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RESUMO

AVALIACAO DA COLONIZAGCAO E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE
Enterocioccus sp- ISOLADOS DE “SWABS” CLOACAIS DE FRANGOS DE
CORTE

Bactérias comensais do intestino de frangos tornaram-se objeto frequente de
estudos, pois a alta taxa de exportacdo desses produtos tem aumentado a
preocupacao com a qualidade e a sanidade de granjas no que se refere a nutricao
animal, ganho de peso e doencas infecciosas. O objetivo do presente estudo foi
verificar a influéncia de diferentes dietas para frangos de corte na colonizacao,
assim como no fenédtipo e gendtipo de resisténcia antimicrobiana de isolados
Enterococcus sp. Amostras de “swabs” cloacais de frangos de corte foram
utilizadas para isolamento de Enterococcus sp. Os frangos foram submetidos a
diferentes dietas contendo promotores de crescimento, probibticos, Oleos
essenciais e coccidiostaticos iono6foros, e divididos em grupos conforme o
tratamento empregado. Foram obtidos 240 isolados de Enterococcus sp.
confirmados para género através da técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR), submetidos a testes bioquimicos e moleculares para
identificacdo de espécie, determinados os perfis de susceptibilidade a diversos
antimicrobianos e testados para a presenca de genes de resisténcia tet(M), tet(L)
e erm(B) por PCR. Observou-se uma alteracdo na composi¢cao ou no numero de
espécies de Enterococcus sp. de acordo com as dietas empregadas. Todas as
dietas, independentes da presenca ou nao de coccidiostatico ionoforo,
apresentaram um aumento na frequéncia de Enterococcus resistentes quando
comparados com o grupo controle. No entanto, nos grupos que os frangos
receberam coccidiostatico iono6foro, a taxa de Enterococcus sp. isolados foi menor
quando comparada aos isolados dos grupos que ndo receberam essa
composicao. Do total de isolados resistentes a tetraciclina, 94% e 30%, continham
os genes tet(M) e tet(L), respectivamente. Dos isolados resistentes a eritromicina,
97,9% possuiam o gene de resisténcia erm(B). Nao houve correlacdo das
diferentes dietas para frangos de corte na colonizacao, fenétipo e genétipo de
resisténcia antimicrobiana de isolados de Enterococcus sp.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia Molecular de
Procariotos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (89 p.) Margo, 2010.
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ABSTRACT

COLONIZATION AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE EVALUATION OF
Enterococcus SP. ISOLATED FROM CLOACAL SWABS OF BROILER
CHICKENS?

Commensal bacteria from the gut of chickens have been frequently object of
studies because the high rate of exportation of these products the concern with the
quality and health of poultry, in relation to animal nutrition, weight gain and
infectious diseases has been increasing. The principal aim of this study was to
verify the influence of different diets treated to broilers, in the colonization of
Enterococcus strains, and as well the phenotype and genotype of resistance
strains. Samples from cloacal swabs of broiler chickens were used for the isolation
of strains of Enterococcus sp. The broilers were subjected to diets with growth
promoter, probiotics, essential oils and ionophore coccidiostat and divided into
groups according to treatment used. Two hundred forty isolates of Enterococcus
sp. were confirmed the genus using the polymerase chain reaction (PCR),
subjected to biochemical and molecular species identification, antibiotic
susceptibility profile and verification of antibiotic resistance genes tet(M), tet(L) e
erm(B) by PCR. Accordingly to the diets employed to the chickens a changing the
composition or the number of Enterococcus sp. was observed. All diets, regardless
to the presence or absence of ionophore coccidiostat showed an increase in the
frequency of Enterococcus resistant when compared with the control group.
However, the groups that received ionophore coccidiostat, the rate of resistant
Enterococcus sp. was lower than the groups that did not administered this
composition. The isolates that presented resistant to tetracycline, 94% and 30%,
contained the genes tet(M) and tet(L), respectively. In the isolates resistant to
erythromycin, 97.9% had the gene erm(B). There was no correlation of different
diets for broiler chickens on colonization, phenotype and genotype resistance in
the Enterococcus sp strains.

®Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (89 p.) March, 2010.
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1. INTRODUCAO

O setor avicola brasileiro € um dos mais desenvolvidos do mundo.
Entre os paises que se destacam no setor, o Brasil ocupa o terceiro lugar no
mercado mundial de producao de carne de frango. No primeiro trimestre de 2009,
1,12 bilhdo de frangos foram abatidos em todo o Pais. Desse total, o Rio Grande
do Sul abateu 58,8 milhdes de cabecas (IBGE, 2009). Para que o setor mantenha
0 sucesso, € preciso investir em produtividade a baixo custo, ter cuidado com a
qualidade e sanidade de granjas, no que se refere principalmente a nutricao
animal, ganho de peso e doencas infecciosas que possam vir a acometer os
animais, comprometendo seu desempenho zootécnico, e também, com a questao
ambiental, destacando-se a importancia do aproveitamento dos residuos da
industria avicola.

Muitos aspectos envolvem o desenvolvimento da avicultura no Brasil
entre eles cita-se o uso de substancias chamadas promotores de crescimento
como aditivos nas ragcées. Um dos promotores de crescimento mais conhecidos
sao os antimicrobianos, que sdo empregados com fins profilaticos, com o objetivo
de diminuir a incidéncia de infecgbes bacterianas e aumentar o ganho de peso nos

animais. Entretanto, nos ultimos anos, o uso de algumas dessas substancias,



utilizadas em sub-doses como promotores de crescimento em frangos e suinos, foi
proibido pela Unidao Européia e Estados Unidos, podem estar relacionados com a
selecdo e a disseminagao de bactérias resistentes no ambiente. Alguns estudos
tém sugerido possiveis rotas de transmissdo de bactérias resistentes a
antimicrobianos de origem animal para humanos, através dos alimentos, contato
direto com os animais e ambiente. As bactérias resistentes, uma vez no
hospedeiro, podem fazer troca de material genético com as bactérias comensais
presentes na microbiota. Ja foi demonstrado que isolados de espécimes clinicas
de pacientes hospitalizados, de alimentos (frangos e suinos) e de animais
saudaveis apresentavam os mesmos genes de resisténcia. Isso classifica os
animais como sendo um importante reservatério de bactérias resistentes e
também uma fonte desta bactéria para humanos. Apos as restricdes para o uso de
antimicrobiano como promotor de crescimento na produgdo avicola e suinicola,
outras substancias alternativas comecaram a ser incorporadas como aditivos
alimentares, substancias probibticas e 6leos essenciais.

Bactérias comensais do intestino de frangos tornaram-se objeto
freqlente de estudos cientificos e também de monitoramento por parte de 6rgaos
publicos responsaveis pela fiscalizagdo de produtos animais destinados a
comercializagcdo e consumo humano. Entre esses comensais, destacam-se
bactérias do género Enterococcus, composto por mais de 28 espécies,
destacando-se Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans, Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus

gallinarum, Enterococcus raffinosus e Enterococcus hirae. Como 0 nome sugere,



0S enterococos sao bactérias entéricas membros da microbiota de normal de
humanos e de uma variedade de animais. Na area médica E. faecalis e E. faecium

sdo encontradas causando infecgcdes em humanos.

1.1 Objetivo

Avaliar a influéncia de diferentes dietas para frangos de corte na
prevaléncia e no perfil de resisténcia a antimicrobianos de isolados de

Enterococcus sp..

1.2 Objetivos especificos

Isolar Enterococcus sp. a partir de “swabs” cloacais de frangos de

corte;

Confirmar género Enterococcus pela técnica de PCR,;

Identificar as espécies por testes bioquimicos padrées para esta

bactéria;

Verificar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos destes isolados;

Determinar pela técnica de PCR a presenca dos genes de resisténcia
tet(M), tet(L) e erm(B) nos isolados;
e Relacionar as dietas empregadas para os frangos com os resultados

obtidos nas analises.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do género Enterococcus

Enterococcus sao bactérias amplamente distribuidas no ambiente,
sendo encontradas principalmente no trato gastrintestinal de humanos e animais,
cavidade oral e trato genital feminino (Moreno et al. 2006; Mohamed, 2007).
Entretanto, podem ser encontrados no solo, em alimentos, na agua, em animais,
passaros e insetos (Teixeira & Facklam, 2003).

Na andlise microscépica apresentam-se como Gram positivos com a
forma de cocos arranjados aos pares ou ainda como pequenas cadeias.
Enterococcus sdo anaerdbios facultativos, com temperatura oOtima de
multiplicacdo a 35°C, entretanto conseguem crescer em ampla variedade de
temperaturas entre 10 e 45°C e podem sobreviver durante 30 minutos a 60°C,
bem como suportam variagbes de pH entre 4,0 e 9,6. Tém habilidade de
sobreviver em meios contendo elevadas, concentracdo de NaCl (acima de 6,5%) e
40% de sais biliares (Hew et al., 2007). Algumas espécies como E. galinarum e E.
casseliflavus sao méveis e a maioria hidrolisa o substrato pirrolidonil-B-naftilamida

(PYR). Todas as linhagens produzem a enzima leucina-aminopeptidase (LAP)



(Schleifer & Kilpper-Baelz, 1984; Franz et al.,1999 ; Manero & Blanch, 1999 ;
Corréa et al., 2005).

Através da analise comparativa da seqténcia do rRNA 16S foram
identificadas até o momento 40 espécies: E. asini, E. avium, E. caccae, E.
camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E.cecorum, E. columbae, E.
devriesel, E. dispar, E. durans, E. faecalis, E.faecium, E. flavescens, E. gallinarum,
E. gilvus, E.haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E. italicus,, E.
malodoratus, E. moraviensis E. mundtii, E. pallens, E. phoeniculicola, E. porcinus,
E. pseudoavium, E. raffinosus, E. ratti, E. saccharolyticus, E. saccharominimus, E.
seriolicida, E. silesiacus, E. solitarius, E. sulfureus, E. termitis, E. thailandicus e E.
villorum (Manero & Blanch, 1999; Hardie & Whiley, 1997; Hsueh et al., 2000;
Tyrrell et al., 2002; Euzéby, 2010). As espécies apresentam um grande numero de
caracteristicas fenotipicas que sao divididas entre membros de grupos

A rotina de identificacdo das espécies usada em laboratérios clinicos é
baseada em métodos fenotipicos (Bascom & Manafi, 1998; Devriese, 1993).
Porém, técnicas moleculares tém auxiliado na discriminacao das espécies, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificacdo randémica de DNA
polimérfico (RAPD) e PCR- RFLP da regiao 16S rRNA (Cocconcelli et al., 1995;

Tenover et al., 1995; Tyrrell et al., 1997; Medeiros et al., 2010).

2.2 Epidemiologia de Enterococcus

Desencadeada por uma dualidade aparente entre propriedades

benéficas e prejudiciais, muitas pesquisas tém focado no papel de enterococos



isolados de alimentos como reservatério e/ou veiculo de resisténcia a
antimicrobianos e de fatores de viruléncia e uma possivel interacao entre estes
antimicrobianos e seus fatores de viruléncia (Huys et al., 2004). Com isso, podem
causar infeccées em humanos e, durante as ultimas décadas, E. faecalis e E.
faecium multirresistentes tém adquirido um papel importante em infeccdes
hospitalares (De Leener et al.,, 2004), atuando como patégenos oportunistas
principalmente em pacientes idosos, imunocomprometidos, hospitalizados por
longos periodos ou que fazem uso de terapia antimicrobiana de amplo espectro
(Horner et al., 2005).

Sao agentes de infeccdes nosocomiais, afetando o trato urinario,
corrente circulatéria, regides intra-abdominal e pélvica, feridas cirargicas e sistema
nervoso central (Mohamed, 2007). Em patrticular, isolados de E. faecium tém sido
relatadas como multirresistentes a antimicrobianos, incluindo penicilina,
aminoglicosideos (em niveis elevados) e vancomicinas, limitando as alternativas
terapéuticas para o tratamento de infeccoes severas por Enterococcus sp.

