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Perfil genotipico de Enterococcus faecalis isolados de carne de
frango e de infeccdo urinaria pela técnica molecular RAPD-PCR
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RESUMO

Enterococcus faecalis sdo importantes patégenos hospitalares com uma notavel capacidade de expressar resisténcia a varios
agentes antimicrobianos. Sua natureza ubiqua e resisténcia as condi¢gdes ambientais adversas o torna de facil propagacao
através da cadeia alimentar. Devido a isso, o presente estudo investigou a variabilidade genética de 38 isolados de E.
faecalis oriundos de carne de frango e de infeccdo urindria, pela técnica de RAPD-PCR. Para tanto foi utilizado o
oligonucleotideo iniciador M13 para verificar a existéncia de uma correlagdo genotipica entre os isolados. O dendrograma
formado a partir do perfil RAPD-PCR dos isolados gerou 3 grupos (A, B e C). O grupo A foi composto de
aproximadamente 74% (28/38) dos isolados clinicos e alimentares com perfil de multi-resisténcia a antimicrobianos e com
88% de similaridade. O grupo A foi subdivido em I e I, onde no sub-grupo | estdo agrupados todos os isolados clinicos e o
sub-grupo Il foi composto pela maioria dos isolados alimentares de E. faecalis. O grupo B foi composto de 21% (8/38) dos
isolados clinicos e alimentares com 90% de similaridade e subdivido em IIl, IV e V. O sub-grupo Il foi formado por 2
isolados com perfil genético semelhante, sendo um proveniente de infeccdo urinéria (EFAE1260) resistente a eritromicina,
e outro proveniente de carne de frango (EFAECL52) sensivel a todos os antimicrobianos. No sub-grupo IV com 100 % de
similaridade estdo duas amostras provenientes de infecgdo urinaria, com perfil de resisténcia a tetraciclina, eritromicina e
ciprofloxacino. Quatro isolados geneticamente idénticos, 3 provenientes de carne de frango (dois sensiveis a todos os
antimicrobianos testados e 1 resistente & eritromicina) e 1 de infec¢do urinaria (multi-resistente), se agruparam no sub-
grupo V. O grupo C foi formado pelos isolados identificados como Enterococcus spp. Os isolados EFAEC617 e
EFAECL51 se agruparam aos demais isolados com 80% de similaridade. Os resultados observados revelam que a técnica
de RAPD-PCR pode ser empregada para estudos genotipicos de espécies de enterococos isoladas de diferentes ambientes,
como as amostras clinicas e alimentares. Ainda com os resultados obtidos é possivel observar que uma rota de transmisséo
de Enterococcus faecalis resistentes possa estar ocorrendo dos alimentos para humanos. Unitermos: Carne de frango,
Enterococcus faecalis, infeccdo urinaria, RAPD-PCR, resisténcia antimicrobiana.

ABSTRACT

Enterococcus faecalis are important hospital pathogens with a remarkable ability to express resistance to multiple
antimicrobial agents. Their ubiquitous nature and resistance to adverse environmental conditions makes it easy to spread
through the food chain. Because of this, the present study investigated the genetic variability of 38 E. faecalis strains
resistant to antibiotics from chicken meat and urinary tract infection by RAPD-PCR. For this, oligonucleotide primer M13
were used to verify the existence of a genetic correlation between the isolated. The dendrogram formed from RAPD-PCR
profile, generated 3 groups (A, B and C). Group A was composed of approximately 74% (28/38) clinical and food isolated
with multi-resistance profile to antibiotics and with 88% of similarity. Group A was subdivided into | and I1, where the sub-
group | are grouped all clinical isolated and the sub-group Il was composed by the majority of food isolated of E. faecalis.
Group B was composed of 21% (8/38) of clinical and food isolated with 90% similarity and it was subdivided into Il IV
and V. The sub-group Il was formed by two strains with similar genetic profile, one from urinary tract infection
(EFAE1260) resistant to erythromycin, and another from chicken meat (EFAECL52) sensitive to all antibiotics tested. In
sub-group 1V with 100% similarity are two samples from urinary tract infection, with profile of resistance to tetracycline,
erythromycin and ciprofloxacin. Four isolated genetically identical, three from chicken meat (two sensitive to all antibiotics
tested and 1 resistant to erythromycin) and 1 of urinary tract infection (multi-resistant), were grouped in the sub-group V.
Group C was formed by isolated identified as Enterococcus spp. The isolated EFAEC617 and EFAECL51 joined to other
isolated with 80% similarity. The results observed show that the technique of RAPD-PCR can be used for studies of
genotypic species of enterococci isolated from different environments, such as food and clinical specimens. Even with the
results can be seen that a route of transmission of resistant Enterococcus faecalis may be experiencing food for humans.
Key words:  Chicken meat, Enterococcus faecalis, urinary infection, RAPD-PCR, antimicrobial resistance.

