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Introdução

No Brasil é comum a utilização de leite cru na 
fabricação de queijos artesanais. Para a indústria de 
laticínios, esta matéria-prima contribui como fonte de 
bactérias ácido láticas com propriedades tecnológicas 
favoráveis. Entretanto, a utilização de leite cru na 
produção de alimentos também representa uma 
importante fonte de microrganismos patogênicos à 
saúde humana (BINTSIS; PAPADEMAS, 2002). Em 
alguns tipos de queijo, Enterococcus é apontado como 
o gênero predominante da microfl ora de bactérias 
ácido láticas. Este gênero também representa 
uma parte importante da microbiota de alimentos 
fermentados, especialmente de queijos produzidos 
com leite cru, onde contribuem para a ocorrência 
de características organolépticas desejáveis, 
relacionadas à consistência e aroma característicos, 
obtidos através das atividades proteolítica e 
lipolítica, além da produção de compostos voláteis 
importantes (GIRAFFA; CARMINATI; NEVIANI, 1997; 
MANOLOPOULOU et al., 2003; SARANTINOPOULOS 

et al., 2001; SARANTINOPOULOS; 
KALANTZOPOULOS; TSAKALIDOU, 2001). 
Entretanto, a atuação de espécies de enterococos 
como agente etiológico de infecções humanas é 
conhecida. Nos últimos anos, algumas espécies têm 
adquirido maior importância em quadros nosocomiais 
como patógenos oportunistas (GIRAFFA, 2002). 
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis são 
exemplos de espécies nas quais foram detectados 
fatores de virulência associados à patogenicidade e 
virulência do gênero bacteriano (MANNU et al., 2003; 
QIN et al., 2000; RICE et al., 2003; SEMEDO et al., 
2003). Geralmente, a identifi cação das espécies de 
enterococos é realizada através de testes bioquímicos 
demorados e de difícil reprodução e interpretação. 
Estas limitações constituem conseqüências diretas da 
ausência de variações fenotípicas entre as espécies 
(FACKLAM; CARVALHO; TEIXEIRA, 2002). 

O presente estudo teve por objetivo isolar e a 
identifi car E. faecium e E. faecalis, provenientes 
de amostras de queijos artesanais, por meio de 
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metodologia rápida e de fácil execução.

Material e Métodos

As amostras de queijos artesanais foram coletadas em 
estabelecimentos atacadista e varejista do interior do 
Estado de São Paulo. 

Isolamento e confi rmação do gênero 

Primeiramente, 25 g de cada amostra foram 
homogeneizadas em 225 mL de solução de citrato de 
sódio 2%. Diluições decimais seriadas foram semeadas 
em ágar KF Streptococcus e incubadas a 45°C por 48 
horas, conforme metodologia descrita por Hartman, 
Deibel e Sieverding (2001).

Foram isoladas cento e cinquenta e cinco colônias 
típicas que foram submetidas aos testes de 
confi rmação de gênero (HARTMAN; DEIBEL; 
SIEVERDING, 2001).

Cada colônia foi transferida para um tubo contendo 
caldo BHI (Brain Heart Infusion) e, após incubação 
a 35°C/18-24 h, foram preparadas lâminas para a 
coloração de Gram para observação da morfologia 
característica de enterococos (cocos gram positivos, 
em pares ou, eventualmente, em cadeias curtas). Para 
a confi rmação do gênero, foram realizados os testes 
em caldo BHI quanto ao crescimento em 6,5% de NaCl;  
pH 9,6; e a 45°C e 10°C; além do teste de atividade da 
catalase. 

Cento e quarenta e sete colônias presuntivas de 
enterococos (gram positivas, catalase-negativas, 
capazes de apresentar crescimento em pH 9,6, e em 
temperaturas de 45°C e 10°C) foram submetidas a 
análises moleculares para a identifi cação de E. faecium 
e E. faecalis.

