Erica Miranda Damasio Scheidegger

IDENTIFICAGCAO DE ESPECIES DE ENTEROCOCCUS ISOLADAS DE QUEIJO
MINAS TIPO FRESCAL ATRAVES DA ANALISE DO POLIMORFIS MO DOS
FRAGMENTOS DE RESTRICAO DE PARTE DO GENE 16S rRNA
AMPLIFICADO PELA PCR

PPGVS
INCQS / FIOCRUZ
2009



IDENTIFICAGCAO DE ESPECIES DE ENTEROCOCCUS ISOLADAS DE QUEIJO
MINAS TIPO FRESCAL ATRAVES DA ANALISE DO POLIMORFIS MO DOS
FRAGMENTOS DE RESTRICAO DE PARTE DO GENE 16S rRNA
AMPLIFICADO PELA PCR

Erica Miranda Damasio Scheidegger

Programa de Pos-Graduacao em Vigilancia Sanitaria
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz

Orientadora: Dra.Paola Cardarelli Leite, Ph.D

Rio de Janeiro
2009



IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE ENTEROCOCCUS ISOLADAS DE QUEIJO
MINAS TIPO FRESCAL ATRAVES DA ANALISE DO POLIMORFIS MO DOS
FRAGMENTOS DE RESTRICAO DE PARTE DO GENE 16S rRNA
AMPLIFICADO PELA PCR

Erica Miranda Damasio Scheidegger

Dissertacdo submetida a Comissdo Examinadora composta pelo corpo
docente do Programa de Pdés-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz e por
professores convidados de outras instituicdes, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Mestre.

Aprovado:

(IMPPG/UFRJ)

Prof. Dr. Sérgio Eduardo Longo Fracalanzza

(INCQS/Fiocruz)

Prof. Dr. Victor Augustus Marin

(INCQS/Fiocruz)

Prof. Dra. Maria Helena Simdes Villas Bbas

Orientadora

Prof. Dra. Paola Cardarelli Leite

Rio de Janeiro
2009



Scheidegger, Erica Miranda Damasio

Identificac&o de espécies de Enterococcus isoladas de queijo Minas tipo
frescal atraves da andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo de parte do
gene 16 rRNA amplificado pela PCR. / Erica Miranda Damasio Scheidegger. Rio
de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2009.

xv, 83 p., fig., tab.
Dissertacdo (Mestrado) — Fundacédo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle

de Qualidade em Saude, Programa de Pdés-Graduacdo em Vigilancia Sanitaria,

Rio de Janeiro, 2009. Orientadora: Paola Cardarelli Leite.

1. Enterococcus 2. Queijo Minas tipo frescal 3. Identificacdo 4. PCR-RFLP. I.
Titulo

Identification of Enterococcus spp. isolated from fresh Minas cheese by Restriction

Fragment Length Polymorfism of the 16s rRNA gene fragment amplified by PCR.




A Deus seja dada toda a honra, a gloria e o louvor.
Ao meu marido, Carlos, pela compreensao e carinho; aos meus pais, Mario e
Clarita e meus irmaos pelo apoio constante.



Que darei eu ao Senhor,
por todos os beneficios

gue me tem feito?

Salmos116:12



AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus pela graca infinita, protecéo e sustento em todos os momentos.

Ao meu papai e a minha mamae por tudo que fizeram e fazem por mim. Amo

VOCés!

Ao meu esposo Carlos pelo apoio, carinho, paciéncia e compreensao. Obrigado

por tudo!

Aos meus irmaos, sogro e sogra, cunhados e cunhadas, sobrinhos e parentes pelo

incentivo.

A minha orientadora, Paola Cardarelli Leite, pela inestimavel orientacdo, pela
confianca pela atencéo e apoio constante.

A amiga especial que fiz durante meus dias no INCQS, Renata Trotta. Obrigada

maninha!

A Suely Fracalanzza pelos conhecimentos transmitidos e pela colaboragdo nos

experimentos.

A Maria Regina Branquinho, pelo carinho e apoio constante.

A Marilia Martins Nishikawa sempre disponivel para ajudar e contribuir. Muito
obrigada!

A amiga Patricia Faria, pelo companheirismo e amizade durante o tempo de

INCQS. Estagiaria exemplar!

Vi



A Samara Custédio, pela amizade sincera, incentivo e convivio durante todo

tempo de estudo.

A professora Maria Conceicéo de Oliveira Viana, pela revisdo desta dissertaco.

Aos colegas de turma, em especial Carla Rosa.

Ao INCQS / FIOCRUZ pela oportunidade de estudo e pela bolsa concedida.

Ao casal de amigos Rubens e Natalia Dias, pela credibilidade.

A professora Lucia Martins Teixeira IMPPG/UFRJ, pela doagdo das cepas de

referéncia e valiosa avaliacao deste projeto.

A Dra. Celia Roméao, chefe do Depto. de Microbiologia e a todos do Setor de
Culturas de Referéncias, Laboratorio de Fungos, Setor de Saneantes , Setor de
Microbiologia de Alimentos e ao Setor de Biologia Molecular do Departamento de
Microbiologia por todo o apoio na infra-estrutura para a realizagdo da parte pratica
deste trabalho.

Em especial aos setores de Preparagdo de Meio de Cultura e de Esterilizacdo de

Vidrarias pelo auxilio, pela disponibilidade e pela amizade.

Aos funciondrios da secretaria e toda a equipe da Coordenacdo de POs

Graduacéo por terem sempre colaborado nos momentos em que necessitei.

A todos que de alguma forma colaboraram durante todo tempo para a realizagao

deste trabalho.

Vii



RESUMO

O género Enterococcus inclui aproximadamente 30 espécies, algumas das
quais muito freqiientemente envolvidas com alimentos e ambientes relacionados, e
cuja diferenciacdo com identificacdo precisa torna-se muitas vezes problematico,
guando estas questdes baseiam-se apenas em caracteristicas fenotipicas que,
mesmo assim, permitem separar estes microrganismos em Cinco grupos
fisiologicamente diferentes. A dificuldade para categorizar inequivocamente as
espécies dos enterococos com base somente nas caracteristicas bioquimicas pode
estar relacionado com uma heterogeneidade bastante alta dos aspectos fenotipicos,
independentemente da origem dos isolados, devendo ainda ser considerado o fato de
haver bastante similaridade das exigéncias nutricionais entre 0os enterococos e outras
bactérias acido lacticas. Por estas razfes as técnicas moleculares tornaram-se um
importante instrumento para caracterizacdo destes microrganismos. Dentre estas,
aguelas que se baseiam no uso do 16S rRNA como molécula alvo tém sido
consideradas como excelentes opg¢des com propositos de identificagdo. A técnica
PCR/RFLP fundamenta-se em uma metodologia baseada na amplificacdo por PCR e
nos perfis de restricdo obtidos apds o uso de enzimas selecionadas com base na sua
habilidade de revelar polimorfismo nos fragmentos de DNA ou RNA analisados. Este
trabalho tem como objetivo implantar a técnica da PCR/RFLP com as enzimas Ddel,
Haelll e Hinfl associada a alguns testes bioquimicos para uma identificacdo de
Enterococcus spp. isolados de amostras de queijo Minas tipo frescal. Vinte e uma
espécies de referéncia do género Enterococcus foram utilizadas para o
estabelecimento dos perfis de restricdo. Cinquenta e quatro isolados de leite e frango
que apresentaram perfis fenotipicos tipicos, atipicos e alguns sem identificacédo
guanto a espécie estocados em nosso laboratério foram utilizados para testar a
técnica desenvolvida e 21 isolados provenientes do queijo Minas tipo frescal foram
utilizados para confirmar a utilidade da técnica. Ao utilizarmos a técnica PCR/RFLP
obtivemos 5 perfis de restricdo diferentes e, quando associados alguns testes
bioquimicos, foi possivel obter uma identificacdo rdpida e precisa da maioria das

espécies de Enterococcus.
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ABSTRACT

The genus Enterococcus includes about 30 species, some of them very
often involved with food and related environments, and whose differentiation with
precise identification often becomes problematic when based only on phenotypic
characteristics. Anyway this techniques allow to separate these microorganisms in
five groups physiologically different. Enterococci are often difficult to clearly
categorize in species based only on these phenotypic characteristics. In addition to
having a very high diversity of phenotypic aspects, regardless of the origin of the
isolates, it must to be considered that there are enough similarities between the
nutritional requirements of enterococci and other lactic acid bacteria. For these
reasons the molecular techniques have become important tools for characterizing
these microorganisms. Among these, those that are based on the use of 16S rRNA
as a target molecule have been considered as excellent options for any
identification. PCR/RFLP is a method based on the PCR amplification and on the
restriction profiles obtained by using restriction enzymes selected based on their
ability to reveal polymorphism in fragments of DNA or RNA analysed. This work
aims to introduce the technique of PCR/RFLP with the enzymes Ddel, Haelll and
Hinfl associated with certain biochemical tests for identification of Enterococcus
spp. isolated from samples of fresh Minas cheese. Twenty-one reference strains of
the genus Enterococcus were used to establish the restriction profiles. Fifty-four
isolates from milk and chicken that had phenotypic profiles typical, atypical and
without some identification, stocked in our laboratory, were used to test the
technique developed, and 21 isolates from the fresh Minas cheese were used to
confirm the usefulness of the technique. By using the PCR/RFLP we obtained 5
different restriction profiles and, when associated with some biochemical tests, it
was possible to obtain a rapid and accurate identification of most species of
Enterococcus.
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1. INTRODUCAO

1.1. PROPRIEDADES DOS ENTEROCOCOS

A aplicagdo de técnicas modernas de classificagdo envolvendo
experimentos de hibridizacdo (DNA/DNA e DNA/RNA) resultou na transferéncia de
alguns membros da bactéria do género Streptococcus, pertencentes ao grupo D
de Lancefield, para um novo género denominado de Enterococcus (SCHLEIFER &
KILPPER - BALZ, 1984).

Os componentes deste género sao referidos como cocos Gram-positivos,
gue geralmente se dispdem isolados, aos pares ou em cadeias curtas. Sao
anaerdbios facultativos, crescem bem a temperatura de 35T, sendo que a maioria
das cepas apresentam capacidade de multiplicacdo entre 10C e 45 °C. Eles
também podem ser cultivados na presenca de altas concentragdes de Cloreto de
sodio (DOMIG, MAYER e KNEIFEL, 2003 ; TEIXEIRA & FACKLAM.,2003).

Estes microrganismos hidrolisam a esculina em presenca de alta
concentracdo de bile. O produto da hidrolise da esculina reagidos com ions ferro
presentes no meio de cultura levam a formacdo de esculetina evidenciada pela
presenca de halos escuros ao redor das colonias de enterococos (DOMIG,
MAYER e KNEIFEL, 2003).

As caracteristicas descritas acima podem ser utilizadas para distinguir
enterococos de outros cocos Gram-positivos, catalase negativo, bem como sao
necessarios alguns testes fenotipicos para diferenciar as espécies de enterococos
(FACKLAM, SAHM & TEIXEIRA, 1999).

Esses microrganismos séo perfeitamente adaptados a definicdo geral de
bactérias acido-lacticas (BAL) (KONEMAN et al., 2001), que séo classificadas de
acordo com suas caracteristicas fisiologicas, morfolégicas, bioquimicas e com
suas propriedades funcionais. Elas produzem acido lactico, possuem tolerancia ao
oxigénio e a diferentes concentracbes de cloreto de sodio, sdo capazes de
produzir compostos aromaticos e volateis, podem produzir bacteriocina (SIMPSON
& TAGUCHI,1995).



1.2. HABITAT

O género Enterococcus pertence a um grupo de bactérias heterogéneas
gue inclui mais de trinta espécies, dentre as quais destacamos Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium as mais frequentemente encontradas em
alimentos embora outras espécies como Enterococcus durans, Enterococcus hirae
e Enterococcus gallinarum sejam também isoladas, mas com menor frequéncia
(TEIXEIRA et al., 2007; PANGALLO et al., 2008).

Os enterococos sao residentes naturais do trato gastro-intestinal dos seres
humanos e animais e muitas espécies sdo encontradas também no solo, agua,
plantas, vegetais, passaros e insetos (GIRAFFA, 2002; TEIXEIRA & FACKLAM,
2003) sendo consideradas, como as bactérias mais comuns encontradas no meio
ambiente (KUHN et al., 2000).

Sao consideradas bactérias autoctones e uma vez liberadas no meio
ambiente, sdo capazes de colonizar diversos nichos, pois possuem excepcional
capacidade de resistir e se multiplicar em condicbes ambientais hostis, com
grande potencial para contaminar aguas e alimentos. (IVERSEN et al.,2002). Por
sua natureza ubiqua, € comum o isolamento deste microrganismo em uma ampla
variedade de alimentos (CHINGWARU et al., 2003).

O interesse sobre os enterococos tem aumentado nas Ultimas décadas,
principalmente por algumas de suas caracteristicas marcantes: sdo considerados
patégenos oportunitas, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos,
estdo envolvidos com resisténcia aos antimicrobianos de uso clinico, entretanto
podem ser utilizados, quando adicionados intencionalmente, como probioticos
eficazes em alimentos e medicamentos, bem como amostras iniciadoras em

processos de fermentacéo de alguns tipos de alimentos (PANGALLO et al., 2008).

1.3. TERMOTOLERANCIA

Os enterococos sdo considerados entre as bactérias ndo-esporuladas mais
termotolerantes conhecidas (GORDON & AHMAD, 1991; FRANZ, HOLZAPFEL &
STILES, 1999). O E.faecium, por exemplo, sdo capazes de sobreviver ao

aguecimento a 65°C durante 30 minutos, 71°C durante 10 minutos e 80°C durante



3 minutos (KEARNS, FREEMAN & LIGHTFOOT, 1995) e, como consequéncia
desta caracteristica € muito importante para a industria de alimentos, pois pode
resistir aos processos de conservacao como cozimento, pasteurizacdo e
fermentacdo. Além disto, é capaz de tolerar altas concentracdes de cloreto de
sédio, nitrito e crescer em temperatura de refrigeragdo (4°C — 8°C) (TEUBER et

al., 1996; FRANZ, HOLZAPFEL & STILES, 1999 ; HOEBEN, 2003).

1.4. PATOGENICIDADE

A incidéncia das infec¢cOes causadas pelos enterococos, sua gravidade e o
aumento das dificuldades para o tratamento das infec¢Bes devido a resisténcia
multipla aos antibidticos colocam estes microrganismos entre 0s mais importantes
patdgenos oportunitas humanos (JORDENS, BATES & GRIFFITHS,1994;
GORDTS et al., 1995).

Esses microrganismos nao possuem 0s potentes fatores de viruléncia
encontrados em outras bactérias Gram-positivas patogénicas, mas possuem
importantes caracteristicas diferenciais, que contribuem para sua viruléncia e os
tornam efetivos patdégenos oportunistas (GIRAFFA, 2002). Embora sejam
microrganismos de baixa viruléncia, eles conseguem atravessar 0 trato
gastrointestinal intacto e disseminam para outros orgaos (JETT et al., 1994).

Os enterococos, sobretudo as espécies E. faecium e E. faecalis, séo
consideradas como importantes patdégenos oportunistas, ou seja, Ssao
microrganismos membros da microbiota normal que ndo provocam doencas em
circunstancias normais, mas sim, quando s&o introduzidos em locais nao
protegidos devidamente pelo sistema imunologico (MURRAY et al., 2004).

As infeccbes normalmente ocorrem nos ambientes nosocomiais, em
pessoas debilitadas, com alguma doenca de base, que tenham recebido
tratamento com antimicrobianos de largo espectro ou que tenham sido submetidos
a intervencgdes cirurgicas. (VANCANNEYT et al.,2002).

Quando introduzidos em ambientes nosocomiais, 0S enterococos
apresentam grande capacidade de disseminagdo, atingindo varios setores e
criando um perfil de endemicidade préprio tornando dificeis as tentativas de
erradicagéo posterior (MORRIS et al.,1995).



