo Mueller-Hinton e Vancomicina (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) em
um volume final de 100 pL. Foram testadas diferentes concentracdes de vancomicina, diluicbes
seriadas de 64 a 0,125 pg/mL. Foi realizado controle do meio e controle do indculo (sem adicao de
vancomicina). As placas foram feitas em duplicata e incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas.

A CIM foi definida como a maior diluicdo em que houve inibicdo do crescimento, ou seja,

auséncia de turvacdo, quando comparada com o controle bacteriano.

2.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar a presenca do gene vanC,

As amostras foram testadas para a presenca de gene vanC-1 utilizando o seguinte par de
primers: VANC1-F (5‘-GGTATCAAGGAAACCTC-39) e VANC2-R (5¢-
CTTCCGCCATCATAGCT -3°) (Dukta-Malen et al., 1992) que amplifica um fragmento de DNA
de 822 pb. Como controle positivo para a reacgdo, foi utilizado uma cepa positiva para o gene
(CB361).

A extracdo de DNA das amostras foi feita por lise térmica. As rea¢fes da PCR foram otimizadas em

25 pL e continham 1X PCR Buffer 10X (Invitrogen®), 200 pM de desoxinucleotideos (ABgene®),
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1,5 mM MgCl, (Invitrogen®), 1.25 pM de cada primer (forward and reverse), 1 U de Tagq DNA
polimerase (Invitrogen®) e completada com agua deionizada (MilliQ plus, Millipore®).

As reacGes foram amplificadas em termociclador Eppendorf Mastercycler nas seguintes
condicdes: 3 min a 94 °C; seguido por 30 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina54°Celmina72°C;e
5 min a 72 °C. Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em tampéao TAE pH
8,0 (40 mM Tris-HCI, 20 mM acetato de sédio, 1 mM EDTA) em gel de agarose 1,5 %
(Invitrogen®) corado com brometo de etidio [0,5 pg/mL (Promega®)] e comparado com marcador

molecular de 100 pb Ladder (Fermentas®).
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo da Susceptibilidade Microbiana frente ao Hipoclorito de Sodio

O cloro é o desinfetante mais utilizado, tanto na forma de gas, quanto em combinacdes
quimicas. Os compostos clorados sdo mais praticos para uso e manuseio do que o cloro na forma de
gas. Os mais utilizados sdo os hipocloritos de sédio e de célcio. A atividade antimicrobiana do cloro
é realizada pelo acido hipocloroso formado quando se adiciona cloro livre a agua (ao entrar em
contato com a agua os hipocloritos sofrem hidrélise, originando o acido hipocloroso). O &cido
hipocloroso, entdo, sofre uma nova reacao, produzindo o oxigénio. Este oxigénio produzido é um
agente oxidante poderoso que pode se combinar com proteinas celulares, e assim, inativar
atividades bioldgicas importantes para a célula (Pelczar Jr., 1996).

A determinacdo da CIM pelo método de microdiluicdo em caldo mostrou que o hipoclorito
de sddio frente a E. faecalis conseguiu eliminar totalmente a bactéria, inclusive no poco que
continha o controle positivo do microrganismo. Na técnica de microdilui¢cdo em caldo, a placa de 96
pocos é tampada ao final do procedimento e antes de levar para a incubacdo. O ambiente fechado
pode ter contribuido para o confinamento do oxigénio, aumentando, assim, sua atividade
bactericida. Segundo Butaye (1998), espécies que sobrevivem em ambientes anaerobios necessitam
de condicdes anaerdbias durante o experimento, € o caso das bactérias facultativas que habitam o
intestino.

Segundo Rutala & Weber (1997) e S6 et al. (2002) o hipoclorito tem uma ampla atividade
bactericida, sendo o acido hipocloroso ndo dissociado quando em solugdes neutras ou cidas e sob a
forma de anion hipoclorito quando em solugfes alcalinas, é o responsavel por tal atividade. A
dissociacdo do &cido hipocloroso em ions hipoclorito (forma menos bactericida) depende do pH.
Em um pH mais elevado, mais ions hipoclorito sdo formados e menor sera a atividade bactericida.