cocos Gram-positivos que geralmente se dispdem em

INTROQUCAO . pares e cadeias curtas, sdo anaerdbios facultativos e a
~ Enterococcus spp. s&o um grupo importante de temperatura Gtima de crescimento é 35°C, embora
bactérias acido-laticas (LAB) (Moreno et al. 2006). Sdo possam se desenvolver entre 10°C a 45°C. Estdo
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amplamente distribuidos no ambiente, podendo ser
encontrados em fontes como solo, dgua e plantas. S&o
microrganismos comensais que colonizam o trato
gastrintestinal de humanos e animais de sangue quente
(Mundt 1961,1963). Podem ser isolados de diferentes
tipos de alimentos, como carnes, leite e queijos onde sdo
empregados como culturas “starters” sendo responsaveis
por caracteristicas organolépticas (Moreno et al. 2006).
Entretanto, a presenca destes microrganismos nos
produtos finais pode também estar relacionada com
condicBes de baixa higiene durante o processamento do
alimento, como indicador de contaminacdo fecal (Stiles
& Holzapfel 1997). Enterococcus spp. podem ser
cultivados na presenca de 6,5% de NaCl, toleram sais
biliares a 40% e podem hidrolisar a esculina (Levinson &
Jawetz 2005). O género Enterococcus é composto de
mais de 20 espécies. As mais importantes sdo E. faecalis,
E. faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E.
gallinarum, E. raffinosus e E. hirae (Moreno et al. 2006).
Dentre estas espécies descritas, E. faecalis é uma das
mais prevalente em amostras de fezes de seres humanos,
bem como de uma variedade de animais (Graham 1968).
Na area médica E. faecalis e E. faecium sdo encontradas
como sendo as principais causadoras de infeccbes em
humanos, estas espécies ja foram encontradas em 80-
90% e 5-10% dos isolados clinicos, respectivamente
(Kayser 2003). As infec¢bes urinarias, bacteremia,
endocardite e pneumonia ocorrem em pacientes
internados,  freqlientemente  apdés  procedimentos
cirrgicos (Murray et al. 1998). Paralelamente ao
aumento da incidéncia de Enterococcus spp. nos isolados
clinicos, tem se observado um réapido aumento na
freqUiéncia de cepas resistentes aos antimicrobianos de
uso corrente (Willey et al. 1994). Dados revelaram que
E. faecalis, especialmente as cepas multi-resistentes a
drogas estdo aumentando de numero (Huycke et al.
1998). A crescente importancia dos enterococos como
patégenos nosocomiais pode ser atribuida, em parte, a
habilidade natural deste microrganismo em adquirir
plasmideos, ou seja, elementos extra-cromossomicos que
codificam caracteristicas que permitem a sobrevivéncia
ou vantagens quanto ao crescimento em ambientes nao
usuais e/ou estressantes, como o ambiente hospitalar
(Mundy et al. 2000).

Enterococos resistentes aos antimicrobianos ja foram
isolados de produtos cérneos, lacteos, verduras e
alimentos prontos para comer (Franz et al. 2001; Riboldi
et al. 2008). Estudos sobre a cadeia epidemioldgica tém
mostrado que alimentos, principalmente de origem
animal, podem ser reservatérios de enterococos
resistentes, e assim, contribuirem para a propagacao da
resisténcia antimicrobiana a populagdo humana via
cadeia alimentar (Bertrand et al. 2000).