E. faecalis é a espécie mais frequentemente envolvida com as infec¢des
enterococicas em seres humanos (80% a 90%), enquanto E. faecium (5% a 10%)
esta associada a maioria das infec¢cdes provocadas por amostras resistentes aos
antimicrobianos, inclusive a vancomicina (MURRAY, 1990 ; MUNDY et al., 2000).
Outras espécies de menor frequéncia como Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus raffinosus, Enterococcus gallinarum, Enterococcus durans,
Enterococcus hirae e Enterococcus mundtii s&o mais raramente identificadas em
infecgcBes humanas e geralmente estdo envolvidas em surtos especificos (JETT et
al., 1994; PATTERSON et al., 1995).

De vérias partes do mundo sdo relatados infeccbes nosocomiais
envolvendo amostras de enterococos apresentando resisténcia simultdnea a
varios antimicrobianos de uso terapéutico constituindo sérios problemas para os
meédicos. Nestas circunstancias as infecgbes por enterococos se revestem de
grande preocupacdo levando-se principalmente em consideragdo que estes
microrganismos possuem resisténcia tanto intrinseca como adquirida aos
antimicrobianos (PANGALLO et al., 2008).

O principal reservatorio humano de enterococos € o trato gastrointestinal,
porém eles podem ser encontrados, embora em menor freqiéncia, na cavidade
oral, vesicula biliar, vagina e uretra masculina (KONEMAN et al., 2001). Nos
Estados Unidos, os enterococos tornaram-se o segundo microrganismo mais
frequentemente isolado do trato urinario e de feridas cirurgicas e ainda a terceira
causa mais comum de bacteremias nosocomiais (MURRAY et al., 2004).

A preocupacdo entre os pesquisadores é saber se o0s enterococos
possuidores de marcadores de resisténcia simultdnea aos antimicrobianos e de
marcadores de viruléncia podem ser transmitidos através dos alimentos e serem
responsaveis por quadros graves nos ambientes hospitalares. A énfase, no
momento, se volta para 0os enterococos resistentes a vancomicina (VRES), que
representam sérios problemas para a Vigilancia Sanitaria, por ser um dos
principais patégenos responsaveis pelas infec¢gbes hospitalares, atualmente com
presenca notavel para as infecgbes urinarias, infecgcbes em sitios cirdrgicos e
bacteremias (GOLD, 2001).

O aumento da severidade das infeccOes causadas por este microrganismo
pode estar relacionada ao uso indiscriminado de antibidticos nos ambientes
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nosocomiais, e este fato favorece sua persisténcia e disseminacao deste
microrganismo. Sabe-se ainda que 0s enterococos apresentam alta capacidade
para adquirir e transferir genes de resisténcia a antibidticos de uso clinico
(VANCANNEYT et al., 2002).

Algumas medidas devem ser tomadas para diminuir a disseminacdo em
ambientes hospitalares. Essas medidas consistem basicamente em precaucdes
como barreiras e orientacdes quanto ao uso de antimicrobianos, visando a
reducdo no uso principalmente de vancomicina, cefalosporinas e drogas
anaerobicidas, como carbapenens, metronidazol e clindamicina (FURTADO et al.,
2005).

Por possuirem propriedades que os definem como bactérias acido-lacticas,
esses microrganismos sao utilizados com sucesso na tecnologia de producéo de
alimentos. Existe, porém, a necessidade de uma correta identificagdo antes da
aplicacdo de cepas especificas na tecnologia de producdo (EATON et al., 2001). E
necessaria, principalmente, a observacdo das caracteristicas fisiologicas e
comportamentais das cepas que serdo utilizadas, como, por exemplo, seu perfil de
suscesptibilidade aos antimicrobianos e a auséncia de marcadores de viruléncia
(KLEIN et al., 2003).

Sua multi-resisténcia a antibiéticos e a falta de conhecimento sobre seus
fatores de viruléncia acabam produzindo certa inseguranca no uso destes
microrganismos na producao de alimentos, cuja presenca acaba representando
um risco a saude do consumido, gerando um problema para a Vigilancia Sanitaria
(GIRAFFA, 2002; MANNU et al., 2003).

Pelos fatos acima citados a presenca dos enterococos nos alimentos, torna-
se um assunto de grande importancia em Vigilancia Sanitaria, levando a
necessidade de se defenir um conjunto de acdes capazes de prevenir, e reduzir

ao maximo esses riscos a saude (BRASIL, 1990).

1.5. PRESENCA DE ENTEROCOCOS EM ALIMENTOS
Os enterococos podem ser utilizados nas industrias alimenticias como
culturas iniciadoras dos processos fermentativos ou como probidticos. Devido a

sua tolerancia a altas concentracdes de sal e &cido, eles sédo utilizados em



determinados grupos de alimentos onde sdo responsaveis pela formacdo de
sabores unicos (GOMES et al, 2008).

Estes microrganismos sao frequentemente isolados de salsichas
fermentadas, queijos, leite e derivados (MANNU et al., 2003).

Entre os produtos de laticinios, os enterococos podem estar envolvidos nao
somente no processo primario de fermentagdo como também fazendo parte
secundariamente da microbiota contaminante néo iniciadora (LEDDA et al., 1994).

Em 2002, Gelsomino e colaboradores afirmaram que 0s enterococos
podem sobreviver e até mesmo se multiplicar em equipamentos e tanques de
estocagem de laticinios, possibilitando assim a contaminacao direta dos produtos.

Algumas cepas de enterococos associadas com produtos alimentares tém
sido mencionadas como possuidoras de atividade biopreservadora, pois sao
inibidoras do processo deterioracdo do alimento, através da producdo de
bacteriocinas. As bacteriocinas dos enterococos sao conhecidas como enterocinas
gue sdo peptideos pequenos, hidrofobicos e termoestaveis produzidas em
especial pelas espécies E. faecalis e E. faecium, que também inibem o
crescimento de bactérias patogénicas, como por exemplo, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Clostridium sp. e
Bacillus sp. (FRANZ, HOLZAPFEL & STILES,1999; SARANTINOPQOULOS et al.,
2002; GIRAFFA, 2003, THEPPANGNA et al.,, 2007). Essas bacteriocinas vém
despertando um grande interesse para 0 seu uso nas industrias de alimentos
como antibioticos naturais (DRIVER et al ., 2006).

A presenca dos enterococos em alimentos é questionada, uma vez que
pode ser responsavel por muitas infeccdes nosocomiais. Durante a década
passada, o género Enterococcus tornou-se um patdgeno emergente, tanto nas
infeccOes hospitalares, como nas adquiridas na comunidade (MORRISON,
WOODFORD & COOKSON.,1997.; LOW et al., 2001).

Por muito tempo, os enterococos foram considerados bactérias comensais.
Porém, o aumento da severidade das infeccbes nosocomiais causadas por
enterococos multi-resistes a antibidticos e a falta de conhecimento sobre seus
fatores de viruléncia geraram insegurancga na utilizacdo dessas cepas na producéo
de alimentos. Ainda ndo é claramente definida a diferenca entre um enterococo

com potencial patogénico e uma cepa de enterococo seguro. Também nédo se
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sabe qual a probabilidade de uma cepa aparentemente segura adquirir fatores de
viruléncia (GOMES, 2007). Giraffa e colaboradores (2003) relataram a presenca
em alimentos de enterococos resistentes a antibidticos e portadores de genes de
viruléncia.

E importante observar, porém, que a presenca de enterococos no leite
pode, muitas vezes, ndo estar relacionada a contaminacdo fecal direta.
Certamente, estes microrganismos podem chegar a esta matriz diretamente pelo
contato de fezes humanas ou de animais, mas também podem chegar
indiretamente através de fontes contaminadas, tais como agua utilizada no
processamento, 0s equipamentos de ordenha e tanques de estocagem.
(FRACALANZZA, 2007).

Em funcdo de sua natureza psicotrofica, sua resisténcia ao calor e
adaptabilidade a diferentes substratos e condi¢cdes de crescimento, a contagem
das células viadveis de enterococos pode aumentar durante a refrigeracdo e,
algumas vezes, estas células podem sobreviver apos a pasteurizacdo (GIRAFFA,
2003).

Portanto, de alguma forma, os enterococos fazem parte da microflora, tanto
do leite cru, como do pasteurizado, sendo que diferentes espécies podem ser
encontradas em produtos de laticinios. Todavia, E. faecalis e E. faecium séo as
espécies mais freqientemente isoladas para este tipo de alimento (FRANZ,
HOLZAPFEL & STILES, 1999; GELSOMINO et al., 2001).

Amostras selecionadas de enterococos séo utilizadas com sucesso como
integrantes principais das composic¢des iniciadoras de uma variedade de queijos
artesanais (CASALTA & ZENNARO, 1997) e sua utilizacdo no leite “in natura”
como culturas iniciadoras, fazendo parte do composto termofilico de bactérias
acido-lacticas, € uma pratica comum em tecnologia de producdo de queijos
(GIRAFFA & CARMINATI, 1997).

A emergéncia de amostras de enterococos resistentes a importantes
antimicrobianos de uso terapéutico, inclusive aos glicopeptideos, e a possibilidade
de encontrar cepas com marcadores de viruléncia em alimentos tornam a
presenca desses microrganismos neste tipo de alimento um fato, no minimo,
questionavel (GIRAFFA, 2003).



A seguranca dos alimentos que contém enterococos é um problema sério
para as industrias de alimentos e autoridades sanitarias, uma vez que, ora estes
microrganismos sdo considerados Uteis, ora sao indesejaveis por seu potencial
papel na deterioracdo e ainda podem carregar genes de resisténcia aos
antibidticos, além de possiveis fatores de viruléncia, que constituem um risco a
saude humana (FRANZ, 2003).

Vale ressaltar que, em amostras de agua, 0s enterococos sao utilizados
como indicadores de poluicdo fecal (TEJEDOR, 2001).

O Brasil é considerado como uns dos paises lideres em exportacdo de
alimentos e, com isto, véarios esforcos institucionais tém sido realizados para
garantir a segurancga alimentar, como por exemplo, 0 programa nacional de
monitoramento da prevaléncia e da resisténcia bacteriana de Samonella e
Enterococcus em carcagas de frango (PREBAF), coordenado pela Agéncia
Nacional de Saude - ANVISA (BRASIL, 2006). Esses programas sado importantes
para as avaliagbes de riscos, sendo hoje considerado como um pré-requisito para

0 comercio internacional de produtos alimentares (GOMES et al., 2008)

1.6. QUEIJO MINAS TIPO FRESCAL

O queijo Minas tipo frescal € um dos queijos mais populares do Brasil,
sendo produzido em larga escala e consumido por grande parte da populacdo. E
um queijo para consumo imediato e de curta vida de prateleira, devendo ser
comercializado logo apoés a sua fabricacdo (FURTADO et al., 2005).

Dentre os queijos consumidos no Brasil, o queijo Minas tipo frescal estd em
terceiro lugar, representando 9 % de consumo pela populagdo nacional dos
consumidores de queijo, perdendo apenas para os queijos do tipo mussarela, 33%
e o prato, 24% (MARCHIORI, 2004).

De acordo com a Portaria n°352 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento (BRASIL, 1997), o queijo Minas tipo frescal & definido como um
gueijo fresco obtido por coagulacdo enzimética do leite com coalho e/ ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementadas ou ndo com bactérias laticas
especificas.

O queijo Minas tipo frescal apresenta varios pontos criticos durante a

fabricacdo que podem conduzir a alteragcbes no produto final. Dentre eles,
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destacam-se a alta contaminacdo microbioldgica da matéria-prima, a
recontaminacdo do leite pds-pasteurizado e temperaturas inadequadas de
fabricacdo e armazenamento (SANTOS, NOGUEIRA & CUNHA, 1995).

Quando este produto € fabricado de forma artesanal, por pessoas néao
treinadas, pode ocorrer a contaminacdo por diversos microrganismos,
comprometendo tanto a sua qualidade como a seguranca da saude do
consumidor. Por este motivo, as praticas higiénicas devem ser observadas com
rigor, para prevenir uma possivel contaminagcdo ou recontaminacdo do produto
(LOGUERCIO, 2001).

A seguranca alimentar que deve ser obtida para este tipo de alimento inclui
o0 conjunto de condicdes e medidas necessarias para garantir a seguranca e
salubridade dos produtos alimentares, incluindo a movimentacdo pelos
consumidores a partir do momento em que os alimentos comprados em um ponto
de venda até que seja preparado e consumido (DELGADO & TORRES., 2003 ).

O queijo Minas tipo frescal apresenta grande susceptibilidade a
contaminagbes microbianas, que podem ocorrer a partir do leite utilizado como
matéria-prima ou por contaminac¢des cruzadas durante ou apds o0 processamento.
As contaminacfes, aliadas as alteracdes decorrentes, podem, em poucos dias,
tornar o queijo inaceitadvel ou até mesmo improprio para o consumo (ROCHA,
BURITI & SAAD, 2006).

O surgimento de enterococos em queijos pasteurizados, na grande maioria
das vezes, € devida a recontaminacdo, mas quando o fato ocorre antes do
tratamento com calor e se mantém, esta4 associado com a termo-tolerancia deste
microrganismo, sendo a presenca em leite e derivados considerada como uma
indicacdo de condi¢des higiénico-sanitarias insuficientes durante a ordenha e/ou o
processamento (GIRAFFA et al., 1997).

Estes microrganismos podem ainda, quando necessério, participar dos
processos de producdo e maturacdo de alguns tipos especificos de queijos, os
quais vao possibilitar o desenvolvimento de aromas e sabores caracteristicos
(LEDDA et al., 1994).

E. faecalis, E. faecium e E. durans sdo as espécies mais freqientemente
encontradas em queijos (GELSOMINO et al., 2001).
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A gravidade dos problemas que podem ser gerados pela presenca dos
enterococos neste tipo de alimento depende: da extensdo da contaminacdo do
leite, do tipo de queijo, da amostra iniciadora utilizada e ainda da tecnologia de
producdo aplicada, isto €, da capacidade de sobrevivéncia e crescimento dos
microrganismos nas condicOes particulares da producdo e no amadurecimento
dos diferentes tipos de queijos (GIRAFFA, 2003).

Entretanto é importante destacar uma contribuicdo positiva, quando a
presenca de determinadas cepas de enterococos em alguns tipos de queijo atua
no desenvolvimento de alguns componentes flavorizantes. Estes compostos
tipicos sdo aldeidos, acetoinas e diacetilas, que possuem atividades lipoliticas e
proteoliticas importantes para o amadurecimento de determinados tipos de
gueijos, nos quais estes microrganismos sao utilizados intencionalmente como
amostras iniciadoras, sendo responsaveis pela transformacédo da lactose em acido
latico durante a preparacdo do queijo (CENTENO et al, 1999;
SARANTINOPOQULOS et al., 2002 ; MANNU et al., 2003;).

Muitas vezes, enterococos que sao isolados da prépria microflora essencial
do leite in natura podem ser utilizados como culturas iniciadoras na elaboracao de
tipos especiais de queijos como, por exemplo, queijo tipo Muzzarela, que é
produzido por tecnologia tradicional, a partir de leite cru, bem como outros tipos de
gueijos como Manchego, Armada, Cebreiro, Feta, Serra, Venaco e Comté, cuja
presenca é considerada necessaria, tanto para a produgdo como para O
amadurecimento (VILLANI e COPPOLA, 1994).

Parece, portanto, haver evidéncias positivas da utilizacdo de cepas
especificas de enterococos em queijos.

Contudo, a presenca dos enterococos nos queijos pode ser considerada
benéfica ou néo, e isto é bastante discutivel, pois, uma vez presentes em altos
niveis, estes microrganismos passam a ser considerados como iniciadores do
processo de deterioracdo de algumas caracteristicas organolépticas em
determinados tipos de queijos, alem de traduzirem condi¢des higiénico-santarias
insatisfatérias durante o processamento do produto (LOPEZ-DIAZ et al., 1995 ).
Sendo assim h& necessidade de determinar a sua origem no alimento
(GELSOMINO, 2002).
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A legislacdo em vigor sobre alimentos em nosso pais é a RDC 12 de 02 de
Janeiro de 2001, que estabelece o Regulamento Técnico sobre Padrdes
Microbioldgicos para Alimentos, preconiza que em queijos de alta umidade (em
torno de 55%) incluindo os queijos coalho, minas frescal e outros, devem ser
pesquisados 0s seguintes microrganismos: coliformes a 45°C (5 X 10% UFC/g),
estafilicocos coagulase positivo (5 X 10° UFC/g), Salmonella sp (auséncia em
259) e Listeria monocytogenes (auséncia em 259).