Um estudo de analise comparativa entre desinfetantes e antibi6ticos contra isolados

bacterianos em hospitais do Rio de Janeiro demonstrou a eficiéncia do hipoclorito de sédio. Vinte e
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sete bacterias Gram-positivas e Gram-negativas obtidas da rotina clinica de hospitais do Rio de
Janeiro, entre eles, o E. faecalis foram testadas. A susceptibilidade das amostras de enterococos foi
verificada frente ao hipoclorito de s6dio na concentracdo de 2% através da técnica dos cilindros
carreadores. Os resultados demonstraram que o hipoclorito foi efetivo contra todas as classes de
isolados hospitalares. No entanto, somente dois Enterococcus sp. foram analisados no estudo e
mostraram susceptibilidade ao desinfetante, e, para uma melhor comparacao deveria-se utilizar um
numero maior de isolados (Guimarées et al., 2000).

Em outro estudo foi avaliada a susceptibilidade das amostras de enterococos isolados de
carne de frango frente ao hipoclorito de sédio nas concentracGes de 2,5 e 8,5% (v/v). Dos 22
isolados analisados, 5 apresentaram tolerancia frente ao desinfetante nestas concentracbes. E a
concentracdo de 8,5% de NaOCI foi a que demonstrou melhores resultados frente ao antimicrobiano
(Negreiros, 2011). A diferenca entre estes estudos e o apresentado aqui, é que ambos empregaram a
técnica dos cilindros carreadores e ndo a CIM.

Estes estudos fortalecem a ideia de que a técnica que mais se adapta ao estudo da
susceptibilidade dos isolados E. faecalis ao hipoclorito de sodio é a técnica de cilindros carreadores,

pois, foi esta técnica que apresentou os melhores resultados.

3.2. Avaliacdo da Susceptibilidade Microbiana frente a Vancomicina

No presente estudo a determinacdo da CIM para vancomicina pelo método da microdiluicdo
em caldo observou-se que todos os isolados foram sensiveis ao antimicrobiano. A vancomicina
demonstrou uma sensibilidade frente aos isolados alimentares de Enterococcus faecalis com CIM

de 2,0 e 1,0 pg/mL. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 1:
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Tabela 1: Concentracéo Inibitoria Minima de Vancomicina frente a isolados alimentares de

Enterococcus faecalis

Isolados Vancomicina CIM (ug/mL)* Fendtipo*
ATCC (29212) 2 S
14 2 S
19 2 S
22 1 S
24 1 S
27 1 S

*Parametros de interpretacdo estabelecidos pelo CLSI/NCCLS M100-S15. (S: sensivel = CIM < 4

pg/mL; I: intermediaria = CIM 8-16 pg/mL e R: resistente = CIM > 32 ug/ML

Nas infecgOes causadas por enterococos, como endocardite e bacteremia, recomenda-se o
uso de uma penicilina associada a um aminoglicosideo. Portanto, para pacientes alérgicos ou que
estdo infectados com estirpes de enterococos resistentes a penicilina, recomenda-se 0 uso de
vancomicina. A vancomicina é um bactericida seletivo contra bactérias Gram-positivas com a acéo
de inibir a sintese de peptideoglicano ao interagir com a porg¢do terminal D-alanina-D-alanina das
cadeias laterais de um pentapeptideo encontrado em precursores do peptideoglicano. Somado a isto,
a vancomicina consegue alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica e inibir a sintese de
RNA. Os microrganismos capazes de modificar geneticamente a sintese do aminoacido D-alanina-
D-lactato no lugar do aminoécido D-alanina-D-alanina conseguem resistir a acdo da vancomicina
(Johnson et al., 1990; Silveira et al., 2006).

