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Abstract

The ubiquitous nature of enterococci and their ability to
colonize different habitats account for their easy spread
throughoutthe food chain. Here, we evaluated the distribution
and antimicrobial susceptibility of Enterococcus isolates from
meats obtained from different supermarkets. We acquired
and cultured 100 products (raw chicken meat, raw pork, and
boiled meats) to screen for the presence of Enterococcus spp.
In total, 194 isolates were recovered from the samples, with
contamination rates of 63.6% in the chicken samples, 31% in
the raw pork meat, and 1.4% in the boiled meat samples. PCR
amplification with specific primers was performed to screen
the DNA of Enterococcus spp. (95/96), E. faecalis (66/96),
E. faecium (30/96), and E. casseliflavus/E. flavescens (3/96).
The antimicrobial susceptibility tests showed that all the
isolates were resistant to at least one of the antibiotics. All E.
faecium isolates were resistant to vancomycin, streptomycin,
ciprofloxacin, norfloxacin, erythromycin, and tetracycline.
The E. casseliflavus/E. flavescens isolates were resistant
to gentamicin, streptomycin, ciprofloxacin, norfloxacin,
erythromycin, and tetracycline. E. faecalis isolates were
resistant to ciprofloxacin, tetracycline, and erythromycin
(92%), norfloxacin (83%), vancomycin, and streptomycin
(50%). The resistance genes tetL and vanB were detected by
genotyping. The presence of these antimicrobial-resistant
microorganisms in food might pose problems for public
health.
Keywords:
enterococci

Antimicrobials, PCR, vancomycin-resistant

Resumo

A natureza ubiqua dos enterococos e sua capacidade de
colonizar diferentes habitats sdo responsaveis pela sua facil
disseminac¢dao pela cadeia alimentar. No presente estudo,
avaliamos a distribuicdo e a susceptibilidade antimicrobiana
de isolados de Enterococcus provenientes de produtos
carneos. Cem produtos (carne de frango cru, carne de porco
crua e carne cozida) foram adquiridos e cultivados para
a presenca de Enterococcus spp. No total, 194 amostras
foram avaliadas, com taxas de contaminacdo de 63,6% nas
amostras de frango, 31% na carne de porco crua e 1,4% nas
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amostras de carne cozida. A amplificacdo por PCR foi realizada para
confirmar a presenca de Enterococcus spp. (95/96), E. faecalis (66/96),
E. faecium (30/96) E. casseliflavus/E. flavescens (3/96). Resultados de
susceptibilidade mostraram que 100% dos isolados foram resistentes
a pelo menos um antibiotico, sendo 100% de E. faecium resistentes
a vancomicina, estreptomicina, ciprofloxacina, norfloxacina,
eritromicina e tetraciclina. E. casseliflavus / E. flavescens resistentes a
gentamicina, estreptomicina, ciprofloxacina, norfloxacina, eritromicina
e tetraciclina. E. faecalis foram resistentes a ciprofloxacina, tetraciclina
e eritromicina (92%), norfloxacina (83%), vancomicina e estreptomicina
(50%). Na genotipagem, foram detectados os genes tetL e vanB. A
presenca desses microrganismos resistentes aos antimicrobianos nos
alimentos pode causar problemas para a saude publica.
Palavras-chaves: Antibidticos, enterococci vancomicina-resistante,
PCR.

Introducao

Os enterococos sao bactérias comensais do intestino de humanos e animais e
causam doencas em pacientes imunocomprometidos, internados em unidades de
terapia intensiva por longos periodos ou com doencas subjacentes graves!”; podem
sobreviver em uma variedade de ambientes, como solo, agua, plantas e alimentos®3.
Os enterococos sao contaminantes frequentes da carne de aves e, também, sao
agentes bem conhecidos na cadeia alimentar®. Embora o significado dos enterococos
resistentes a antimicrobianos nos alimentos ndo tenha sido bem elucidado, as bactérias
gue apresentam caracteristicas relacionadas a resisténcia no ambiente podem ser
consideradas reservatoérios genéticos desses genes®.