A Resolugao RDC n°275 (ANVISA, 2005), estabelece o Regulamento
Técnico de caracteristicas microbiologicas para agua mineral natural e agua
natural que inclui o género Enterococcus, juntamente com os coliformes termo-
tolerantes, coliformes totais, Pseudomonas aeruginosas e Clostridios sulfito-
redutores. Esses microrganismos sdo utilizados como critério microbiolégico na
avaliacdo da qualidade microbiologica da dgua mineral.

Estudos realizados por pesquisadores demonstraram a presenca de
Enterococcus sp isolados de amostras de alimentos apresentando resisténcia aos
principais antibidticos de uso terapéutico e também possuidores de marcadores de
viruléncia (GELSOMINO et al., 2001, FRACALANZZA et al, 2007, GOMES et al,
2008).

Observa-se entdo a grande necessidade de uma maior vigilancia sobre a
epidemiologia destes microrganismos e também a necessidade da inclusdo dos
enterococos na legislagdo sobre alimentos uma vez que ha grandes evidencias de

gue eles podem ser transmitidos atraves cadeia alimentar.

1.7. RESISTENCIA BACTERIANA

O género Enterococcus apresenta resisténcia intrinseca a Varios
antimicrobianos e também progressiva resisténcia adquirida a antimicrobianos
comumente utilizados para tratar infec¢cdes enterocoOcicas (ex. ampicilina,
aminoglicosideos) (ELIOPOULOS, 1998).

A resisténcia a vancomicina (MMWR, 2002) ocorre basicamente pela
producédo de precursores do peptideoglicano da parede celular que se ligam
fracamente a vancomicina, impedindo assim sua a¢&do no blogueio da sintese da
parede celular (LAI,1998).
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A colonizacdo ou infeccdo por enterococos resistentes a vancomicina
(VRE) tem sido associada a uma variedade de fatores, incluindo tempo de
internagdo hospitalar, doencas de base e particularmente entre individuos
transplantados (BOYCE, 1997).

Pacientes colonizados por VRE carregam o microrganismo em sua flora
intestinal e estes podem permanecer colonizados por periodos prolongados (até
dois anos). A resisténcia a vancomicina pode ser caracterizada pela presenca de
cinco fendtipos diferentes (vanA a vank) sendo que apenas o fenétipo vanC é
intrinsecamente relacionado com duas espécies (E. gallinarum e E. casseliflavus),
todos os outros sdo encontrados nas duas espécies principais (E. faecalis e E.
faecium) (GOLD, 2001)

A preocupacdo maior esta em saber se 0s VRES, originarios dos ambientes
hospitalares, podem ser disseminados para comunidade. Alguns autores afirmam
gue sim (KLARE et al., 1995; DAS, FRAISE e WISE, 1997), enquanto outros
propdem o oposto, pois acreditam que as fontes externas de VREs podem ser de
animais de fazenda, que séo tratados com a avoparcina. Avoparcina € um
glicopeptideo, como a vancomicina, utilizado para promover crescimento rapido
em frangos e porcos; possui estrutura quimica anédloga a vancomicina, mas ainda
ndo se tém conclusdes explicitas sobre a direta relacdo entre o uso da avoparcina
e 0s VREs (BONTEN, WILLEMS e WEISTEIN, 2001).

Chadwick e colaboradores (1996) isolaram VREs em amostras de carnes
de bovinos, aves e suinos, sugerindo que os genes de resisténcia vanA podem ser
introduzidos na comunidade via cadeia alimentar. Os VREs foram também
isolados de produtos carneos crus, em animais de fazenda sendo demonstrada
também a presenca de amostras com o0 mesmo padrdo de ribotipagem em
sangue e urina de diferentes pacientes hospitalizados (BATES et al., 1994). Estes
achados sugeriram fortemente, que a transmissao por via cadeia alimentar ocorre,
e em decorréncia disto, a Alemanha e a Dinamarca baniram o uso da avoparcina
(MORRISON, WOODFORD & COOKSON, 1997).

Nos Estados Unidos, ha indicios de que a situacdo com respeito as
infeccdes nosocomiais por VREs parece diferir consideravelmente da situacéo na
Europa, onde a avoparcina ndo € licenciada para uso. Na América do Norte, ha

evidencias de que os alimentos ndo estdo envolvidos na transmissdo destes
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microrganismos da comunidade para os ambientes nosocomiais (MAC DONALD
et al., 1997).

Outra questdo importante a ser considerada € saber se 0s enterococos
originarios de diferentes fontes (alimentos, ambiental e comunidades) possuem
igual potencial de patogenicidade e resisténcia aos antimicrobianos.

Através de ensaios de caracterizagdo molecular para pesquisa dos
marcadores de resisténcia aos antimicrobianos nos enterococos isolados de
produtos carneos processados e queijos, Teuber e colaboradores (1996)
demonstraram haver similaridade e, algumas vezes, identidade entre certos
determinantes de patogenicidade em amostras isoladas de alimentos e de
espécimes clinicos.

Por outro lado, algumas investigacOes foram realizadas com o objetivo de
observar a presenca de potenciais fatores de viruléncia, particularmente as
proteases, bem como determinar possiveis diferencas ou semelhancas nos
padrbes de resisténcia aos antibidticos em amostras de enterococos isoladas,
tanto de portadores nas comunidades como em alimentos e a partir de materiais
clinicos.

Arihara e colaboradores (1993) e também Giraffa (1995), descreveram o
isolamento de amostras de enterococos a partir de produtos de laticinios que nao
produziam hemolisina, e sugeriram que a auséncia de atividade hemolitica pode
definir um critério a ser utilizado, quando da selecdo de amostras iniciadoras
utilizadas em derivados de leite. Entretanto acredita-se que a atividade hemolitica
ndo estd presente em muitas amostras de origem clinica e, portanto, a auséncia
desta atividade entre os enterococos isolados de alimentos ndo significa que a
bactéria ndo seja virulenta e a associacdo destes microrganismos com alimentos,
pode nao ser considerada segura.

A terapia antimicrobiana para as infec¢cées causadas por enterococos vem
se complicando cada vez mais. Dessa forma, as infec¢des enterocécicas graves,
como endocardites, sdo comumente tratadas com um agente que atue na parede
celular (um betalactdmico, como a ampicilina, ou um glicopeptideo, como a
vancomicina) e um aminoglicosideo (usualmente gentamicina ou estreptomicina).
Esses agentes atuam sinergicamente para promover a acdo bactericida.

Entretanto, a resisténcia aos aminoglicosideos, a ampicilina, a penicilina e a
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vancomicina tem se tornado um problema cada vez maior, fato que reduziu o
numero de opcgdes de tratamento das infeccdes enterococicas graves (HORNER
et al.,2005)

Algumas medidas devem ser tomadas para diminuir a disseminacéo deste
microrganismo nos contatos em ambientes hospitalares. Essas medidas
consistem basicamente em precaucdes de barreira e orientagdes quanto ao uso
de antimicrobianos, visando a reducédo do uso indiscriminado particularmente de
vancomicina, cefalosporinas e drogas anaerobicidas, como carbapenens,
metronidazol e clindamicina (FURTADO et al., 2005).

1.8. IDENTIFICACAO

O género Enterococcus inclui mais de 30 espécies, algumas das quais muito
freqientemente envolvidas com alimentos e ambientes relacionados, e cuja
diferenciacdo com identificagdo precisa torna-se muitas vezes problematica,
guando se baseiam apenas nas caracteristicas fenotipicas que permitem separar
estes microorganismos em cinco grupos fisiologicamente diferentes (FACKLAM e
TEIXEIRA, 1997; TEIXEIRA, 2007).

A identificacdo completa destes microrganismos, quando recuperados de
alimentos, constitui uma situacdo bastante complexa e o significado dos isolados
variara de acordo com a fonte de isolamento. A identificacdo quanto a espécie é
importante, para ajudar a tragcar esquemas adequados para definir se a origem da
contaminacdo é humana, animal ou ambiental. Apesar disto, sabe-se que o0s
estudos sobre a identificacdo das diferentes espécies em diferentes tipos de
alimentos sdo bastante fragmentados e ndo permitem uma idéia clara sobre a
associacado direta dos enterococos com as origens das contaminacbes
(KNUDTSON et al., 1993).

De acordo com Facklam e colaboradores (1999) a identificacdo presuntiva
do género Enterococcus pode ser confirmada através dos resultados positivos dos
testes da hidrolise do Pirrolidonil - 3 - Naftilamina (PYR) e da Leucina - (3 -
Naftilamina (LAP), bem como do crescimento em presenca de altas concentragfes

de cloreto de sodio (6,5%) e na temperatura de 45°C.
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As propriedades fisiolégicas das bactérias como, por exemplo, sua
capacidade de degradar carboidratos, o metabolismo fermentativo (resultando na
producdo de acido latico como produto principal da fermentacdo da glicose) e
particularmente suas atividades enzimaticas, entre outras, tém sido
tradicionalmente utilizadas com propdsitos de identificacdo. E dentro destas
premissas, a maioria das bactérias de importancia clinica vem sendo isolada e
identificada pelas técnicas convencionais (DOMIG, MAYER e KNEIFEL, 2003).

Entretanto, observou-se que entre o0s enterococos existe uma
heterogeneidade muito alta entre os aspectos fenotipicos das cepas de origem
ambiental (GIRAFFA, 1999). Essas cepas muitas vezes permanecem sem
identificacdo quando esta se baseia apenas nos testes fenotipicos (GIRAFFA,
2003). Além disto, o fato de haver bastante similaridade nas exigéncias
nutricionais entre os enterococos e outras bactérias acido-lacticas torna-se dificil a
identificacdo inequivoca entre das espécies, baseada apenas nas caracteristicas
fenotipicas (DOMIG, MAYER e KNEIFEL, 2003).

O uso de métodos automatizados tem frequentemente levado a falhas na
identificacdo do género Enterococcus em laboratdrios de microbiologia clinica,
sendo os mais utilizados o Vitek, o MicroScan e o Pasco (TSAKRIS et al., 1998).

De acordo com Facklam e colaboradores em 1999, os testes rapidos,
comercialmente disponiveis, para a identificacdo de enterococos, devem ser
utilizados com algumas ressalvas porque muitos destes testes identificam

corretamente somente a espécie de E. faecalis.

1.9. OUTROS TIPOS DE IDENTIFICACAO

Tradicionalmente, a deteccao e a identificacdo de bactérias eram realizadas
baseadas nos principais meios de obtencéo de carbono e energia, das exigéncias
nutricionais e dos meios de cultivo para seu crescimento, além da observacao
direta ao microscopio. Porém, a utilizacdo dessas metodologias forneciam
informagbes limitadas com necessidade de maior refinamento. Foram entdo
desenvolvidas varias metodologias, dentre as quais destacam-se aquelas
baseadas nos acidos nucléicos (JUNIOR et al., 2002).

Alguns estudos comprovaram, em determinadas situagbes, que o uso do

método automatizado pode levar a identificagbes errdbneas, havendo a
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necessidade de serem esclarecidos pelo uso de métodos moleculares como da
analise dos perfis de proteinas totais (SDS-PAGE), a que demonstrou ser um
método reprodutivel e bastante (til para diferenciar as espécies de enterococos
(MERQUIOR et al. ,1994).

Nas ultimas décadas estudos utilizando o DNA como molécula - alvo
emergiram apresentando excelentes possibilidades com propésitos de
identificacdo além de permitir bastante acuracia e maior rapidez na obtencdo dos

resultados.

As técnicas moleculares tornaram-se, entdo, importantes instrumentos para
caracterizacdo de bactérias. Dentre estas, as que se baseiam no uso do rRNA
como molécula alvo tém sido consideradas como excelentes opgdes com
propésitos de identificacdo (KLIJN, WEERKAMP & DE VOS ,1991).

Estudos sobre a diversidade microbiana e analises das comunidades deram
um grande salto desde o advento do DNA e seu subsequiente sequenciamento, e
estes fatos, entdo, revolucionaram os estudos da filogenia microbiana (WOESE,
1987).

Entre as bactérias existe uma suficiente diversidade genética que permite a
identificacdo de diferentes clones ou grupos clonais (cepas com alto grau de
relacionamento genético) dentro da mesma espécie, mesmo 0s coletados de
diferentes fontes, em lugares e épocas diferentes. Pode—se dizer que, o maior
celeiro de genes no planeta reside na fragdo microbiana da biodiversidade. As
limitagbes dos métodos tradicionais, aliados ao avanco tecnologico na area de
biologia molecular, fazem com que as técnicas moleculares sejam muito utilizadas
para o estudo da diversidade microbiana (ELSAS et al., 1998).

Os métodos de tipagem molecular sdo baseados na caracterizacdo fisica
das moléculas (acidos graxos, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e outras)
produzidas pelas bactérias e sdo universalmente utilizados (SWAMINATHAN &
GHASSAN, 1993).

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares disponiveis para
isolamento, separacdo e amplificacdo de acidos nucléicos, que permitem a

comparacdo direta das sequéncias do DNA genbmico, passaram a ser
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importantes instrumentos para determinacao das similaridades ou diferencas entre
as cepas.

O sequenciamento do gene 16S rRNA tem sido utilizado com sucesso, pois
0s aspectos distintivos deste alvo molecular, que s&o observados quando da
analise da sequéncia deste gene, disponibilizam um poderoso instrumento de
identificacdo de bactérias representando grandes avancos na filogenia. Trata-se
de um alvo importante, porque além do fato de que o gene 16S rRNA esta
presente em todas as bactérias, ele € grande o suficiente (em torno de 1500 pares
de bases) para conter informagfes em sua sequéncia que sejam estatisticamente
significantes, possuindo aproximadamente 50 dominios funcionais em sua
estrutura. O numero de dominios funcionais € bastante importante porque a
introducdo de trocas selecionadas em um dominio ndo afeta de maneira
significativa as sequéncias em outros dominios. Com um numero de dominios
maior, as trocas selecionadas tém menor impacto sobre o relacionamento
genético sendo, por estas caracteristicas, denominado de “cronémetro molecular”
(WOESE, 1987). Alem disto, as funcdes deste alvo universal tém permanecido
constantes por longo periodo. Portanto, as trocas na sequéncia provavelmente
refletem mais trocas randdmicas do que trocas selecionadas que viriam a alterar
as funcdes da molécula.

Outros estudos revelaram ainda que a utilizacdo desta seqiéncia é
bastante util, pois permite a identificagdo das bactérias de crescimento lento, as
fastidiosas bem como aquelas com problemas na identificacdo pelos métodos
convencionais. Além disto, a metodologia baseada no sequenciamento do 16S
rRNA pode ser utilizada para identificacdo diretamente a partir de espécimes
clinicos, sobretudo de sitios estéreis. Conclui-se, portanto, que andlises da
seqUéncia da regido dentro da porcdo 5 do gene 16S rRNA tém sido utilizadas
com sucesso para identificacdo de espécies (PATEL, 2001) e importantes para
esclarecer afinidades taxonémicas (BAKER, BEEBEE & RAGAN,1999), além de
serem um poderoso instrumento para avaliagdo da diversidade genética de
amostras ambientais, incluindo-se aqui aquelas bactérias que habitam ambientes
extremos, onde as condicbes de crescimento sdo dificeis de mimetizar em
laboratorios (BAKER et al., 2001).
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As vantagens das técnicas moleculares consistem, pois, em sua

sensibilidade, especificidade e seguranca (MURRAY et al., 2004).