Kohner et al. (1997), realizaram um ensaio de comparacéo de diferentes métodos de analise
para a susceptibilidade de Enterococcus sp. & vancomicina. Os métodos analisados foram: diluigdo
em agar, microdiluicdo em caldo, E-teste, difusdo em disco e Método VITEK automatizado. Cem

isolados de enterococos clinicos foram analisados, destes, 34 isolados eram de E. faecalis. A
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susceptibilidade apresentada por Enterococcus sp. na microdiluicdo em caldo foi de 16 pg/mL
quando utilizou-se BHI, e de 4 pg/mL quando o meio utilizado foi o Mueller-Hinton. Contudo, duas
estirpes ndo conseguiram crescer em MH quando incubadas por 24 e 48 horas. J4, no caso do BHI,
ndo houve falhas durante o crescimento bacteriano, parecendo mostrar um crescimento microbiano
melhor e de mais facil interpretacdo dos resultados. As caracteristicas de desempenho de BHI e
MH de crescimento foram comparadas para 0 método de microdilicdo em caldo e o efeito do tempo
de incubacdo de 24 ou 48 horas. Concluiu-se que o teste com BHI e um tempo de 24 horas de
incubacdo apresentou os melhores resultados. Os resultados mais fracos ocorreram quando 0 meio
usado foi o MH, este sim, recomendado pelo NCCLS. Os motivos para tais resultados estaria na
diferenca de composicdo dos meios de crescimento e o curto tempo de incubag¢do muitas vezes
utilizados. Sendo que, se 0s pontos criticos das categorias interpretativas do NCCLS (susceptivel,
susceptibilidade intermediaria e resistente) fossem alterados para Enterococcus spp. com genes
vanC-1 que codificam baixos niveis de resisténcia a vancomicina, essas falhas poderiam ser
diminuidas.

No estudo de Patel et al. (1997), 100 isolados clinicos de Enterococcus sp. de diversas
fontes (sangue, urina, feridas, abcessos, esfregacos de garganta, liquido peritoneal, fezes, entre
outros) foram analisados, quanto a susceptibilidade a vancomicina. A CIM foi determinada para
concentracdes de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, e 256 pug/mL de vancomicina, sendo que as CIM foram
determinadas ap6s 24 horas de incubacdo a 35°C. O ensaio realizado forneceu uma alternativa
rapida e especifica para métodos fenotipicos usuais para a deteccdo de baixo nivel de resisténcia a
glicopeptideo, como ocorre com o vanC-1 de Enterococcus gallinarum. Durante o ensaio verificou-
se que alguns isolados de Enterococcus clinicos apresentavam fragmentos de restricdo com
comprimentos diferentes daqueles dos organismos controles. Essa diferenga confirmou-se com o
sequenciamento de DNA, onde foi observada uma variagdo na sequéncia genetica. Isto, poderia
confirmar a hipotese de que a propagacdo de resisténcia a vancomicina de Enterococcus spp. ocorre

também da transferéncia horizontal de genes de resisténcia. O estudo detectou o gene vanC-1 em
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duas estirpes de enterococos que com uma posterior analise fenotipica pareceu ser E. faecalis e E.

faecium. E a CIM observada para os isolados com comprimento de fragmentos de restricdo de
padrdes consistentes com vanC-1 ou vanC-2/3 foi de 4 a 8 pug/mL.

Ja, em outro estudo, de Enterococcus isolados de ambientes de producdo de aves comerciais,

os isolados foram avaliados quanto ao seu perfil de sensibilidade frente a 17 antimicrobianos, entre

eles a vancomicina. Foram utilizadas concentracdes de 0,5 a 32 pg/mL de vancomicina. Ao final do

ensaio ndo foram observados isolados de E. faecalis resistentes a vancomicina (Hayes et al., 2004).

3.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detectar a presenca do gene vanC;
No presente estudo, dos cinco isolados alimentares foi feita a investigacdo do gene de
resisténcia vanC-1das amostras de carne de frango através de PCR. O resultado obtido foi negativo

para todos os isolados, como mostrado na Figura 1:

822 pb—
500 pb—

Figura 1. Amplificacdo do gene vanC-1 de Enterococcus faecalis (822 pb). Linhas 1 e 10:
Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder [0.5 pg] (Fermentas); Linha 2: Controle branco;
Linha 3: E. faecalis 114 (vanC-1); Linha 4: E. faecalis ATCC 29212; Linha 5: Isolado 14; Linha 6:

Isolado 19; Linha 7: Isolado 22; Linha 8 Isolado 24, Linha 9: Isolado 27.

