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Resumo

Introdugdo: as bactérias do género Enterococcus spp. sdao notorias por sua resisténcia tanto intrinseca quanto adquirida a diversos
antibidticos, o que dificulta o tratamento das infecgdes que elas causam. Enquanto o E. hirae é raramente encontrado infectando
felinos, ndo ha relatos de E. casseliflavus em serpentes. Objetivos: avaliar o perfil de sensibilidade a antibiéticos de isolados
dessas bactérias. Metodologia: bactérias foram isoladas de urina de um felino, e de swab de feridas dérmicas de uma cascavel.
O perfil de sensibilidade desses isolados foi definido por teste de difusdo em discos, avaliado de acordo com o recomendado por
institutos especializados. Resultados: o isolado de urina do felino foi identificado como Enterococcus hirae, enquanto o isolado
de swab dérmico de cascavel foi identificado como Enterococcus casseliflavus. Conclusdo: os resultados mostraram resisténcia a
diferentes antibioticos, destacando a complexidade do tratamento das infec¢Ses causadas por essas bactérias.
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Abstract

Introduction: bacteria of the genus Enterococcus spp. are notorious for their intrinsic and acquired resistance to several antibiotics,
which makes it challenging to treat the infections they cause. While E. hirae rarely infect felines, there are no reports of E.
casseliflavus in snakes. Objectives: to evaluate the antibiotic sensitivity profile of isolates of these bacteria. Methodology: bacteria
were isolated from the urine of a feline and from a swab of a rattlesnake’s dermal wound. The sensitivity profile of these isolates
was defined by a disk diffusion test and evaluated according to the recommendations of specialised institutes. Results: the isolate
from the feline’s urine was identified as Enterococcus hirae, while the isolate from the rattlesnake’s dermal swab was identified
as Enterococcus casseliflavus. Conclusion: the results showed resistance to different antibiotics, highlighting the complexity of

treating infections caused by these bacteria.
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INTRODUCAO

Os Enterococcus compreendem um género de
bactérias anaerdbias facultativas Gram-positivas co-
mensais da flora intestinal de animais e humanos®. Sdo
espécies capazes de sobreviver em condi¢Ges adversas,
e comumente associadas a infecgdes do trato digestivo,
urindrio, endocardites e bacteremias. Existem mais de
50 espécies desse género, sendo E. faecalis e E. faecium
as mais prevalentemente isoladas de casos infecciosos?®.
Outras espécies, tais como E. hirae e E. casseliflavus, sdo
consideradas mais oportunistas do que E. faecium e E.
faecalis. Além de possuirem mecanismos de resisténcia
a diversos antibidticos, esses microrganismos possuem a
capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia
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antimicrobiana, tornando-se espécies oportunistas e de
grande importancia clinica humana e veterinaria®.

A primeira identificagcdo da espécie E. hirae foi rela-
tada por Farrow, Collins® em 1985. Essa é uma espécie
comumente encontrada em animais, tais como aves,
ocasionalmente em bovinos, e pouco relatada em felinos,
causando patologias tais como pancreatite, colangite,
endocardite e septicemia®. A literatura disponivel sugere
que, embora E. hirae possa ser encontrada como parte
da microbiota intestinal de gatos, ela raramente causa
infecgBes clinicas, com poucos casos documentados na
literatura veterinaria. Em humanos, casos foram relatados
até o momento, tendo uma prevaléncia de cerca de 0,4%
a 3,03% entre as infecgdes enterocécicas*, envolvendo
principalmente pacientes em condi¢des de comprometi-
mento imunoldgico. Essa raridade pode estar associada
a uma dificuldade na identificagdo da bactéria, e mesmo
subnotificagdo®.
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A primeira identificacdo de E. casseliflavus foi rela-
tada por Mundt, Graham® em 1968, recebendo o status
de espécie em 1984 por Collins et al.” (1984). E conhecida
como uma bactéria que produz um pigmento amarelo®.
Essa é uma espécie que pode ser encontrada infectando
aves, suinos e bovinos. Até o momento presente, ndo
ha relatos de infec¢do por essa bactéria em serpentes.
Embora essa espécie seja raramente encontrada em
amostras clinicas, é um patdgeno que pode ser adquirido
em ambiente hospitalar, afetando individuos imunocom-
prometidos, com quadros de bacteremias, gastroente-
rites e feridas®. A infec¢do por E. casseliflavus pode ser
seriamente invasiva. Além disso, essa espécie é conhecida
por sua resisténcia intrinseca a certos antibidticos, como
a vancomicina, o que a torna de interesse particular em
contextos médicos®.