1.9.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Os métodos moleculares receberam grande impulso com o
desenvolvimento da técnica conhecida como PCR, em portugues Reagdo em
Cadeia da Polimerase. A PCR tem sido definida, em diagndsticos microbiol6gicos,
como uma valiosa alternativa para os métodos convencionais. Rapidez, bom limite
de deteccao, seletividade e potencial para otimizacdo sdo as maiores vantagens
deste método. Entretanto, existem algumas variaveis a serem consideradas no
uso da PCR, como o custo do alto investimento tecnologico, a necessidade de
aprovacgao oficial, regulamentos e instru¢cdes padronizadas (MALORNY et al.,
2003).

E possivel analisar segmentos curtos do DNA em combinagdo com a PCR
para amplificar os fragmentos do DNA gendmico (FERRE, 1992). A técnica ou
método da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) permite a amplificacédo
enzimatica “in vitro” de fragmentos especificos de DNA, usando 2 iniciadores que
se hibridizam com as fitas opostas, em regides que flanqueiam o segmento a ser
amplificado. Isto acontece em progressdo geométrica, visando a producdo de
milhGes de copias desta sequéncia. Nesta técnica, uma amostra € incubada com
dois oligbmeros curtos de DNA, denominados iniciadores (primers), que sao
complementares as extremidades de uma seqiéncia genética conhecida do DNA,
uma enzima DNA polimerase termoestavel (Taq), nucleotideos e tampdes. Os
oligbmeros se hibridizam com a seqUéncia apropriada de DNA e podem atuar
como iniciadores da polimerase que copia aquele segmento de DNA. A amostra
entdo é aquecida para desnaturar o DNA e resfriada para permitir a hibridizacédo
dos iniciadores com o novo DNA. Cada copia de DNA se torna um novo molde
(MURRAY et al., 2004). Os produtos da PCR podem ser observados atraves da
técnica de eletroforese em gel de agarose. O fragmento de DNA, apds a
separacdo em gel de agarose, € corado com o brometo de etidio, corante
fluorescente que se intercala entre os nucleotideos na dupla hélice do DNA, e

visualizado através de luz ultravioleta (UV).
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1.9.2. POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE RESTRICAO
(RFLP)

Cepas especificas de microrganismos podem ser diferenciadas tomando-
se por base seu DNA ou RNA, ou pelos fragmentos de DNA produzidos quando o
DNA é clivado por endonucleases de restricdo especificas (enzimas de restricao)
(MURRAY et al., 2004)

Os sitios do DNA reconhecidos pelas endonucleases de restricdo diferem
em sua sequéncia, comprimento e freqiéncia de ocorréncia. Como resultado,
diferentes endonucleases de restricdo clivam o DNA de uma amostra em
diferentes locais, produzindo fragmentos de diferentes comprimentos. A clivagem
de diferentes amostras de DNA com uma endonuclease de restricdo pode produzir
fragmentos de varios comprimentos diferentes. Denomina-se de polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) as diferengas no comprimento dos
fragmentos de DNA entre as diferentes cepas de um microrganismo especifico
produzidas através da clivagem com uma ou mais endonuclease de restricdo
(MURRAY et al., 2004)

O tratamento do amplicom com endonucleases de restricdo possibilita a
analise do perfil de restrichio do DNA cromossomal. Este método permite a
comparacdo do numero e do tamanho dos fragmentos produzidos pela digestao
do DNA com as endonucleases, que cortam em posi¢des constantes em sitios
especificos de reconhecimento, normalmente compostos de 4 a 6 pares de bases.
Em funcdo da alta especificidade das enzimas, a digestdo completa do DNA
permite a reprodutibilidade dos fragmentos em ordem. Estes fragmentos podem
ser separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados quando corados
com brometo de etidio.

As variacdes na ordem dos fragmentos gerados pelas endonucleases de
restricdo podem resultar de rearranjos nas sequéncias de insercdes ou delecdes
no DNA ou de substituicdo de uma base dentro dos sitios de clivagem da enzima
(SWAMINATHAN & GHASSAN, 1993).
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2. OBJETIVO GERAL

Considerando os aspectos acima mencionados, foram realizados estudos
com o objetivo de implantar a técnica PCR/RFLP para ser utilizada na
identificacao de espécies de enterococos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Padronizar a técnica PCR/RFLP com as cepas de referéncia;

- Observar a especificidade da técnica PCR/RFLP com os isolados
bacterianos da colecdo de enterococos do laboratério de Biologia Molecular do
INCQS;

- Avaliar a ocorréncia de enterococos em queijo Minas tipo frescal,

- Identificar as espécies de enterococos isoladas de queijo Minas tipo
frescal por testes fenotipicos e moleculares (especie-especifica e PCR/RFLP).
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3. MATERIAIS E METODOS
Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular do
Departamento de Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em

Saude na Fundacgdo Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro.

3.1. COLETA DAS AMOSTRAS
Foram estudadas 96 isolados bacterianas pertencentes ao género de

Enterococcus, sendo:

- 21 isolados a partir de queijo Minas tipo frescal. Dessas amostras 5
apresentaram perfis fisiologicos tipicos e 16 apresentaram perfis fisioldgicos
atipicos .

- b4 amostras isolados a partir de carne de frango e leite pasteurizado
pertencentes & Colecdo de Cultura do Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Microbiologia do INCQS. Dessas amostras bacterianas, 20
possuidoras de perfis fisioldgicos tipicos, 23 com perfis fisiologicos atipicos e 11
pertencentes ao género Enterococcus, porém sem identificacdo quanto a espécie.

- Foram também utilizadas 21 cepas de referéncia, como controle dos
diferentes testes empregados ao longo do estudo. Essas cepas de referéncia
foram cedidas pela Professora Lucia Martins Teixeira do Laboratério de Apoio
Biotecnologico, do Departamento de Microbiologia Meédica do Instituto de
Microbiologia Professor Paulo de Goées da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ).

As amostras de Queijo Minas tipo frescal foram transportadas para o
laboratdrio sob refrigeracdo (bolsa plastica contendo gelo), sendo refrigeradas até
serem submetidas a analise, respeitando-se 0s prazos para consumo dos
produtos.

Todas as amostras de alimento em suas embalagens originais (lacradas)
traziam o carimbo de ciéncia, responsabilidade e fiscalizacdo do Ministério da
Agricultura, 6rgdo governamental responsavel pelo controle destes tipos de
produtos.

Foram analisadas 5 amostras de Queijo Minas tipo frescal denominadas de
Q1 a Q5, de diferentes marcas, distribuidoras e lotes. Estes produtos foram

obtidos em supermercados no estado do Rio de Janeiro, dispostos a venda em
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balcGes frigorificos nas embalagens originais dos fabricantes. Destas 5 amostras

de queijo Minas tipo frescal obteve- se 21 isolados bacterianos.

3.2. PREPARO DAS AMOSTRAS DE QUEIJO MINAS TIPO FRES CAL

Com o objetivo de obter o isolamento de enterococos as matrizes foram
analisadas segundo a metodologia preconizada por Andrews e June (1998).

Apés a limpeza e desinfeccdo com alcool 70° de toda a superficie externa
das embalagens, a retirada do produto ocorreu observando-se os cuidados de
assepsia necessarios para a manipulacdo destes tipos de produtos em analises
microbioldgicas.

Aliguotas de 25g da amostra de queijo Minas tipo frescal (parte interna e
parte externa) foram retiradas, e homogeneizadas em 225mL de agua peptonada
0,1% (Oxoid Limited, Hampshire, Reino Unido) em agitador mecanico do tipo
“Stomacher” (Seward Limited; Londres, Reino Unido), durante 2 minutos a 230

rpm em sacos plasticos flexiveis, estéreis (diluicdo10™).

3.3. ISOLAMENTO DE ENTEROCOCCUS

A partir da diluicdo 10 foram realizadas as diluicbes 102, 10° e 10* e
aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 10™ foram distribuidas em 5 placas de Petri e,
sobre o inéculo, foram colocados 30 mL Agar Enterococcosel (Enterococcosel
agar — Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, USA) e com
movimentos circulares o inéculo foi homogenizado com o meio de cultura (pour
plate) e estas foram incubadas a 37° C durante 24 h.

Apos o periodo de incubacéo, as colbnias sugestivas de enterococos foram
removidas, com auxilio de al¢ca bacteriolégica (até 05 coldnias negras sugestivas
de enterococos). Estas coldnias foram transferidas para tubos de ensaio contendo
3,0 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth; Becton Dickinson Microbiology
Systems), em duplicata, com o objetivo de permitir o crescimento do
microrganismo em um meio de cultura sem os inibidores presentes na cultura
priméria. Apés um periodo de incubagdo de 24h a 37°C, as culturas foram
submetidas aos testes preliminares de caracterizacdo fenotipica para a

identificacdo quanto ao género.
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3.4. IDENTIFICACAO PRESUNTIVA DE ENTEROCOCCUS SPP

Os isolados bacterianas do queijo Minas tipo frescal foram submetidas aos
testes fisiolégicos convencionais com base nas recomendagfes de Facklam e
colaboradores (1999), para identificacdo quanto ao género, que incluiram:
observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais em esfregacos corados pelo
método de Gram, producao da catalase, hidrélise da esculina em presenca de bile,
crescimento em presenca de 6,5% de NaCl, hidrélise do L-pirroglutamil-3-
naftilamida (teste do PYR) e hidrélise da L-leucina-B-naftilamida (teste do LAP).
Como controle para os testes realizados foi utilizada cepa de referéncia E.faecalis
SS1273.

3.4.1. CARACTERISTICAS MORFO — TINTORIAIS

Os isolados bacterianos foram inoculados em meio Brain Heart Infunsion
(Brain Heart Infusion agar; Becton Dickinson Microbiology Systems), incubados a
37°C durante 24h, e apds este periodo foram preparadas suspensdes em salina
fisiologica (NaCl 0,85%, Merck, Microbiology, Darmstadt, Alemanha) e preparados
esfregacos em laminas de microscépio. Apos coloragdo pelo método de Gram,
foram observadas as caracteristicas morfo-tintoriais das células ao microscopio
optico com auxilio de objetiva de 100X (imersdo). As amostras bacterianas
caracterizadas como cocos Gram positivos, aos pares, isolados ou em pequenas
cadeias foram, entdo, submetidos aos demais testes objetivando a caracterizacdo

presuntiva do género Enterococcus.

3.4.2. PRODUCAO DA ENZIMA CATALASE

A observacdo da producdo da enzima catalase foi verificada pela
metodologia convencional, em lamina de vidro. A partir de um crescimento recente
(24h a 37°C) em Agar BHI, foi retirada uma coldnia e depositada sobre uma gota
de peroxido de hidrogénio (H20, a 3% (v/v). A auséncia de formacao de bolhas,
gue seriam resultantes da hidrédlise da H,O, pela acdo da enzima catalase
produzida pelo microrganismo, foi indicativa de rea¢do negativa caracteristica dos

enterococos.
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3.4.3. HIDROLISE DA ESCULINA EM PRESENCA DE BILE

Os isolados foram inoculados em agar enterococosel, e incubados a 37° C
durante 24h. O teste foi considerado positivo, quando houve crescimento
acompanhado de enegrecimento do meio, resultante da hidrdlise da esculina,

formando esculetina.

3.4.4., HIDROLISE DA L-PIRROLIDONIL- B-NAFTILAMIDA (PYR) E DA L-
LEUCINA-B-NAFTILAMIDA (LAP)

Para a observacao da producédo da enzima pirrolidonilarilamidase (PYRase)
foi utilizada a metodologia preconizada por Bosley e colaboradores (1983) com
algumas modificacdes. A partir do crescimento do microrganismo isolado em agar
BHI, durante 24h a 37°C, preparou-se uma suspensao espessa do microrganismo
em tubo 13x100 mm contendo 0,2 mL de caldo THB (Todd-Hewitt Broth — Difco),
acrescido de 0,01% de PYR (Sigma Chemical Company, ST Louis, MD, EUA).
Apoés um periodo de incubacdo de 4h a 37°C, adicionou-se uma gota da solucéo
reveladora contendo dimetilaminocinamaldeido (Sigma), em HCI a 10% (v/v). Apos
suave agitacdo do tubo, foi realizada a leitura do teste, em até 10 minutos, sendo
o teste considerado positivo, quando do aparecimento de coloracdo rosa forte ou
parpura.

Para deteccdo da producdo da leucina aminopeptidase (LAPase) foi
utilizada metodologia descrita por Facklam e colaboradores (1989). A partir do
crescimento de cada amostra bacteriana em agar BHI, durante 24h a 37° C, foi
preparada uma suspensao espessa em tubo 13X100 mm contendo 0,2 mL de
caldo THB, acrescido de L-leucina-pB-naftilamida (Sigma). A incubacéo, revelecdo
e interpretacdo dos resultados foram semelhantes aquelas observadas para o
teste da PYRase.

3.4.5. CRESCIMENTO NA PRESENCA DE NaCL 6,5%

Foi observada a capacidade de multiplicacdo dos enterococos em caldo
BHI (Heart Infusion Broth; Becton Dickinson Microbiology Systems) contendo 6,5
% de NaCl. A turvagdo dos meios, apos incubacdo por 24 horas a 37 °C, era

indicativa de teste positivo.
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3.4.6. ATIVIDADE HEMOLITICA

Para investigacdo da producédo de hemolisina foi utilizado o meio de cultura
Agar sangue suplementado com 5% de sangue de carneiro (DOMIG, MAYER e
KNEIFEL, 2003). Culturas puras provenientes do agar BHI (24h/37°C) foram
semeadas em agar sangue. Os resultados foram obtidos apds incubacdo das
placas a 37°C/24h e a observacao da formacédo de zonas claras ao redor da
colonia indicativa da producéo de a - hemolise (EATON E GASSON, 2001).

3.5. PRESERVACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Apbés a caracterizagdo quanto ao género Enterococcus, 0s isolados
bacterianos foram inoculados em placas de Petri contendo agar BHI incubadas a
37° C durante 24h. A partir do crescimento assim obtido foram preparadas
suspensdes espessas do microrganismo em criotubos, contendo 1,5 mL da
solugcédo de Skim Milk (Difco) a 10% e glicerol (Merck) a 10% (v/v) e conservadas

em freezer a -20° C.

3.6. IDENTIFICACAO DE ENTEROCOCCUS SPP POR TESTES BIOQUIMICOS

Quando as amostras bacterianas apresentaram-se como cocos Gram-
positivos, catalase negativos, com crescimento em presen¢ga de NaCl 6,5%,
PYRase e LAPase positivos foram consideradas como pertencentes ao género
Enterococcus (presuntivamente) e estes foram submetidos aos testes para
identificacdo em nivel de espécie.

Para a identificacdo dos enterococos quanto a espécie utilizamos o esquema
de identificacdo proposto por Teixeira & Facklam (2003) (Tabela 1).

Para a identificacdo em nivél de espécie foram utilizados testes bioquimicos
gue incluiram: producéo de pigmento; motilidade; hidrolise da arginina; utilizacdo
de piruvato; fermentacdo de acuUcares: manitol, arabinose, metil-a-D-
glicopiranosideo, rafinose, sacarose, sorbitol e sorbose. Estes testes foram
realizados segundo metodologia baseada nas recomendacdes de FACKLAM &
COLLINS, 1989; FACKLAM, SAHM & TEIXEIRA, 1999; TEIXEIRA & FACKLAM,
2003. Foram utilizadas como controles para os testes cepas padrao de E. faecalis
SS 1273, E. faecium SS 1274, E. casseliflavus SS 1229 e E. gallinarum SS 1228.
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3.6.1. PRODUCAO DE PIGMENTO
A producdo de pigmento (amarelo) foi observada diretamente em cultivos

obtidos na superficie do meio agar BHI ap6s incubacgéo durante 24 horas a 37° C.