E forte a ideia de que com 0 uso excessivo de antibi6ticos utilizados como promotores de

crescimento na ragdo animal tenha favorecido o surgimento de enterococos resistentes a
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vancomicina e outros antimicrobianos em humanos, atraves do consumo de carnes e da
manipulacédo destes animais (Lim, 2006; Cassenego, 2011).

Os enterococos sdo bactérias Gram-positivas que possuem uma resisténcia intrinseca a
diversos antibidticos ao adquirirem genes de resisténcia por plasmideos e transposons (Cassenego,
2011). O gene vanC-1 codifica para um fenétipo de baixa niveis de resisténcia a vancomicina e
serve como marcador para a identificacdo de E. gallinarum. No entanto, em um estudo recente,
encontrou-se a presenca do gene vanC-1 em E. faecalis isolados de amostras de fezes de suinos
doentes e que apresentavam uma CIM de 1ug/L. Neste estudo foi realizada uma triagem de E.
faecalis isolados de fezes humanas e suinas para a presenca do fenotipo de resisténcia para
ampicilina e vancomicina, e uma investigacdo da presenca de pbp5 e vanC-1. Os resultados obtidos
mostraram que, de todos os isolados coletados de fezes de suinos doentes, 4 eram susceptiveis a
vancomicina (CIM de 1ug/L) e apresentavam o0 gene. A sequéncia posteriormente analisada por
PCR confirmou o resultado (Schwaiger et al., 2011). Mostrando, dessa forma, que a resisténcia a
vancomicina pode ser adquirida. Ou seja, por serem habitantes naturais da microbiota intestinal de

suinos, o E. gallinarum pode ter passado o gene vanC-1 para o E. faecalis.
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4.CONCLUSAO

A técnica da microdiluicdo em caldo para determinacdo do CIM do hipoclorito de sodio nas
amostras de E. faecalis isoladas de alimentos ndo se mostrou eficiente, por outro lado para a
vancomicina, todos os isolados foram susceptiveis e ndo apresentavam o gene vanC-1. A resisténcia
microbiana € um problema de salde pablica de ordem global. H4 um esfor¢co comum e concentrado
de aperfeicoar a desinfeccdo e esterilizacdo de procedimentos para diminuir riscos de infeccdes
dentro de hospitais e centros de salde.

O uso abusivo e inadequado de antimicrobianos na clinica médica e como promotores de
crescimento na producdo de aves de corte tem favorecido cada vez mais a selecdo de cepas

resistentes de varias espécies bacterianas.
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ANEXQOS

Anexo 1 — Normas técnicas da Revista Brasileira de Farméacia

REVISTA BRASILEIRA DE FARMACIA (RBF)

ESCOPO E POLITICA

A Revista Brasileira de Farmécia (RBF) (Brazillian Journal of Pharmacy - BJP) é um periddico da
Associacdo Brasileira de Farmacéuticos, de publicacdo trimestral, cuja missdo € publicar trabalhos
originais de PESQUISA e REVISAO de autores brasileiros e estrangeiros, relativos as Ciéncias

Farmacéuticas e areas afins. A RBF aceita artigos para publicacdo nos idiomasportugués, inglés e

espanhol. Antes de enviar seu manuscrito para a RBF siga 0s passos abaixo, detalhadamente, para
garantir a boa apresentagdo do trabalho e agilizar o processo editorial. As normas estéo disponiveis
na internet no enderecohttp://www.rbfarma.org.br. A revisdo dos trabalhos é de inteira
responsabilidade dos préprios autores. O Comité Editorial ndo aprovara manuscritos incompletos,

fora do escopo da revista e das instru¢fes para 0s autores.