(Petsaris et al., 2005).

2.3 Enterococcus sp. como probiotico

Probio6ticos podem ser definidos como monoculturas ou culturas mistas de
microrganismos vivos que quando consumidos pelo homem ou animal poderéo afetar
de forma positiva, melhorando as propriedades da microbiota endbégena do

hospedeiro. Freqientemente sdo constituidos de espécies que fazem parte do habitat



intestinal (Franz et al.; 1999). Um probiético pode ser definido entdo, como um
produto que contem uma dose adequada de microrganismos vivos que foram obtidos
em estudos com objetivos de conferir beneficios a salude. Precisa ser pesquisado a
nivel de cepas, possuir um alvo especifico e deve ser formulado através de produtos
que utilizem cepas e doses eficazes (Sanders, 2008). Para humanos, os probioticos
sdao empregados na forma de iogurtes, leites fermentados, férmulas infantis e
preparacoes farmacéuticas. Seus efeitos benéficos sdo atribuidos aos seguintes
mecanismos: i) acdo antagbnica em relacdo a outros microrganismos através da
producédo de substancias que inibam ou eliminem os patégenos; ii) competicdo com
patdgenos por fontes de nutrientes ou locais de adesao; iii) modulacdo da resposta
imune do hospedeiro (Bernet et al., 1994).

Estudos foram realizados avaliando o uso de linhagens de enterococos
como probiodticos para utilizagdo em humanos ou animais, onde a linhagem de E.
faecium SF68 é talvez a mais estudada em termos de atividade probidtica. Esses
estudos relataram a importancia do uso de isolados de E. faecium e E. faecalis como
probidtico, pois 0s mesmos podem implicar em ganho de respostas imune, equilibrio
da microbiota intestinal, reducdo de enzimas fecais envolvidas em processos de
cancer, tratamento de diarréia associado a antimicrobianos, controle de colites
induzidas por Rotavirus, prevencao de Ulceras causadas por Helicobacter pilory;
reducao de colesterol sérico, antagonismo a patégenos associados a contaminacao
de alimentos, microrganismos envolvidos em caries dentarias, candidiase de trato
urinario, além de outras atividades ainda nao relatadas (Franz et al.,1999; Mercenier

et al., 2002).



2.4 Resisténcia bacteriana

Enterococcus sao intrinsecamente resistentes a uma ampla variedade
de antimicrobianos e isto limita a escolha de agentes contra estes organismos.
Com o aumento na prevaléncia mundial de Enterococcus envolvidos em infecgbes
nosocomiais ocorreu um aumento do uso de antimicrobianos em hospitais (Kak &
Chow, 2002). Conforme Kretsinger et al. (2003), nos Estados Unidos é comum o
uso de gentamicina em certas espécies de animais, entre elas, frangos e suinos.
Considerando este fator, os autores realizaram um trabalho com o objetivo de
isolar estes microrganismos de carne de bovinos, suinos e aves, bem como
avaliar sua resisténcia a gentamicina. Os autores observaram que a resisténcia a
niveis elevados de gentamicina em Enterococcus sp. foi mais freqlente em
isolados de frango (72%), menos em isolados de suinos (24%) e raro isolamento
de carne bovina (4%).

Segundo um estudo sobre a prevaléncia de Enterococcus resistentes a
vancomicina (VRE) na Europa, observou-se que a taxa de VRE ainda é baixa,
mas considerando a alta prevaléncia de resisténcia a niveis elevados de
gentamicina na Europa, Enterococcus podem representar um sério risco ao
tratamento de pacientes com severos processos infecciosos (Schouten et al.,
2000). Em outro estudo realizado em Portugal, com o objetivo de analisar a
presenca e a diversidade de Enterococcus resistentes a antimicrobianos em
isolados de galinhas domésticas, os resultados obtidos foram bastante

preocupantes, ja que 48% dos isolados eram VRE, 34% apresentaram niveis



elevados de resisténcia a gentamicina e 32% a estreptomicina. A presenca de
resisténcia simultdnea a varios antimicrobianos (tetraciclina, eritromicina,
ciprofloxacina) foi observada em quase todos isolados (Novais et al., 2005).

Menezes et al. (2005) realizaram um estudo sobre a freqiéncia de E.
faecalis isolados em urinoculturas no Hospital Geral de Fortaleza e observaram
que os antimicrobianos mais susceptiveis para E. faecalis foram vancomicina
(100%) e nitrofurantoina (100%), enquanto que 0s mais resistentes foram
rifampicina (52%) e tetraciclina (48%). Entre amostras isoladas em hospitais do
Canada, Enterococcus sp. aparece em quinto lugar, representando 7,6% dos
microrganismos; na Alemanha, resultados similares foram obtidos, assim como na
Italia o resultado nao foi muito diferente. J& na Franca os Enterococcus ocupam a
sétima posicao representando 3,4% dos microrganismos isolados de unidades de
terapia intensiva (Jones et al., 2004).

No Brasil, um estudo foi realizado em um hospital universitario situado
no estado de Sao Paulo sobre a incidéncia de microrganismos do género
Enterococcus, no qual foi relatado um aumento progressivo da resisténcia a
vancomicina nas culturas clinicas positivas para Enterococcus sp., durante os trés
anos de estudo. Em 2000, 9,5% das amostras eram VRE, em 2001 houve um
aumento para 15,7% e em 2002, 15,8% de VRE foi observado. As unidades com
maior numero de isolados foram respectivamente: pronto-socorro (19,5%) e UTI
geral (15%), sendo que urina (36%) e sangue (20%) apresentaram 0s maiores
indices de contaminacdo. Os autores concluiram que existe a necessidade de

implantagédo de medidas de controle mais efetivas para deter a disseminacao do
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VRE (Furtado et al., 2005). O primeiro caso de VRE em Porto Alegre foi notificado
em 2000, em um isolado de E. faecalis (d’Azevedo et al., 2000).

Em Portugal, Poeta et al. (2005) investigaram a presenca de
Enterococcus resistentes a vancomicina em amostras fecais de frango que nunca
receberam avoparcina como promotor de crescimento e em aves que receberam
avoparcina. As amostras de E. gallinarum isoladas de fezes de frangos foram
resistentes a vancomicina, independente do uso ou ndo de avoparcina como
promotora de crescimento. A presenca de niveis elevados de Enterococcus
resistentes a gentamicina e quinupristina/dalfopristina foi relatada em amostras de
carnes de suinos obtidos de armazéns nos Estados Unidos por McClellan et al.
(2001). No estudo foram isolados um total de 569 microrganismos do género, 0s
quais 78% eram E. faecalis, 15% E. faecium e 4% E. galinarum. Nos testes de
sensibilidade, 4% dos isolados apresentaram niveis elevados de resisténcia a
gentamicina e 78% dos E. faecium foram resistentes a quinupristina/dalfopristina.
Esses microrganismos tém desenvolvido resisténcia a drogas comumente
empregadas na terapéutica, seja pela aquisicdo de genes de resisténcia em
plasmideos ou transposons de outros microrganismos, ou ainda por mutacoes
cromossomais espontaneas (Salyers & Amabile-Cuevas, 1997; Furtado et al.,
2005).

Em frangos, infecgdes clinicas por enterococos sao raramente
relatadas, contudo, E. faecalis, E. faecium, E. durans e E. cecorum sao
ocasionalmente associados a uma variedade de patologias em aves, incluindo

endocardite, septicemia, desordens do sistema nervoso central e laminite
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(Cauwerts et al., 2007). No entanto, por seu potencial patogénico, Enterococcus
sp. pode se tornar um reservatério de genes de resisténcia que podem ser
disseminados ou transferidos a diferentes ecossistemas, e consequentemente,
uma possivel rota de transmissdo de bactérias resistentes através da cadeia
alimentar ou pelo contato direto com os animais (Shepard & Gilmore, 2002; Franz

et al., 2003).

2.4.1 Origem genética

A maioria dos microrganismos resistentes a farmacos surge em
decorréncia de alteracdes genéticas e processos posteriores de selecdo natural,
resultante da exposicdo a agentes antimicrobianos (Salyers & Amabile-

Cuevas,1997).

2.4.2 Resisténcia cromossémica

Desenvolve-se em consequéncia de combinacdes de mutacoes
espontaneas em diversos loci genéticos que codificam os alvos preferenciais dos
antimicrobianos e é considerada resisténcia de nivel reduzido ou de sensibilidade
diminuida. A presenga do antimicrobiano atua como mecanismo seletivo,
suprimindo 0s mecanismos suscetiveis e permitindo o crescimento dos mutantes
resistentes aos farmacos (Barreto et al., 2004). A mutacao espontadnea ocorre na
frequéncia de 102 a 107, caracterizando-se desta forma como situagdo pouco
frequente no aparecimento de resisténcia farmacoldgica clinica em determinado

paciente (Mouton, 1987).
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2.4.3 Resisténcia extracromossomica

As bactérias em sua grande maioria contém elementos genéticos
extracromossémicos. Os fatores R sdo elementos genéticos intracelulares que
compreendem uma classe de plasmideos que transportam genes que codificam
resisténcia a um ou varios agentes antimicrobianos e metais pesados. Genes
plasmidiais para a resisténcia antimicrobiana normalmente expressam enzimas
que inativam os agentes antimicrobianos por alterarem sua estrutura (Tortora et
al., 2000). Os plasmideos podem codificar enzimas que inativam o cloranfenicol
(acetiltrasnferase), acetilam, adenilam ou fosforilam varios aminoglicosideos, ou
proteinas de membrana que bombeiam o antimicrobiano de dentro da célula
bacteriana para fora, como por exemplo, o mecanismo de resisténcia a
tetraciclinas codificada pelo gene tet(K) e tet(L), segundo Khan & Novick (1983) e

Schwarz, et al. (1989).

2.5 Resisténcia em microrganismos do género Enterococcus

Uma importante caracteristica deste género é a resisténcia intrinseca a
muitos antimicrobianos utilizados rotineiramente no tratamento de infeccdes por
cocos Gram positivos, tais como cefalosporinas, lincosaminas, co-trimoxazol e
niveis reduzidos de penicilinas e aminoglicosideos (Lewis & Jones, 2000; Murray,

2000; Johnston & Jaykus, 2004).
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2.5.1 Resisténcia a B-lactamicos

Os Enterococcus possuem uma resisténcia natural intrinseca a
antimicrobianos B-lactamicos devida a baixa afinidade de suas proteinas de
ligacdo a penicilina. A resisténcia intrinseca difere entre os antimicrobianos desse
grupo, com as penicilinas exercendo maior atividade frente a estes
microrganismos, seguida por carbapenens e cefalosporinas. Entre as penicilinas, a
ampicilina € a mais efetiva. A resisténcia intrinseca as cefalosporinas é téo
elevada que o mesmo nao pode ser empregado no tratamento de pacientes
infectados com enterococos (Torres et al., 1993; Valdés et al., 1998; Kak & Chow,
2002).

O nivel elevado de resisténcia a penicilinas é ocasionado
principalmente pela superproducao de proteinas de ligacao a penicilina (PBP) de
baixa afinidade, ou ainda por mutagdes nas PBP, o que as torna menos
suscetiveis a inibicao pelas penicilinas. Ja foram descritas linhagens de E. faecalis

produtoras de B-lactamase codificadas pelo gene blaZ (Fontana et al., 1996).

