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Introdugdo e Objectivos Resultados
, cueO+tcrB
. O uso massivo de antibidticos (AB) tem contribuido para a selec¢do de bactérias resistentes em A 12%
terB ——=
diferentes nichos ecoldgicos. Adicionalmente, tem sido sugerido que outros compostos como 4% 00

metais, antisépticos e desinfectantes também podem contribuir para a selec¢gdo e manutengdo de
genes de resisténcia aos AB e/ou dos elementos genéticos mdveis (ex: plasmideos) que os

transportam (Hasman et al., 2006; SCENIHR, 2009).

* O cobre (Cu) tem sido utilizado como antiséptico, preservante e ainda como promotor de
crescimento animal (Hasman et al., 2009).Embora seja um elemento essencial para os organismos WE foecium B E. faecalis O Enterococcus spp.
vivos, em altas concentragdes é citotdxico devido a produgdo de radicais livres (Solioz et al., 2003).
Muitas bactérias utilizam um mecanismo de homeostase de forma a manter concentragdes
intracelulares de Cu ideais (Stoyanov et al., 2010). Outras possuem ainda mecanismos de

resisténcia adicionais que lhes permitem sobreviver a concentragbes elevadas deste metal.

Suinos Frangos Humanos Ambiente Hospital

* A resisténcia adquirida ao Cu em Enterococcus tem sido associada ao gene tcrB (codifica para Saudaveis

uma bomba de efluxo) e raramente ao gene cueO (codifica para uma oxidase) (Hasman et al.,

Fig. 1. Incidéncia dos genes de resisténcia ao cobre nos isolados estudados (A) e sua distribuigo por espécies e nichos ecolégicos (B). Na imagem B
as idas por circulos & incidéncia global de Enterococcus com genes de resisténcia ao cobre em cada nicho ecoldgico.
Dentro de cada coluna esté a distribuigdo dos genes de resisténcia ao cobre pelas diferentes espécies isoladas em cada nicho ecoldgico.

2006, Willems et al., 2010). A presenga destes genes em Enterococcus de diversos nichos

ecoldgicos é ainda desconhecida.
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*Este trabalho teve como objectivo analisar a ocorréncia e distribuigdo dos genes de resisténcia ao
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cobre (CuR), tcrB e cueO, em Enterococcus spp de diferentes nichos ecoldgicos e avaliar a sua co- 75 75 WER TET WSTR WVC MGEN = AMP
localizagdo e co-transferéncia com genes de resisténcia a antibioticos. F " :
a1
Material e Viétodos e P .
Isolados bacterianos. Foram estudados 667 Enterococcus spp (274 E. faecium, 226 E. faecalis e 167 % ‘ . ' ' P
Ve Tc  Amp  Tet  Ery Cip |

1‘
Enterococcus spp) isolados de suinos e ambiente de suiniculturas de produgdo intensiva, frangos disponiveis o cent | str
para o consumidor em talhos, fezes de humanos sauddveis, d4guas de esgotos hospitalares e urbanos e

isolados clinicos. Fig.2- Percentagem de genes de resisténcia aos antibidticos de Fig.3.Percentagem de transconjugantes com genes Cu®
Enterococcus portadores e ndo portadores de genes Cu®. Vc- que adquiriram si genes de resisténcia a0

) N N o ° ina, Amp-ampicilina, Tet cina, Ery- o anfibisticos. ER.eritromicina, TEL cling, STR. HLR.
*Caracterizacdo da resisténcia aos antibidticos. Foi avaliada a susceptibilidade a 12 antibiéticos de Cip-cij i cl i Gent-HLR- icina, VC- icina, GEN-HLR ici
diferentes familias pelos métodos de diluigdo em agar e difusdo por discos, segundo as normas do CLSI (CLSI, Str-HLR icina, CuR'- de terB e/ou AMP-ampicilina.