INSTRUCOES GERAIS

Todos os manuscritos devem ser originais e ndo publicados anteriormente. Submissao simultanea
do mesmo trabalho ndo é recomendada. A RBF se destina a publicacdo de artigos de pesquisa e de
revisdo nos idiomas portugués, inglés e espanhol. Publicagbes em inglés e espanhol devem ser
revisadas por um profissional de edi¢do de lingua estrangeira e ndo garantem o aceite do artigo. O

custo da revisdo do texto em inglés ou espanhol é de responsabilidade dos autores que sdo

encorajados a buscar profissionais ou empresas que fazem a revisdo do inglés ou do

espanhol. A RBF reserva os direitos de submeter todos os manuscritos para revisores ad hoc, cujos

nomes sdo confidenciais e com autoridade para decidir a aceitacdo ou declinio da submissdo. Os


http://www.rbfarma.org.br/undefined/
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manuscritos revisados serdo enviados pelos revisores ao Editor Chefe ou para os editores
Associados, que transmitirdo as sugestfes para ao(s) autor(es). Todos 0s manuscritos envolvendo
estudos em humanos ou animais devem ter autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
em Humanos ou em Animais, da instituicdo a qual o(s) autor(es) pertence(m). Os formularios para

pesquisas com seres humanos devem ser validados.

Devera ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas.

As equacdes deverdo ser editadas utilizando software compativel com o editor de texto. As

variaveis deverdo ser identificadas apds a equacao.

Recomenda-se que os autores realizem a andlise de regressao ou outro teste estatistico aplicavel

para fatores quantitativos.

A revista recomenda que pelo menos oitenta por cento (80%) das referéncias tenham menos de

5 anos. Nao ultrapassar o nimero total de 30 referéncias (exceto para os artigos de revisao).

FORMATAGCAO DO TEXTO

Os manuscritos podem ser escritos em portugués, inglés ou espanhol, utilizando aplicativos
compativeis com o Microsoft Word . Devem ser escritos em pagina formato A4 com margens de 2
cm, espacamento duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12, justificado. As linhas e paginas
devem ser numeradas a partir do Titulo até a pagina final para facilitar o processo de revisdo. Os

manuscritos devem ter no maximo 20 péaginas.

Deve-se adotar no texto apenas as abreviacfes padronizadas. A primeira citacdo da abreviatura

entre parénteses deve ser precedida da expressdo correspondente por extenso.
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O recurso de itélico devera ser adotado apenas para realmente destacar partes importantes do texto,
como por exemplo, citacBesipsis literis de autores no texto do manuscrito, partes de depoimentos,

entrevistas transcritas, nomes cientificos de organismos vivos e termos estrangeiros.

As ilustracdes, figuras, esquemas, tabelas e gréficos deverdo ser inseridos no texto, conforme

apresentacao desejada pelo autor.

Aceita-se para anélise nos seguintes formatos:

1-Artigo Original: refere-se a trabalhos inéditos e originais de pesquisa cientifica e concluida,
cujos resultados possam ser replicados e/ou generalizados. O manuscrito deve ser organizado da
seguinte forma e ordem de apresentacdo no texto: Titulo, Resumo (Abstract)*, Palavras-chave
(Keywords)*, Introducdo*, Material e Métodos*, Resultados*, Discussdo*, Agradecimentos
(opcional)* e Referéncias*. O item Resultados pode ser combinado com a Discussdo. * OS ITENS

COM ASTERISCO Devem ser digitados em negrito com letras maiusculas.

2-Artigo de Revisdo: destinados a apresentacdo do progresso em uma area especifica das Ciéncias
Farmacéuticas, com o objetivo de dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do
especialista altamente qualificado e experiente. E imprescindivel que, na referida area, o autor tenha
publicacbes que comprovem a sua experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, 0
autor deverd submeter ao Conselho Editorial, por e-mail, um resumo da revisdo, acompanhado de

uma carta explicativa da pertinéncia do trabalho. Atencdo: os artigos de revisdo ndo devem ter

mais de 60 referéncias (se possivel 80% das referéncias com menos de 5 anos). O material sera

analisado pelos editores e, uma vez aprovado, serd solicitado ao autor o envio do manuscrito
completo, dentro das normas da RBF e, s6 entdo, serd dado inicio ao processo de avaliacdo pelos
assessores. O Conselho Editorial da RBF podera, eventualmente, convidar pesquisadores

qualificados para submeter Artigo de Revisao.