2.5.2 Resisténcia a aminoglicosideos

O grupo dos aminoglicosideos inclui a gentamicina, a tobramicina,
amicacina, netilmicina, canamicina, estreptomicina, dibencacina e a neomicina.
Esses farmacos sdo empregados principalmente no tratamento de infeccoes
causadas por bactérias Gram negativas, entretanto exercem efeito sinérgico com

inibidores da sintese de parede celular em bactérias Gram positivas. Esses atuam
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como bactericidas. Embora sejam farmacos importantes e amplamente utilizados,
0s mesmos sao extremamente tdxicos, o que limita sua utilizagdo. Os
aminoglicosideos exercem seu efeito bactericida por interferirem com a sintese de
proteinas, pela ligacdo a porcdao 16S rRNA da subunidade ribossomal 30S
(Hernandez, 1998).

Estes microrganismos caracterizam-se por apresentarem resisténcia
intrinseca a niveis reduzidos de aminoglicosideos, através de um mecanismo que
dificulta o transporte da droga através da membrana celular. Aminoglicosideos nao
sdo efetivos como monoterapia contra Enteroccocus. Entretanto, quando
associados com agentes como penicilinas ou glicopeptideos ocorre um aumento
da concentracao intracelular deste agente, causando a morte do microrganismo,
resultante de uma acao sinérgica. A principal forma de resisténcia a este agente
se deve a aquisicao de genes de resisténcia que codificam enzimas modificadoras
de aminoglicosideos que podem ser fosfotransferases (fosforilam a molécula de
aminoglicosideo a partir de ATP), acetiltransferases (acetilam a molécula a partir
de acetil-CoA) ou nucleotidiltransferases (adiciona molécula de adenina, também
proveniente de ATP). Frequentemente, isolados clinicos de Enterococcus que
apresentam niveis elevados de resisténcia a aminoglicosideos possuem genes de
resisténcia a esses antimicrobianos, como o ant (6)-la e o ant (3”)-la que codifica
uma nucleotidiltransferase que modifica a estrutura deste antimicrobiano, ou ainda
através de mudancas na subunidade ribossomal 30S que diminui a capacidade de
ligacdo do antimicrobiano (Krogstad et al., 1978; Hernandez,1998; Mingeot-

Leclercq et al., 1999; Chow et al., 2000).
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2.5.3 Resisténcia a glicopeptideos

Pertencem a este grupo vancomicina e teicoplamina. Esses
antimicrobianos exercem seus efeitos por inibirem a sintese da parede celular de
bactérias sensiveis através de sua ligagcdo de alta afinidade a extremidade
terminal D-alanil-D-alanina de unidades precursoras da parede celular. Sao
empregados no tratamento de infeccbes severas causadas por microrganismos
Gram positivos (Bugg et al., 1991; Pinera et al.,, 1998). Cepas de VRE,
principalmente E. faecium, surgiram como importantes patégenos nosocomiais em
hospitais nos Estados Unidos. Tipicamente, estas cepas sao resistentes a
multiplos antimicrobianos incluindo estreptomicina, gentamicina e ampicilina. A
resisténcia a estreptomicina e gentamicina causa preocupacao especial, visto que
a combinacdo de um aminoglicosideo a um inibidor de sintese de parede celular
constitui 0 Unico esquema bactericida confiavel para o tratamento de endocardite
enterocdcica. A resisténcia a vancomicina nesse género resulta de uma alteracao
de D-alanil-D-alanina em D-alanil-D-lactato ou D-alanil-D-serina, que apresentam
baixa afinidade com a vancomicina, devido a auséncia de um local critico para a
ponte de hidrogénio (Fines et al., 1999; Pootoolal et al., 2002; Lazo et al., 2006).

Teicoplamina se mostra ativa apenas contra bactérias Gram positivas.
Trata-se de um bactericida confiavel contra isolados sensiveis, exceto contra
isolados de Enterococcus. Mecanismos de resisténcia a teicoplamina ndo foram
elucidados, entretanto a presenca do gene vanA codifica resisténcia a ambos,

teicoplamina e vancomicina (Pifiera et al.,1998; Lazo et al., 2006). Foram descritos
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seis fendtipos de resisténcia, sendo cinco deles conhecidos por serem adquiridos
(VanA, VanB, VanD, VanE e VanG), enquanto que um (VanC), é uma propriedade
intrinseca de Enterococcus moveis (E. casseliflavus e E. gallinarum) (Kak & Chow,
2002; Teixeira & Facklam, 2003; Khan et al., 2005).

O gene vanA codifica uma resisténcia de niveis elevados a vancomicina
(MIC=64 pg/mL) e teicoplamina (MIC=16 pg/mL) e é normalmente adquirido
através do transposon Tn1546 ou membros da familia relacionados como Tn3
(Arthur et al., 1993). O gene vanB induz niveis variados de resisténcia a
vancomicina (MIC 4-1000 ug/mL), entretanto nao induz resisténcia a teicoplamina
encontra-se localizado normalmente no cromossomo bacteriano, mas também
pode ser carreado por plasmideos (Bugg et al., 1991; Pootoolal et al., 2002; Franz
et al., 2003).

O gene vanD induz um nivel moderado de resisténcia a vancomicina
(MIC 64-128 pg/mL) e teicoplamina (MIC 4-64 pg/mL) e apresenta-se localizado
no cromossomo (Casadewall & Courvalin, 1999). Os determinantes vank e vanG
codificam um nivel reduzido de resisténcia a vancomicina (MIC <16 pg/mL) e
acredita-se que sejam adquiridos e induziveis (Fines et al., 1999; McKessar et al.,

2000).

2.5.4 Resisténcia a tetraciclina
A resisténcia a tetraciclina € um dos fenétipos de resisténcia adquirida
mais observada em Enterococcus isolados de alimentos. Esse antimicrobiano é

muito empregado na agricultura e piscicultura, principalmente como promotor de
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crescimento em paises europeus (Huys et al., 2004). Em humanos, possui amplo
emprego em infeccdes do trato urogenital, doencas periodontais e tratamento da
acne. Tetraciclina tem sido particularmente Util para a terapia de pacientes
ambulatoriais por ser uma droga relativamente barata e que pode ser administrada
oralmente (Speer et al., 1992). Dentre os isolados clinicos de Enterococcus cerca
de 65% apresentam-se resistentes a este antimicrobiano (Roberts et al., 2003).

A tetraciclina € um bacteriostatico de amplo espectro, com atividade
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, riquétsias, micoplasmas,
clamidias, espiroquetas, borrélias, actinomicetos, legionelas e algumas
micobactérias (Goodman & Gilman, 2003). Essa droga age inibindo a sintese de
proteinas, bloqueando a unido do RNA transportador (tRNA) ao complexo
ribossémico de RNA mensageiro (mMRNA). A unido reversivel se produz na
subunidade ribossémica 30S dos microrganismos sensiveis (Speer et al., 1992).

Diversos analogos de tetraciclinas estdao atualmente disponiveis no
Brasil para uso oral; o cloridrato e o fosfato de tetraciclina, a oxitetraciclina, a
doxiciclina e a minociclina. A eficacia dos diversos analogos da tetraciclina é em
geral similar, desde que utilizados em doses adequadas (Silva, 1998). O
mecanismo de resisténcia a este antimicrobiano é resultante de trés estratégias
empregadas pelas bactérias: i) limitacdo do acesso da droga ao seu alvo pelo
efluxo da droga através da membrana celular; ii) alteracao ribossomal que dificulta
uma ligacao efetiva da droga ao seu respectivo alvo e; iii) producao de enzimas de
inativacdo da tetraciclina (Tortora et al., 2000).

Até o momento foram identificadas sete classes de genes envolvidos na
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resisténcia codificada por proteinas transmembrana responsaveis pelo efluxo da
droga através da membrana celular. Classes de A até E sdo encontradas entre
membros da familia Enterobacteriaceae e do género Haemophilus, Vibrio,
Aeromonas e Moraxela estando presente em plasmideos. Classe K e L tém sido
encontradas em bactérias Gram positivas como microrganismos pertencentes aos
géneros Enterococcus, Staphylococcus e Streptococcus, estando localizados
principalmente em plasmideos (Bismuth et al., 1990).

Existem trés classes de genes que codificam resisténcia pela ligacao de
proteinas ao ribossomo e alteracdo de sua conformacao, prevenindo a ligacao da
tetraciclina no ribossomo: tet(M) (mais comum, cromossomal e presente em
Tn916 e plasmideos conjugativos), tet(O) e tet(S) (Zhanel et al., 2004).

O terceiro tipo de resisténcia a tetraciclina € dado pela producao de
enzimas inativadoras de tetraciclina. Esse gene foi identificado em E. coli e
Bateriodes spp., sendo designado por tet(X), estando presente principalmente em
plasmideos, entretanto seu significado clinico ainda nao esta claro (Speer et
al.,1992). Mais recentemente, a presenca de genes transferiveis tet(M) e tet(L)
foram identificadas em amostras de Enterococcus sp. isoladas de carcacas de

frangos (Frazzon et al., 2009).

2.5.5 Resisténcia ao cloranfenicol
O cloranfenicol possui amplo espectro de atividade antimicrobiana. Atua
primariamente através de sua ligacao reversivel a subunidade riboss6mica 50S.

Devido ao nivel elevado de cepas enterocdcicas resistentes, alguns hospitais tém
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empregado o cloranfenicol como alternativa no tratamento desses processos
infecciosos, entretanto cerca de 50% das linhagens pertencentes a este género
sao resistentes. Pode atuar também nas mitocéndrias de mamiferos, o que
dificulta sua utilizagdo pela elevada toxicidade, representada pelo alto indice de
discrasias sanguineas. Na maioria dos Enterococcus a resisténcia € mediada pela
presenca do gene cat que pode ser encontrado no cromossomo, bem como em
plasmideos, o qual codifica uma enzima acetiltransferase, que tem fungcédo de
alterar a estrutura da droga, fazendo com que esta perca a capacidade de ligacéao

a porcao ribossomal (Trieu-Cuot et al., 1993; Lazo et al., 2006).

2.5.6 Resisténcia a macrolideos

Dentro deste grupo merecem especial atencdo eritromicina,
claritomicina clindamicina, roxitromicina e azitromicina. Sdo antimicrobianos
bacteriostaticos que inibem a sintese de proteinas através de sua ligacao
reversivel as subunidades ribossdbmicas 50S de microrganismos sensiveis. O
principal mecanismo de resisténcia aos macrolideos presente entre Enterococcus
€ a alteracao do sitio de ligacao, conferida por uma enzima que metila um residuo
de adenina na porcao 23S da subunidade 50S do RNA ribossomal, o que resulta
numa dificuldade na ligagdo do antimicrobiano ao ribossomo. Esse mecanismo é
usualmente mediado pelo gene erm(B) e raramente pelo gene erm(A). O gene
mef(A) codifica uma proteina de efluxo que expulsa os macrolideos da célula.
Esse gene parece estar localizado num elemento conjugativo e determinam niveis

de resisténcia a eritromicina mais reduzidos do que aqueles mediados pelo gene
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erm(B) (Pinera et al., 1998; Roberts et al., 1999; Lazo et al., 2006). Evidéncias da
disseminacao de resisténcia a eritromicina tém sido mostradas em Enterococcus

sp. isolados de suinos, frangos e humanos (De Leener, et al., 2004).

2.5.7 Resisténcia a quinolonas

A primeira quinolona descrita foi o &cido nalidixico, empregado
amplamente no tratamento de infecgdes urinarias. Depois foram introduzidos a
este grupo mais quatro quinolonas fluoradas, como ciprofloxacino, moxifloxacino,
norfloxacino e gatifloxacino. Até o momento j4 existem mais de 20 quinolonas
descritas. Esses antimicrobianos possuem como alvo a DNA-girase e a
topoisomerase |V bacterianas. Para muitas bactérias Gram positivas, a
topoisomerase IV é a principal atividade inibida pelas quinolonas. Em
contrapartida, para bactérias Gram negativas o principal alvo das quinolonas é a
DNA girase (Lazo et al., 2006).