3.6.2. HIDROLISE DA ARGININA

Para a verificacdo da hidrélise da arginina foi utilizado o meio de cultura
Descarboxylase Base Moeller (Becton Dickinson Microbiology Systems), acrescido
de 1% de L-arginina (Sigma), distribuido em aliquotas de 3,0 mL em tubos 13x100
mm. Foram inoculadas duas gotas de uma suspensao densa do microrganismo
preparada a partir de uma cultura recente em caldo BHI e, sobre o meio de cultura
acrescentou-se uma coluna de 10 mm de o6leo mineral estéril (Nujol, Industria
Quimica e Farmacéutica Schering Plough S.A, RJ). Os tubos foram incubados a
37° C e observados por até sete dias. A coloragdo purpura indicando reacdo
alcalina pela hidrdlise da arginina com liberacédo do grupo NH2 (com conseqlente

alcalinizacdo do meio de cultura) foi considerada como reacéo positiva.

3.6.3. MOTILIDADE

O teste para a verificagdo da motilidade foi realizado inoculando-se as
amostras bacterianas com auxilio de agulha bacteriologica, em tubos 13x100 mm
contendo o0 meio de cultura “Motility Medium” (Difco), seguido de incubacéo a 25°

C por até sete dias.

3.6.4. TOLERANCIA AO TELURITO DE POTASSIO

A tolerancia ao telurito de potassio foi observada inoculando-se o isolado a
ser testado em tubos de ensaio 13x100 mm, contendo 3,0 mL da Base Agar
Nutriente (Merck) acrescida de 0,04% de telurito de potassio. Apds incubacao
durante 24 horas a 37° C por até 07 dias, o aparecimento de colénias negras na

superficie do meio indicou reacdo positiva para o teste.

3.6.5. UTILIZAGAO DO PIRUVATO DE SODIO
A utilizacdo do piruvato de sodio foi observada inoculando-se o
microrganismo a ser testado em tubos 13x100 mm contendo 1% de triptona

(Difco), 0,5% de extrato de levedura (Merck), 0,5% de K,HPO, (Merck), 0,5% de
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NaCl (Merck), 0,01% de azul de bromotimol (Sigma) e 1% de piruvato de sédio
(Sigma). O aparecimento de coloracdo amarela, no meio de cultura apés a
incubacdo a 37° C por até sete dias, foi considerado como indicativo de reacao

positiva.

3.6.6. UTILIZACAO DE CARBOIDRATOS
Os testes para a verificacdo da producdo de acidos pela utilizacdo de
carboidratos foram realizados em caldo HIB (Heart Infusion Broth; Becton
Dickinson Microbiology Systems) em tubos 13x100 mm contendo 3,0 mL do caldo
HIB foi acrescentado 1,0% do carboidrato a ser testado e 0,1% do indicador
purpura de bromocresol (Sigma) em solucdo alcodlica a 1,6%. Os carboidratos
testados foram: L-arabinose, manitol, D-rafinose, sacarose, D-sorbitol, D-sorbose
e metil-a-D-glicopiranosideo (MGP).
Apos inoculacdo, os meios foram incubados a 37° C e observados por até
sete dias. A mudanca da coloragéo purpura para amarelo, indicando a acidificacédo

do meio pela fermentacdo do carboidrato, foi considerada como reacao positiva.
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TABELA 1: Esquema de identificacdo de enterococos p

e Facklam (TEIXEIRA & FACKLAM, 2003).

roposto por Teixeira

Especies

Caracteristicas Fenotipicas (a)

MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PYR MGP

Grupo |

E.avium

E.gilvus
E.hawaiiensis
E.malodoratus
E.pallens
E.pseudoavium
E.raffinosus
E.saccharolyticus

R T T R
I I I I

Grupo Il

E.faecalis + (d)
E.faecium + (d) -
E.casseliflavus + -
E.gallinarum + -
E.haemoperoxidus + (c) -
E.mundtii + -
E.sanguinicola + -
Lactococcus sp. + -

Grupo Il

E.dispar - -
E.durans - -
E. hirae - -
E.ratti - -
E.villorum - -

Grupo IV

E.asini - -
E.cacae - -
E.cecorum - -
E.phoeniculicola - -
E.sulfureus - -

Grupo V

E.canis

E.columbae
E.hermanniensis
E.italicus
E.moraviensis
Vagococcus fluvialis

o+ o+ o+ o+ 4

+

+

+

(d)

(d)
(d)
(©

+ o+

+ o+ o+ o+ o+

I I T

<< +

+ o+

+ o+

+ o+ o+ o+ o+ 4

+ o+ o+

Lt o+ o+ o+

+ o+

+ o+

+ o+

+ o+ o+

(a) Abreviaturas e simbolos: MAN, manitol; SOR, Sorbose; ARG, Arginina; ARA, Arabinose;SBL, ,
Sorbitol; RAF, Rafinose; TEL, 0,04% de Telurito; MOT, Motilidade; PIG, Pigmento; SAC, Sacarose;

PYU: Piruvato, MGP:Metil-glicopiranosideo,

(+) 90 % das amostras ou mais sao positivas; (-) 90% das amostras ou mais sao negativas;(V)

Variaveis

( ¢ ) Resultados tardios( 3 ou mais dias de incubacéo)

(d) Excegbes ocasionais (menor de 3 % de amostras )

(e) reacdo em uma semana
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3.7. CARACTERIZACAO MOLECULAR ATRAVES DE TECNICAS D A REACAO
EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

3.7.1. EXTRACAO DO DNA TOTAL DOS ENTEROCOCOS

As amostras bacterianas foram semeadas em agar BHI e incubadas a 37°
C durante 24h. A partir desta cultura foi realizada a extragdo do DNA, seguindo-se
as recomendacoes de Cardarelli-Leite e colaboradores (1996) onde foi utilizado o
kit Genomic isolation - Puregene Gentra System (MINNEAPOLIS, MN, USA)

3.7.1.1. LISE DAS CELULAS

As amostras bacterianas cultivadas em &gar BHI, durante 24 h a 37°C,
foram removidas da superficie do agar com auxilio de alca bacteriologica e
transferidas para microtubo (2.0 ml) contendo 300ul da solucdo especifica para
preparacdo de suspensao (tampao TE; Bio Rad), pH 8,0. Apés homogeneizacao,
adicionou-se 1,5ul de solucéo de enzima litica e invertidos os tubos por 25 vezes e
incubados a 37° C durante 30 minutos em banho seco. Depois da incubagéo, os
tubos foram centrifugados durante 1 minuto (13000Xg), o sobrenadante foi
desprezado e ao sedimento foi adicionado de 300ul de solucdo de lise celular e

em seguida os tubos foram aquecidos durante cinco minutos a 80°C.

3.7.1.2. TRATAMENTO COM RNase

Foram adicionados aos tubos 1,5ul de solugdo de RNAse (4 mg/ml) que
apo6s homogeneizagéo foram colocados em banho seco a 37° C durante 1h. Apos
a incubacao os tubos foram retirados do banho e deixados em repouso até atingir

a temperatura ambiente.

3.7.1.3. PRECIPITACAO DE PROTEINAS

Em cada tubo ja na temperatura ambiente foram adicionados 100ul de
solucéo especifica para precipitacdo de proteinas, seguido de agitacdo em vortex,
durante 20 segundos. Em seguida os tubos foram incubados em banho de gelo
durante 1h. Apds este periodo os tubos foram centrifugados durante 3 minutos

(13000Xq) e o sobrenadante transferido para novo tubo microtubo de 2,0 ml.
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3.7.1.4. OBTENCAO DO DNA PURIFICADO

Ao sobrenadante adicionou-se, entdo, 300ul de isopropanol (Merck),
homogeneizado 50 vezes e a mistura foi centrifugada durante 2 minutos
(14000Xg). Apos desprezar o sobrenadante com cuidado o tubo foi invertido em
papel filtro para secar. O DNA foi ressuspenso com 50ul de agua purificada e

guardado em geladeira.

3.7.2. DETECCAO DO GENERO ENTEROCOCCUS.
Os iniciadores utilizados foram descritos por DEASY et al., (2000), a partir

de regides conservadas do 16S rRNA:

Sequéncia Iniciadora (5'- 3’) Produto (pb)

Enterococcus spp. EntEl =5 TCA ACC GGG GAG GGT 3
EntE2 =5 ATT ACT AGC GAT TCC GG 3

733

A mistura de amplificacéo foi preparada com 2,5uL de tampé&o da enzima
(Gibco — BRL; Gaithersburg, EUA) (1X); 3uL de MgCl; 25 mM (3mM); 2uL de cada
iniciador 3uM (240uM); 0,5uL de desoxinucleotideos (Gibco) 10mM (200uM);
0,25uL de Tagq DNA Polimerase (Gibco) 5U/uL (1,25U) e 12,75uL de H,O
destilada. O volume utilizado no teste foi de 2uL do DNA bacteriano para 23pL da
mistura de amplificacéo.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (GeneAmp
PCR System 2400, Applied Biosystems), onde a mistura foi submetida ao seguinte
programa: um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 4 minutos, 95°C por 30
segundos, 52° C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, num total de 30 ciclos e uma
temperatura final de extenséo de 72° C por 7 minutos.

Em todas os casos, foi utilizado também um controle negativo, "branco”
(todos os reagentes, exceto o DNA), com o objetivo de assegurar que nao houve
contaminacdo das amostras.

Os amplicons foram visualizados em transiluminador (UVP- Dual-Intensity
Transilluminator), sob luz UV, apés eletroforese em gel de agarose (Type I-A: low
EEO / Sigma) a 1,5% durante 2 horas sob corrente constante de 90V, esperando-
se encontrar um amplicom de 733 pb. O tampéo utilizado na corrida eletroforética
foi TBE 1X [Tris base (Sigma) 0,2M, acido boérico (Sigma) 0,2M e EDTA (Sigma)
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0,5M (pH 8,0)]. Os géis foram corados com brometo de etideo (Sigma) 0,5pug/mL
durante 30 minutos, e descorados em agua Milli-Q (2 vezes / 30 minutos), e
posteriormente, fotografados utilizando o sistema digital EDAS-120 (Eastman
Kodak, New Haven, CT, EUA).(GELSOMINO et al., 2001).

3.7.3. DETECCAO DE E. faecalis
Os iniciadores utilizados foram descritos por DUTKA-MALEN et al., (1995),
a partir do gene codificadores da D-alanina: D-alanina (D-Ala: D-Ala) ligase (ddlg.

faecalis )
Gene Sequéncia Iniciadora (5'- 3) Produto (pb)
dd! e taecalis DDE1 =5" ATC AAG TAC AGT TAGTCT 3

941
DDE2 =5 ACG ATT CAAAGC TAACTG 3

A mistura de amplificacdo foi realizada conforme descrito no item 3.7.2,
porém utilizando 7uLde MgCl,.

As misturas foram levadas ao termociclador e submetidas ao seguinte
programa: 1° ciclo de desnaturacdo inicial a 95°C durante 4 minutos, 95 °C
durante 30 segundos, 52°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto, num total de
30 ciclos e uma temperatura final de extensdo de 72°C durante 7 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram visualizados em trans-iluminador, sob luz UV,
apos eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 1,5% durante 2 horas sob corrente
constante de 90V esperando-se encontrar um amplicom de 941 pb para E.
faecalis. O tampéo utilizado na corrida eletroforética foi TBE 1X, o gel foi corado
com brometo de etideo, descorado em agua Milli-Q e posteriormente, fotografado

utilizando o sistema digital.

3.7.4. DETECCAO DE E. faecium
Os iniciadores utilizados foram descritos por DUTKA-MALEN et al., (1995),
a partir dos genes codificadores da D-alanina:D-alanina (D-Ala:D-Ala) ligase (ddlg.

fsecium )
Gene Sequéncia Iniciadora (5'- 3) Produto (pb)
ddl g faecium DDF1=5'GCAAGG CTTCTTAGAGA 3

550
DDF2 = 5'CAT CGT GTAAGC TAACTTC 3
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A mistura de amplificacdo foi realizada conforme descrito no item 3.7.2,
porém utilizando 7uLde MgCl,.

As misturas foram levadas ao termociclador e submetidas ao seguinte
programa: 1° ciclo de desnaturacéo inicial a 94°C durante 2 minutos, 94°C durante
1 minuto, 54°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto, num total de 30 ciclos e
uma temperatura final de extensédo de 72°C durante 10 minutos. Os produtos da
amplificacdo foram visualizados em transiluminador, sob luz UV, apés eletroforese
em gel de agarose (Sigma) a 1,5% durante 2 horas sob corrente constante de 90V
esperando-se encontrar um amplicom de 550 pb para E. faecium. O tampéao
utilizado na corrida eletroforética foi TBE 1X, o gél foi corado com brometo de
etideo, descorado em &gua Milli-Q e posteriormente, fotografado utilizando o

sistema digital.

3.7.5. DETECCAO DE E. casseliflavus e E. gallinarum

Para a deteccao dos genes de E. casseliflavus e E. gallinarum foi utilizada a
metodologia preconizada por Dutka-Malen et al. (1995), para detectar a presenca
dos genes van C1l para E.gallinarum (822 pb), van C2 e van C3 para E.
casseliflavus (439 pb).

Os iniciadores utilizados foram desenhados a partir do gene codificador da
D-alanina:D-alanina (D-Ala:D-Ala) ligase e enzimas relacionadas a resisténcia aos
glicopeptideos.

Foram utilizadas as seguintes seqiéncias iniciadoras:

Gene Sequéncia Iniciadora (5’- 3) P roduto (pb)

vanC-1 C1=5GGT ATC AAG GAAACCTC 3
C2=5CTT CCGCCATCATAGCT 3

822

vanC-2, vanC-3 D1=5CTC CTACGATTCTCT TG 3
D2=5CGA GCAAGACCT TTAAG 3

439

A mistura de amplificagdo foi preparada conforme descrito no item 3.7.2,
porém utilizando 7 pLde MgCl;.
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Depois de preparadas todas as reagfes em tubos microtubos(1,0 mL),
estas misturas foram levadas ao termociclador e submetidas ao seguinte
programa: um ciclo de desnaturacgéo inicial a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos a 94°C
por 1 minuto, 54°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um ciclo na temperatura final
de extensao de 72° C porl minuto.

Os amplicons foram visualizados em transiluminador, sob luz UV, apés
eletroforese em gel de agarose (Type I-A: low EEO / Sigma) a 1,5% durante 2h em
corrente constante de 90V. O tampao utilizado na corrida eletroforética em tampé&o
TBE 1X (Sigma) 0,5M (pH 8,0). Os géis foram corados com brometo de etideo
(Sigma) por 30 min, e descorados em agua Milli-Q e, posteriormente, fotografados
utilizando o sistema digital.

As Cepas padrdo E. faecalis A 256 (genotipo van A), E. faecalis V 538
(gendtipo van B), E. gallinarum SS 1228 (gendétipo van C1), E. casseliflavus
SS1229 (gendtipo van C2) e E. flavescens SS 1317 (gendtipo van C2-C3) foram
utilizados como controles positivos. A cepa padrao E. faecalis 29212 foi utilizada

como controle negativo.

3.7.6. ANALISE DO 16S rRNA POR PCR/RFLP.

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi realizada segundo
recomendacdes de Cardarelli-Leite e colaboradores, 1996.

Foram pesquisadas as sequéncias especificas do gene 16S rRNA com os
seguintes iniciadores (Sintetizados no Applied Biosystems Synthesizer pela
Biotechnology Core Facility Branch, Centers for Disease Control and Prevention-
CDC, Atlanta, Ga, EUA) que amplificam uma regido conservada do 16S rRNA:

Forward - PLO6: 5'- GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC-3'

Reverse - CAMPC5: 5’-GGCTGATCTACGATTACTAGCGAT-3’

Para a mistura da reacdo, foram utilizados 100ul contendo 2ul DNA
purificado e 98ul do coquetel de amplificagdo: 240 uM de cada iniciador, 200 uM
de cada um dos 4 desoxirribonucleotideos, 10 pl do tampdo PCR Gene Amp e
2,5U da enzima Taq DNA polimerase).

Para a amplificacdo foi utilizado o termociclador GeneAmp PCR System
2400, Applied Biosystems, programado para 96°C por 2 minutos, 94°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C durante 1 minuto, por 30 ciclos seguido
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de 72°C durante 10 minutos para a extenséo final. Os produtos de reagao foram
mantidos a 4°C até serem testados.