Os manuscritos deverdo seguir a seguinte estrutura:
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Titulo: deverd ser conciso, informativo, digitado em negrito com letras minusculas
utilizando a fonte Times New Roman(tamanho 14), com excecdo da primeira letra, dos nomes
proprios e/ou cientificos.

Autores: deverao ser adicionados a um espaco abaixo do titulo, centralizados, separados por
virgula. O simbolo & deve ser adicionado antes do ultimo autor (Ex.: Paulo da Paz, Jodo de
Deus & Pedro Bondoso). Inserir os nomes completos dos autores, por extenso, com letras
minudsculas com excecao da primeira letra de cada nome.

Afiliacdo do autor: cada nome de autor devera receber um nimero Arabico sobrescrito
indicando a instituicdo na qual ele € afiliado. A lista de instituicbes devera aparecer
imediatamente abaixo da lista de autores. O nome do autor correspondente deverd ser
identificado com um asterisco sobrescrito. O e-mail institucional, endereco completo, CEP,
telefone e fax do autor correspondente deverao ser escritos no final da primeira pagina.

Resumo (Abstract): devera ser escrito nasegunda pagina do manuscrito, ndo devera
exceder 200 palavras, devera conter informacgfes sucintas sobre o objetivo da pesquisa, 0s
métodos, os resultados e a conclusdo. Os manuscritos escritos em portugués ou em espanhol
devem ter um Resumo traduzido para o inglés, ou seja, um Abstract. O Abstract deve ser
digitado naterceira pagina do manuscrito e deve ser revisado por um profissional de edi¢éo de
lingua inglesa.

Palavras-chave (Keywords): sdao fundamentais para a classificacdo da tematica abordada
no manuscrito em bancos de dados nacionais e internacionais. Serdo aceitas entre 3 € 5

palavras-chave que ndo estejam citadas no titulo. Apos a selecéo, sua existéncia em portugués e

inglés deve ser confirmada pelo(s) autor(es) do manuscrito no endereco
eletronicohttp://decs.bvs.br (Descritores em Ciéncias da Saude - Bireme). As palavras-chave

(Keywords) deverdo ser separadas porvirgula e a primeira letra de cada palavra-chave devera

maiuscula.
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. Introducdo: apresentar o problema de estudo, destacar sua importancia e lacunas de

conhecimento, com revisdo da literatura (referéncias_antigas e atuais); incluir objetivos e

outros elementos necessarios para situar o0 tema da pesquisa.

. Material e Métodos: incluir de forma objetiva e completa a natureza/tipo do estudo; dados
sobre o local onde foi realizada a pesquisa; populacdo/sujeitos do estudo e seus critérios de
selecdo; material; equipamentos; procedimentos técnicos e metodos adotados para a coleta de
dados; tratamento estatistico/categorizacdo dos dados; informar a data e 0 nimero do protocolo
da aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa ou pela Comisséo de Etica em Experimentacéo
Animal, para todos os trabalhos envolvendo estudos com humanos ou animais, respectivamente.
Deverad ser encaminhado pelo e-mail uma copia assinada desse documento. Todo material
vegetal utilizado na pesquisa descrita no trabalho deve ter a indicacdo do seu local de coleta
(dados de GPS), o pais de origem, o responsavel pela identificacdo da espécie e o depdsito da
exsicata.

. Resultados e Discussdo: devem ser apresentados de maneira clara, objetiva e em seqliéncia
I6gica, utilizando ilustracdes (figuras e tabelas) quando necessario. Deve-se comparar com
informacdes da literatura sobre o tema ressaltando-se aspectos novos e/ou fundamentais, as
limitacdes do estudo e a indicacdo de novas pesquisas.

. Conclusoes: apresentar consideracdes significativas fundamentadas nos resultados
encontrados e vinculadas aos objetivos do estudo.