A atividade da ciprofloxacina contra Enterococcus é moderada e a
resisténcia nestes microrganismos a este antimicrobiano é bastante comum.
Algumas fluorquinolonas (moxifloxacino e gatifloxacino) se mostram bastante
efetivas in vitro contra bactérias do género Enterococcus, entretanto isolados
resistentes a ciprofloxacino sdo normalmente resistentes a moxifloxacino e
gatifloxacino. A resisténcia a quinolonas em Enterococcus nao esta bem
esclarecida, quando comparado com o0Ss mecanismos de resisténcia em
Staphylococcus e Pneumococcus. O mecanismo de resisténcia ocorre

basicamente por mutacdes nas regides parC e gyrA do DNA bacteriano (Kolar et



21

al., 2006; Lazo et al., 2006).

2.5.8 Resisténcia a estreptograminas

Pertencem ao grupo macrolideos-lincosaminas-estreptograminas. A
familia das estreptograminas compreende micamicinas, pristinamicinas,
oestreomicinas, virginiamicinas. Pristinamicinas tépicas e orais vém sendo
empregadas na Franga ha um longo periodo no tratamento de infeccdes por
bactérias do género Staphylococcus (Barriere et al., 1992). Essas drogas atuam
inibindo a sintese de proteinas por interferir com a subunidade 50S do ribossomo
bacteriano. As pristinamicinas deram origem aos derivados semi-sintéticos
dalfopristin e quinupristin (Witte, 2000).

Devido a presenca de niveis elevados de resisténcia a antimicrobianos,
tem-se buscado o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, como
quinupristina-dalfopristina. Essa associacdo atua de modo sinérgico e é
normalmente bactericida, ao contrario de quando os mesmos sdo usados
isoladamente ou comparados a antimicrobianos similares pertencentes ao grupo
dos macrolideos. Os principais alvos desse grupo sao 0S microrganismos
resistentes e que possuem opcdes terapéuticas limitadas. Entretanto, algum
tempo apds a aprovacao destes dois medicamentos, microrganismos resistentes
comecaram a ser encontrados (Hershberger et al., 2003; Goodman & Gilman,
2003). Em geral, tem sido relatado que quinupristina/dalfopristina apresenta
atividade inibitéria contra E. faecium, incluindo os VRE que sao resistentes a

outros agentes clinicamente disponiveis. No entanto, dois genes ja foram



22

descobertos em E. faecium como sendo responsaveis pela resisténcia a
quinopristina/dalfopristina: vanD e vanE. E. faecalis € resistente a associacao
destas drogas devido a expressdo do gene /sa ou por possuirem o gene vank

(Hershberger et al., 2003).

2.6 Industria Avicola

A producdo mundial de carne de frango tem como principais paises
produtores os Estados Unidos e China, com taxas de aproximadamente 15 e 9
milnées de toneladas de carne produzidas por ano, respectivamente (USDA,
2006). No que se refere a exportacdo de carne de frango, o Brasil lidera o
ranking, tendo um aumento substancial da taxa de exportagdao na ultima década,
com indices que variaram entre 900 mil e 3,2 milhdes de toneladas de carne. No
ultimo biénio (2008-2009), o volume das exportacdes de carne de frango atingiu o
volume de 3,6 milhdes de toneladas, totalizando uma receita cambial de 6,5
bilhdes de dblares. Os ultimos dados correntes mostram que no periodo de janeiro
a junho de 2008, os embarques somaram 1,8 milhdo de toneladas, totalizando um
acumulado de 3,3 bilhdes de dblares, um crescimento de 19% no volume e 57%
no valor em relacdo a 2007. No ano de 2009, a regido Sul do Brasil obteve os
maiores indices de exportacbes no setor, abrangendo 74,6% do total de
exportacdes de carne de frango no pais (ABEF, 2007).

Com o aumento do consumo da carne de frango e seus derivados, e

consequentemente, aumento da producdo aviaria no mundo, inUmeras doencas
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causadas por microrganismos surgiram devido a elevada densidade de frangos
nos aviarios. Em decorréncia deste fato, modernas tecnologias de producao
avicola tém implicado numa utilizagdo cada vez maior do uso de substancias

quimicas (antimicrobianos) durante todas as fases de producao (Palermo, 2001).

2.7 Antimicrobianos na racao de frangos de corte

O uso de antimicrobianos como promotores de crescimento na
producédo animal foi universal, tendo como objetivo a prevengao de doencas € 0
aumento da produtividade em aves confinadas (Davies & Roberts, 1999; Garcia et
al., 2002). Antimicrobianos como promotores de crescimento sdo conhecidos por
inibirem populagées microbianas indesejadas, selecionar bactérias benéficas e
efeitos negativos de metabdlitos (Anderson et al., 1999; Collier et al., 2003). Uma
ampla diversidade de antimicrobianos pode ser administrada oralmente em varios
niveis subterapéuticos (Schwarz et al., 2001).

Fatores como a composicao da dieta e fatores fisicos, imunoldgicos e
respostas fisiolégicas ao estresse e patégenos, e aditivos, exercem um papel
significativo na dindmica da microbiota animal (Apajalahti et al., 2001). Entretanto,
0s antimicrobianos empregados como promotores exercem também uma pressao
seletiva que favorece a selecdo de microrganismos patogénicos e comensais
resistentes, tornando os animais um grande reservatério de bactérias resistentes e
de genes de resisténcia (Bager et al., 1997).

Durante o periodo de uso de antimicrobianos como promotores de

crescimento, houve um aumento no numero de Enterococcus resistentes a varios
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agentes antimicrobianos, incluindo vancomicina, gentamicina e estreptograminas
isolados de alimentos (Giraffa et al., 2000; Simjee et al., 2002; Donabedian et al.,
2006). Uma preocupacao crescente sobre a selecao de resisténcia através do uso
de analogos de antimicrobianos humanos como promotores de crescimento em
animais levou a Unido Européia a banir o uso de todos antimicrobianos como
aditivos alimentares (Hammerum et al., 1998). Seu uso esta proibido em toda a
producao até os dias atuais.

No Brasil, que se classifica como um dos lideres entre os paises
exportadores de alimentos (USDA, 2006), varios esforcos institucionais para
garantir a seguranca alimentar, tém sido realizados, como o programa nacional de
monitoramento de resisténcia antibiética de Salmonella e Enterococcus em
carcacgas de frangos, coordenado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (Brasil, 2006). Esses programas sao importantes para avaliagbes de
risco, atualmente um pré-requisito para o comércio internacional de produtos
alimentares (Singer et al., 2007).

A presenca de microrganismos resistentes em animais produtores de
alimentos e a possivel contaminacao de sua carcaca sao aspectos importantes em
termos de sanidade animal e de saude publica (Moreno et al., 2006). Como
consequéncia dessa pressao seletiva dentro da produgcdo avicola, um amplo
espectro de bactérias resistentes e genes de resisténcia tém sido formados e ha
uma preocupacdo generalizada sobre o potencial de infiltracdo desses

determinantes de resisténcia em patégenos humanos (Singer et al., 2003). Giraffa
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(2002) e Saavedra et al. (2003), relataram que Enterococcus isolados de

alimentos foram resistentes a antimicrobianos e apresentaram genes de viruléncia.

2.8 Probiodticos e 6leos essenciais na racao de frangos de corte

Restricbes para o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento nos ultimos anos tém levado a busca de alternativas como a selecao
de  microrganismos  probidticos, prebidticos, 06leos  essenciais e
imunoestimuladores (Mountzouris et al., 2007). Probiéticos tém sido definidos
como suplementos alimentares a base de microrganismos vivos, que exercem
efeitos benéficos ao hospedeiro, por aumento do balanco microbiano intestinal
(Fuller, 1989).

Promovendo a exclusdo competitiva mais efetivamente, sdo compostos
por culturas Unicas ou mistas de microrganismos. As principais bactérias
empregadas como probiéticos para frangos pertencem aos géneros Lactobacillus
e Enterococcus (Jin et al. 1998; Mountzouris et al. 2007). S&o preferencialmente
isolados da microbiota gastrointestinal de espécies de interesse. Sensibilidade a
antimicrobianos, producao de substancias inibitérias e parede celular hidrofébica
sao propriedades desejaveis para uso probidtico (Souza et al., 2007).

Outros produtos, como acidos organicos e alimentos que induzem a
formacao de lecitinas e peptideos, também tém sido propostos como alternativas a
utilizacdo de antimicrobianos promotores de crescimento (Thomke & Elwinger,
1998). Muitos estudos tém demonstrado o efeito antimicrobiano in vitro de muitas

plantas, devido a seus componentes bioativos. Uma categoria de aditivos
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alimentares relativamente nova € a mistura de éleos essenciais especificos. Esses
produtos sdo misturas de compostos fitoquimicos, como o carvacrol e o timol, com
propriedades antimicrobianas seletivas (Lee et al., 2004).

Alguns O6leos essenciais especificos tém demonstrado resultados
promissores em relacdo a reducdo da colonizagado e proliferacao de Clostridium
perfringens, controle de infecgcdes por coccidios e, consequentemente, podem
ajudar na reducao de enterite necrética (Gianennas et al., 2003; Saini et al., 2003;
Mitsch et al., 2004). Outros autores também relataram que a adicdo de 6éleos
essenciais na racao demonstrou que seus metabdlitos secundarios tém atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante e coccidiostatica (Kamel, 2000;

Manzanilla et al., 2004; Silva et al., 2009).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Frangos de corte pertencentes ao Departamento de Zootecnia da
UFRGS, foram utilizados para as coletas de amostras do trabalho. No més de
julho de 2008, tais aves, com aproximadamente 45 dias de idade, foram divididas
em oito grupos e separadas em gaiolas de acordo com a dieta empregada (Tabela
1). Foram colhidas 48 amostras de “swabs” cloacais destes frangos de corte,
sendo seis animais amostrados por cada grupo de dieta.

As dietas fornecidas as aves foram balanceadas e baseadas em uma
mistura de milho, farelo de soja, O6leo vegetal, minerais e vitaminas e
suplementadas ou ndo com promotor de crescimento (dissaliciato metileno de
bacitracina), aditivos (6leos essenciais) ou probioéticos (Enterococcus faecium).

As aves dos Grupos 2, 4 e 6 receberam 100 ppm do coccidiostatico
ionéforo (monensina) desde o primeiro dia de vida. Por via intra-esofagica, aos 14
dias de idade, todas as aves, com excecao do grupo controle (Grupo 8), foram
administradas uma solugdo contendo 500.000 oocistos de Eimeria acervulina e
30.000 oocistos de Eimeria maxima. Os ensaios foram realizados em trés

repeticdes diferentes simultdneamente. As exigéncias nutricionais das aves foram
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atendidas de acordo com indicagdes das tabelas gerais de Rostagno (2005). A

agua foi fornecida ad libitum.

TABELA 1. Grupos e dietas empregadas para os frangos de acordo com
incremento (promotor de crescimento, probidticos, aditivos e coccidiostatico
ionéforo) utilizadas no presente estudo.

Grupos Dietas
1 Sem coccidiostatico ionéforo’
2 Com coccidiostatico ionéforo
3 Probiético? e sem coccidiostatico ionéforo
4 Probiético? e com coccidiostatico ionéforo
5 Aditivo® e sem coccidiostatico ionéforo
6 Aditivo® e com coccidiostatico ionéforo
7 Promotor de crescimento* e sem coccidiostatico ionéforo
8 Com coccidiostatico ionéforo

Aves que nao foram inoculadas com Eimerias (controle 4negativo);
1Monensina; 2Enterococcus faecium; %Oleos Essenciais; Antimicrobiano bacitracina.

3.2 Isolamento e identificacao fenotipica das isolados de

Enterococcus sp.