Ambas as espécies, E. hirae e E. casseliflavus, podem
ser encontradas no trato digestivo e urinario de animais,
causando doengas como bacteremia, endocardite, sep-
ticemia*®. A principal diferenga entre as espécies é que
E. hirae é mais frequentemente associada a doengas
graves em animais de cria¢do, tais como aves, suinos e
bovinos, enquanto E. casseliflavus é mais frequentemen-
te um comensal ou patégeno oportunista, além de ser
diferenciado pelo pigmento amarelo que produz*®. As
bactérias do género Enterococcus spp. sdo notorias por
sua resisténcia tanto intrinseca quanto adquirida a diver-
sos antibidticos, o que torna o tratamento de infecgdes
causadas por elas um desafio clinico?. Pode ser citada a
resisténcia a penicilinas, aminoglicosideos, vancomicina,
polimixinas e estreptograminast.

Devido aos quadros prevalentes de resisténcias in-
trinsecas e a capacidade de adquirir novos mecanismos
de resisténcia antimicrobiana, é crucial realizar testes de
susceptibilidade especificos para determinar o tratamen-
to mais eficaz para infecgOes causadas por essas espécies.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi relatar a iden-
tificacdo de E. hirae e E. casseliflavus isoladas de animais,
e avaliar seus perfis de sensibilidade a antibidticos.

METODOLOGIA

Obtengdo e isolamento das bactérias

O isolamento do microrganismo 1 (E. hirae) foi reali-
zado a partir da urina de um gato doméstico (Felis catus)
com infecgdo do trato urinario, atendido no Hospital
Veterindrio da UFBA. A amostra foi cedida pelo Labora-
torio de Bacterioses (HOSPMEV-UFBA) para isolamento e
identificacdo. Com o auxilio de uma alga calibrada estéril,
foi retirada uma aliquota de 10 pL da urina do gato, a qual
foi semeada seguindo-se a técnica de semeadura por
esgotamento em estria em meio Brain Heat Infusion (BHI)
agar. As placas foram incubadas a 372C por 24 horas, em
condigdes aerdbicas. As coldnias foram coradas de acordo
com a metodologia de Gram'!. As laminas foram, entéo,
observadas em microscépio dptico (Zeiss, Alemanha)

em aumento de 1000x com auxilio de éleo de imersdo.

Com relagdo ao microrganismo 2 (E. casseliflavus),
o isolamento foi realizado a partir de uma infecgdo de
pele em uma cascavel (Crotalus terrificus terrificus). Um
swab estéril sem meio de transporte foi friccionado nas
feridas e colocado em suporte estéril. O swab, entao, foi
passado em superficie de placa de Petri contendo meio
BHI agar. A técnica de semeadura e as incubagdes foram
as mesmas que as descritas anteriormente.

Apods crescimento bacteriano, colOnias isoladas
foram, entdo, pingadas e recultivadas em meio Muller
Hinton por 24 horas a 37°C. Apds novo recultivo, as col6-
nias isoladas foram preservadas em meio Muller Hinton
até sua identificacdo.

Identificagdo dos microrganismos por espectrometria
de massas MALDI-TOF

As cepas isoladas foram identificadas por meio do
equipamento Biotyper, utilizando-se analise de espec-
trometria de massas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight) em sistema se-
miautomatico VITEK MS (bioMérieux, Franga). Para isso,
uma amostra de trés coldnias de cada microrganismo foi
colocada em uma lamina, adicionou-se 1 uL de matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicianico, e aguardou-se a secagem.
Apds secagem e cristalizagdo da matriz, a lamina foi intro-
duzida no sistema VITEK MS para aquisicdao dos espectros
de massa de proteina. Conforme é recomendado pelas
instrugdes do fabricante, a cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 19433 foi utilizada como controle interno, e foi apli-
cado um controle negativo composto apenas pela matriz,
sem adi¢do de amostra. Os espectros de massa obtidos
foram comparados com o banco de dados do software
SARAMIS —Spectral Archive and Microbial Identification
System (bioMéuriex) —, que permite a identificagdo do
género e da espécie.