A diferenciagdo entre as espécies de microrganismos
através de métodos baseados apenas nas propriedades
fenotipicas dos mesmos ndo proporcionam um potencial
de resolucao satisfatdrio. Estes métodos sdo incapazes de
detectar alteracbes no genoma bacteriano, que podem
ocorrer em uma mesma espécie via aquisicdo de
plasmideos ou mutagdes genéticas espontaneas, sem que
haja alteracdo do fendtipo (On & Baggesen 1997).
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Atualmente, técnicas modificadas da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), como a amplificacdo aleatéria de
fragmentos de DNA (RAPD), tém demonstrado boa
aplicabilidade para estudos de variabilidade genotipica e
estudos epidemioldgicos (Hilton et al. 1998;
Nallapareddy et al. 2002). Apesar de ndo ser a técnica
ouro para genotipagem de Enterococcus spp. a mesma
apresenta varias vantagens praticas, que podem ser
resumidas em simplicidade e rapidez. Outras vantagens
sdo a quantidade minima de DNA necessaria para
realizar uma analise genotipica e ndo necessitar de
instalacdes sofisticadas de laboratério. Como ja
demonstrado com estudos utilizando Enterococcus spp. é
uma tecnologia bastante acessivel além de reprodutivel
(Teixeira et al. 1995; Moschetti et al. 2001; Riboldi et al.
2008). O oligonucleotideo M13 tem sido utilizado por
gerar um padrdo de fragmentos de DNA espécie-
especifico e por detectar variabilidades interespécies
(Suzzi et al. 2000; Riboldi et al. 2008; Gomes et al.
2008). Desta maneira, a finalidade do presente estudo foi
investigar a variabilidade genética das linhagens de
Enterococcus faecalis, resistentes a antimicrobianos,
isolados de carne de frango e infec¢do urinéria, no
municipio de Porto Alegre - RS, pela técnica de RAPD-
PCR e analisar se existe uma correlacdo entre o0s
genotipos através da comparacao do padrdo de DNA.

MATERIAIS E METODOS

Amostras:

Foram estudados 40 isolados de enterococos, 38 da
espécie E. faecalis e 2 Enterococcus spp. Todas as
amostras  apresentavam  perfis de resisténcia a
antimicrobianos previamente avaliados segundo as
normas do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards). Vinte isolados de E. faecalis
(Tabela 1) foram obtidos de pacientes com infeccdo
urinaria hospitalizados em Porto Alegre-RS-Brasil, e
cedidas pela bacterioteca do Departamento de
Microbiologia da UFCSPA e 18 isolados de E. faecalis e
2 identificados como Enterococcus spp. de amostras de
carne de frango (Tabela 2) foram obtidos da bacterioteca
do Departamento de Microbiologia da UFRGS. A
confirmacdo do género foi realizada previamente por
caracterizagdo molecular utilizando os oligonucleotideos
iniciadores para o gene tuf, segundo Ke et al. (1999).

Extracdo do DNA:

O DNA gendmico dos isolados foi extraido utilizando-se
a técnica da lise térmica (Hagen et al. 2002). Com
auxilio de uma alca, previamente flambada, os isolados
de E. faecalis e Enterococcus spp. foram inoculados em
placas de Petri contendo meio &gar Infusdo Cérebro
Coracdo (BHI) e incubados por aproximadamente 24 h a
37°C. Para a extracdo do DNA foi coletado uma col6nia
de cada isolado e estas foram ressuspendidas em tubo de
microcentrifuga contendo aproximadamente 100 pL de
agua estéril. Os tubos foram incubados em banho
contendo agua a uma temperatura de aproximadamente
100°C por 5 minutos. Apoés foram centrifugados por 10
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minutos a 13000 rpm, 3 pL de cada sobrenadante,
contendo o DNA gendmico, foi utilizado na reacdo de
amplificagdo por PCR.

Anélise genotipica dos isolados por RAPD-PCR

Para a reacdo da RAPD-PCR, o oligonucleotideo
iniciador M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") (Huey &
Hall 1989) foi usado. O volume final da reacdo foi de 25
pL contendo: 3 ng de DNA, 1U Tag DNA-polimerase
(CENBIOT®), 3,0 mM de MgCl, (Invitrogen™), 2.4 uM
do oligonucleotideo iniciador (Invitrogen™), 200 pM
dNTPs (Invitrogen™), e 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 50
mM KCI. Como controle negativo foi realizada a reacéo
sem a inclusdo de DNA. As reac¢des foram incubadas em
termociclador (Eppendorf AG) e a condicdo de
amplificacdo para o oligonucleotideo iniciador utilizado
seguiu 0 modelo descrito a seguir: desnaturacéo a 94°C
por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C por 1
minuto, 37°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, ap6s
os ciclos, foi realizado um periodo final de elongacéo de
5 minutos a 72°C. Os produtos amplificados e o
marcador 1 Kb plus DNA Ladder (invitrogen™) foram
separados por eletroforese a 80V por 60 minutos em gel
de agarose 1.5% (p/v) corado com brometo de etidio (0,5
pg mL™) em tampdo TAE (1 X). O gel foi fotografado
sob luz UV utilizando o software Kodak Digital
Science™ DC120, as imagens foram capturadas e o
padrdo de fragmentos de DNA foi analisado. A reacdo de
amplificacdo foi repetida seis vezes em experimentos
separados para cada uma das amostras a fim de verificar
a reprodutibilidade da técnica de RAPD-PCR.