Os “swabs” cloacais foram inoculados em caldo azida (Himedia,
Mumbai, india) por 24 horas & temperatura de 36°C. Apds, 100ul do caldo foram
semeados em placas contendo meio agar infusdo de cérebro e coracdao (BHI)
(Himedia, Mumbai, india) acrescidos de 6,5% de NaCl e incubadas nas mesmas

condicbes anteriores. As col6nias presentes no meio de cultura foram
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selecionadas aleatoriamente e re-isoladas em meio agar BHI. As colénias
identificadas fenotipicamente como cocos Gram positivos através de coloracéo,
crescimento em 6,5% de NaCl, hidrélise da esculina e catalase negativa foram
caracterizadas como membros do género Enterococcus (Facklam & Collins, 1989).

Para os testes moleculares, os isolados foram crescidos em agar BHI
(36°2C/24h) e o DNA genbmico foi extraido pelo método de lise térmica, onde uma
colénia da amostra foi colocada em um criotubo com 100uL de agua MiliQ estéril e
submetido a fervura a 100°C por 10 minutos. Apds esse periodo, as amostras
foram submetidas a uma centrifugagcdo por 10 minutos a 13000 x g em
microcentrifuga (Eppendorf Minispin). Apds a centrifugagao, 1uL do sobrenadante

foi retirado e submetido a reacao de PCR.

3.3 Confirmacao molecular de género Enterococcus

Os isolados de Enterococcus sp. provenientes dos “swabs” cloacais
foram confirmados genotipicamente para o género Enterococcus pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguindo o protocolo para amplificacao
do gene tuf (Tabela 2). As reacbes de amplificacdo foram realizadas com um
volume final de 25ul contendo 1pl de DNA gendmico de Enterococcus; 10uM de
cada oligonucleotideo iniciador; 200uM de dNTPs; 1U de Taqg DNA Polimerase;
1,5uM de MgCl,; tampao de reacdo 10X e agua MiliQ. Nos controles negativos

foram incluidos todos os reagentes, exceto o DNA gendémico.
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As condicdes de amplificacdo das reagdes consistiram em uma
desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 30
segundos; temperatura de anelamento (Tabela 2) por 30 segundos; 72°C por 1
minuto, e extensao final de 72°C por 7 minutos. O produto da amplificacao, um
fragmento de DNA de 112 pares de base (pb) foi visualizado em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etidio (0,5 ug ml™") e observado sob luz ultravioleta

(UV).

3.4 Testes bioquimicos para identificacao de espécies de

Enterococcus

A caracterizagdo das espécies foi realizada atravées dos testes
bioquimicos descritos por Devriese (1993). Os testes consistem da utilizacdo dos
acucares L-arabinose (ARA), rafinose (RAF), sorbitol (SBL), sorbose (SOR),
manitol (MAN) na concentracao 1%, no com a producéo de &cido, crescimento em
Metil-a-D-glicopiranosida (MGP), piruvato (PIR), NaCl 6,5% e hidrdlise de arginina
(ARG).

Os isolados foram crescidos em meio agar BHI. Culturas com 24 horas
de crescimento a 36°C foram diluidas em solucao salina 0,9% até atingir a escala
0,5 de McFarland. Trés gotas desta solucdo foram inoculadas nos acucares em
tubos de ensaio e observadas durante 7 dias consecutivos sendo a leitura

realizada a cada 24 horas a partir da inoculagéo.
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3.5 PCR-RFLP para confirmacao das espécies E. gallinarum e E.

casseliflavus

Os isolados classificados bioquimicamente como E. gallinarum e E.
casseliflavus foram confirmados para a espécie pela técnica de PCR-RFLP,
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos da regido ribossémica 16S
rDNA de Enterococcus (Tabela 2), como descrito por Medeiros et al. (2010).

O produto amplificado foi um fragmento de 661pb que foi submetido a
digestdo enzimatica com a enzima de restricdo Hinfl seguindo as especificacoes
descrita pelos fornecedores. Os fragmentos foram resolvidos em gel de agarose

2% por 2 horas.

3.6 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados, independente da dieta empregada, foram
submetidos a teste de suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de Kirby-
Bauer (método de difusdo de disco antimicrobiano em agar Muller Hinton).

Os isolados a serem testados foram semeados em meio agar BHI a
temperatura de 36°C por 24 horas e col6nias provenientes da cultura foram
diluidas em solucao salina 0,9% na escala 0,5 de McFarland. A solugcédo contendo
as bactérias foi inoculada sobre o meio de cultura com auxilio de “swab”. Apds,
prosseguiu-se a colocacado de discos de papel impregnados com concentracoes

conhecidas de diferentes antimicrobianos: ampicilina, penicilina, eritromicina,
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cloranfenicol, nitrofurantoina, ciprofloxacina, bacitracina, vancomicina, rifampicina
e tetraciclina.

O antimicrobiano difundiu-se de forma radial na superficie do agar e sua
leitura foi realizada apds 18-24 horas de incubacéo a 36°C a partir do diametro de
inibicdo formado ao redor do disco. Os isolados foram classificados como
sensiveis, de resisténcia intermediaria, ou resistentes, de acordo com tabelas

elaboradas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).

3.7 Deteccao de genes de resisténcia antimicrobiana

O DNA genbmico de Enterococcus foi extraido utilizando-se o método
de lise térmica. A presenca dos genes tet(M) e tet(L) e do gene erm(B) foram
pesquisados utilizando-se PCR em todos os 240 isolados de Enterococcus. Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 2.

Todas as amplificacbes de PCR foram realizadas com um volume final
de 25ul contendo 1ul de DNA genbmico de Enterococcus; 10uM de cada
oligonucleotideo iniciador; 200uM de dNTPs; 1U de Tag DNA Polimerase; 1,5uM
de MgCl,; tampao de reacdo 10X e agua MiliQ. Nos controles negativos foram

incluidos todos os reagentes, exceto o DNA gendémico.
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TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo de PCR dos genes tuf, 16sRNA, tet(M), tet(L) e

erm(B).
Oligonucleotideos iniciadores Tamanho do Temperatura de _
Genes _ Referéncias
(5’-3) amplicon (pb)* anelamento (°C)
tuf TACTGACAAACCATTCATGATG 112 54 Ke et al., 1999
AACTTCGTCACCAACGCGAAC
Medeiros et al.,
16sRNA CTGACGCTGAGGCTCGAAAGCG 661 53 2010
GTGACGGGCGGTGTACAAGGC
Ng et al.,
tet(M) GTGGACAAAGGTACAACGAG 406 54 2001
CGGTAAAGTTCGTCACACAC
Frazzon et al.,
tet(L) ATAAATTGTTTCGGGTCGGTAAT 625 58 2009
AACCAGCCAACTAATGACAAGT
Sutcliffe et al.,
erm(B) GAAAAGA/GTACTCAACCAAATA 640 57

1996
AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC

*pb: pares de bases
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As condicoes de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores tet(M) e
tet(L) consistiram em uma desnaturagéo inicial de 94°C por 5 minutos; 30 ciclos
94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento (Tabela 2), 72°C por 1 minuto; e
extensado final a 72°C por 5 minutos. Para amplificacdo do gene erm(B) foram
utilizadas as seguintes condicdes: desnaturagéo inicial de 93°C por 3 minutos;
seguido de 35 ciclos de 93°C por 1 minuto, temperatura de anelamento (Tabela 2),
e 72°C por 1 minuto; com extensao final de 72°C por 5 minutos. Todos os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese de gel de agarose 1,5%
contendo brometo de etideo (0,5 pg ml”), observado sobre transiluminador com

luz ultravioleta e fotografados por Kodak Digital Science TM DC120.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificacao fenotipica e genotipica de

Enterococcus sp.

Um total de 240 Enterococcus foram isolados de “swabs” cloacais de
frangos de corte, identificados bioquimicamente e todos confirmados para género
pela técnica de PCR e pesquisa do gene fuf. A figura 1 mostra a distribuicao das
espécies identificadas.

Enterococcus faecalis foi a espécie que apresentou maior prevaléncia
39,6% (96/240) seguida por 12,1% E. faecium (25/240), 11,25% E.
casseliflavus/gallinarum (38/240) e 11,25% E. mundtii (26/240). As demais
espécies representam 27,08% dos isolados que foram identificados como E.
columbae (14/240), E. pseudoavium (8/240), E. saccharolyticus (3/240), E. avium
(3/240), E. hirae (2/240), E. durans (2/240), E. cecorum (2/240), E. sulfureus
(2/240), E. asini (1/240), E. malodoratus (1/240), E. rafinosus (1/240) e

Enterococcus sp. (16/240).
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Isolados positivos

Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5

Grupo6 Grupo7 Grupo 8

Dietas
W E. faecalis @ E. faecium
O E. casseliflavus /E. gallinarum O E. mundtii
Outras espécies B Enterococcus spp.

FIGURA 1. Espécies de Enterococcus isoladas de “swabs” cloacais de frangos de
corte submetidos a diferentes dietas e identificadas através de testes bioquimicos
e moleculares.

Em humanos e outros animais, E. faecalis e E. faecium sao as espécies
mais frequentemente encontradas, sendo a primeira com maior frequéncia que a
ultima. Em frangos, a presenca dessas espécies varia de acordo com a idade,
sendo que nos primeiros dias de vida estas sdo as espécies mais observadas, e
com a maturidade dos frangos, ocorre primeiramente o declinio de E. faecium,
seguido por E. faecalis, permitindo o crescimento das outras espécies como E.
cecorum (Devriese et al., 2006). Alguns autores ressaltam a alta prevaléncia de
isolados de E. faecium e E. faecalis em produtos de origem animal. Na producéao
de animais como aves, bovinos e suinos, E. faecium é a espécie mais comumente

isolada, seguido de E. faecalis e E. cecorum (Gomes et al., 2008; Riboldi et al.,
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2008). Uma elevada prevaléncia de espécies como E. casseliflavus foi observada
no presente estudo. Embora isolados de E. casseliflavus sejam originalmente
tipicos de plantas, essa espécie ja foi isolada de alimentos (Gomes et al., 2008;
Riboldi et al., 2008). Estas espécies também foram isoladas de produtos lacteos e
vegetais, além de produtos carneos e vegetais minimamente processados
(Franzetti et al.. 2004, Gomes et al., 2008). Isso demonstra uma grande
diversidade na ecologia do género Enterococcus (Klein, 2003).

Nesse estudo, 16 dos 240 isolados (6,6%) nao puderam ser
identificados em nivel de espécie. Resultados similares foram obtidos por Hayes et
al. (2003), onde amostras de Enterococcus sp. isoladas de frangos ndo puderam
ser identificadas. Devriese et al. (1993) descreveram que E. faecium isolados de
humanos e de frangos diferem na fermentacao de agulcares, condicao que pode

dificultar a sua identificacao.

4.2 Prevaléncia das espécies de Enterococcus em relacao as
dietas

De acordo com as dietas empregadas nos frangos, observou-se uma
alteracdo na composicdo ou no numero de espécies de Enterococcus isoladas
quando comparados com o controle (Grupo 8), como demonstrado na Figura 1.
Nos Grupos 1, 2 e 3 foi observada uma alteracdo na composicao das espécies.
Nos Grupos 1 e 3, nos quais as aves nao receberam coccidiostaticos na racao nao

foi detectada a presenca da espécie E. faecium.
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As infecgdes por coccidios causam uma diarréia sanguinolenta que leva
a um desequilibrio microbiano definido como disbacteriose. Este desequilibrio
pode levar a uma alteracdo no nimero ou composicao das bactérias intestinais
nao-patogénicas. Foi observado por Fukata et al. (1987) que frangos infectados
com Eimeria tenella apresentaram uma maior prevaléncia das bactérias
Lactobacillus acidophilus do que os que os frangos que nao foram infectados com
E. tenella.

