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Andlise da diversidade fenotipica e genotipica de Enterococcus spp.isolados de fezes
desuinos*

Phenotypic and genotypic diversity in Enterococcus spp. isolated from pig feces

Daiane Bopp Fuentefria?, Alessandra Einsfeld! & Gertrudes Cor¢ao*?

RESUMO

O génercEnterococcugsta amplamente distribuido no meio ambiente e é geralmente encontrado nas fezes
animais de sangue quente. Todavia, a microbiota do trato gastrintestinal destes animais vem sofrendo altera¢des gt
composicao de espécies, devido ao uso de antimicrobianos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversid
espécies e genética Baterococcuspp. isolados de amostras de fezes de suinos. Foram encontradas quatroEespécie
faecalis(n=21) E. faeciunm{n=18) E. mundti{n=7) eE. hirae(n=9), sendo que as duas primeiras foram as mais frequ&ntes
regido espagadora intergénica 16S-23S rDNA, apresentou uma grande diversidade inter e intra-Esfmattdisapresen-
tou a maior diversidade genétick ehirae,a menor diversidade.

Descritores: EnterococcusFezes de Suinos, Diversidade Genética, Regido Ribossomal Intergénica Espagadora.

ABSTRACT

The genug&nterococcuss widely distributed in the environment, and is generally found in feces of warm-bloodec
animalsHowever, the microbiota of the gastrointestinal tract of these animals has undergone alterations in its species compo:
due to the use of antimicrobials. The objective of the present study was to evaluate the species diversity and genet
Enterococcuspp. isolated from swine fecal samples. Four species were f6ufakcalis(n=21) E. faecium(n=18) E.
mundtii(n=7) andE. hirae(n=9), the first two being the most frequefihe 16S-23S rDNA intergenic spacer region showed
high inter- and intraspecific diversitiz. faecalisshowed the highest genetic diversity, &dhiraethe lowest.
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INTRODUGAO inclinado, para posterior identificacdo de género e es-
Embora osEnterococcusestejam amplamen- pécie, utilizando as seguintes provas morfologicas e

te distribuidos na natureza e apresentem um habiffipauimicas [5]: coloracdo de Gram, catalase, hidro-
bastante diversificado, como trato gastrintestinal di*€ da esculina, crescimento em caldo simples'@, 45
mamiferos, aves, répteis, insetos, plantas, 4gua e §6EScimento em presenca de 6,5% de NaCl, hidro-
lo [10], géneros alimenticios, animais domésticos &€ do L-pirrolidonil, b-naftilamida, fermentacao de
esgoto [7], eles tém surgido como importantes pe.g_rablnose, r.gflnose e manitol, utlllzagé_o de 1% de pi-
tégenos em seres humanos [10,11]. A maioria dduvato, motilidade, producdo de arginina descarboxi-

infecces é de origem endégena, entretanto, frequdfise € de pigmento amarelo.

temente estes microrganismos s&o isolados de alimetktracso de DNA cromossomal.

tos de origem animal, nos quais também sao encon- As células bacterianas foram crescidas em
tradas linhagens resistentes a agentes antimicrobian@g. 1. de caldo BHI por 18 h a ® com agitacéo
Sugere-se que estes alimentos possam ser reservaighstante de 100 rpm [6]. Dentre as espécies, foram
rios deEnterococcugesistentes e que os genes dgglecionados, aleatoriamente, para a andlise molecular

resisténcia possam ser transferidos para humanos a§g-isojados dé. faecalis 17 isolados d&. faecium
vés da cadeia alimentar [16,19]. Estudos mostraraiisglados deE. mundtii e 9 isolados dE. hirae

que ndo existe preferéncia hospedeiro-especifica € Qi;jizando 41 isolados.
espécies dé&nterococcuglispersam-se livremente
entre reservatdrios humanos e animais [9]. PCRAITS.