Os enterococos tém altos niveis de resisténcia a classes de antibiéticos medicamente
importantes, particularmente aquelas aprovadas pelo FDA para uso na produg¢ao animal,
incluindo macrolidos, cloranfenicol, aminoglicosideos e vancomicina®”. A vancomicina
€ um agente importante para o tratamento de infec¢des graves causadas por espécies
enterococicas; no entanto, a eficacia terapéutica desse antibiético foi limitada pelo
surgimento de enterococos resistentes a vancomicina (ERV)®. O gene de resisténcia
a vancomicina mais importante € o vanA. Varias espécies de enterococos, incluindo E.
durans, E. hirae, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. raffinosus, E. avium e E. mundtii tém esse
genel),

Enterococos resistentes a antibiéticos, isolados de animais e alimentos foram descritos
na Europa e nos EUAU%', No Brasil, essas bactérias foram relatadas nos estados
do Sul213  Anteriormente, pesquisadores relataram a presenca de espécies de
Enterococcus resistentes a antimicrobianos em queijo na regido Sul do Brasil, embora
os dados sobre a ocorréncia de genes de resisténcia e resisténcia em enterococos do
Parana sejam escassos. No entanto, a presenca de enterococos nos alimentos é motivo
de debate, pois algumas espécies de Enterococcus estdo envolvidas em infec¢bes
clinicas, como endocardite, bacteremia, infec¢des do trato urinario e sepse neonatal®.
Embora cepas de ERV isoladas de animais tenham sido estudadas extensivamente,
pouco se sabe sobre a resisténcia combinada nesses microrganismos.
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Assim, espera-se que nosso presente estudo sobre Enterococcus spp. associado a
carnes cruas e cozidas forneca informacdes sobre a biodiversidade das espécies e a
potencial resisténcia dessas bactérias, que sao de extrema importancia para garantir a
seguranca alimentar e a saude publica.

Materiais e métodos

Um total de 100 amostras de alimentos foram obtidas de diferentes supermercados,
sendo: 66 amostras de carne de frango crua, 14 amostras de carne de porco crua, 10
amostras de produtos processados a base de carne de porco (carne de porco picada,
presunto, salsicha, mortadela e linguicas cozidas e ndo cozidas) e 10 produtos a base
de carne de frango (linguica, creme, frango a milanesa e besteira). Resumidamente,
as amostras de carnes (25 g) foram coletadas assepticamente, colocadas em 225 ml
de caldo de infusao cerebral (BHI), homogeneizadas e incubadas por 24 horas a 37
°C. Apés a pré-incubacao, 0,1 mL do enriquecimento primario foi riscado em agar de
canamicina esculina azida (KEA) e incubado por 24 horas a 37 °C. Colbnias tipicas,
sugestivas de Enterococcus, foram selecionadas aleatoriamente em cada uma das
culturas de isolamento primario nas placas KEA e submetidas a exame microscépico,
coloragdo de Gram, teste de catalase e crescimento em caldo de BHI contendo NaCl a
6,5% a 10 °C e 45 °C.

O DNA gendmico foi extraido pela técnica da fervura. A identificacao de enterococos
e a deteccdo de genes de resisténcia foram confirmadas pela Reacdao em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando iniciadores especificos e direcionados, previamente
relatados® (Tabela 1). Todas as rea¢des no termociclador (Bio-Rad Thermal Cycles
T100TM) foram realizadas com um volume final de 20 pL e consistiam em 2 pyL de DNA
total (20 ng mL-1), 11,5 pL de agua ultrapura, 2 pL de tampdo Taq (10X), 1 yL de MgCl2
(2,5 mM), 1,4 yL de dNTPs (0,177 mM), 1 pL de cada iniciador direto e reverso (20 pmol)
(Tabela 1) e 0,1 yL de Tag DNA polimerase (1 U) (Invitrogen). O programa utilizado
consistiu em 5 minutos de desnaturacdo a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 30 s a 95
°C,30sa 56 °C, 30sa72°C, eextensdo final a 72 °C por 5 min. Os amplicons foram
separados por eletroforese em géis de agarose a 1% contendo brometo de etidio, e
a visualizacdao por luz UV foi realizada por um sistema fotografico computadorizado
(BioDoc-it System, UVP). Um marcador de DNA de 100 pb (escada de DNA de 100 pb,
New England Biolabs / EUA) foi usado para estimar o tamanho do produto amplificado.

Todos os isolados foram caracterizados por testes de suscetibilidade antimicrobiana
com 12 antibiéticos, utilizando o método de difusdo em disco, de acordo com as
diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (17). Os 12 antibioticos testados
incluiram ampicilina (10 mg), ciprofloxacina (5 mg), cloranfenicol (30 mg), eritromicina
(15 mg), estreptomicina (300 pg), gentamicina (120 pg), norfloxacina (10 pg), penicilina
(10 pg), tetraciclina (30 mg), teicoplanina (30 mg) e vancomicina (30 mg). O antibidtico
imipenem (100 mg) também foi testado. A concentracdo inibitéria minima (CIM) da
vancomicina foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo e os pontos de
interrupcao dos antibidticos utilizados foram os especificados pelas diretrizes do CLSI.
Amostras de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (American Type Culture Collection)
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foram usadas para controle de qualidade para os testes de suscetibilidade.