Por outro lado, no Grupo 2, onde o0s animais sO receberam
cocciodistaticos ndo foi observada presenca das espécies E.
gallinarum/casseliflavus e E. munditti. Frangos tratados com coccidiostaticos tém
um menor indice de diarréias causadas por espécies de Eimerias, fato que pode
ter determinado a alteracéo na composicéo dos Enterococcus isolados no intestino
desses animais.

Nos Grupos 4, 5, 6 e 7 foi observada uma alteragdo no numero das
espécies isoladas. Nos animais do Grupo 4, que receberam probidticos e
coccidiostatico na dieta, foi observado uma diminuicdo em relagdo ao grupo
controle, referente ao numero de E. faecium e um aumento de E.
gallinarum/casseliflavus. A presenca do probiético neste grupo pode ter auxiliado
na manutencado das espécies de Enterococcus, pois microrganismos utilizados
com essa funcdo devem possuir certas propriedades, como por exemplo, a
exclusdo competitiva e colonizagdo do trato intestinal que proporciona a
multiplicacdo da bactéria no trato intestinal, exclusdo competitiva de patégenos e

estimulo a microbiota benéfica (Santos & Turnes, 2005).
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Nos Grupos 5 e 6, nos quais as dietas foram suplementadas com 6leos
essenciais e as aves receberam ou nado coccidiostatico, observou-se uma
distribuicao muito semelhante das espécies nesses grupos, com uma diminuicao
na prevaléncia das espécies E. faecalis e E. faecium em ambos os grupos. A
presenca somente de 6leo essencial na dieta das aves do Grupo 5, pode ter tido
um efeito coccidiostatico, devido a diminuicdo no numero dessas espécies
comumente isoladas. O efeito coccidiostatico do 6leo promove a eliminacao de
Eimeria, permitindo o crescimento de espécies de bactérias do género
Enterococcus por exclusdo da competicdo por nutrientes no organismo animal
entre esses microrganismos. Giannenas et al. (2003), observaram que Oleos
essenciais do orégano tinham um efeito coccidiostatico sobre E. tenella. Em outro
estudo, frangos alimentados com timol e carvacol e infectados com Eimeria
acervulina apresentaram melhora na integridade intestinal das aves (lbrir et al.,
2001).

No Grupo 7, onde a ragao dos frangos foi suplementada somente com
antimicrobiano, houve uma diminuicao na prevaléncia de E. faecium e E. munditti
e um aumento na populagdo de E. gallinarum e E. casseliflavus. Ja foi observado
que frangos alimentados somente com promotor de crescimento e sem
coccidiostatico apresentavam uma maior relagao vilo:cripta em comparagao com
os frangos do controle negativo (Silva et al., 2009), fato que pode influenciar
positivamente a absorcdo e a agdo dos antimicrobianos, regulando o equilibrio
microbiano, controlando as infecgdes subclinicas e potencializando a absorcao de

nutrientes.
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4.3 Confirmacao molecular das espécies Enterococcus gallinarum
e Enterococcus casseliflavus por PCR-RFLP

Dos 39 isolados identificados bioquimicamente como E. casseliflavus e
E. gallinarum, 37 confirmaram pertencer as respectivas espécies pela técnica de
PCR-RFLP. Os outros dois isolados, ndao apresentaram perfil de digestao
enzimatica esperado para as espécies e foram classificados como Enterococcus
sp. Os produtos de amplificacdo classificados como E. casseliflavus e E.
gallinarum possuem um sitio de restricdo para a enzima Hinfl, onde dois
fragmentos de 590 e 70bp sdo formados. As demais espécies de Enterococcus
possuem dois sitios de restricdo para Hinfl, o que torna possivel a diferenciacéo
das duas espécies citadas para com as demais, onde seus produtos de digestao
apresentam trés fragmentos de 570, 70 e 20bp., respectivamente.

Todas as sequéncias de DNA depositadas da regido 16S rDNA no
GenBank do NCBI para E. gallinanum e E. casseliflavus apresentam uma timina
(T) conservada na posicao 1248, enquanto as outras espécies de Enterococcus
tem uma cisteina (C) ou T predominante na mesma posi¢cdo. Uma Unica base
conservada nessa posigdo em E. gallinarum e E. casseliflavus elimina o sitio de
restricdo para Hinfl. A identificacdo correta dessas espécies possui grande
importancia, pois E. gallinarum e E. casseliflavus apresentam resisténcia
intrinseca a vancomicina. A correta identificacdo é importante a fim de distinguir

entre resisténcia intrinseca e adquirida a vancomicina.
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4.4 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Todos os 240 isolados no ensaio de antibiograma foram susceptiveis a
ampicilina, 98% apresentaram-se resistentes a bacitracina, 92,5% isolados foram
a tetraciclina, 48,75% a penicilina, 42,6% a eritromicina, 38,3% a rifampicina,
19,2% a estreptomicina, 4,6% a ciprofloxacina, 4,6% a vancomicina, 3,6% a

nitrofurantoina e 2,9% ao cloranfenicol (Figura 2).
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FIGURA 2. Incidéncia de resisténcia antimicrobiana entre os isolados de
Enterococcus sp. isolados de “swabs” cloacais de frangos de corte.

Os fenétipos de resisténcia encontrados no presente estudo estao de
acordo com os observadas por Apata (2009) em amostras de Enterococcus
isoladas de frangos. Varios autores relatam alta sensibilidade a ampicilina em
Enterococcus sp. isolados de frangos (Kélar et al., 2002; Souza et al., 2007;

Valenzuela et al., 2008). Resistentes a tetraciclina, eritromicina e ciprofloxacina
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foram observados em Enterococcus sp. isolados de aves em Portugal (Costa et
al., 2007).

Embora tetraciclina seja um antimicrobiano ndo aprovado pela Uniao
Européia como suplemento alimentar para frangos, seu uso terapéutico e
profildtico € comum, e diante disso, Enterococcus resistentes a tetraciclina séo
frequentemente encontrados em racao animal (Michalova et al., 2004). Costa et al.
(2007) encontraram amostras de Enterococcus sp. resistentes a tetraciclina,
rifampicina, eritromicina e a nitrofurantoina isoladas em ragdo de frangos.
Contrastando com resultados obtidos por Aarestrup et al. (2000) e Hayes et al.
(2003), que obtiveram niveis reduzidos de resisténcia a penicilina em isolados de
frangos, este estudo obteve niveis elevados de resisténcia a esse antimicriobiano.
O desenvolvimento de alta resisténcia a penicilina pode ter consegliéncias
negativas no tratamento de infeccbes por Enterococcus, pois o referido
antimicrobiano é amplamente utilizado em ambientes hospitalares, assim como
em animais, como alternativa terapéutica.

A alta taxa de resisténcia a rifampicina observada no presente estudo
sugere que esse tipo de resisténcia pode ser uma contribuicdo da manipulacao
desses animais por humanos, ja que o referido antimicrobiano €& usado
exclusivamente em casos da clinica humana, geralmente em tratamento contra
tuberculose (Andrasevic et al., 2002). Baixa frequéncia de resisténcia a
cloranfenicol foi encontrada entre todas as espécies (2,9%). Frazzon et al. (2009),
relataram que as espécies Enterococcus feacium, E. gallinarum e E. hirae isoladas

de alimentos, apresentavam susceptibilidade a esse antimicrobiano. Valenzuela et
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al. (2008), também relataram baixa resisténcia ao cloranfenicol em isolados
alimentares no Marrocos. Resisténcia a antimicrobianos comumente utilizados na
agricultura como bacitracina e lincomicina, mostraram uma alta freqiéncia de
ocorréncia entre bactérias isoladas de alimentos, assim como niveis elevados de
resisténcia a aminoglicosideos também é relatado em isolados alimentares
(Riboldi et al., 2009).

O resultado do perfil de susceptibilidade das espécies de Enterococcus
sp. isoladas de cloacas de frangos de corte estd demonstrado na Tabela 3. Entre
as espécies resistentes, observou-se que E. faecalis teve maior prevaléncia, com
indices de resisténcia de 97,9%, 75,8% e 32,6%, a tetraciclina, bacitracina e
eritromicina, respectivamente. Seguido por E. faecium, com resisténcia de 72,4%,
65,5% e 44,8% aos mesmos antimicrobianos. E. gallinarum, E. casseliflavus e E.
mundtii, juntamente com E. faecalis demonstraram indice elevado de resisténcia a
penicilina, variando entre 50% e 59,2%.

A distribuicdo das resisténcias entre as espécies observadas nas
amostras isoladas de cloaca de frangos esta de acordo com dados publicados por
Hayes et al. (2003), onde a prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos tem sido
relatada mais frequentemente entre isolados de E. faecalis do que entre E.
faecium, tanto do ambiente de producéo quanto de produtos de carne crua.

Resisténcia ao cloranfenicol foi detectada em 4,2% dos E. faecalis e
7,4% dos E. munditti. Frazzon et al. (2009), observaram que 9% a 22% dos
isolados de E. faecalis de carcacas de frangos eram resistentes a cloranfenicol.

Em relacdo a ciprofloxacina foi observado que 20,7% dos E. faecium e 34,7% E.
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faecalis isolados dos frangos apresentaram resisténcia intermediaria. A freqténcia
de E. faecium encontrada no presente estudo foi semelhante a observada por
Hayes et al. (2003) em isolados de frangos e perus. Estudo realizado por Moyaert
et al. (2006) em E. faecium isolados de gatos demonstrou alta porcentagem de
resisténcia a penicilina, relatada em relacdo a isolados de frangos, suinos e

humanos.
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TABELA 3. Incidéncia de resisténcia antimicrobiana entre as espécies de Enterococcus isoladas de frangos de

ore E. faecalis  E. faecium E. E. mundtii  E. columbae  Outras Enterococcus
(n=95) (n=29) casseliflavus/  (n=27) (n=14) espécies sp. (n=16)
Antimicrobiano® E. gallinarum (n=32)
(n=38)
R*(%) 1"(%) R(%) 1(%) R(%) (%) R(%) (%) R(%) (%) R(%) (%) R(%) (%)
AMP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PEN 52,6 0O 276 O 50 0 592 0 357 0 235 O 85,7 0
VAN 9,4 36,8 0 10,3 2,6 18,4 3,7 11,1 0 7,1 0 11,7 0 78,6
CIP 21 347 34 20,7 52 368 74 259 71 357 0 714 71 21,4
RIF 36,8 295 241 69 553 184 481 13,8 42,8 143 235 357 214 78,6
BAC 75,8 1 655 0 97,4 0O 704 0 643 0 941 0 100 0
CLO 42 253 0 6,9 0 23,7 74 74 0O 214 O 8,8 0 7,1
NIT 1 1 0 3,4 2,6 13,1 3,7 0 0 0 59 8,8 0 7,1
TET 97,9 1 724 34 789 79 77,7 3,7 928 0 911 0 71,4 0
ERI 326 29,5 448 20,7 63,1 21 37 111 42,8 285 382 785 428 357

*R: resistente; I: Intermediario. *AMP, ampicillina; VAN, vancomicina; CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol; NIT, nitrofurantoina; RIF,
eritromicina;

rifampicina;

ERI,

PEN,

penicilina;

TET,

tetraciclina;

BAC, bacitracina.
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Nove isolados de E. faecalis e um de E. mundtii apresentaram
resisténcia a vancomicina. E. faecalis tém sido isolados de pacientes
hospitalizados, sendo também associadas a carne de aves de producéo na Asia e
Nova Zelandia (Manson et al., 2003). O isolamento de Enterococcus resistentes a
vancomicina de animais pode estar relacionado ao uso de avoparcina na racao
animal. Mesmo com a proibicdo de seu uso desde 2002, estudos mostram que a
reversao dessa resisténcia nao ocorre rapidamente (Aarestrup et al., 2001; Borgen
et al., 2001).