. Agradecimentos: opcional e devera aparecer antes das referéncias.

o Referéncias:

As citacOes bibliograficas deverdo ser adotadas de acordo com as exigéncias da RBF. Citacdo no
texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005) ou (Lopes, 2005); para dois autores (Souza & Scapim,
2005); trés ou mais autores, utilizar o primeiro autor seguido poret al. (Wayner et al., 2007), poréem

na lista de referéncias deverdo aparecer ordenadas alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro
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autor. A veracidade das referéncias é de responsabilidade dos autores. Os exemplos de referéncias
citados abaixo foram adaptados, em sua maioria, do documento original da ABNT (NBR 6023,

agosto de 2002).

a) Artigos de periodicos:

A abreviatura do periddico devera ser utilizada, em itélico, definida no Chemical Abstracts Service
Source Index (http://www.cas.org/sent.html) ou na Base de dados PubMed, da US National
Library of Medicine (http://www.pubmed.gov), selecionando Journals Database. Caso a
abreviatura autorizada de um determinado periddico ndo puder ser localizada, deve-se citar o titulo

completo.

Autor (es)*. Titulo do periddico em italico, volume (a indicacdo do fasciculo é entre parénteses):

paginas inicial - final do artigo, ano de publicacao.

Galato D & Angeloni L. A farmécia como estabelecimento de satide sob o ponto de vista do usuério

de medicamentos. Rev. Bras. Farm. 90(1): 14 — 18, 2009.

Fonseca VM, Longobuco P, Guimardes EF, Moreira DL, Kaplan MAC. Um teste do formato de

nome. Rev. Bras. Farm. 90(1): 14 — 18, 2009.

b) Livros:

. Com 1 autor

Autor. Titulo. Edic&o (a partir da 2%). Cidade: Editora, ano de publicacdo. Nimero total de paginas.

Casciato DA. Manual de oncologia clinica. Sdo Paulo: Tecmed, 2008. 1136 p.

. Com 2 autores

Lakatos EM & Marconi MA. Metodologia cientifica. 2. ed. Sdo Paulo: Atlas, 1991. 231 p.


http://www.cas.org/sent.html
http://www.pubmed.gov/

34

. Com autoria corporativa

Brasil. Ministério da Salde. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos. | FGrum
Nacional de Educacdo Farmacéutica: O farmacéutico de que o Brasil necessita (Relatério Final).

Brasilia, DF, 2008. 68p.

. Capitulos de livros (o autor do capitulo citado é também autor da obra):

Autor (es) da obra. Titulo do capitulo. In: . Titulo da obra. Cidade: Editora, Ano de

publicacdo. Capitulo. Paginacdo da parte referenciada.

Rang HP, Dale MM & RITTER JM. In: Quimioterapia do cancer. Farmacologia. 5. ed. Rio de

Janeiro: Elsevier, 2004. cap. 50, p. 789-809.

. Capitulos de livros (o autor do capitulo citado ndo é o autor da obra):

Autor (es) do capitulo. Titulo da parte referenciada. In: Autor (es) da obra (ou editor) Titulo da

obra. Cidade: Editora, Ano de publicacdo. Capitulo. Paginacdo da parte referenciada.

Schenkel EP, Gosmann G &Petrovick PR. Produtos de origem vegetal e o desenvolvimento de
medicamentos. In: Simdes CMO. (Org.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed. Porto

Alegre: Editora da UFRGS; Floriandpolis: Editora da UFSC, 2003. cap. 15, p. 371-400.

. Citacdo indireta

Utiliza-se apud (citado por) nas citacdes que foram transcritas de uma obra de um determinado

autor, mas que na verdade pertence a outro autor.

Helper CD &Strant LM.Opportunities and responsabilities in pharmaceutical care. Am. J. Hosp.
Pharm. 47: 533-543, 1990. ApudBisson MP. Farmacia Clinica & Aten¢do Farmacéutica. 2. ed.

Barueri: Manole, 2007. p. 3-9.
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c) Teses, Dissertagdes e demais trabalhos académicos:

Autor. Titulo (inclui subtitulo se houver). Ano. Cidade. Total de péginas. Tipo (Grau), Instituicdo

(Faculdade e Universidade) onde foi defendida.