Tabela 1. Lista de oligonucleotideos iniciadores e tamanho do amplicon

Tamanho referéncia

Gene Sequéncia do
(5'-3") produto
(bp)
Enterococcus tuf TACTGACAAACCATTCATGATG 112 16
sp. AACTTCGTCACCAACGCGAAC
. GGTATCAAGGAAACCTC 16
E. gallinarum  vanC-1 CTTCCGCCATCATAGCT 822
casse /f;lavus y vanC-  CTCCTACGATTCTCTTG 439 16
2/vanC-3 CGAGCAAGACCTTTAAG
E. flavencens
. ATCAAGTACAGTTAGTCT 16
E. faecalis  dalefoecals - ATTCAAAGCTAACTG 41
. TAGAGACATTGAATATGCC 16
E. faecium  dellefaecom 1. A ATGTGCTACAATC >50
anA GTAGGCTGCGATATTCAAAGC 231
Vancomicina CGATTCAATTGCGTAGTCCAA
anB GCCGACAATCAAATCATCCTC 330 35
GCCGACAATCAAATCATCCTC
Tetraciclina et GTMGTTGCGCGCTATATTCC 696 2
GTGAAMGRWAGCCACCTAA

Resultados e discussao

Este estudo fornece a primeira descricdo de enterococos resistentes a antimicrobianos
isolados de carnes cruas e processadas do Parana. Os enterococos constituem um
grupo interessante de microrganismos porque sao comensais de humanos e animais
qgue ocorrem e crescem em uma variedade de alimentos e, também, foram implicados
em infeccBes nosocomiais. Entre as 100 amostras de carne crua e processada coletadas
de diferentes fontes de supermercados no Parana, foram encontrados 194 isolados
enterococicos presuntivos em 96 amostras de alimentos, com base na coloracdo de
Gram, auséncia de atividade da catalase e crescimento em caldo de BHI com NaCl
a 6,5% em temperaturas de 10 °C e 45 °C. Utilizando amplificacdo por PCR com
iniciadores especificos, Enterococcus spp. (95/96), E. faecalis (66/96), E. faecium (30/96)
e E. casseliflavus / E. flavescens (3/96) foram identificados com base no tamanho do
amplicon obtido"+'® (Figura 1).
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Figura 1. Distribui¢do de linhagens de enterococos em diferentes produtos a base
de carne.

Em contraste com alguns relatos, E. casseliflavus / E. flavescens foram encontrados
em nossas amostras de alimentos. Nossos resultados provavelmente representam
a presenca de uma etapa de enriquecimento. A prevaléncia relativa de espécies de
Enterococcus em alimentos apresentou maior frequéncia para E. faecalis, seguida por E.
faecium“1219), Embora as espécies E. casseliflavus / E. flavescens ndo tenham sido isoladas
com tanta frequéncia, em nosso estudo conseguimos isolar esse microrganismo,
portanto essa espécie é importante porque tem resisténcia intrinseca a vancomicina®,
A presenca da espécie E. gallinarum ndo pode ser confirmada entre as amostras
analisadas.

Os dados aqui apresentados revelam novos caminhos para estudar um possivel papel
para a presenca de Enterococcus spp. na cadeia alimentar, principalmente em carnes
cruas e processadas. Portanto, € essencial investigar amostras adicionais de alimentos
para determinar o risco potencial para a populacao.

A Tabela 2 mostra a resisténcia antimicrobiana e os genes de resisténcia presentes
em cada cepa de Enterococcus spp. isolado de carnes cruas e processadas. Em
comparacdo com outras espécies, a prevaléncia dos determinantes de resisténcia foi
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menor entre os isolados de E. faecium e E. casseliflavus / flavescens. Todos os isolados
gue apresentaram resisténcia a vancomicina foram submetidos a uma determinacgao
da CIM. Como resultado, 100% dos isolados apresentaram resisténcia intermediaria
a esse antimicrobiano (CIM > 8 pg / ml). Em relacdo a resisténcia antimicrobiana,
os resultados do estudo mostraram que os isolados de Enterococcus spp., como E.
faecalis e E. faecium, de amostras de carne de frango cru, foram mais frequentemente
resistentes aos antimicrobianos testados do que os isolados de carne de porco crua e
carne processada produtos.