Leme et al. (2000), em estudo realizado no Brasil, relataram isolados
de E. faecium de frangos em granjas de Sao Paulo com resisténcia a vancomicina,
também relacionando o fato ao impacto do uso de avoparcina como promotor de
crescimento, pois estabelece pressao seletiva e favorece a emergéncia de
Enterococcus com resisténcia a glicopeptideos. Todos o0s promotores de
crescimento tém mecanismo de agao similar, selecionando os organismos mais
adaptados na microbiota. Isto foi relatado com benzilpenicilina usado como
promotor em racao, também selecionando E. faecium resistentes (Jeffries et al.,
1977). Enterococcus resistentes a vancomicina possuem grande importancia, pois
0s animais podem ser um reservatorio importante de isolados resistentes a
vancomicina, além da possibilidade dos genes de resisténcia serem transferidos
as bactérias do intestino humano através da cadeia alimentar e/ou pelo manejo

dos animais (Poeta et al., 2005).
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4.5 Perfil de susceptibilidade de Enterococcus sp. em relacao as

dietas suplementadas

De acordo com as dietas empregadas observaram-se diferengcas na
prevaléncia da resisténcia entre as espécies de Enterococcus que foram isoladas,
quando comparados com o Grupo 8 (controle). A prevaléncia de resisténcia
antimicrobiana avaliada de acordo com as dietas esta demonstrada na Tabela 4.

Os animais dos Grupos 1 e 2 que nao receberam promotor de
crescimento, Oleos essenciais ou probidticos apresentaram um aumento na
frequéncia de isolados resistentes a penicilina, eritromicina, tetraciclina,
gentamicina e bacitracina quando comparados ao controle. No Grupo 1 observou-
se um aumento no numero de isolados resistentes a eritromicina (40%). Nos
Grupos 3 e 4, onde os frangos receberam probidticos nas dietas, foi notado um
aumento na frequéncia de isolados resistentes a penicilina e eritromicina. Foi
observada, também nestes grupos, uma diferenga entre os animais que
receberam coccidiostaticos e os que foram mantidos na auséncia desses. Os
animais do Grupo 3 apresentaram um aumento na freqiéncia de isolados
resistentes para ciprofloxacina. Por outro lado, os animais do Grupo 4, que
receberam coccidiostaticos, demonstraram uma diminuicdo de resisténcia aos
antimicrobianos ciprofloxacina e rifampicina.

Os animais dos Grupos 5 e 6, no qual a dieta foi suplementada com
Oleos essenciais, apresentaram um perfil de resisténcia muito semelhante ao

grupo controle, com excegéo do antimicrobiano eritromicina. Os animais do Grupo
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7 que s6 receberam promotor de crescimento apresentaram uma maior freqiéncia

de isolados resistentes a eritromicina e penicilina.

TABELA 4. Incidéncia de Enterococcus resistentes isolados de cloacas de frangos
em relacdo a dieta empregada.

Resisténcia (%)

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo

Antimicrobiano® 1 2* 3° 434 52 6>* 7 g*
AMP 0 0 0 0 0 0 0
VAN 0 10 66 66 33 0 6,6 0
CIP 0 66 13,3 3,3 0 6,6 0 6,6
CLO 0 0 0 13,3 0 66 3,3 0
NIT 3,3 0 0 0 6,6 0 0 3,3
RIF 23,3 333 633 266 20 20 63,3 56,6
ERI 50 66 566 70 533 266 50 10,34
PEN 666 40 733 60 366 366 50 30
TET 56,6 100 100 90 100 86,6 93,3 100
BAC 100 100 100 93,3 100 100 100 100

Dietas: 'Bacitracina; “Oleos Essenciais; °Enterococcus faecium; “Monensina.

Aves que nao foram inoculadas com eimerias.

® Antimicrobianos: AMP, ampicillina; VAN, vancomicina; CIP, ciprofloxacina; CLO, cloranfenicol;
NIT, nitrofurantoina; RIF, rifampicina; ERI, eritromicina; PEN, penicilina; TET, tetraciclina; BAC,
bacitracina.

Interagdes entre coccidiostaticos ion6foros e antimicrobianos séo
conhecidas em frangos e perus. Em estudo realizado por Jacob et al. (2008),
contrastando os resultados deste estudo, o uso de monensina foi associado a um
aumento na resisténcia de espécies de Enterococcus aos macrolideos. Outros

coccidiostaticos como tilosina e narasina ou outros fatores de estresse no
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ambiente intestinal, podem causar danos na parede celular, aumentando a
penetracdo de antimicrobianos em Enterococcus e contribuindo significantemente
para a eliminacao de cepas susceptiveis (Costa et al., 2009). Segundo Souza et
al. (2007), frangos criados comercialmente apresentam uma maior porcentagem
de isolados de Enterococcus sp. resistentes a antimicrobianos do que frangos
criados em regime extensivo, 0 que sugere que 0 uso de antimicrobianos
promotores de crescimento e coccidiostaticos em granjas avicolas induz uma alta
presenca de bactérias resistentes a drogas antimicrobianas (Bedford, 2000;
Edens, 2003; Wage, 2003).

Observou-se que nos Grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 que nao receberam
antimicrobiano suplementado na ragdo, houve uma elevada prevaléncia de
Enterococcus resistentes. Graham et al. (2009) isolaram nos EUA E. faecium e E.
faecalis resistentes a antimicrobianos de amostras de camas de trés aviarios com
120 dias de utilizacdo. Além disso, a eliminacdo do uso de antimicrobianos pode
nao ter um resultado imediato na reducao de resisténcia antimicrobiana. O curto
ciclo de crescimento dos frangos pode ndo fornecer tempo suficiente para que
determinantes de resisténcia sejam perdidos de uma s6 vez em tratamentos sem
antimicrobianos (Costa et al., 2009).

Os dados apresentados indicam que € muito importante monitorar a
prevaléncia de bactérias resistentes nao somente na populacdo, mas no ambiente
e também nos animais, a fim de detectar a transferéncia de genes entre bactérias
ou a transferéncia de genes de resisténcia de origem animal para humanos ou

vice-versa. A presenga de Enterococcus resistentes isolados de “swabs” cloacais
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de frangos criados em sistema de confinamento é preocupante, uma vez que
essas bactérias podem ser disseminadas ao ambiente através de diversas vias,
como por exemplo, excrementos das aves que podem ser utilizados como adubo
para irrigar plantacoes frutiferas e hortalicas. Através da manipulagdo dos animais
ou particulas aerossois contendo bactérias resistentes, essas podem ser inaladas
por individuos saudaveis. A emergéncia de cepas bacterianas resistentes
compromete a eficacia da terapia antimicrobiana em doencas infecciosas. Além
disso, os patdégenos resistentes tém sua capacidade de sobrevivéncia aumentada
no mundo todo, disseminando clones e seus mecanismos de resisténcia (Apata,

2009).

4.6 Deteccao de genes de resisténcia

Dos 97 isolados que apresentaram fenétipo de resisténcia a
eritromicina, 95 (97,9%) apresentavam o gene erm(B) quando submetidos a
amplificacdo por PCR. Este gene é frequentemente observado entre isolados
resistentes a macrolideos, sendo relatado por ser 0 mais comum gene codificador
de resisténcia a essa classe de antimicrobianos em Enterococcus (Jensen et al.,
1999; Aarestrup et al., 2000). O gene tet(M) foi encontrado em 204 (94%) dos 217
isolados que foram resistentes a tetraciclina, e o gene tef(L) foi detectado em 30%
(n=65) dos Enterococcus sp. isolados resistentes ao mesmo antimicrobiano. A
pesquisa dos genes determinantes para resisténcia a tetraciclina e eritromicina do

total de isolados (n=240) comparados ao fenoétipo de resisténcia desses
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antimicrobianos, estdo demonstrados na Figura 3. Dos isolados positivos para o
gene tet(M), 84 isolados (41,17%) continham também o gene erm(B).

No presente estudo, tef(M) foi o gene encontrado com maior frequéncia.
Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados por varios autores
(Aarestrup et al., 2000; De Leener et al., 2004; Cauwerts et al., 2007; Frazzon et
al., 2009). Esse gene, comumente localizado no cromossomo bacteriano, pode ser
carreado por transposons conjugativos da familia Thn916/Tn 1545, onde tet(M) esta
associado com erm(B) (Clewel et al., 1995; Rice & Carias, 1998). No entanto,
estudos recentes indicam também tef(L) como sendo uma determinante freqlente
de resisténcia a tetraciclina (Hummel et al., 2007). O gene tet(L) codifica proteinas
de membrana, denominadas de efluxo, na qual carreiam para fora da célula
moléculas como tetraciclina e doxiciclina (Chopra & Roberts, 2001).

Cinco dos isolados investigados apresentavam pelo menos um dos
genes tet apesar de ndo demonstrarem fendtipo de resisténcia a tetraciclina. Isso
pode ser atribuido a auséncia de expressao do gene de resisténcia, como descrito
por Martineau et al. (2000) e Martel et al. (2003). Segundo estudo realizado por
Cauwerts et al. (2007), Enterococcus isolados de frangos que possuem niveis
elevados de resisténcia fenotipica e genotipica a tetraciclina carreiam o gene
ermB, aumentando a especulacdo quanto ao uso freqiente de tetraciclina em
frangos como sendo uma ferramenta de co-selecido para resisténcia aos

antimicrobianos macrolideos, lincosaminas e estreptograminas (MLS).
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FIGURA 3. Incidéncia de resisténcia fenotipica e genotipica dos antimicrobianos
tetraciclina e eritromicina. (Tet) Fenétipo de resisténcia a tetraciclina; (tefl e tetM)
Genes de resisténcia a tetraciclina; (Eri) Fendtipo de resisténcia a eritromicina;
(ermB) Gene de resisténcia a eritromicina.

Huys et al. (2004) isolaram E. faecalis e E. durans e obtiveram 100%
dos isolados positivos para o gene ermB, considerado o maior gene causador de
resisténcia a macrolideos em Enterococcus sp. isolados de animais ou alimentos.
De Leener et al. (2004), realizaram a pesquisa dos genes erm(B), tet(L) e tet(M)
em isolados de suinos e humanos, detectando presenca do gene erm(B) em 85%
e 100% dos isolados de suinos e humanos, respectivamente. O gene tet(L) foi
observado em 65-68% dos isolados e 89-95% do total de isolados positivos para o
gene tet(M).

Em relacdo aos genes tet, uma situagdo similar foi encontrada durante

uma grande pesquisa realizada em hospitais na Franga onde 229 Enterococcus

foram isolados durante 10 coletas. Neste estudo, os genes tet(M) e tet(L) foram os
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dominantes e determinantes para resisténcia a tetraciclina (Charpentier et al.,
1994). Frazzon et al. (2009) relataram alta freqiéncia dos genes tef(L) e tet(M) em
Enterococcus sp. isolados de alimentos, com 88% dos isolados positivos para
tet(M), 9% com presenca do gene tet(L) e em 13% do total de 112 isolados foram
detectados os dois genes de resisténcia.

O gene tet(L) pode ser transferido na presenca de plasmideos
conjugativos, mas eles ndo sao capazes de transferir-se de forma independente,
assim a sua propagacao na populacao acontece lentamente (Chopra & Roberts,
2001). A associacdo do gene tet(M) com elementos conjugativos como
transposons, tem sido um fator importante para a disseminacao de resisténcia a
tetraciclina em enterococci. Combinado ao fato de espécies de Enterococcus
serem importantes fontes de resisténcia antibidtica por transferéncia horizontal de
genes, tornam-se potencialmente patogénicas, ocorrendo também na cadeia
alimentar (Rizzotti et al., 2009).