Perfil de sensibilidade a antimicrobianos

O perfil de sensibilidade foi definido através de
ensaio de difusdao em discos, seguindo-se metodologia
descrita pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI) em seu documento M2-A8'? (2003), a qual foi
realizada em duplicata e tendo a bactéria Enterococcus
faecalis ATCC 29212 como referéncia controle. Foram
incluidos, nesse ensaio, onze antimicrobianos impregna-
dos em discos disponiveis comercialmente, sendo eles:
ampicilina (AMP 10), amicacina (AMI 30), amoxicilina
(AMO 10), norfloxacina (NOR 10), ciprofloxacina (CIP 5),
gentamicina (GEN 10), doxicilina (DOX 30) (Cefar, Sao
Paulo, Brasil), vancomicina (VAN 30), tetraciclina (TET 30),
levofloxacina (LVX 5) e estreptomicina (ET 300) (Cecon,
Sdo Paulo, Brasil). Os antibidticos foram selecionados de
acordo com o BrCAST — EUCAST® (2024).

Para a realizagdo do ensaio, inicialmente foram adi-
cionados 5 mL de soro fisioldgico em trés tubos de vidro.
Em seguida, foram pingadas col6nias de cada uma das
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bactérias, as quais foram adicionadas ao soro fisioldgico,
com posterior homogeneizagdo. Esse procedimento foi
repetido até obtencdo de densidade éptica equivalente
ao padrdo de densidade 6ptica 0,5 na escala de McFar-
land. Com o auxilio de um swab estéril, os indculos foram
semeados na placa de agar Mueller-Hinton, espalhados
uniformemente sobre toda a superficie. Apds cinco mi-
nutos, com o auxilio de uma pinga estéril, aplicaram-se
os discos impregnados com os antibidticos. Apds quinze
minutos, as placas foram invertidas e incubadas a 379,
por 24 horas, em estufa microbioldgica.

Ap0s a incubacgdo, foram medidos os diametros dos
halos de inibi¢do, e seus tamanhos foram comparados aos
padrées descritos de pontos de corte para interpretagdo
de didmetros de halos do BrCAST, EUCAST'** (2024) e
suas recomendacGes, sendo as bactérias, entdo, classifi-
cadas em resistentes (R) ao antibidtico, indeterminadas
(1), ou sensiveis (S).

RESULTADOS

A partir da amostra de urina de um gato com infec-
¢do do trato urinario, foi obtido um isolado bacteriano

(microrganismo 1), e da amostra de infecgdo de pele em
uma cascavel foi obtido outro isolado (microrganismo 2).
O microrganismo 1 apresentou, em meio BHI agar, colo-
nias com coloragdo creme, aspecto fosco e opaco, com
superficie lisa e bordas regulares bem definidas (Figura
1A). O microrganismo 2 apresentou, em meio BHI agar,
colénias em coloragao creme, aspecto brilhante e trans-
lucido, superficie lisa e bordas regulares bem definidas
(Figura 1B). Através da coloragdo de Gram, observou-se
que as bactérias eram Gram-positivas e apresentaram, no
microrganismo 1, células em cocos com arranjos em ca-
chos (Figura 1C), enquanto o microrganismo 2 apresentou
células diplocdcicas com arranjos em cadeias (Figura 1D).

Ap0s coloragdo de Gram, as bactérias foram enviadas
para espectrometria de massas, utilizando-se de equipa-
mento Biotyper, sendo identificadas como Enterococcus
hirae (microrganismo 1) e Enterococcus casseliflavus
(microrganismo 2). As identifica¢bes foram caracterizadas
por um nivel de confianga de 99,9%, e os resultados ndo
mostraram nenhuma contaminagdo por outras espécies
microbianas.

Figura 1 — Morfologia de colénias e caracteristicas microscopicas dos isolados bacterianos obtidos de animais incluidos neste
estudo. Podem ser observadas colénias de E. hirae (1A) e de E. casseliflavus (1B) desenvolvidas em placas de Petri contendo meio
BHI dgar, as quais apresentam coloragdo creme. Apds coloragdo de Gram, foram observadas em microscopio optico, e as bactérias
E. hirae (1C) e E. casseliflavus (1D), apresentaram suas caracteristicas Gram-positivas.

A

Fonte: autoria prépria
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Perfil de sensibilidade a antibioticos de E. hirae e E.
casseliflavus isolados de animais.