Identifi cação de Enterococcus faecium e 

Enterococcus faecalis através da PCR (Reação da 

Polimerase em Cadeia)

Extração de DNA

A extração de DNA bacteriano dos isolados presuntivos 
de Enterococcus spp seguiu a metodologia preconizada 
por Furrer et al. (1991), com modifi cações. Inicialmente, 
cada um dos isolados foi inoculado em caldo BHI e 
incubado a 35°C/24 h. Em seguida, 600 µL foram 
transferidos para tubos eppendorf e centrifugados a 
13000 g por 10 min. Após o descarte do sobrenadante, 
o pellet foi ressuspendido em 95 µL de Tampão PCR 
1x (50 mM KCl, 10 mM Tris HCl), ao qual foi adicionado 
4 µL de solução lisozima (50 mg/mL) e mantido à 
temperatura ambiente por 15 min. Numa próxima etapa, 
adicionou-se 1 µL de proteinase K (20 mg/mL), com 

incubação em banho-maria a 60°C, durante 60 min. 
Em seguida, as amostras de DNA dos isolados foram 
submetidas a 95°C/8min e estocadas a -20°C.

Reação

Os primers utilizados nas análises moleculares 
estão listados na TABELA 1. Para a identifi cação das 
espécies foram utilizados os genes ddl

E. faecium
 e ddl

E. 

faecalis
, (DUTKA-MALEN; EVERS; COURVALIN, 1995). 

Cada reação (25 µL) foi constituída por: 0,625 U de 
Taq Polimerase, 0,2 mM de cada desoxinucleotídeo 
trifosfatado (dNTP), 2,0 mM MgCl2 , tampão PCR 
1x (20 mM Tris HCL, 50mM KCl) e 25 pmol de cada 
primer. As condições utilizadas para a amplifi cação 
foram: ciclo inicial de desnaturação a 94°C por 2 min; 
seguido por 30 ciclos a 94°C por 30 s, 54°C por 30 s 
e 72°C por 30 s; seguidos por um ciclo de extensão a 
72°C por 10 min (MASCHIETO et al., 2004). Em todas 
as reações, E. faecium ATCC 6569 e E. faecalis ATCC 
29212 foram utilizados como controle. As reações foram 
conduzidas no Termociclador Gradient (Eppendorf). 
Os produtos amplifi cados foram analisados através de 
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, comparando os 
fragmentos com um marcador de peso molecular 100 
bp ladder (FIGURAS 1 e 2).

Resultados e Discussão

Isolamento e confi rmação do gênero

De um total de 155 colônias analisadas, 147 (94,8%) 
apresentaram resultados característicos aos testes de 
isolamento e confi rmação de gênero. Esses isolados 
presuntivos de Enterococcus spp foram submetidos às 
análises moleculares (PCR) para a identifi cação das 
espécies.

Identifi cação de enterococos através da PCR

Dos 147 isolados presuntivos, 121 (82,3%) foram 
identifi cados como E. faecium através da PCR. 
Nenhum E. faecalis foi identifi cado entre os isolados 
analisados. Estes resultados corroboram os 
relatos apresentados por pesquisadores sobre a 
prevalência de E. faecium em amostras de alimentos, 
particularmente, em laticínios. De modo geral, esta 
espécie é a predominante entre os enterococos 
isolados de amostras de queijo (CARIOLATO; 
ANDRIGHETTO; LOMBARDI, 2008; GOMES et al., 
2008). 

Vinte e seis isolados presuntivos (18,4%) 
apresentaram resultados negativos frente à pesquisa 
dos genes de identifi cação de espécie ddl

E. faecium
 e 

ddl
E. faecalis

, embora tenham sido confi rmados como 
Enterococcus spp através dos testes bioquímicos. Os 
resultados indicam que, provavelmente, estes isolados 
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pertencem a outras espécies do gênero.

Considerando os resultados obtidos, pôde-se concluir 
que a aplicação da técnica de PCR representa 
uma alternativa rápida de fácil execução para a 
identifi cação de E. faecium e E. faecalis. 

TABELA 1. Primers utilizados na PCR para a detecção 
de genes de identifi cação Enterococcus faecium e 
Enterococcus faecalis

FIGURA 1. Gel de agarose contendo produto da PCR 
do gene de identifi cação de E. faecalis. Canaletas 1 a 
6: E. faecalis ATCC 29212 positivo para o gene ddl 

E. 

faecalis
 (941 pb); 7: marcador molecular (100 pb).

FIGURA 2. Gel de agarose contendo produto de PCR 
do gene de identifi cação de E. faecium. Canaletas 1 
a 3: isolados de amostras de queijo positivos para o 
gene ddl

E. faecium
 (550 pb); 4: marcador molecular (100 

pb); 5: E. faecium ATCC 6569 positivo para o gene ddl 

E. faecium
.
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