Os estudos citados apresentam uma alta ocorréncia de resisténcia
antimicrobiana e presenca de genes similares em E. faecalis e E. faecium, assim
como tem sido descrito em outras espécies encontradas em menor freqiéncia em
isolados de humanos, suinos e frangos. Estes dados reforcam os resultados

obtidos no presente estudo (Figura 4).
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FIGURA 4. Perfil genotipico de resisténcia antimicrobiana relacionado as espécies
mais frequientes.

Nesses trabalhos, algumas diferencas no nivel de resisténcia foram
observadas entre os isolados de diferentes reservatorios, provavelmente refletindo
diferencas na pressao seletiva constituida pelo uso de agentes microbianos com
diversos objetivos. Na frequiéncia dos genes de resisténcia a tetraciclina foi
observada diferencas entre os isolados, contudo, genes foram detectados
indicando transmissédo de resisténcia entre Enterococcus isolados de humanos,
suinos e frangos.

A alta ocorréncia de Enterococcus resistentes a antimicrobianos sugere
uma manutencdo da pressao seletiva por uso de diferentes antimicrobianos ou
outras substancias na industria avicola, e uso terapéutico em humanos e animais.

Esses isolados representam Enterococcus adaptados as condigdes ambientais e
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de hospedeiros, podendo contribuir para a persisténcia da resisténcia, consistindo
em um reservatério de isolados nao suscetiveis. Os resultados representados no
presente estudo demonstram a persisténcia de Enterococcus resistentes na

criacao de frangos de corte.



5. CONCLUSAO

Com base nos objetivos apresentados no presente estudo e apds
analise dos resultados obtidos, pode-se concluir que 17 espécies de Enterococcus
foram isoladas a partir de “swabs” cloacais de frangos de corte, onde 0 numero ou
a composicao das espécies variou de acordo com as dietas empregadas para as
aves.

Foram observadas elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
bacitracina, tetraciclina e penicilina nos isolados de Enterococcus sp. € N0s grupos
onde os frangos receberam coccidiostatico ionéforo suplementados na ragao, a
prevaléncia de Enterococcus sp. resistentes foi menor quando comparada aos
grupos que nao receberam essa substancia.

Os genes tet(M), erm(B) e tef(L) foram detectados entre os isolados, no
entanto, ndo houve correlacao entre o perfil de resisténcia e a presenca dos genes
tet(M), erm(B) e tet(L) nos isolados de Enterococcus com as diferentes dietas

empregadas nos frangos de corte.
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7. APENDICE



7.1 Meios de Cultura e Solucées utilizadas

7.1.1Meio de Cultura Caldo Azida

34,79 caldo Azida
1000ml agua destilada

7.1.2 Meio de Cultura Agar Brain Heart Infusion (BHI)

37g agar BHI
1000ml agua destilada

7.1.3 Meio de Cultura Agar BHI + NaCl 6,5%

37g agar BHI
659 Cloreto de Sédio (NaCl)
1000ml agua destilada

7.1.4 Meio de Cultura Agar Bile Esculina

43,59 agar Bile Esculina
1000ml agua destilada

7.1.5 Meio de Cultura Agar Muller Hinton

38g agar Muller Hinton
1000ml agua destilada



7.1.6 Meio de Cultura Arabinose

10g Arabinose

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)

7.1.7 Meio de Cultura Rafinose

10g Rafinose

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)

7.1.8 Meio de Cultura Sorbitol

10g Sorbitol

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)

7.1.9 Meio de Cultura Sorbose

10g Sorbose

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)



7.1.10 Meio de Cultura Manitol

10g Manitol

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)

7.1.11 Meio de Cultura Metyl-B-Dglucopyranoside (MGP)

10g MGP

10g Peptona caseina
1g NaCl

1000ml agua destilada
(pH 7,4)

7.1.12 Meio de Cultura Piruvato

10g Piruvato

5g extrato de fungo

5g K:HPO, (potéassio fosfato dibasico)
5g NaCl

1000ml agua destilada

Azul de Bromotimol (10 gotas)

7.1.13 Meio de Cultura NacCl

65g NaCl
1g glicose
37g BHI caldo

Purpura de Bromocresol (10 gotas)
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7.1.14 Meios de Cultura Arginina e Controle

7.1.14.1 Arginina
10g arginina
59 peptona de carne
3g extrato de levedura
1g glicose
pH 6,5

7.1.14.2 Controle
59 peptona de carne
3g extrato de levedura
1g glicose
pH 6,5

7.1.15 Solucao Salina 0,9%

90g NaCl
1000ml agua destilada

7.1.16 Tampao TAE 50X

2429 de Tris

57,1 ml ac.acético glacial
100 ml EDTA 0,5m Ph 8,0
1000 ml &gua destilada

7.1.17 Tampao TAE 1X

20 ml TAE 50X
980 ml de agua destilada
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7.1.18 Oligonucleotideos iniciadores

Os Oligonucleotideos iniciadores foram diluidos em milliQ
(100ng/ul) e estacados a -20°C.

7.1.19 dNTPS(desoxiriibonucleotideos trifosfatados)

Os dNTPS (LUDWIG) foram diluidos a uma concentragao de
2,5 mM, em cada, em agua milli-Q e estocados a -20°C.

7.1.20 Tampao de amostra

0,25% (p/v) azul de bromofenol

40% (p/v) sacarose em agua



7.2 Exigéncias Nutricionais de Frangos de Corte

Tabela 27 - Exigéncias Nutricionais de Frangos de Corte Machos
de Desempenho Médio'

dade, dias

1-7 8-21 22-33 34-42 43-48
Fezp Medio Kg. 0,124 0,483 1,330 2108 2675
Ganho gidia 19,6 458 7756 87,0 85,7
Consumo g/dia 230 65,8 1346 1784 185 1
Exigéncia Lis.Dig. g/dia 0,306 0,754 1,443 1,814 1,802

MNutnente
Energia Metaboliz avel kcalkg 2850 3.000 3.100 3160 3200
Proteina % 2204 20,79 1941 18,03 17,24
Calcio Y 0838 0884 0,824 0,763 0,728
Fésforo Disponivel % 0,470 0,442 0,411 0,380 0,363
Fotassio % 0,503 0,588 0,580 0,584 0,584
Sodic % 0,223 0,214 0,205 0,154 0,188
Clomo % 0,200 0,180 0,180 0170 0,164
Acido Linokico % 1,081 1,058 1,039 1,011 0,989
Amincacido Digestivel
Lizina Y 1,330 1,146 1,073 1,017 0,870
Metionina U 0818 0,447 0428 0,407 0,388
Meticnina + Cistina Y 0,844 0814 0773 0,732 0,608
Triptofano % 0213 0,183 0,182 0173 0,165
Treonina Y 0,855 0,745 0,687 0,661 0,631
Arginina Y 1,397 1,203 1,127 1,068 1,019
“alina Y 0,208 0,860 0,826 0,783 0,747
Isoleuwcina % 0,855 0,745 0719 0,681 0,650
Leucina Y 1,436 1,238 1,170 1,108 1,067
Histidina Y 0478 0413 0,386 0,365 0,349
Fenilzlanina Y 0,838 0,722 0,676 0,541 0,611
Fenilalanina + Tircsina % 1,530 1,318 1,234 1,170 1,116
Aminodcido Total

Lizing B 1,466 1,263 1,183 1,121 1,080
Meticnina % 0,672 0,453 0473 0,448 0,428
Metionina + Cisting Y 1,041 0.8o7 0,852 0,807 0,770
Triptofano % 0,235 0,202 0,201 0,181 0,182
Treocnina % 0eo7 0850 0,804 0,762 0,727
Arginina Y 1,485 1,288 1,207 1,143 1,080
Glicina + Serina Y 2160 1,808 1,666 1,569 1,443
Valina % 1,114 0,950 0,823 0,874 0,834
|zoleucing U 0858 0,834 0,804 0,762 0,727
Leucina Y% 1,583 1,364 1,288 1,222 1,165
Histidina b 0,628 0,455 0,426 0,404 0,385
Fenilzlanina Y 0824 0,786 0,745 0,706 0,673
Fenilalanina + Tircsina % 1,6T1 1,440 1,344 1,278 1,218

A porcentagem do nutriente foi determinada utilizando: Tabela 21 (Exigéneia de lis.
dig. de acordo com o desempenho), Tabela 24 ( Relacao aminoécida / lisina) e Tabela
25 (Eguagtes - % nutriente / Meal. EM). A exigéncia de Lisina Total foi calculada
eonsiderando a digestibilidade verdadeira da lisina como sando em média de 90,7%.



Tabela 30- Exigéncias Nutricionais de Frangos de Corte

Fémeas de Desempenho Médio'

ldade, dias

1-7 8-21 22.33 34-42 43-48
Pesc Meédic Kg. 0,123 0442 1,189 1,874 2228
Ganho gidia 18,8 417 633 653 630
Consumo g/dia 225 61,1 TS5 1486 159 8
Exigéncia Lis.Dig. gidia 0,208 0,EBB 1,172 1,343 1,368

Mutriente
Enemia Metabolizavel kcalkg =T 3.000 3100 3150 3200
Proteina Yo 2088 18,80 18,74 17 53 16,86
Calcio % 0,881 0.B3E 0,781 0,723 0,681
Fésforo Disponivel Y 0448 0421 0,381 0,362 0,345
Potassic % 0,564 0,560 0,580 0,554 0,553
Sodio Y 0,211 0,203 0,185 0,185 0,180
Cloro % 0,181 0,182 0,172 0,162 0156
Acido Linoléico Y 1,040 1,003 0,885 0,50 0,247
Amincacido Digestivel
Lizina Y 1,316 1,126 0,597 0,004 0,857
Metionina Y 0513 0,438 0,399 0,362 0,343
Meticnina + Cistina Y 0,034 0,788 0,718 0,651 0,617
Triptofano Ya 0,211 0,180 0,168 0,154 0,146
Trecnina Y 0,855 0,732 0,648 0,588 0,557
Arginina Y 1,282 1,182 1,047 0,849 0,800
Walina Y 0,987 0,845 0,758 0,696 0,660
|zoleucina Y 0,855 0,732 0,668 0,606 0,674
Leucina Y 1,421 1,216 1,087 0,985 0,834
Histidina Y 0474 0,408 0,350 0,325 0,308
Fenilalanina Y 0,828 0,708 0,628 0,570 0,540
Fenilalanina + Tirosina Y 1,513 1,205 1,147 1,040 0,886
Aminoacido Total

Lizina % 1,450 1,241 1,080 0ooy 0,845
Metionina Yo 0,566 0484 0,440 0,358 0,378
MMetionina + Cistina % 1,030 0,Ba1 0,781 0,718 0,6B0
Triptofano Y 0,232 0188 0,187 0,168 0,161
Trecnina % 0,286 0,844 0,747 0678 0,643
Arginina Y 1,478 1,266 1,14 1,017 0,854
Glicina + Serina % 2175 1,862 1,539 1,396 1,276
\alina Y 1,102 0,843 0,857 0,778 0,737
Isoleucinag % 0,857 0,818 0,747 0,678 0,643
Leucina Y 1,666 1,340 1,188 1,087 1,030
Histidina Y 0,522 0,447 0,356 0,358 0,340
Fenilalanina Y 0,514 0,782 0,692 0,628 0,585
Fenilalanina + Tircsina Y 1,663 1415 1,253 1,137 1,077

: A poreentagem do nutriente foi determinada utilizando: Tabela 21 (Exigéneia de lis.
dig. de acordo com o desempenho), Tabela 24 ( Relagdo amino&cido / lisina) & Tabela
25 (Equaches - % nutriente / Meal. EM). A exigéncia de Lisina Total foi calculada
congiderando a digestibilidade verdadeira da lisina como sendo em media de 90,7%.
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