Tabela 2. Resisténcia a antibiéticos e genes de resisténcia em enterococos isolados
de diferentes produtos carneos

Resisténcia Genes de

isolado Antimicrobiano (%) resisténcia
E. faecium Estreptomicina, Ciprofloxacina, 100 vanB
Norfloxacina,
Ciprofloxacina, Tetraciclina e 92
E. faecalis Erithromicina
Norfloxacina 83 vanB, tetL
Vancomicina e Estreptomicina 50
E. Gentamicina, Estreptomicina,
casseliflavus/ Ciprofloxacina, Norfloxacina, 100 tetL
E. flavescens Erithromicina e Tetraciclina
Ciprofloxacina 100
Norfloxacina 86
Enterococcus Erithromicina e Tetraciclina 93
- .. vanB, tetL
sp. Estreptomicina e Vancomicina 79
Imipenem 64
Ampicilina 50

A distribuicao de resisténcia a multiplas drogas foi de 46%, 40%, 10% e 3,3% para
Enterococcus spp., E. faecalis, E. faecium e E. casseliflavus / E. flavescens isolados,
respectivamente. Todos os isolados de Enterococcus apresentaram diferentes perfis de
resisténcia a multiplas drogas, dos quais 35,7% dos isolados apresentaram resisténcia
simultanea aos 12 antimicrobianos testados. Semelhante aos nossos resultados,
esses autores®" relataram que cepas de E. faecalis isoladas de alimentos eram mais
resistentes a antibiéticos do que outras espécies. Por outro lado, foi determinado que
cepas de E. faecalis e E. faecium isoladas de alimentos prontos para consumo de origem
animal apresentaram padrdes semelhantes de resisténcia a antibidticos??. Alguns

pesquisadores relataram que cepas de E. faecium eram mais resistentes a antibioticos
do que outras espécies®29,

As maiores taxas de resisténcia intermediaria ao antimicrobiano cloranfenicol foram
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observadas para E. casseliflavus / E. flavescens (100%), seguidos por E. faecium (67%),
E. faecalis (50%) e Enterococcus spp. (28%) Entre todas as amostras de E. faecalis, 33%
apresentaram resisténcia intermediaria a norfloxacina, seguida de 17% a ciprofloxacina
e cloranfenicol. Entre os Enterococcus spp. isolados, foram demonstradas porcentagens
mais altas de resisténcia intermediaria para norfloxacina e tetraciclina (18%), seguidas
de eritromicina e cloranfenicol (9%). Nenhum dos isolados de E. faecium apresentou
resisténcia intermediaria aos antimicrobianos testados.

Entre os isolados de E. faecalis, 17% foram resistentes a eritromicina e tetraciclina
e 25% dos isolados de E. faecium apresentaram resisténcia a eritromicina. No outro,
Enterococcus spp. isolados, nao foi detectado perfil de resisténcia.

Nas amostras de produtos a base de carne processada, os isolados correspondentes
as espécies de E. faecium foram identificados apenas nas amostras de carne de frango;
esses isolados apresentaram perfil de sensibilidade para todos os antimicrobianos
testados. Nenhum dos enterococos isolados da carne de porco crua ou processada
mostrou um perfil de resisténcia a multiplas drogas.

Operfildesuscetibilidade predominanteentreosisoladosdeamostrasdecarnedefrango
crua foi o de resisténcia. Resultados semelhantes de resisténcia para isolados obtidos
de alimentos foram descritos anteriormente®). Relatos de resisténcia intermediaria
devem ser considerados um aviso, pois € provavel que cepas intermediarias migrem
para o grupo de cepas resistentes apos o uso inadequado de antimicrobianos‘®. Neste
estudo, observamos que E. faecalis é mais intrinsecamente resistente a multiplos
agentes antimicrobianos, em particular a varios antibiéticos B-lactamicos e doses
clinicas de aminoglicosideos. No Brasil, ndo existem muitas informacdes sobre a
resisténcia antimicrobiana de enterococos de alimentos ©®.

Enterococcus spp. apresentaram resisténcia a entre 2 e 8 antibidticos. A resisténcia
dos enterococos a multiplos antibiéticos ndo é surpreendente. Varios pesquisadores
relataram que é comum o0s enterococos isolados de produtos fermentados de carne
exibirem resisténcia a multiplos antibiéticos®”?®), como também confirmado neste
estudo. Também foi demonstrado que cepas de Enterococcus isoladas de produtos
fermentados a base de carne exibiram uma alta taxa de resisténcia a multiplos
antibioticos®.