Determinacdo do peso molecular dos fragmentos de
DNA amplificados e analise estatistica dos dados:

A determinacdo do peso molecular dos fragmentos de
DNA amplificados foi realizada através de softwares que
analisa os fragmentos em géis de agarose (Gel Analyzer-
Pro 3.2 e Kodak EDAS 120).

A similaridade entre as amostras foi calculada pelo
coeficiente de associacdo simples. A andlise de
agrupamento foi realizada por Unweight pair group
method with arithmetic mean (UPGMA). A presenca ou
auséncia dos fragmentos de DNA geradas pela RAPD-
PCR foi considerada como uma caracteristica alternativa
e codificada com 1 (presenca) ou zero (auséncia). Os
dendrogramas foram construidos a partir dos dados
gerados usando o Statistic Package of the Social Science
(SPSS) 8™ edition.

RESULTADOS

A diversidade genotipica dos 40 isolados resistentes a
antimicrobianos foi realizada utilizando a anlise de
RAPD-PCR. O oligonucleotideo iniciador M13 produziu
1 a 3 fragmentos de DNA reprodutiveis e de intensidade
forte, os quais foram selecionados para as analises
(Figura 1). Na maioria dos isolados foram observados os
fragmentos de DNA de 850 e 1000 pares de base (Figura
2A). A analise do coeficiente de similaridade entre os
isolados foi de 100% a 80%. O dendrograma formado a
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partir do perfil RAPD-PCR gerou 3 grupos (A, B e C)
com similaridade de 80 % entre eles, com 100 % de
homologia, como mostra a figura 2B. O grupo A foi
composto de aproximadamente 74% (28/38) dos isolados
clinicos e alimentares de E. faecalis multi-resistentes a
maioria tinha em comum a resisténcia & tetraciclina,
eritromicina e ciprofloxacino. Este grupo se dividiu em
dois sub-grupos (I e Il) ambos apresentam 100% de
similaridade. O sub-grupo I representa 60% (12/20) dos
isolados provenientes de pacientes com infecgdo urinaria
e 0 sub-grupo Il apresenta aproximadamente 67%
(12/18) dos isolados provenientes de carne de frango e
10% (2/20) de infecgdo urinaria. A amostra EFAECL14
agrupou-se a ambos sub-grupos com similaridade de
93%. A amostra clinica EFAEC581 participa do grupo A
com 88% de similaridade. O grupo B é composto de 21%
(8/38) dos isolados de E. faecalis, a maioria sensivel ou
resistente a um antimicrobiano, com exce¢do de trés
amostras clinicas (EFAEC603, EFAE1225 e EFAE1252)
que eram multi-resistentes e tinham em comum a
resisténcia a tetraciclina, eritromicina e ciprofloxacino.
Este grupo se dividiu em trés sub-grupos (lll, IV e V). O
grupo 11 foi formado por 2 isolados com perfil genético
semelhante, sendo um proveniente de infec¢do urinéria
(EFAE1260) resistente & eritromicina, e outro
proveniente de carne de frango (EFAECL52) sensivel a
todos os antimicrobianos. No grupo IV com 100 % de
similaridade estdo duas amostras provenientes de
infec¢do urinaria, com perfil de resisténcia a tetraciclina,
eritromicina e  ciprofloxacino.  Quatro isolados
geneticamente idénticos, 3 provenientes de carne de
frango, sendo dois sensiveis aos antimicrobianos testados
e 1 resistente & eritromicina, e 1 de infeccdo urinéria
multi-resistente, se agruparam no sub-grupo V. O grupo
C foi formado pelos isolados identificados como
Enterococcus spp. Os isolados EFAEC617 e EFAECL51
se agruparam ao demais isolados com 80% de
similaridade.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo, foi observada uma elevada
similaridade entre as amostras clinicas e alimentares de
E. faecalis. A técnica de RAPD-PCR foi utilizada por ser
uma ferramenta ja descrita em outros estudos que
buscavam observar variabilidade genética em isolados de
enterococos de amostras de alimentos e clinicas
(Descheemacker et al. 1997; Suzzi et al. 2000;
Vancanneyt et al. 2002; Domig et al. 2003; Riboldi et al.
2008). Métodos genéticos baseados na biologia
molecular tém sido desenvolvidos para identificagdo e
sub-tipagem de microrganismos, pois sdo ferramentas
que fornecem resultados mais rapidos e mais seguros
(Giraffa et al. 2000; Suzzi et al. 2000; Gelsomino et al.
2001).