Poucos estudos avaliam a microbiota de Os fragmentos de DNA da regiéo intergénica
Enterococcusntestinais de suinos, geralmente ela 46S-23S foram amplificados utilizando-se dois oligo-
representada pelas espédiesaecalise E. faecium, nucleotideos iniciadores: 5— CCCGAAGTCGGTG
prevalentes em amostras de fezes desta natureza [IRGTAAC e 5'— CCTTCATCGGCTCCTAGTGC
Outros pesquisadores encontraram uma terceira esgl@senhados a partir do alinhamento de sequéncias d
cie, E. durans em algumas amostras de fezes de sufDNA de EnterococcugAcession number Y18161,
nos [5] e uma quantidade apreciavelEdehirae[2].  AJ420805, AJ420802, AJ42079879341). As rea-

Este estudo tem por objetivo identificar espécdes foram realizadas com 2,5 mM de MgQO|2
cies deEnterococcussoladas de fezes de suinos ddnM de dNTP’s, 1iM de cada oligonucleotideo, 1U
regido da Grande Porto Alegre, realizando uma caraée Tag DNA polimerase e 200-400 ng de DNA bac-
terizac&o genotipica através da amplificacéo e clivagei@fiano em um volume final de reacéo de 35il. As
da regido intergénica 16S-23S do rDNA, para avaligiondicdes de reagéo foram: um ciclo inicial 8094
a diversidade genética destes isolados, a fim de enior 2 min, seguido de 30 ciclos a°@4por 1 min,
quecer os conhecimentos sobreEmserococcusas- 91°C por 1Imin e 7Z por 1 min, e um ciclo final a

sociados a suinos. 72°C por 10 min. O produto da PCR foi analisado
) em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante 8%, cora-
MATERIAL E METODOS do com brometo de etideo, visualizado sob luz ultra-

. e a L . violeta e fotografado com camera digital Kodak 1D
Isolamento e identificacédo fenotipica dos isolados. - .

versdo 3.5.2). A andlise do tamanho dos fragmentos

As amostras de fezes (25 gramas) foram sus-. . .

. ~ . 0i realizada através do programa KODAK 1D (ver-
pendidas em 250 mL de solucédo salina (0,9%) e €30 3.5 2)
meadas em Caldo Azida. Apds 24h de incubacéo, gao °-=-<)
cada tubo com crescimento bacteriano foram retirdrFLP-PCR.
das nove aliquotas e inoculadas em nove placas de Uma aliquota de 10 il do amplicon foi tra-
agar KF, as quais foram incubadas por 48h a 37°@da com 1U d&awBAl por 2 h a 3TC, conforme
As colbnias amareladas, esbranquicadas e punctif@specificacdes do fabricante. Ap6s incubacéo, o DNA
mes foram testadas para coloragdo de Gram e as doesubmetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
apresentaram cocos Gram positivos foram inoculado-desnaturante 8%, corado com brometo de etideo
das em agar PSE por 48h a 37°C. As colbnias de colasualizado sob luz ultravioleta e fotografado com

racdo marrom foram retiradas e armazenadas em agamera digital Kodak 1D (versdo 3.5.2). A andlise do

108



Fuentefria D.B., Einsfeld A. & Corcdo G. Andlise da diversidade fenotipica e genotipica de Enterococcus spp. isolados de
fezes de suinos Acta Scientiae Veterinariae. 36(2): 107-111.

tamanho dos fragmentos foi realizada através do c&alculado a partir da clivagem cdgaBAl, foi 2,07
culo de regresséo de poténcia, com um coeficiente garaE. faecalis 2,09 pareE. faecium 1,94 pareE.
correlacaa = - 0,98. mundtiie 1,90 pard&. hirae.

Analise dos dados. DISCUSSAO
Os dados do RFLP-PCR foram transforma-

dos em uma matriz binaria, considerando-se 0 paFgl E. faecalisseguida déE. faeciumEstas espécies

auséncia e 1 para a presenca de um determinado frgg—o 'e 9 ' ' P

. e . ncontr n m human mo em ani-
mento. As matrizes de similaridade foram construidas . contradas ta t~0 € u anos c.o 0 ema
a@als e, geralmente, sdo também as mais encontrada

A espécie encontrada com maior freqiiéncia

utilizando o coeficiente de Dice e os dendrogram i : . biente [7.8.9 151, Al
construidos pelo método UPGMA; estas andlises f&M alimentos € no meio ambiente [7.8,9,15]. Alguns

ram realizadas com o programa SPSS (versao llﬁj‘.'tores afirmaram, em estudos da década de 90 que

O indice de Shannon-Weaver para diversidade en E“*?Ofa es’Eas especlles posszirn ser enclontr?das e
as espécies foi calculado utilizando a formdkC/ OVINOS, SUINGS, Caprinos € equinos, geraimente eram