O produto da reacdo amplificado foi submetido a uma eletroforese em gel
de agarose 1 % em tampado de TBE 1 X, contendo brometo de etidio (10mg/ml)
utilizando o marcador de peso molecular de 100 pb.

Para a corrida eletroforética foi utilizada uma corrente de 70 V por 30
minutos e 90 V por 1 hora em tampédo TBE 1 X e os fragmentos obtidos foram
visualizados em transiluminador de luz U.V, onde foi observado a presenca do
fragmento de 275 pb do gene 16S RNA.

3.7.6.1. TRATAMENTO COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

Em trabalho previamente realizado pelo nosso grupo foram testadas 16
endonucleases de restricao: Apal, Aspl, Clal, Ddel, EcoRlI, Haelll, Hincl, Hinfl,
Hpal, Mbol, Mlul, Nstl, Sall, Smal, Xbal e Xhol com as cepas padrdo de E.
casseliflavus SS229, E. dispar SS1295, E. durans SS661, E. faecalis SS1273, E.
faecium SS1274, E. gallinarum SS1228 e E. hirae SS1227. Das 16 endonucleases
de restricao testadas apenas 3 enzimas (Hinfl, Ddel e Haelll) foram selecionadas
para este trabalho (resultados ndo publicados).

Apés a observacdo da obtencdo do produto amplificado do gene 16S rRNA
de 275 p.b. em gel de agarose a 1 %, o produto amplificado foi submetido ao
tratamento com as endonuclease de restricao.

Neste trabalho, foram utilizados de 10 a 20ul do produto amplificado
digeridos com as endonucleases de restricdo Hinfl, Ddel e Haelll (utilizac&o
segundo recomendacdes do fabricante).

Resumidamente, para um volume final de 25ul de reacdo foram utilizados
2,5l de tampéao de enzima, 2,5 pl de enzima e 20 pl do produto amplificado. As
misturas foram submetidas a 37°C em banho—maria por 16h a 18h.

3.7.6.2. VISUALIZACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS E D IGERIDOS EM
GEL DE AGAROSE
Para visualizagc&o dos fragmentos amplificados pela PCR e digiridos com as

endonucleases de restricdo, todo o volume obtido foi submetido a eletroforese em
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gel de agarose a 4% (2 % GIBCO + 2 % NuSive) em tamp&o TBE 1X, contendo
brometo de etidio (10 mg/ml) utilizando o marcador de peso molecular de 50 pb.
Para a corrida eletroforética foi utilizada uma corrente de 90 V durante 210
minutos em tampao TBE1X e os fragmentos obtidos foram visualizados em trans-
iluminador de luz UV. Foi utilizado um controle negativo (sem corte) composto pelo

produto amplificado sem as enzimas de restricao.

3.8. ANALISE DAS SEQUENCIAS DE DNA DAS ESPECIES DE
ENTEROCOCCUS ESTUDADAS DEPOSITADAS NO GenBank

Através das informacbes depositadas no banco de sequéncias
nucleotidicas GenBank - National Center for Biotechnology Information (NCBI),
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), foram analisadas as sequéncias do gene 16S rRNA

das seguintes espécies de enterococos:

NUmero de acesso no

Cepa bacteriana

GenBank
Enterococcus asini Y11621
Enterococcus avium strain LMG 10744 AJ301825
Enterococcus canis strain LMG 21553 AY156090
Enterococcus casseliflavus strain ELS3 EF199997
Enterococcus columbae strain LMG 11740 AJ301828
Enterococcus dispar LMG 1352 AJ301829
Enterococcus durans strain K22-24 EU333895
Enterococcus faecalis HN-S7 FJ378704
Enterococcus faecium strain HN-F22 FJ378707
Enterococcus gallinarum strain 22B EF025908
Enterococcus gilvus strain 2366 EF535229
Enterococcus haemoperoxidus AF286832
Enterococcus hirae strain RS-1 FJ378895
Enterococcus malodoratus strain P7 DQ223886
Enterococcus moraviensis AF286831
Enterococcus mundtii Y18340
Enterococcus pallens strain ATCC BAA-351 DQ411812
Enterococcus raffinosus strain P6 DQ223885
Enterococcus saccharolyticus strain ATCC 43076 DQ411816
Enterococcus sulfureus strain ATCC 49903 DQ411815
Enterococcus ratti strain ATCC 700914 AF539705

O programa CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment, disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html, foi utilizado para o alinhamento
das sequéncias dos genes do 16SrRNA das diferentes espécies de enterococos

utilizadas neste trabalho e as disponiveis no GenBank.
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A pesquisa dos sitios de restricdo das enzimas Ddel, Haelll e Hinfl
presentes na sequéncia do fragmento de 275pb do gene do 16SrRNA nestas
sequéncias do GenBank foi realizada utilizando-se o programa NEBCutter2.0
(VINCZE, POSFAI, & ROBERTS, 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ISOLAMENTO DE ENTEROCOCCUS SPP DO QUEIJO MINAS TIPO
FRESCAL

De Agosto de 2007 a Janeiro de 2008 foram analisadas 5 amostras de
queijos Minas Tipo Frescal de marcas diferentes, pesando no minimo 500 g cada,
compradas aleatoriamente em supermercados da cidade do Rio de Janeiro/RJ,
adquiridas dentro do prazo de validade para consumo. Essas amostras permitiram
a obtencéo de 21 isolados bacterianos com caracteristicas indicativas do género de
Enterococcus, selecionadas em &gar Enterococcosel. Na tabela 2 podemos
observar as denominacdes atribuidas ao queijo Minas tipo frescal e o niumero de
isolados.

As amostras foram denominadas pela letra Q, seguida por um numero de
identificacdo de 1 a 5. Essas amostras de alimentos sao de distribuidoras
diferentes, compradas em diferentes supermercados do Rio de Janeiro/R.J,

entretanto a identidade e origem dos produtos permaneceram em sigilo.

Tabela 2: Descricdo das amostras analisadas de queijo Minas tipo frescal .

Produto N . Isolados

Q1 5
Q2 2
Q3 4
Q4 5
Q5 5

Legenda: Produto : denominacao atribuida as amostras de queijo Minas tipo frescal; N. isolados :
Numero de isolados coletados em cada amostra.

Estes isolados bacterianos foram incluidos neste trabalho com o intuito de
se obter enterococos sem nenhuma identificacdo previa quanto a espécie, para
testar a técnica PCR/RFLP associada a alguns testes bioquimicos para a

identificacdo destas bactérias.
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A presenca de enterococos em queijo pode ser considerada como indicador
de contaminacdo fecal ou de baixas condi¢cbes de higiene sanitaria durante a
fabricacdo do queijo. Sua presenca em queijos pasteurizados € geralmente devida
a recontaminacdo apos tratamento térmico ou a sua termoresisténcia. No entanto,
muitos autores sugerem que a presenca de certas espécies de enterococos
podem em alguns queijos, ser desejavel em funcéo do seu atributo positivo para o
desenvolvimento de aroma durante a maturacdo do queijo (GELSOMINO et al.,
2002).

SUMRU CITAK e colaboradores (2004) analisaram a presenca de
Enterococcus spp em amostras de queijo branco turco. Neste estudo, foi
observada a presenca de enterococos resistentes a vancomicina, indicando
pobres condi¢des sanitarias durante a producdo e o tratamento dos queijos e o

risco significativo para a saude do consumidor.

4.2. IDENTIFICAGAO DO GENERO

Em todas as amostras analisadas dos queijos Minas tipo frescal foram
detectados isolados bacterianos caracterizados como pertencentes ao género
Enterococcus.

Todos apresentaram — se como cocos Gram positivos, catalase negativos,
capazes de hidrolisar a bile em presenca de esculina, produtores das enzimas
PYRase e LAPase e apresentaram crescimento na presenca de 6,5% de NacCl.

A avaliacdo dos dados obtidos revela uma alta especificidade, pois todos os
isolados do queijo Minas tipo frescal apresentaram-se positivos para 0s testes
presuntivos para o género Enterococcus. Estes resultados podem ser observados

na tabela 3.
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Tabela 3: Resultados obtidos com os isolados bacterianos oriu ndos das
amostras de queijo Minas tipo frescal apés a utiliz acao dos testes

presuntivos para identificacdo do género Enterococcus

D (oS ABEA GRAM PIG CAT NaClHEM PYR LAP
Q1/1 + CG+ - - + o + +
Q1l/2 + CG+ - - + a + +
QU3 + CG+ - - + a + +
QuU4 + CG+ - - + a + +
Q1l/5 + CG+ - - + a + +
Q2/2 + CG++ - + a + +
Q2/3 + CG++ - + a + +
Q3/1 + CG+ - - + a + +
Q3/2 + CG+ - - + a + +
Q3/4 + CG+ - - + a + +
Q3/5 + CG+ - - + a + +
Q4/1 + CG+ - - + a + +
Q4/2 + CG+ - - + a + +
Q4/3 + CG+ - - + a + +
Q4/4 + CG+ - - + a + +
Q4/5 + CG+ - - + a + +
Q5/1 + CG+ - - + a + +
Q5/2 + CG+ - - + a + +
Q5/3 + CG+ - - + a + +
Q5/4 + CG+ - - + a + +
Q5/5 + CG+ - - + a + +

Legenda: ABEA: Agar Bile Esculina azida, PIG: pigmento, CAT: catalase, NaCl: Crescimento na presenca de NaCl 6,5%,
HEM: hemdlise, PYR: Produgéo das enzimas PYRase e LAP : Produgéo das enzimas LAPase.

Fracalanzza e colaboradores (2007) realizaram um estudo com amostras
oriundas de frango e leite, pesquisando enterococos multiresistentes aos
antimicrobianos. Ao utilizarem os testes presuntivos, todos os seus 294 isolados
bacterianos obtidos em seu estudo foram caracterizados fenotipicamente ao nivel
de género.

Gomes e colaboradores (2008) estudaram a prevaléncia e a caracterizacao
de Enterococcus spp. isolados em alimentos (carnes, queijos, leite e vegetais),
onde utilizaram os mesmos testes citados neste estudo para a identificacdo
presuntiva destes microrganismos e obtiveram excelentes resultados para a

identificacdo quanto ao género.
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4.3. CARACTERIZACAO FENOTIPICA DAS ESPECIES DE ENTEROCOCCUS

Todos os isolados bacterianos oriundos do queijo Minas tipo frescal foram
identificados em nivel de espécie através de testes fenotipicos classificados dentro
dos grupos fisiolégicos propostos por Teixeira e Facklam ( 2003).

Das 21 amostras bacterianas isoladas a partir do queijo Minas tipo frescal,
12 (57,1%) pertenciam a espécie E. faecalis; 6 (28,6%) a espécie E. faecium, 2
(9,5) a especie E. casseliflavus e 1 (4,8) a espécie E. gallinarum.

Entre os 21 isolados bacterianos, 5 (28,6%) apresentaram perfis fenotipicos
classicos, enquanto 16 (71,4%) apresentaram perfis fisioldgicos com atipias. Estes

resultados podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4: Resultados obtidos para os isolados bacterianos ori undos de

gueijo Minas tipo frescal ap6s caracterizacdo fenot  ipica das espécies de

Enterococcus.
ISOLADOS .
BACTERIANOS MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL.K MOT SAC PIRUV MGP Identificacdo ATIPIAS
Q1/1 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q1/2 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q13 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q14 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q1/5 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q2/2 + + + + +  E.casseliflavus
Q2/3 + + + + + + +  E.casseliflavus
Q3/1 + + - + + + + - E.faecalis -
Tel.K.
Q3/2 - - + + + E.faecium +)
Q3/4 + - + - + - + - + + - E.faecalis -
Tel.K.
Q3/5 - - + + - - + - - - - E.faecium (+)
Tel.K.
Q4/1 + + + + + + + - + E.gallinarum (+)
Q4/2 + + E.faecium  Tel.K.(+)
Q4/3 + + E.faecium
Q4/4 + + + + - + - - E.faecium  Telk. (+)
Tel.K.
Q4/5 + + + + + E.faecium (+)
Q5/1 + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q5/2 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q5/3 + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q5/4 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)
Q5/5 + + + + + + + E.faecalis MGP (+)

Legenda : MAN:manose, SOR:sorbose, ARG:arginina, ARA:arabinose, SBL:sorbitol, RAF:rafinose, TEL.K:telurito de K,
MOT:motilidade, SAC:sacarose, PIRUV:piruvato, MGP:metilglicopironosideo.
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Ao utilizarmos a tabela (Tabela 1) dos testes fisioldgicos propostos por
Teixeira e Facklam (2003) para identificacdo quanto a espécie, obtivemos 12
isolados (57,1%) caracterizados como E. faecalis, destes, 2 isolados
apresentaram perfis fisiologicos tipicos e 10 perfis fisiologicos atipicos; 6 (28,6 %)
isolados foram caracterizados como E. faecium e destes, apenas 1 isolado
apresentou perfil fisiolégico tipico; 2 (14,28 %) isolados foram caracterizados
como E. cassiliflavus sendo que todos apresentaram perfil fisiologico tipico e 1
(4,8) isolado E.gallinarum apresentou perfil atipico.

Dentre os 12 isolados bacterianos caracterizados como E. faecalis, 10
apresentaram atipias quanto a producdo de acido a partir do MGP. Dentre os
isolados caracterizados como E. faecium, 5 deles apresentaram-se positivos frente
ao teste de tolerancia a presenca do telurito de potassio resultando em uma atipia
para este microrganismo e ocorrendo 0 mesmo para a mostra de E. gallinarum.

Entre os isolados identificados a partir das amostras de queijo Minas tipo
frescal houve uma predominancia da espécie E. faecalis seguido por E. faecium,
confirmando os dados da literatura onde estas espécies sdo as mais
freqientemente envolvidas com produtos de lacticinios (GELSOMINO et al.,
2001).

D’azevedo e colaboradores (2004) fizeram uma comparacdo destes testes
bioquimicos convencionais com métodos automatizados para identificacdo de
Enterococcus spp. As amostras que obtiveram resultados discordantes entre o
meétodo convencional e o sistema automatizado foram identificadas pela anéalise do
seu perfil de proteinas totais seguindo recomendacdes de Merquior et al (1994)
para confirmar os resultados discordantes entre as duas metodologias
empregadas.

Fracalanzza e colaboradores (2007) utilizaram testes bioquimicos
convencionais para identificacdo de seus isolados bacterianos quanto a espécie
de enterococos. Através da utilizacdo dos testes bioquimicos, propostos por
Teixeira e Facklam (2003), eles obtiveram resultados com perfil bioquimico tipicos,

atipicos e alguns isolados sem identificacdo quanto a espécie.
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4.4, CARACTERIZACAO MOLECULAR
4.4.1. CARACTERIZACAO DE GENERO ATRAVES DA TECNICA DA PCR

A técnica foi realizada conforme descrito no item 3.7.2. Todas as amostras
testadas apresentaram resultados positivos quando submetidas a técnica da PCR
direcionado para regido conservada do gene 16S rRNA do género Enterococcus
gerando um amplicon de 733 pb. O resultado pode ser observado conforme

ilustrado na figura 1.

4.4.2. CARACTERIZACAO DAS ESPECIES DE ENTEROCOCOS P OR PCR
ESPECIE-ESPECIFICA
A PCR espécie-especifica foi utilizada para a confirmacdo das espécies
identificadas apds caracterizacdo fenotipica como E. faecalis, E. faecium, E.

casseliflavus e E. gallinarum.

