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Análise da diversidade fenotípica e genotípica de Enterococcus spp. isolados de  fezes
de suínos*

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

Daiane Bopp Fuentefria1, Alessandra Einsfeld1 & Gertrudes Corção1,2

RESUMO

O gênero Enterococcus está amplamente distribuído no meio ambiente e é geralmente encontrado nas fezes de
animais de sangue quente. Todavia, a microbiota do trato gastrintestinal destes animais vem sofrendo alterações quanto à
composição de espécies, devido ao uso de antimicrobianos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade de
espécies e genética de Enterococcus spp. isolados de amostras de fezes de suínos. Foram encontradas quatro espécies E.
faecalis (n=21), E. faecium (n=18), E. mundtii (n=7) e E. hirae (n=9), sendo que as duas primeiras foram as mais freqüentes. A
região espaçadora intergênica 16S-23S rDNA, apresentou uma grande diversidade inter e intra-específica. E. faecalis apresen-
tou a maior diversidade genética e E. hirae, a menor diversidade.

Descritores: Enterococcus, Fezes de Suínos, Diversidade Genética, Região Ribossomal Intergênica Espaçadora.

ABSTRACT

The genus Enterococcus is widely distributed in the environment, and is generally found in feces of warm-blooded
animals. However, the microbiota of the gastrointestinal tract of these animals has undergone alterations in its species composition,
due to the use of antimicrobials. The objective of the present study was to evaluate the species diversity and genetics of
Enterococcus spp. isolated from swine fecal samples. Four species were found: E. faecalis (n=21), E. faecium (n=18), E.
mundtii (n=7) and E. hirae (n=9), the first two being the most frequent. The 16S-23S rDNA intergenic spacer region showed
high inter- and intraspecific diversity. E. faecalis showed the highest genetic diversity, and E. hirae the lowest.

Keywords: Enterococcus, Pig Feces, Genetic Diversity, Intergenic Ribosomal Spacer Region.
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INTRODUÇÃO

Embora os Enterococcus estejam amplamen-
te distribuídos na natureza e apresentem um habitat
bastante diversificado, como trato gastrintestinal de
mamíferos, aves, répteis, insetos, plantas, água e so-
lo [10], gêneros alimentícios, animais domésticos e
esgoto [7], eles têm surgido como importantes pa-
tógenos em seres humanos [10,11]. A maioria das
infecções é de origem endógena, entretanto, freqüen-
temente estes microrganismos são isolados de alimen-
tos de origem animal, nos quais também são encon-
tradas linhagens resistentes a agentes antimicrobianos.
Sugere-se que estes alimentos possam ser reservató-
rios de Enterococcus resistentes e que os genes de
resistência possam ser transferidos para humanos atra-
vés da cadeia alimentar [16,19]. Estudos mostraram
que não existe preferência hospedeiro-específica e que
espécies de Enterococcus dispersam-se livremente
entre reservatórios humanos e animais [9].

Poucos estudos avaliam a microbiota de
Enterococcus intestinais de suínos, geralmente ela é
representada pelas espécies E. faecalis e E. faecium,
prevalentes em amostras de fezes desta natureza [14].
Outros pesquisadores encontraram uma terceira espé-
cie, E. durans, em algumas amostras de fezes de suí-
nos [5] e uma quantidade apreciável de E. hirae [2].

Este estudo tem por objetivo identificar espé-
cies de Enterococcus isoladas de fezes de suínos da
região da Grande Porto Alegre, realizando uma carac-
terização genotípica através da amplificação e clivagem
da região intergênica 16S-23S do rDNA, para avaliar
a diversidade genética destes isolados, a fim de enri-
quecer os conhecimentos sobre os Enterococcus as-
sociados a suínos.

MATERIAL E MÉTODOS

Isolamento e identificação fenotípica dos isolados.