Sampaio IR. Etnofarmacologia e toxicologia de espécies das familias Araceae e Euphorbiaceae.
2008. Rio de Janeiro. 45 p. Monografia (Especializacdo em Farmacologia), Associacdo Brasileira

de Farmacéuticos. Rio de Janeiro.

d) Eventos cientificos (Congressos, Seminarios, Simpoésios e outros):

Autor (es). Titulo do trabalho. Nome do evento, n® do evento. Pagina. Cidade. Pais. Ano.

Marchioretto CT, Junqueira MER & Almeida ACP. Eficécia anestésica da neocaina (cloridrato de
bupivacaina associada a epinefrina) na duracdo e intensidade da anestesia local em dorso de

cobaio. Reunido anual da SBPC, 54, Goiania, Brasil, 2002.

e) Patentes: Devem ser identificadas conforme modelo abaixo e na medida do possivel o nimero

do Chemical Abstracts deve ser informado.

Ichikawa M, Ogura M & Lijima T. 1986. Antiallergic flavone glycoside
from Kalanchoepinnatum. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396,apud Chemical Abstracts 105:

178423

f) Leis, Resolugdes e demais documentos

Conforme o modelo:

Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo de Diretoria

Colegiada (RDC) n° 44, de 17 de agosto de 2009.

g) Banco/Base de Dados
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Conforme o modelo

BIREME. Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias da Saude. Lilacs -
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude. Disponivel em:
<http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?1sisScript=iah/iah.xis&base=LILACS&lang

=p>. Acesso em: 27 ago. 2009.

h) Homepage/Website

Conforme o modelo:

WHO Guidelines for Pharmacological Management of Pandemic (H1IN1) 2009 Influenza and other
Influenza Viruses. 91 p. Disponivel em:
<http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/h1nl_guidelines_pharmaceutical_m

ngt.pdf>. Acesso em agosto de 20009.

TABELAS E FIGURAS

Tabelas devem apresentar um titulo breve e serem numeradas consecutivamente com Algarismos
Arabicos, conforme a ordem em que forem citadas no manuscrito. As Tabelas devem apresentar
dados numericos como informacdo central, e ndo utilizar tracos internos horizontais ou verticais. As
notas explicativas devem ser colocadas no rodapé da tabela, com os seus respectivos simbolos. No
manuscrito devem ser digitadas como Tabela 1 (Times New Roman, tamanho 12, espacamento

duplo, justificado). Se houver ilustracdo extraida de outra fonte, publicada ou ndo, a fonte original

deve ser mencionada abaixo da tabela. Figuras devem apresentar um titulo breve e serem

numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, conforme a ordem em que forem citadas no
manuscrito. As Figuras deverdo ser digitadas como Figura 1, conter legenda em Times New

Roman, tamanho 12, justificado e com largura maxima de 8,25 cm. N&o colocar, no manuscrito,


http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/h1n1_guidelines_pharmaceutical_mngt.pdf
http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/h1n1_guidelines_pharmaceutical_mngt.pdf
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Figura publicada em outro periddico sem antes pedir autorizacdo prévia dos autores e/ou da revista.
Figuras com baixa resolucdo devem ser evitadas. Manuscritos com Figuras com resolugdo ruim
n&o serdo aceitos para revisdo. As fotos deverdo evitar a identificacdo de pessoas. Caso 0s autores
queiram apresentar fotos com identificacdo pessoal, deverdo apresentar permissdo especifica e

escrita para a publicacdo das mesmas.

ANEXO - LEI N° 9.610, DE 19 DE FEVEREIRO DE 1998
BRASIL. Lei 9.610, de 19 de fevereiro de 1998. Altera, atualiza e consolida a legislagéo sobre
direitos autorais e da outras providéncias. Disponivel em

http://www.planalto.gov.br/ccivil/leis/19610.htm


http://www.rbfarma.org.br/images/normas/anexo.pdf
http://www.planalto.gov.br/ccivil/leis/l9610.htm