N (N x log N — O"s x log n), onden corresponde ao as menos prevalentes [9]. As espétiehirae e E_.
ntimero de isolados com 0 mesmo peSakBAI, N c_ecoruquram relatgdas como preva,tle_ntes noAln_tes-
corresponde ao numero total de isoladds ema tino de, sulnos; &. hlrae comp a especie patogenica
constante com valor igual a 2.3, em smpos [2].Todav’|a}, nos ultimos a,n.os, houve uma
alteracdo deste cenario. Em uma andlise da cadeia d
RESULTADOS producdo de produtos alimenticios de origem suina,

Foram identificados 55 isolados como pe rtenE- faecalise E. faeciumforam também as espeécies

centes ao géner@nterococcusDe acordo com os predominantes [15]. O mesmo ocorreu em um estu-

. L L 0 com amostras de intestinos de peixes criados em
testes bioquimicos e morfoldgicos, as espécies eﬁ— P

contradas foramE. faecalis(n=21), E. faecium azendis irtegre{diﬁglg]. q iéncias T q
(n=18) E. mundti(n=7) eE. hirae (n=9). alta variabilidade das sequéncias ITS pode

A amplificacio da regido intergénica gerouS(fr utilizada para identific,agéo fje Iiphageps, porém,’
dois fragmentos, com tamanhos variando de 355 r}go se eXtere para ? re.lplda |dent|f|ca~gao df"‘ eSF’?'
590 pb, que geraram 14 perfis entre as diferentes &é@’fm funcéo da auséncia de um padrdo de |d(_ant|_f|-
pécies deEnterococcusanalisadas. Fragmentos maio-c2680 [17]. Como cada um dos fragmentos princi-
res que 700 pb foram desconsiderados por serem R&IS representa a regiao ITS entre uma copia 16S
sultado de amplificagdo inespecifica. A partir da§PNA € uma copia 23S rDNA, os resultados suge-
matrizes de similaridade da andlise da PCR-ITS, hof€M que essas linhagens possuem pelo menos dua
ve a formacéo de 5 grupos em um nivel de similarRY mais formas de ITS distintas, as quais diferem no
dade maior que 70%. O grupo 1 foi formado poFamanho e, talvez, na sua composicdo de nucleo-
isolados das quatro espécies analisadas, com a pi§€0s. A razéo para essa heterogeneidade ainda na
dominancia deE. mundtiie deH. hirae O grupo 2 esta esclarecida. Talvez seja em fungéo do nimero
foi formado exclusivamente por isoladosElehirae, de copias de tRNA localizados na regido ITS [3,
agrupados em similaridades maiores que 80%. O gr@j2,18]-
po 3 foi formado com isolados d& faecalise E. O indice de Shannon-Weaver revelou que en-
faecium,foi o grupo geneticamente mais homogéire as espécies estudadgs,faecalisapresentou a
neo com similaridade maior que 80%. O grupo 5 fomaior diversidade genetica e Ikrae, a menor di-
formado exclusivamente por isolados Elefaecalis versidade genética. Este maior indice de diversidade
Todos os isolados dE. hirae situaram-se nos gru- pode estar relacionado com uma maior plasticidade
pos 1 e 2, agrupados com similaridades de 53 a 1008& microrganismo em relagdo ao ambiente e aos di-

A clivagem da regido intergénica com Sau3Alferentes hospedeiros.
foi realizada para avaliar a variabilidade e a diversida-
de genética entre os isolados na seqiiéncia de
nucleotideos amplificada. A clivagem gerou 22 frag- No presente estudo, as espééiesaecalise
mentos, com tamanhos variando de 85 aply00 E. faeciumforam encontradas com maior freqiién-
indice de Shannon-Weaver para diversidade genéticaa e apresentaram a maior diversidade genética.

CONCLUSAO
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Possivelmente, dentro deste género, sdo as espédcigmdecimentos.Este estudo foi financiado pelo CNPg (Con-
mais disseminadas no ambiente e com uma gransgho Nacional de Pesquisa) e pela CAPES (Conselho de Aper-
capaci-dade adaptativa. A amplificacdo da regiaficoamento do Ensino Superior). Agradecemos a Prof. Dra.
intergénica 16S-23S do rDNA mostrou um alto grawarisa Ribeiro de Itapema Cardoso, Departamento de Medici-
de variabilidade, ndo permitindo a separacédo dos isma Veterinaria Preventiva da Faculdade de Veterinaria, UFRGS,
lados de acordo com a espécie. pelo fornecimento das amostras de fezes de suinos.
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