4.4.2.1. CARACTERIZACAO DA ESPECIE E. faecalis
A técnica foi utilizada conforme descrito no item 3.7.3. Para a confirmacéao
dos isolados caracterizados como E. faecalis foi pesquisado o gene codificador
ddlg, faecaliss Nestes casos os resultados foram considerados positivos, quando
confirmada a amplificacdo do fragmento de DNA com 941 pb.
O gene ddlg. faecaiis foi detectado em 12 dos isolados bacterianos obtidos
dos queijos Minas tipo frescal testados. A figura 1 demostra a confirmacao da
identificacdo da espécie E. faecalis para os isolados de queijo Minas tipo frescal

da amostra de numero 5.
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Figura 1. Foto ilustrativa de gel de agarose exemplificando os produtos da PCR para identificagéo
do género Enterococcus e da espécie E.faecalis obtidos a partir dos isolados dos queijos Minas
tipo frescal. Para género: 1: controle positivo de E. faecalis (SS1273); 2: controle negativo de
Lactococcus (A6/1 com amplicom de 900 pb); 3: Q5/1; 4: Q5/2; 5: Q5/3; 6: Q5/4; 7: Q5/5; 8: Peso
molecular 100 bp Ladder; Para espécie E. faecalis: 9: Padrédo E. faecalis (SS1273); 10: controle
negativo Lactococcus (A6/1); 11: Q5/1; 12: Q5/2; 13: Q5/3; 14: Q5/4; 15: Q5/5.

4.4.2.2. CARACTERIZACAO DA ESPECIE E. faecium
A técnica foi utilizada conforme descrito no item 3.7.4. Para a identificagdo
dos isolados caracterizados como E. faecium foi pesquisado o gene codificador
ddle faecium- O resultado foi considerado positivo, quando confirmada a amplificacao
do fragmento de DNA com 550 pb.
O gene ddlgsecum foi detectado em 6 dos isolados bacterianos a partir dos
gueijos Minas tipo frescal testados, confirmando o resultado para E. faecium. A
figura 2 ilustra a identificacdo das espécies E. faecium encontradas nas amostras

bacterianas isoladas.
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Figura 2: Foto ilustrativa da amplificagdo pela PCR do gene ddlgfecium €Specifico para a
identificacdo de E.faecium. 1: Peso molecular 100 bp Ladder; 2 : controle negativo E. faecalis
(8S1273); 3: controle positivo cepa padrdo E. faecium (SS1274); 4: Controle positivo E. faecium
(Al14/2); 5: controle positivo E. faecium (A17/5); 6: Q3/2; 7: Q3/5; 8: Q4/2; 9: Q4/3; 10: Q4/4; 11.:
Q4/5 e 12: Peso molecular 100 pb.

4.4.2.3. CARACTERIZACAO DA ESPECIE E. casseliflavus e E. gallinarum
(DUTKA-MALEN et al., 1995)

Foi realizada também a pesquisa dos genes vanC1, vanC2 e vanC3, com
a finalidade de utilizacdo como instrumento adicional para a identificacdo das
espécies E. casseliflavus e E. gallinarum. Os resultados foram considerados
positivos pela confirmacdo da amplificacdo dos fragmentos de DNA com 439 pb
para E. casseliflavus e com 822 pb para E. gallinarum. Os genes vanC2/vanC3
foram detectados em todas as amostras de E. casseliflavus testadas. Este

resultado pode ser observado na figura 3.
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Figura 3: Foto ilustrativa do gel da amplificacdo pela PCR espécie-espécifica dos genes de E.
gallinarum (VanC1), 822 pb e E.casseliflavus (VanC2 — VanC3), 439 pb. 1. Peso molecular 100 bp
Ladder; 2: controle negativo (E. faecalis - A15/4); 3 : controle positivo E. casseliflavus (SS229); 4:
controle positivo E. casseliflavus ( A 5/1); 5: controle positivo de E. casseliflavus (SS1229); 6:
controle positivo E gallinarum (SS1228); 7: controle positivo E. gallinarum (A2/ 4); 8: controle
positivo E. gallinarum (A 5/ 7); 9:Q 2/ 2; 10: Q 2/ 3; 11: Q4/ 1 ; 12: Peso Molecular 100 pb.

Fracalanzza e colaboradores (2007) utilizaram os mesmos métodos de
caracterizacdo molecular, citados no item 4.4, para a caracterizacdo de genes
espécie-especificos de Enterococcus spp., entre eles: E. faecium, E. faecalis ,
E.gallinarum e E. casseliflavus . Esta metodologia permitiu a identificacéo

molecular de 100 % destes isolados.

4.4.3. PADRONIZACAO DA TECNICA PCR/RFLP

A técnica foi realizada conforme descrito no item 3.7.6.

As cepas de referéncia E. asini SS1501, E. avium SS559, E. canis SS1724,
E. casseliflavus SS229, E. columbae SS1310, E. dispar SS1295, E. durans
SS661, E. faecalis SS1273, E. faecium SS1274, E. gallinarum SS1228, E. gilvus
SS1651, E. haemoperoxidus SS1690, E. hirae SS1227, E. malodoratus SS1226,
E. moraviensis SS1689, E. mundtii SS1232, E. pallens SS1665, E. raffinosus
SS1278, E. ratti SS1494, E. saccharolyticus SS1297 e E. sulfureus SS1314 foram
utilizadas com o objetivo de observar o perfil das cepas de referéncia frente as

enzimas de restricdo com o intuito de padronizar a técnica PCR/RFLP para
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identificacdo das espécies de enterococos utilizadas neste projeto. Nos testes
realizados com as cepas de referéncia foi possivel obter através da utilizacdo das
3 enzimas de restricdo (Ddel, Haelll e Hinfl) perfis especificos que, quando
comparadas com os ja disponiveis na literatura, permitiu tracar perfis de 5 grupos
diferentes ( A,B,C,D e E).

4.4.3.1. AMPLIFICACAO DO GENE 16 S rRNA POR PCR

A técnica foi utilizada conforme descrito no item 3.7.6. Foram amplificados
por PCR as sequéncias que codificam para o 16S rRNA com iniciadores
especificos (PLO6 e CAMPC5) para regides conservadas do gene.

O resultado foi considerado positivo, quando confirmada a amplificacéo do
fragmento do gene 16S rRNA de 275 pb. A figura 4 exemplifica a amplificacao
dos fragmentos do gene 16S rRNA de isolados obtidos das amostras de queijo

Minas tipo frescal.

Figura 4: Foto demostra a presenca de produto de amplificacdo de 275 pb. obtido pela PCR do
16S rRNA.1: Peso molecular 100 bp Ladder; 2: E. faecalis (SS 1273); 3: Q1/1; 4: Q1/2; 5: Q1 /3; 6:
Ql/4e7:Q1/5.
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O desenvolvimento das metodologias baseadas na andlise de &cidos
nucléicos tais como PCR e a andlise do 16S rRNA resultaram em novos métodos

gue podem ser utilizados para a analise genotipica bacteriana.

Rodrigues & Collins (1990), baseando—se na analise da sequéncia do gene
do 16S rRNA sugeriu que a espécie Streptococcus saccharolyticus deveria ser

transferido para o género Enterococcus.

O iniciador PLO6 foi descrito pela primeira vez por GREISEN e
colaboradores (1994) que o utilizaram entre outros, com o objetivo de desenvolver
uma PCR do gene 16S rRNA para a identificagdo de diversas espécies de
bactérias patogénicas, incluindo a maioria das espécies bacterianas encontradas
no liguido cefalorraquidiano. O iniciador CAMPCS5 foi desenvolvido por BLOM e
colaboradores (1995) para a identificacdo de Campylobacter fetus através da
hibridizagdo com sonda especifica apdés amplificacdo por PCR. Cardarelli-Leite e
colaboradores (1996) utilizaram este par de iniciadores com 0 mesmo objetivo
deste trabalho, para a identificacdo rapida de espécies de Campylobacter por
PCR/RFLP do gene do 16SrRNA.

4.4.3.2. NUMERO DE FRAGMENTOS OBTIDOS APOS DIGESTAO DO DNA
DAS CEPAS DE REFERENCIA COM AS ENDONUCLEASES DE RES TRICAO.

O resultado dos perfis das cepas de referéncia, separados em grupos que
apresentaram perfis idénticos, pode ser observado na tabela 5.

O Grupo A é representado pela espécie E. faecalis onde a digestdo com as
enzimas de restricdo apresentou um perfil de 2 fragmentos para a enzima Ddel, 1
fragmento para a enzima Haelll e 3 fragmentos para a enzima Hinf I.

O Grupo B é representado pelas espécies E. Haemoperoxidus e E.
moraviensis onde a digestdo com as enzimas de restricdo apresentou um perfil de
2 fragmentos para a enzima Ddel,2 fragmentos para a enzima Haelll e 3
fragmentos para a enzima Hinf I.

O Grupo C é representado pelas espécies E. avium, E. durans, E. gilvus, E.

hirae, E. maladoratus, E. mundtii, E. pallens e E. raffinosus, onde a digestdo com
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as enzimas de restricdo apresentou um perfil de 3 fragmentos para a enzima Ddel,
1 fragmento para a enzima Haelll e 3 fragmentos para a enzima Hinf I.

O Grupo D ¢é representado pelas especies E. Asini, E.canis,
E.casseliflavus, E. columbae, E. sulfureus, E. dispar, E. faecium, E. gallinarum e
E. saccharolyticus, onde a digestdo com as enzimas de restricdo apresentou um
perfil de 3 fragmentos para a enzima Ddel,1 fragmento para a enzima Haellle 2
fragmentos para a enzima Hinf .

O Grupo E é representado pela espécie E. ratii onde a digestdo com as
enzimas de restricdo apresentou um perfil de 3 fragmentos para a enzima Ddel, de
1 fragmento para a enzima Haelll e de trés fragmentos para a enzima Hinf I.

Na figura 5 podemos observar os 5 diferentes perfis obtidos, representados

por cada grupo (A a E).
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Figura 5: Foto ilustrativa dos géis de agarose obtidos apés a PCR/RFLP
representando os 5 diferentes grupos (A a E) obtidos por digestdo do fragmento
amplificado a partir do gene 16S rRNA de enterococos com as enzimas de
restricdo Ddel, Haelll e Hinfl.

1: Peso Molecular 25bp Ladder; 2: Peso Molecular 50bp Ladder; U: Fragmento
amplificado de 275 pb n&o digerido; A: E. faecalis (SS1273) representando o
grupo A; B: E. haemoperoxidus (SS1690) representando o grupo B; C: E. avium
(SS559) representando o grupo C; D: E. faecium (SS1274) representando o
grupo D; E: E. ratti (SS1494) representando o grupo E.

A partir dos fragmentos de restricdo observados para as diferentes

espécies de enterococos analisadas por PCR/RFLP foram estabelecidos os

grupos representados na tabela 5.
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Tabela 5: Grupos de PCR/RFLP estabelecidos ap6s a digestdo das cepas de
referéncia com as enzimas de restricdo, onde pode ser observado 0 numero de

fragmentos obtidos em cada grupo.

N° de fragmentos Cepas de Referéncia

Grupo Ddel  Haelll  Hinfl  Identificacio PCR/RFLP

A 2 1 3a E. faecalis
B > 2 3a E. haemope_roxi_dus
E. moraviensis
E. avium
E.durans
E. gilvus
E hirae
E. malodoratus
E. mundtii
E.pallens
E. raffinosus
E.asini
E. canis
E. casseliflavus
E. columbae
D 3 1 2 E.sulfureus
E. dispar
E. faecium
E. gallinarum
E. saccharolyticus
E 3 1 3b E. rattii

4.4.3.3. RESULTADO DA TECNICA PCR/RFLP ASSOCIADA AO S TESTES
BIOQUIMICOS COM OS ISOLADOS BACTERIANOS DA COLECAO DE
ENTEROCOCOS DO LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

Alem das cepas de referéncias foram também utilizados 54 isolados
identificados através de testes fenotipicos como Enterococcus spp. pertencentes a
colecdo de amostras do Laboratério de Biologia Molecular / INCQS, sendo que
neste grupo de isolados, “alguns” foram identificados ao nivel de espécie
apresentando perfis fisiologicos tipicos e atipicos, bem como outros néo

apresentaram identificacdo pelo métodos convencionais utilizados.
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A utilizacéo desse isolados teve como objetivo certificar a especificidade da
técnica PCR/RFLP aliada a algumas provas bioguimicas. Tanto os isolados com
perfis tipicos como os atipicos, e aqueles sem identificacdo, se encaixaram nos
grupos estabelecidos pelas cepas de referéncia através da técnica PCR/RFLP e
guando foram aliados aos testes bioquimicos especificos utilizados em cada
grupo, chegou-se a identificacdo da espécie.

A identificacdo de todos os isolados utilizados neste estudo pela técnica
PCR/RFLP associada com testes bioquimicos foi realizada de acordo com o
esquema proposto na figura 6 .

Os resultados obtidos com os isolados da colecdo de amostra do
Laboratorio de Biologia Molecular pode ser visto pela tabela 6.
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Figura 6 : Utilizacdo da PCR e PCR/RFLP aliada a alguns testes bioquimicos para diferenciacdo de espécies de enterococos.

* A PCR espécie-especifica podera ser utilizada para identificar E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus e E. gallinarum
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Tabela 6: Resultado da PCR/RFLP dos isolados (colecdo de amostras) do setor
de Biologia Molecular/INCQS.

IDENTIFICACAO

GRUPO ISOLADOS BACTERIANOS PCR/RELP IDENTIFICCAO FENOTIPICA*

A2/2, A4I3, A4/8, A4/10, A11/8, A12/9, A22/5 e LPB3/2 E. faecalis E.faecalis (perfil tipico)

A A24/3 e LPB4/10. E.faecalis E.faecalis (perfil atipico)
LPC24/1 E. faecalis Sem identificagdo

o A3/5 e A3/7 E. haemoperoxidus E.haemo;)teisgic:;i)dus (perfil
A19/3, A20/2P e A20/5 E. haemoperoxidus Sem identificagéo
Al/5 E. gilvus E.gilvus (perfil tipico)
Al/3, A1/10, A5/1, A7/5, A7/6, e A13/2 E. gilvus E.gilvus (perfil atipico)
Al4/3, Al4/4 e A21/5 E. hirae E.hirae (perfil atipico)

© Al/7, A3/3 e A7/3 E. malodoratus Sem identificagdo
LPC7/8 E. pallens Sem identificagéo
A8/3 E. hirae Sem identificagdo
A2/4 e ASI7 E. gallinarum E.gallinarum (perfil tipico)
A5'/7 e LPC6/2 E. gallinarum E.gallinarum (perfil atipico)

A4/6, A5/2, A5/4, A5/10, A5'/1, A5'/8 e LPC10/9 E. casseliflavus E.casseliflavus (perfil tipico)

A2/6, A12/5, A21/1G eA21/3 E. casseliflavus E.casseliflavus (perfil atipico)
0 A3/6 E. durans E.durans (perfil atipico)
A3/9A, A3/10 e A20/1G E. sulfureus E.sulfureus (perfil atipico)
A2/10 e A4/7 E. faecium E.faecium (perfil tipico)
A3/9B e A20/4 E. sulfureus Sem identificagdo

*Os resultados da identificacdo fenotipica dos isolados de enterococos foram
obtidos através do banco de dados do Laboratério de Biologia Molecular do
departamento de Microbiologia / INCQS.

4.5. APLICACAO DA TECNICA PCR/RFLP ASSOCIADA A TEST ES
BIOQUIMICOS COM OS ISOLADOS DO QUEIJO MINAS TIPO FR ESCAL

Apoés a padronizacdo da técnica utilizando-se as cepas de referéncia, bem
como os isolados de Enterococcus pertencentes a colecdo de amostras do
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Laboratério de Biologia Molecular/INCQS, utilizamos a técnica PCR/RFLP nos
isolados dos queijos Minas tipo frescal em estudo. A utilizacdo dos queijos Minas
tipo frescal como matriz neste estudo teve como objetivo obter isolados
caracterizados como Enterococcus e utilizar PCR/RFLP para verificar a eficacia
desta técnica com as amostras desconhecidas.

Dos 21 isolados oriundos do queijo Minas tipo frescal obtivemos resultados
fenotipicos tipicos e atipicos e todos foram submetidos ao teste PCR/RFLP e
guando associados a alguns testes bioquimicos foi possivel chegar espécie. Este

resultado pode ser observado através da tabela 7.

Tabela 7: Resultado da PCR/RFLP dos isolados bacterianos obtidos de queijo

Minas tipo frescal.