As amostras de fezes (25 gramas) foram sus-
pendidas em 250 mL de solução salina (0,9%) e se-
meadas em Caldo Azida. Após 24h de incubação, de
cada tubo com crescimento bacteriano foram retira-
das nove alíquotas e inoculadas em nove placas de
ágar KF, as quais foram incubadas por 48h a 37ºC.
As colônias amareladas, esbranquiçadas e punctifor-
mes foram testadas para coloração de Gram e as que
apresentaram cocos Gram positivos foram inocula-
das em ágar PSE por 48h a 37ºC. As colônias de colo-
ração marrom foram retiradas e armazenadas em ágar

inclinado, para posterior identificação de gênero e es-
pécie, utilizando as seguintes provas morfológicas e
bioquímicas [5]: coloração de Gram, catalase, hidró-
lise da esculina, crescimento em caldo simples a 45oC,
crescimento em presença de 6,5% de NaCl, hidró-
lise do L-pirrolidonil, b–naftilamida, fermentação de
arabinose, rafinose e manitol, utilização de 1% de pi-
ruvato, motilidade, produção de arginina descarboxi-
lase e de pigmento amarelo.

Extração de DNA cromossomal.

As células bacterianas foram crescidas em
10 mL de caldo BHI por 18 h a 37oC com agitação
constante de 100 rpm [6]. Dentre as espécies, foram
selecionados, aleatoriamente, para a análise molecular,
15 isolados de E. faecalis, 17 isolados de E. faecium,
7 isolados de E. mundtii  e 9 isolados de E. hirae,
totalizando 41 isolados.

PCR-ITS.

Os fragmentos de DNA da região intergênica
16S-23S foram amplificados utilizando-se dois oligo-
nucleotídeos iniciadores: 5’– CCCGAAGTCGGTG
ARGTAAC e 5’– CCTTCATCGGCTCCTAGTGC
desenhados a partir do alinhamento de seqüências do
rDNA de Enterococcus (Acession number Y18161,
AJ420805, AJ420802, AJ420799, X79341). As rea-
ções foram realizadas com 2,5 mM de MgCl

2
, 0,2

mM de dNTP’s, 1ìM de cada oligonucleotídeo, 1U
de Taq DNA polimerase e 200-400 ng de DNA bac-
teriano em um volume final de reação de 35ìl. As
condições de reação foram: um ciclo inicial a 94oC
por 2 min, seguido de 30 ciclos a 94oC por 1 min,
51oC por 1min e 72oC por 1 min, e um ciclo final a
72oC por 10 min. O produto da PCR foi analisado
em gel de poliacrilamida não-desnaturante 8%, cora-
do com brometo de etídeo, visualizado sob luz ultra-
violeta e fotografado com câmera digital Kodak 1D
(versão 3.5.2). A análise do tamanho dos fragmentos
foi realizada através do programa KODAK 1D (ver-
são 3.5.2).

RFLP-PCR.

Uma alíquota de 10 ìl  do amplicon foi tra-
tada com 1U de Sau3AI por 2 h a 37oC, conforme
especificações do fabricante. Após incubação, o DNA
foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida
não-desnaturante 8%, corado com brometo de etídeo,
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado com
câmera digital Kodak 1D (versão 3.5.2). A análise do
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tamanho dos fragmentos foi realizada através do cál-
culo de regressão de potência, com um coeficiente de
correlação r = - 0,98.

Análise dos dados.

Os dados do RFLP-PCR foram transforma-
dos em uma matriz binária, considerando-se 0 para
ausência e 1 para a presença de um determinado frag-
mento. As matrizes de similaridade foram construídas
utilizando o coeficiente de Dice e os dendrogramas
construídos pelo método UPGMA; estas análises fo-
ram realizadas com o programa SPSS (versão 11.0).
O índice de Shannon-Weaver para diversidade  entre
as espécies foi calculado utilizando a fórmula H=C/
N (N x log N – Ón

i
 x log n

i
), onde n

i
 corresponde ao

número de isolados com o mesmo perfil Sau3AI, N
corresponde ao número total de isolados e C uma
constante com valor igual a 2.3.

RESULTADOS

Foram identificados 55 isolados como perten-
centes ao gênero Enterococcus. De acordo com os
testes bioquímicos e morfológicos, as espécies en-
contradas foram: E. faecalis (n=21), E. faecium
(n=18), E. mundtii (n=7) e E. hirae (n=9).