Apos o teste de difusdo em disco, realizado em
duplicata e seguindo-se as recomendagdes da CLSI M2-
A8!% (2003), e com analise dos resultados baseando-se
na tabela de cortes descrita pelo BrCAST, EUCAST4!5
(2024), identificou-se, de forma qualitativa, que, dentre
0s onze antibidticos testados, ambos os isolados de E.
hirae e E. casseliflavus aqui estudados apresentaram re-
sisténcia aos aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e
estreptomicina), e sensibilidade as penicilinas (ampicilina
e amoxicilina) e tetraciclinas (doxiciclina e tetraciclina)
testadas. E. hirae apresentou sensibilidade a duas das
fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina), e
resisténcia a uma (norfloxacina). E. casseliflavus apre-
sentou resisténcia as fluoroquinolonas (ciprofloxacina,
levoflocaxina e norfloxacina) aqui testadas, além de ser
resistente ao glicopeptideo testado, caracterizando-se
como Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Esses
resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Perfil de sensibilidade a antibidticos de E. hirae e E.
casseliflavus isolados de animais. Os resultados foram obtidos
pelo teste difusdo em disco, e realizados em duplicata. (A) e (B)
referem-se aos resultados de cada um dos ensaios. Os halos
obtidos foram comparados com os pontos de corte sugeridos
pelo BrCAST e EUCAST (2024)* e suas recomendacées, e, dessa
forma, os isolados foram classificados como (R) resistentes, (S)
sensiveis, ou (I) de resultado indeterminado. Foi utilizado E.
faecalis como controle referéncia.

Diametro de halo (mm) e classificacdo

Antibiético
E. faecalis E. hirae E. casseliflavus
A (A)o,(B)0  (A)O,(B)O (A)o, (B)O
Amicacina Resistente Resistente Resistente
Amoxicilina (A) Zfl, (B)23 (A) 1?, (B)20  (A) 1’5, (B) 14
Sensivel Sensivel Sensivel
Ampicilina (A) zg, (B)25 (A) 20, ()20 (A) 1§, (B) 16
Sensivel Sensivel Sensivel
. . (A) 15,(B)15 (A)15,(B)16 (A)O,(B)O
Ciprofloxacina Sensivel Sensivel Resistente
Doxiciclina (A) 1?, (B)21 (A) 1?, (B)15  (A) ‘16, (B) 15
Sensivel Sensivel Resistente
.. (A)11,(B)11 (A)12,(B)11  (A)10,(B)10
Estreptomicina Resistente Resistente Resistente
. (A)O, (B)O (A)o, (B)O (A)O, (B)O
Gentamicina Resistente Resistente Resistente
. (A)O, (B)O (A)16,(B)17  (A)O, (B)O
Levofloxacina Resistente Sensivel Resistente
- (A)o, (B)O (A)o, (B)O (A) 10, (B) 11
Norfloxacina Resistente Resistente Resistente
Tetraciclina (A) 29' (8)22 (A) 29' (8)20  (A) .16' (8) 17
Sensivel Sensivel Resistente
vancomicina M) 1, (B)18 (A) 15, (B)14  (A) 13, (B) 13
Sensivel Sensivel Resistente

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO

Enterococcus spp. € um patégeno oportunista,
responsavel por uma ampla gama de infec¢Ges. Esse
microrganismo ndo sd possui mecanismos proprios de
resisténcia a diversos agentes microbianos, como tam-
bém é capaz de facilmente adquirir novos mecanismos de
resisténcial. Uma caracteristica amplamente reconhecida
dos Enterococcus como patégenos nosocomiais é sua
resisténcia natural a antibidticos frequentemente utili-
zados para tratar infec¢des causadas por outros cocos®.
As espécies E. hirae e E. casseliflavus, principalmente
aquelas isoladas de humanos, também estdo inclusas
nesse perfil de alta resisténcia. Ambas espécies podem
ser encontradas também infectando aves, suinos, bovinos
e roedores*°.

Embora o E. hirae seja um patdgeno raro em infec-
¢Oes humanas, essa bactéria pode ser encontrada nas
valvulas cardiacas, causando endocardite infecciosa>",
bacteremia, pielonefrite e infecgdes do trato gastrointes-
tinal*®!°, Um relato ainda mais raro envolveu a ocorréncia
de bacteremia causada por E. hirae em um paciente
pediatrico de apenas 7 meses de idade®. Em animais,
essa bactéria ja foi encontrada na mucosa intestinal de
roedores?!, bovinos e suinos*, aves de capoeira?? e cdes
com otite externa®. Em felinos, a bactéria E. hirae ja foi
identificada na mucosa intestinal causando diarreia®*, e
nas valvulas adrtica, mitral e pulmonar causando endo-
cardite?®, e até mesmo no figado e pulmao, indicando a
extensdo da infecgdo para a corrente sanguinea®®. Esses
achados destacam a raridade do E. hirae como patégeno
em humanos e sua capacidade de causar doengas graves.
Apesar de essa bactéria ser frequentemente encontrada
em animais, é raro observa-la em animais de estimagao
(cdes e gatos), sendo, o presente estudo, o primeiro relato
associado a infecgdo do trato urinario em felinos.