. . o PP cue0; CuR" -nio portadores de tcrB e/ou cueO.
2010). Pesquisou-se a presenca de genes que codificam para a resisténcia aos glicopéptidos (vanA, vanB,
vanC1, vanC2), macrdélidos (ermA, ermB, ermC), tetraciclinas (tetM, tetL, tetO, tetK, tetS) e aminoglicosideos
[aac(6”)-le-aph (2°), aph2-1b, aph2-Ic, aph2-id)] por PCR (Aarestrup et al., 2000; Novais et al.,2005).
Tabela 1. i de genes de resi: ia ao cobre e antibiéticos em de dit espécies, nichos e clones
*Pesquisa de genes de resisténcia ao cobre. A detecgdo dos genes tcrB e cueO foi realizada por PCR Espécies PFGE (subti po) No.lsolados Origem/Amostra Tamanho e contetido plasmidico
utilizando primers previamente descritos ou desenhados para este estudo (Hasman et al., 2006; CueOF- E.f accium o . ss:::::l:::j:ﬁ;s B | erBrermB:) on 190K Ger BrermB) 0 25
ccctaggeggtgttttcata; CueOR-tcattgtcaaggeaaccaa). sclado clfnico () (tet M+e tLtermB)
SN208 (1) 3 Suinicultwra B (ambiente)  180kb ¢er B+cue O) e kb tet Mitet LiermB)

.(‘:Ionahdade e Iocahza(,tao genética de ger?es de resisténcia aoA cobre. Aclonalldaz{e foi estuc{ada por.PuAlsez.i- N6 () 3 Suinicultuza C (ambiente) :g: {!cr:ﬂeth;ﬁe:hin:ﬁ)e "ﬁ:;b (et Mitet LiermB); ou
Field-Gel-Electrophoresis (PFGE/Smal) em isolados representativos de diferentes nichos, perfis de resisténcia s . Suiniootus F unbiente) ot :"E)‘"gkb;”_«‘ ;;"" )
a AB e genes de Cuf (Tenover et al., 1995; Novais et al., 2005). A co-localizagdo dos genes Cu® e ABR em - Sﬁd(:m?:"z':;‘! e et e

plasmideos foi estudada por hibridagéo com sondas especificas (tcrB, cueO, tetM, tetl, ermB, pbp5) em DNA SN216 1 su'nos) 230kb (er B+et M+ermB)
submetido a restrigdo com S1 e separado por PFGE (Novais et al., 2005). SN23L ! Sunicultusa C (ambiente) 130k ¢er Bacue Ostet LiermB)
SN24l 1 Suinicultura A (ambiente)  320kb (ue GtermB) e S0kb (tet Mitet L)
SN24 1 Suinicultura C (ambiente) 300k (ue O+ermB) e SOkb Get M+tet L+aac§-aph2)
Co-transferéncia de genes de resisténcia a antibiéticos e cobre. Os ensaios de conjugagéo foram realizados ET 1 Esgoto hospitelar A 240kb Ger Bttet Mitet LiermB)
em isolados representativos tcrB* (n=1) e tcrB+cueO (n=18) de diferentes espécies, nichos e perfis ABR. E‘;’ i Esﬂ'ﬂ h}:SPlﬁE ﬁ: :"g*"fg‘dmhﬂ’i‘b ME';*""B)
o - : . . goto hospil k- cr B+cue Ottet Mtet Lierm
Foram utilizadas como receptoras as bactérias E. faecalis JH2.2, E. faecium BMA4105 RF e E. faecium GE-1 EA 1 Essoto hospitalar C 200kb ter Bcue Ottet LiermB)

que estavam na proporgdo de 1:1 com as bactérias dadoras. Os transconjugantes foram seleccionados em

BHI suplementado com &cido fusidico, rifampicina e/ou vancomicina, tetraciclina, eritromicina, gentamicina @ ! Humanos saudaves A (fezes) 200kb (tc sBcue Ottet Mtet LiermB)
il E 1 Humanos sauddveis B (fezes) 210kb (tc tBtet LiermB)
ouampicilina. cF 1 Huanos saudaveis C (fezes) 300kb erB)
B 1 Huanos saudaveis D (fezes) 200kb ter Betet LiermB)
cH 1 Huanos saudaveis E (fezes) 210kb erBetetL)
Efacealis  SN227 3 SunicultwaC (ambiente)  120kb Ger Becue OtermB) e SOkb (et Mstet L)

Conclusdes

* Este estudo demonstra que o nicho animal (onde se consome maior quantidade de sulfato de cobre) é o principal reservatério de Enterococcus com genes de
resisténcia ao cobre.

* Os genes de resisténcia ao cobre encontram-se frequentemente co-localizados nos mesmos plasmideos que transportam genes de resisténcia a tetraciclina e
eritromicina, antibiéticos comummente utilizados em veterindria e na terapéutica humana.

* O uso do Ccbre no ambiente de produgdo animal pode favorecer a selec¢do de Enterococcus resistentes aos antibidticos que, através da cadeia alimentar

(expansdo clonal e/ou disseminagio de elementos genéticos méveis), pode contribuir para a ocorréncia de estirpes resistentes aos antibiéticos no Homem.
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