O oligonucleotideo M13  apresentou  resultados
satisfatorios para o estudo do perfil genético dos isolados
de E. faecalis visto que o padréo dos fragmentos de DNA
foram reprodutiveis nas 6 repeticdes. Os sub-grupos | e
IV foram formados apenas de amostras clinicas multi-
resistentes sugerindo a presenga de amostras clonais no
ambiente hospitalar. Nos sub-grupos IlI, Il e V os
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isolados de E. faecalis clinicos e de carne de frango
apresentavam o mesmo perfil genético. Um estudo
semelhante foi realizado na Holanda, no periodo de
junho a setembro de 1996 com amostras de frango
adquiridas em mercados deste pais que foram
comparadas com amostras isoladas de pacientes
hospitalizados através da técnica de Eletroforese em Gel
de Campo Pulsante (PFGE). A comparacdo dos padrdes
de fragmentos de DNA gerados pelo PFGE entre 0s
isolados demonstrou uma homologia de 60 % entre
algumas cepas (Van Den Braak et al. 1998).

Dois isolados pertencentes ao género Enterococcus e 0s
isolados EFAEC617 e EFAECL51 identificados
bioguimicamente como E. faecalis apresentaram um
perfil genotipico distinto dos demais isolados de E.
faecalis. O resultado encontrado no presente estudo pode
sugerir que estes isolados pertencem a uma outra espécie.
Um estudo do perfil protéico destes isolados poderia
auxiliar na identificacdo da espécie, entretanto se 0s
resultados confirmarem a espécie estes isolados poderao
ser classificados como E. faecalis atipicos. Riboldi et al.
(2008) utilizaram o mesmo oligonucleotideo e
observaram através do perfil dos fragmentos de DNA
que o oligonucleotideo M13 era espécie-especifico e esta
técnica permitiu diferenciar as amostras de Enterococcus
spp. isolados de alimentos no sul do Brasil.

N&o houve correlagcdo do perfil genotipico gerado por
RAPD-PCR com o perfil fenotipico de suscetibilidade a
antimicrobianos dos isolados analisados. A seguinte
correlacdo poderia ser investigada com a utilizacdo de
multiplos oligonucleotideos iniciadores a fim de
aumentar o namero de fragmentos de DNA e melhorar a
discriminacdo (Barbier et al. 1996).

Os resultados do trabalho revelam que a técnica de
RAPD-PCR, empregando o oligonucleotideo M13, pode
ser empregada na identificacdo das espécies de
enterococos isoladas dos mais diferentes ambientes,
como as amostras clinicas e alimentares. Este resultado
levanta a hipétese de que uma possivel rota de
transmissdo de Enterococcus spp. resistentes a
antimicrobianos através dos alimentos de origem animal
para humanos pode ter ocorrido.
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Tabela 1.

Isolados
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Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de E.faecalis oriundos de pacientes
hospitalizados com infec¢do urindria.
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Tabela 2.
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Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de E.faecalis e Enterococcus spp.
provenientes de carne de frango.
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Figura 1. Fragmentos de DNA amplificados por RAPD-PCR, utilizando o oligonucleotideo iniciador M13, aplicados em
gel de agarose 1,5% (p/v) corado com brometo de etidio (0,5pg mL™). (1) Marcador 1 kb plus DNA ladder; (2) E. faecalis
EFAECL17; (3) E. faecalis EFAECL18; (4) E. faecalis EFAECL19; (5) E. faecalis EFAECL22; (6) E. faecalis
EFAECL24; (7) Controle negativo; (8) E. faecalis EFAEC603; (9) E. faecalis EFAEC617; (10) E. faecalis EFAEC619;
(11) E. faecalis EFAEC621; (12) E. faecalis EFAEC625.
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Figura 2: (A) Padrdo de fragmentos de DNA amplificados, pela técnica de RAPD-PCR, dos isolados de E. faecalis (B)
Dendrograma obtido pelo método average linkage a partir da analise numérica dos fragmentos de DNA amplificados por
RAPD-PCR.
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