E. casseliflavus é um patégeno que acomete pacien-
tes imunocomprometidos, causando patologias raras e
graves®. Essa espécie ja foi isolada de um quadro de me-
ningite enterocécica em uma paciente idosa?’, em caso
de endoftalmite?, infecg¢do intra-hepatica policistica®,
além de bacteremias®®. Em animais, essa bactéria ja foi
encontrada causando peritonite séptica em cabras®, em
frangos caipiras®, e em potro com meningite séptica®?.
Embora este seja o primeiro relato de E. casseliflavus
em infec¢do de pele em cascavel, hd um Unico estudo
relatando outras espécies enterocdcicas na cavidade oral
de serpentes no Brasil®.

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de E.
hirae é semelhante ao de E. faecalis, que comumente
sdo susceptiveis a penicilina e a vancomicina®?%23, A
sensibilidade de E. hirae a duas das trés fluoroquinolonas
testadas sugere que esses antibidticos ainda podem ser
considerados para o tratamento de infec¢Ges causadas
por essa espécie’®. Por outro lado, o isolado de E. hirae
apresentou resisténcia aos aminoglicosideos (amicacina,
estreptomicina e gentamicina), o que pode ser explica-
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do por fatores intrinsecos e adquiridos devido a baixa
permeabilidade da parede celular a esses antibidticos e
pela presenga de enzimas modificadoras de aminoglico-
sideos?’. Apesar disso, Mangan et al.3* (1997) relataram,
em seu estudo, que apenas uma pequena porcentagem
de isolados exibiu resisténcia a gentamicina, sugerindo
gue, embora os médicos devam ser cautelosos, esse
antibidtico pode ser eficaz em muitos casos de infeccdo
por E. hirae 1°3>,

O isolado de E. casseliflavus também apresentou
resisténcia aos aminoglicosideos, indicando que essas
bactérias sdo altamente resistentes a esses antibidticos.
Mas, assim como outras espécies enterocdcicas, essas
cepas podem desenvolver resisténcia através de modi-
ficacbes nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP)'"18,
O estudo Prakash, Rao, Parija®® (2005) corrobora esses
resultados. Esse achado é encorajador, pois indica que
esses antibioticos permanecem eficazes contra infecgdes
enterocdcicas. No entanto, a resisténcia de E. casselifla-
vus a todas as fluoroquinolonas testadas se torna preo-
cupante, e pode significar que esse Enterococcus pode
expressar bombas de efluxo® que ativamente expulsam
as fluoroquinolonas da célula, reduzindo a concentragdo
do antibidtico e, consequentemente, sua eficacia, além
de envolver mutagdes de genes®. Essa resisténcia pode
complicar o tratamento de infec¢Oes causadas por essa
espécie, limitando opg¢Ges terapéuticas.

A caracteristica mais alarmante observada foi a resis-
téncia de E. casseliflavus aos glicopeptideos, especifica-
mente a vancomicina, classificando-a como Enterococcus
resistente a vancomicina (VRE). Essa resisténcia intrinseca
é mediada pelo gene vanC, que codifica uma proteina que
altera a estrutura da parede celular, diminuindo a afinida-
de da vancomicina pela célula bacteriana®-. A resisténcia
a vancomicina em Enterococcus é uma preocupacao sig-
nificativa na area da saude, especialmente devido a seu
impacto em ambientes hospitalares, podendo aumentar
a morbidade e mortalidade associadas as infecgbes no-
socomiais®®3°, Dessa forma, ressalta-se aimportancia de
compreender os mecanismos de resisténcia das espécies
enterocécicas, visto que podem acometer humanos e
animais, causando patologias de alto risco, além de serem
importantes causas de infec¢des hospitalares.

CONCLUSAO

Este estudo avaliou o perfil de sensibilidade a anti-
bidticos de um isolado de E. hirae de infec¢do urinariaem
um felino, e de E. casseliflavus infec¢dao de pele em uma
serpente. Nossos resultados indicam que as penicilinas
podem ser boas escolhas para tratar essas infec¢Ges, mas
araridade desses isolados e as resisténcias aqui descritas
revelam a necessidade de pesquisas para elucidar os
mecanismos subjacentes e promover o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas.
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