A amplificação da região intergênica gerou
dois fragmentos, com tamanhos variando de 355 a
590 pb, que geraram 14 perfis entre as diferentes es-
pécies de Enterococcus analisadas. Fragmentos maio-
res que 700 pb foram desconsiderados por serem re-
sultado de amplificação inespecífica. A partir das
matrizes de similaridade da análise da PCR-ITS, hou-
ve a formação de 5 grupos em um nível de similari-
dade maior que 70%. O grupo 1 foi formado por
isolados das quatro espécies analisadas, com a pre-
dominância de E. mundtii e de H. hirae. O grupo 2
foi formado exclusivamente por isolados de E. hirae,
agrupados em similaridades maiores que 80%. O gru-
po 3 foi formado com isolados de E. faecalis e E.
faecium, foi o grupo geneticamente mais homogê-
neo com similaridade maior que 80%. O grupo 5 foi
formado exclusivamente por isolados de E. faecalis.
Todos os isolados de E. hirae situaram-se nos gru-
pos 1 e 2, agrupados com similaridades de 53 a 100%.

A clivagem da região intergênica com Sau3AI
foi realizada para avaliar a variabilidade e a diversida-
de genética entre os isolados na seqüência de
nucleotídeos amplificada. A clivagem gerou 22 frag-
mentos, com tamanhos variando de 85 a 470 pb. O
índice de Shannon-Weaver para diversidade genética,

calculado a partir da clivagem com Sau3AI, foi 2,07
para E. faecalis, 2,09 para E. faecium, 1,94 para E.
mundtii e 1,90 para E. hirae.

DISCUSSÃO

A espécie encontrada com maior freqüência
foi E. faecalis seguida de E. faecium. Estas espécies
são encontradas tanto em humanos como em ani-
mais e, geralmente, são também as mais encontradas
em alimentos e no meio ambiente [7,8,9,15]. Alguns
autores afirmaram, em estudos da década de 90 que,
embora estas espécies possam ser encontradas em
bovinos, suínos, caprinos e eqüinos, geralmente eram
as menos prevalentes [9]. As espécies E. hirae e E.
cecorum foram relatadas como prevalentes no intes-
tino de suínos; e E. hirae, como a espécie patogênica
em suínos [2].Todavia, nos últimos anos, houve uma
alteração deste cenário. Em uma análise da cadeia de
produção de produtos alimentícios de origem suína,
E. faecalis e E. faecium foram também as espécies
predominantes [15]. O mesmo ocorreu em um estu-
do com amostras de intestinos de peixes criados em
fazendas integradas [13].

A alta variabilidade das seqüências ITS pode
ser utilizada para identificação de linhagens, porém,
não se extende para a rápida identificação da espé-
cie, em função da ausência de um padrão de identifi-
cação [17]. Como cada um dos fragmentos princi-
pais representa a região ITS entre uma cópia 16S
rDNA e uma cópia 23S rDNA, os resultados suge-
rem que essas linhagens possuem pelo menos duas
ou mais formas de ITS distintas, as quais diferem no
tamanho e, talvez, na sua composição de nucleo-
tídeos. A razão para essa heterogeneidade ainda não
está esclarecida. Talvez seja em função do número
de cópias de tRNA localizados na região ITS [3,
12,18].

O índice de Shannon-Weaver revelou que en-
tre as espécies estudadas, E. faecalis apresentou a
maior diversidade genética e E. hirae, a menor di-
versidade genética. Este maior índice de diversidade
pode estar relacionado com uma maior plasticidade
do microrganismo em relação ao ambiente e aos di-
ferentes hospedeiros.

CONCLUSÃO

No presente estudo, as espécies E. faecalis e
E. faecium foram encontradas com maior freqüên-
cia e apresentaram a maior diversidade genética.
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Possivelmente, dentro deste gênero, são as espécies
mais disseminadas no ambiente e com uma grande
capaci-dade adaptativa. A amplificação da região
intergênica 16S-23S do rDNA mostrou um alto grau
de variabilidade, não permitindo a separação dos iso-
lados de acordo com a espécie.
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