GRUPO ISOLADOS BACTERIANOS IDENTIFICACAO PCR/RFLP IDENTIF ICACAO FENOTIPICA

Q3/1e Q3/4 E.faecalis E.faecalis (perfil tipico)

A
Q1/1, Q1/2, Q1/3, Q1/4, Q1/5,Q5/1, . . S
Q5/2. Q5/3, Q5/4 e Q5/5 E.faecalis E.faecalis (perfil atipico)
Q4/3 E.faecium E.faecium (perfil tipico)

C
Q3/2, Q3/5, Q4/2, Q4/4 e Q4/5 E.faecium E.faecium (perfil atipico)
Q2/2 e Q2/3 E.casseliflavus E.casseliflavus (perfil tipico)

D
Q4/1 E.gallinarum E.gallinarum (perfil atipico)

Neste estudo, a técnica da PCR/RFLP aliada a algumas provas bioquimicas
mostrou-se simples, eficiente e rapida, para a identificagdo das espécies de
Enterococcus, principalmente quando algumas provas bioquimicas ndo coincidem
com a literatura disponivel estabelecida para isolados procedentes de material

clinico, dificultando a interpretacéo dos resultados.

Jayardo e colaboradores (1992) realizaram um estudo com bactérias, entre
elas Enterococcus, Streptococcus e Aerococcus de origem bovina, que foram
diferenciadas utilizando a técnica da RFLP. Neste estudo, comprovou-se que a
identificacdo de espécies de estreptococos e enterococos de origem bovina
poderia ser possivel utilizando-se o fragmento 16S rDNA como uma alternativa
para a identificacdo com base nas caracteristicas fenotipicas.
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Da mesma forma, Cardarelli-Leite e colaboradores (1996) utilizaram o
método PCR/RFLP para uma identificacdo rapida das espécies do género
Campylobacter, Arcobacter, Helicobater e Wolinella. O método revelou—-se
sensivel e altamente confiavel sendo utilizado com sucesso para os isolados
bacterianos deste trabalho.

Partis e colaboradores (2000) utilizaram a técnica PCR-RFLP para avaliar
sua adequacdo como instrumento analitico rotineiro para identificacdo de espécies
provinientes de carne, confirmando a exceléncia desta técnica em produtos de

origem animal.

Sousa e colaboradores (2003) analizaram a regido 16S do DNA
mitocondrial em populacdes de Melipona rufiventris (abelha) do Espirito Santo.
Neste trabalho comparou-se a eficiéncia das técnicas moleculares SSPC (Single
Strand Conformation Polymorfim), PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorfism),e DS-PCR (Double-Stringency Polimerase Chain Reaction). A
tecnica PCR-RFLP demonstrou ser sensivel para detectar alteracdes resultantes

de mutagBes entre as espécies Melipona rufiventris e Melipona compressipes .

4.6. ANALISE DAS SEQUENCIAS DE DNA DAS ESPECIES DE
ENTEROCOCCUS ESTUDADAS DEPOSITADAS NO GenBank

As sequéncias dos gene 16S rRNA das espécies de enterococos
depositadas no GenBank de acordo com o item 3.8, foram alinhadas entre si e
com os iniciadores PLO6 e CAMPCS5 através do programa CLUSTAL2.0.10
multiple sequence alignment, disponivel em http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2
/index.html.

O fragmento de 275 pb do gene 16S rRNA amplificado pela PCR foi
localizado na regido compreendida entre o nucleotideo 1079 e 1355. Utilizamos

como exemplo o gene 16S rRNA do E. casseliflavus:

DEFI NI TI ON Ent erococcus casseliflavus strain ELS3 16S ribosonal RNA
gene, conpl ete sequence. ACCESSI ON EF199997

1 gacgaacgct ggcggcgtgc ctaatacatg caagtcgaac getttttctt tcaccggagce
61 ttgctccacc gaaagaaaaa gagtggcgaa cgggt gagta acacgt gggt aacctgccca
121 tcagaagggg at aacacttg gaaacaggtg ctaataccgt ataacactat tttccgcatg
181 gaagaaagtt gaaaggcgct tttgcgtcac tgatggatgg acccgcggtg cattagctag
241 ttggtgaggt aacggctcac caaggcaacg atgcatagcc gacctgagag ggt gat cggce
301 cacactggga ctgagacacg gcccagactc tacgggaggc agcacagtag ggaatcttcg
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361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

1381
1441
1501

gcaat ggacg
aaactctgtt
t aaccagaaa
gttgtccgga
gccceccggcet
agt ggaattc
ggcggcetctc
agat accctg
ttcagtgctg
ct caaaggaa
acgggaagaa

ttcggggcaa
ttaagt cccg
agcgagact g
ttatgacctg
gct aagct aa
gaagccggaa

t gt acacacc
ttttgggcca
ccgt at cgga

aaagt ct gac
gt t agagaag
gccacggct a
tttattggge
caaccgggga
cat gt gt agc
tggtctgtaa
gt agt ccacg
cagcaaacgc

ttgacggggg
ccttaccagg

agt gacaggt
caacgagcgc
ccggt gacaa
ggct acacac
tctcttaaag
tcgct agt aa

gcccgt caca
gccgcett aag

999

cgagcaacgc
aacaaggat g
act acgtgcc
gt aaagcgag
gggt cat tgg
ggt gaaat gc
ct gacgct ga
ccgt aaacga
at t aagcact
cccgcacaag
tcttgacatc

ggt gcat gt
aacccttatt
accggaggaa
gt gct acaat
cttctctcag
t cgcggat ca

cgcgt gagt g
agagt aaaat
agcagccgcg
cgcaggcggt
aaact gggag
gt agat at at
ggct cgaaag
t gagt gct aa
ccgect gggg
cggt gggage
ctttgaccac

tgtcgt cagc

gttagttgcc

ggt ggggat g

gggaagt aca

ttcggatt gt

gcacgccgcg
é

CAMPCS

ccacgagagt
gt gggat aga

tt gt aacacc
ttattggggt

aagaaggttt
gtt cat ccct
gt aat acgt a
ttcttaagtc
act t gagt gc
ggaggaacac
cgt ggggage
gt gt t ggagg
agt acgaccg
atgtggttta
t ct agagat a

tcgtgtcgtg
at cat t t agt
acgt caaat c
acgagttgcg
aggct gcaac
gt gaat acgt

cgaagt cggt
t aat gt ct gt

tcggat cgt a
tgacggtatc
ggt ggcaage
t gat gt gaaa
agaagaggag
cagt ggcgaa
gaacaggat t
gtttccgecce
caagt t gaaa
att cgaagca
gagcttcccc
PLO6

9
agat gt t ggg
t gggcact ct
at cat gcccc
aagt cgcgag
t cgcct acat
t cccgggect

gaggt aacct
aaaaaggt ag

GREISEN e colaboradores (1994) desenvolveram o iniciador PLOG6, entre

outros, com o objetivo de desenvolver uma PCR do gene do 16S rRNA para a
identificacdo de diversas espécies de bactérias patogénicas, incluindo a maioria
das espécies bacterianas encontradas no liquido cefalorraquidiano. Neste
trabalho, a regido da sequéncia amplificada com este iniciador para 32 espécies
bacterianas inicia-se na regido correspondente ao nucleotideo 1088 do gene do

16S rRNA da E. coli, correspondendo aproximadamente do nosso trabalho.

O alinhamento das sequéncias de enterococos analisadas forneceu o

PLO6
E.columbae
E.asini
E.faecium

E.ratti
E.hirae
E.mundtii
E.durans
E.dispar
E.gallinarum

seguinte resultado para o fragmento de 275pb amplificado pela PCR:

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGG 22
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAIT GCCATCATTCAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATT@RGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT 60

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCATTGTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATT@RGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTACCATCATTTAGTTGGGCACT 60
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E.casseliflavus
E.canis
E.saccharolyticus
E.sulfureus
E.raffinosus
E.pallens
E.gilvus

E.avium
E.malodoratus
E.haemoperoxidus
E.moraviensis
E.faecalis

E.columbae
E.asini
E.faecium
E.ratti

E.hirae
E.mundtii
E.durans
E.dispar
E.gallinarum
E.casseliflavus
E.canis
E.saccharolyticus
E.sulfureus
E.raffinosus
E.pallens
E.gilvus
E.avium

E.malodoratus

GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCETCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCAN TAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTATTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAITGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGATTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACA 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCRTCAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACT 60

CTAGCGAGACTGCCGCAGACAATGCGGAGGAA-GGTGGEATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAGGTGGGGATGACGTCAAATCACCATGC 119
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTEGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGASGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGIGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GBEGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGT GGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGGAIACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGGATGZGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGABGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGGATGACGTGMATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGEATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGA/BACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GEGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GE&GGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GEGGGATGACGTCAAATCATCATGC 119
CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGGATG2GTCAAATCATCATGC 119

E.haemoperoxidusCTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGGGGATGACGTCAARCATCATGC 119
E.moravienss CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGKAGGAAAGGTGGGGATGAGTCAAATCATCATGC 120

E.faecalis

E.columbae
E.asini
E.faecium
E.ratti
E.hirae
E.mundtii
E.durans
E.dispar
E.gallinarum
E.casseliflavus
E.canis

CTAGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA-GGTGEBSATGACGTCAGATCATCATGC 119

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAGAGICAACGAGTTGCGAAGTCGT 179

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAIGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGHGTACAACGAGTTGCGAAGTCGC 179

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAGAGGGAAGTACAACGAGTAGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAKBGGAAGTACAACGAGTCGCAAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGRAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGEAAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATEGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTBAACGAGTTGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACABGAGTTGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAABGGAAGTACAACGAGTTGCGAAGTCGC 179

E.saccharolyticus CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTGCGAAGTCGC 179

E.sulfureus
E.raffinosus

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGANTACAACGAGTTGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGICAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
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E.pallens
E.gilvus
E.avium
E.malodoratus

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATECGAAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGEAAGTACAACGAGTCGCGAAGTCGC 179
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACABGAGTCGCGAAGTCGC 179

E.haemoperoxidus CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACAACGAGTGCTAGGCCGC 179

E.moraviensis
E.faecalis

E.columbae
E.asini
E.faecium
E.ratti

E.hirae
E.mundtii
E.durans
E.dispar
E.gallinarum
E.casseliflavus
E.canis
E.saccharolyticus
E.sulfureus
E.raffinosus
E.pallens
E.gilvus
E.avium

E.malodoratus

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTACACGAGTCGCTAGGCCGC 180
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAGTACAACGAGTCGCTAGACCGC 179

GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTCTTCTCAGTTCGSTTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTAQTAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG 239
AAGGCTAAGCGAATCTCTTAAAGCTTCTOCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTAQTAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCATTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCATTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGBACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGBACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGTTTCTCTCAGTTGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTRGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTRGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA 239
GAGGNTAAGCTAATNTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGAGGCTGCAACTCGCCTA 239

E.haemoperoxidus GAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGTGCAACTCGCCTA 239

E.moraviensis

E.faecalis

E.columbae
E.asini
E.faecium
E.ratti

E.hirae
E.mundtii
E.durans
E.dispar
E.gallinarum
E.casseliflavus
E.canis
E.saccharolyticus
E.sulfureus
E.raffinosus
E.pallens
E.gilvus
E.avium
E.malodoratus

E.haemoperoxidus

GAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATGTAGGCTGCAACTCGCCTA 240
GAGGTCATGCAAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGICGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG 239

CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATABEGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGAIAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAAITGCGGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATAGGGGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGACAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGQEATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGGEATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGE275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATS
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATOGGGGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATAISCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGHI CAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGEGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGEGATCAGCA 275
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT75
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA 275
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E.moraviensis CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCRAT76
E.faecalis CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGIAICAGCA 275
CAMPC5 e -ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCC 24

O programa NEBCutter2.0 (item 3.8) foi utilizado para a construcdo de
mapas de restricdo dos fragmentos de 275 pb do 16SrRNA (amplificados por PCR
com os iniciadores PLO6 e CAMPC5) com as enzimas Ddel Haelll e Hinfl, a partir
de algumas sequéncias selecionadas no GenBank que representam as diferentes
espécies de enterococos divididos em grupos de acordo com o fluxograma da

figura 6.

Os esquemas de restricdo estdo representados na figura 7.
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Figura7: Mapa de restricdo obtido a partir de algumas sequéncias de enterococos
depositadas no GenBank representando os grupos PCR/RFLP.

A: Enterococcus faecalis SS1273 representando o grupo A; B: Enterococcus
haemoperoxidus SS1690 representando o grupo B; C: Enterococcus avium SS559
representando o grupo C; D: Enterococcus faecium SS1274 representando o

grupo D; E: Enterococcus ratti SS1494 representando o grupo E.

Os esquemas de restricdo apresentados na figura 7 forneceram os
tamanhos em pb dos fragmentos obtidos apds a digestdo com as enzimas de
restricdo Ddel, Haelll e Hinfl para cada grupo PCR/RFLP de enterococos (Tabela
8).
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Tabela 8: Tamanho dos fragmentos (em pb) obtidos apods a digestdo das enzimas
de restricao:

GRUPOS Enzimas de Restri¢ao

Ddel Haelll Hinfl
A 208/ 67 0 165/85/ 25
B 208/ 67 175/ 100 165/85/ 25
C 184 /67 /24 0 165/85/25
D 184 /67 /24 0 250/ 25
E 184 /67 /24 0 190/60/ 25

Estes dados coincidem com as imagens obtidas experimentalmente (Figura
5) confirmando que existe uma variabilidade dentro desta regido do gene 16S
rRNA que pode ser considerada especifica para os grupos de espécies de
enterococos estabelecidos.
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CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

A técnica da PCR/RFLP aliada a algumas provas bioguimicas demonstrou
ser simples, eficiente e rapida para a identificacdo das espécies de enterococos,
guando algumas provas bioquimicas apresentaram resultados atipicos diante da
literatura, dificultando interpretacao dos resultados.

Neste estudo, 5 grupos (A a E) com perfis distintos de restricdo foram
obtidos por PCR/RFLP apos a digestdo com as endonucleases de restricdo Ddel,
Haelll e Hinfl do fragmento de 275 pb, amplificado apés PCR especifico do gene
do 16SrRNA das diferentes cepas de referéncia de enterococos. A confirmagao
destes resultados foi obtida com a utilizacado dos 54 isolados de Enterococcus spp
pertencentes a colecdo de amostras bacterianas do Laboratério de Biologia
molecular, no qual todos se encaixaram em um dos 5 grupos. Ap0s a associacao
da técnica da PCR/RFLP com alguns testes bioquimicos, todos os isolados foram
diferenciados quanto a espécie.

Os perfis de restricdo especificos observados nos grupos determinados
neste trabalho foram confirmados apds comparacdo com as sequéncias do gene
16SrRNA das diferentes espécies de enterococos depositados no GenBank.

Em todos as amostras de queijo Minas tipo frescal foram encontrados
isolados bacterianos do género Enterococcus.

Todas as amostras bacterianas de enterococos isoladas das amostras de
gueijo Minas tipo frescal foram identificadas com maior rapidez e precisdo pela
técnica da PCR/RFLP associada a algumas provas bioquimicas, quando
comparadas aos esquemas de caracterizacao fenotipica cléassica.

Das espécies identificadas nas amostras de queijo Minas tipo frescal houve
uma predominancia da espécie E. faecalis seguida pela E. faecium, confirmando
dados obtidos na literatura.

Dos doze E. faecalis isolados do Minas tipo frescal, dez deles quando
submetidos aos testes para identificagéo fenotipica, apresentaram atipia fisiologica
no teste MGP.

Dos seis E. faecium isolados, cinco apresentaram atipia fisiolégica quando
submetidos ao teste utilizando o telurito de K, e o E. gallinarum isolado também

apresentou atipia fisiologica para este mesmo teste, confirmando as dificuldades
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da identificacdo destes microrganismos quando baseados apenas em testes
fenotipicos.
A técnica padronizada neste trabalho pode ser proposta para a rotina de

identificacdo de Enterococcus spp. em laboratoérios de saude publica.
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