A resisténcia a antibioticos e a resisténcia a multiplas drogas sao problemas de saude
publica, pois podem causar a falha dos tratamentos para infec¢des enterocdcicas.
Embora as causas do desenvolvimento da resisténcia sejam contraditérias, evidéncias
baseadas em dados de pesquisas sugerem uma ligacdo potencial entre a resisténcia
antimicrobiana e as praticas veterinarias, como promoc¢ado do crescimento, profilaxia e
tratamento('0-2930),

Os dados sobre resisténcia a multiplas drogas sdao extremamente preocupantes,
principalmente devido aorisco de aquisicao desses microrganismos e de seus elementos
genéticos moveis, através da cadeia alimentar, do contato direto com animais ou
mesmo da contamina¢do ambiental“3", que dificulta ainda mais o desenvolvimento
de alternativas de tratamento para infec¢des humanas. Uma bactéria resistente pode
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infectar uma carcaca durante as operac¢des de abate e resistir as barreiras existentes
durante a producdo de alimentos nas indUstrias e/ou durante a preparacao domeéstica;
entdo, pode atingir o trato gastrointestinal dos consumidores e modificar o perfil de
resisténcia de sua microbiota intestinal®°.

No presente estudo, a base genotipica do fenétipo de resisténcia e/ou sensibilidade
a tetraciclina e vancomicina encontrada nos isolados alimentares das cepas de
Enterococcus foi investigada por PCR, com base na deteccdo dos genes tet e van. A
distribuicdo do gene de resisténcia tetL, entre os isolados de alimentos, foi encontrada
com maior frequéncia nos isolados de amostras de carne de frango cru. A presenca do
gene vanB foi evidente nos isolados de frango cru e carne de porco. O gene vanA nao
foi detectado em nenhum dos isolados estudados.

A frequéncia com que esses genes foram detectados neste estudo coincide com a da
literatura®233. A fonte do ERV ndo é conhecida, embora os reservatérios em potencial
desses organismos sejam hospitais e alimentos.

Cinco isolados de Enterococcus spp. nao apresentaram os genes tetl, vanA ou vanB, e
esses isolados ainda foram resistentes aos antimicrobianos testados, indicando que
outros genes de resisténcia podem estar presentes.

A presenca de um gene de resisténcia que ndo esta sendo expresso fenotipicamente
num determinado momento podera estar em outro. Esses genes, chamados genes
silenciosos, podem ser ativados por fatores ambientais, como as condi¢des fisicas do
trato gastrointestinal ou os efeitos sinérgicos da microbiota bacteriana®®.

A resisténcia a vancomicina em enterococos isolados de alimentos tem um padrao
variavel no Brasil e em outros paises, dependendo da regidao de origem©®. Deve-se
considerar que a distribuicdo dos genes de resisténcia relatada neste estudo é baseada
em um conjunto relativamente limitado de isolados, o que destaca a necessidade
de monitoramento regular de diversas cepas para obter uma visdo mais ampla da
prevaléncia desses genes nos enterococos associados a alimentos.

Conclusao

Os enterococos sdo relativamente abundantes e resistentes as adversidades
ambientais; portanto, tém sido propostos como indicadores bacterianos de resisténcia
antimicrobiana, bem como de qualidade higiénica. No entanto, os enterococos
emergiram como importantes patégenos oportunistas, com notavel capacidade de
expressar resisténcia a varios grupos de agentes antimicrobianos, limitando o numero
de op¢Oes terapéuticas. Utilizamos testes de difusao de disco com antibioticos e PCR
para rastrear alguns genes de resisténcia de todos os isolados considerados neste
estudo.

A transmissdo de Enterococcus spp. pode ocorrer via alimento, porém ainda ha poucas
informacdessobreadiversidadeedistribuicdoderesisténcianasespéciesde Enterococcus
isoladas da regido norte do Parana-Brasil. Este estudo fornece a primeira analise
detalhada da resisténcia a antibiéticos em uma variedade de enterococos isolados de
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carnes cruas e processadas nesse estado. Os enterococos devem ser considerados nao
apenas patégenos em potencial, mas também reservatorios de genes que codificam a
resisténcia a antibioticos, que podem ser transferidos para outros microrganismos. O
monitoramento continuo de sua incidéncia e resisténcia emergente é importante para
identificar alimentos que potencialmente representam um risco para a populacao e
para garantir o tratamento eficaz de infec¢des enterocdcicas humanas.
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