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1. INTRODUÇÃO 
 

Estafilococos coagulase negativa (ECN) são micro-organismos Gram-
positivos, morfologia de cocos, catalase positiva, anaeróbios facultativos, não 
formadores de esporos, conhecidos por terem aplicação tecnológica na indústria 
de alimentos (DE VOS et al., 2009). Esse grupo de bactérias contribui para a 
formação do flavor característico de embutidos cárneos fermentados (BARRIÈRE 
et   al., 2001; SIMONOVÁ et al., 2006). A fermentação espontânea de embutidos 
cárneos, isto é, pela presença de bactérias autóctones dificulta a padronização do 
produto, pois há uma diversidade de micro-organismos, assim o perfil enzimático 
pode ser variável, influenciando diretamente nas características do alimento 
(HOLZAPFEL, 2002).  

O isolamento de ECN da microbiota nativa de produtos artesanais é 
importante, pois eles já estão adaptados às condições extrínsecas (temperatura e 
umidade), bem como as condições intrínsecas do alimento (acidez, atividade 
água, interação entre micro-organismos). Permite selecionar ECN com potencial 
para aplicação em embutidos cárneos fermentados e utilizá-las como culturas 
iniciadoras, conferindo ao alimento uniformidade, contribuindo para a formação de 
um sabor genuíno da região. Além disso, a produção de salame a partir de 
culturas iniciadoras é totalmente dependente da importação dessas culturas, 
acarretando na dependência de insumos exógenos (TERRA, 2003; FIORENTINI 
et al., 2009). Sendo assim, objetivou-se caracterizar fenotipicamente e 
molecularmente ECN isolados de queijos provenientes da região Sudoeste do Rio 
Grande do Sul com perspectivas de aplicação futura em embutidos cárneos 
fermentados.  

 
2. METODOLOGIA 

 
Foram analisados fenotipicamente (20) vinte isolados ECN pelo método 

Vitek® 2 (BioMerieux, França). Para tanto foi utilizado cartões GP Test Kit VTK 2 
(Gram-positivas), contendo 43 testes bioquímicos. Seguiu-se as instruções do 
fabricante no que se refere à preparação do inóculo, incubação, leitura e 
interpretação dos resultados.  

A identificação molecular dos isolados identificados fenotipicamente como 
sendo S. xylosus foi realizada por Polymerase Chain Reaction (PCR), sendo a 
extração de DNA realizada conforme MATTHEWS et al. (1997). 

A confirmação do gênero Staphylococcus ocorreu conforme BARON et al., 
(2004), utilizando os primers forward 5’ GGACGGGTGAGTAACACGTGG 3’ e 
reverse 5’ TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT 3’ que geram um produto de 252 pb. 
A solução da reação foi preparada contendo 12,5 μL de GoTaq® Green Master 



 

Mix 2X (Promega Corp.), 2 μL de primers na concentração de 10 pmol para o 
gene 16S rRNA, 2 μL de DNA (50ng), e 8,5 μL de água ultrapura para completar o 
volume final de 25 μL. Utilizou-se como controles positivos S. xylosus ATCC 
29971 e S. aureus ATCC 25923. A mistura foi amplificada em termociclador MJ 
Research PTC 100 a 94ºC por 4 min, para a desnaturação inicial do DNA e, 
posteriormente, amplificada por 32 ciclos, onde cada ciclo consistiu em: 2 min a 
95ºC (desnaturação), 2 min a 52,7°C (anelamento), 2 min a 72ºC (extensão) e, 
por fim, extensão final por 7 min a 72ºC.  

Para amplificação do gene específico da espécie S. xylosus procedeu-se 
conforme MOROT-BIZOT, et al. (2003) onde foram utilizados os primers XYLF 5’ - 
AACGCGCAACGTGATAAAATTAATG-3’ e XYLR 5’ -
AACGCGCAACAGCAATTACG – 3’ que geram um produto de 539 pb. As reações 
de PCR foram realizadas em um volume final de 25 μL, contendo 2 μL de DNA a 
(50ng), 2μL dos primer específicos a 10 pmol, 12,5 μL de GoTaq® Green Master 
Mix 2X (Promega Corp.) e 8,5 μL de água ultrapura para completar o volume. 
Como controle positivo foi utilizado S. xylosus ATCC 29971 e como controle 
negativo S. aureus ATCC 25923. A mistura foi amplificada em termociclador nas 
seguintes condições: 5 min a 94°C para desnaturação do DNA seguido de 40 
ciclos de 30 seg. a 94°C (desnaturação), 30 seg. a 57°C (anelamento) e 45 seg. a 
72°C (extensão) e uma extensão final de 6 min a 72ºC.  

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese a 80V por 70 min em 
gel de agarose 1,5% em tampão TBE (solução de Tris, ácido bórico e EDTA) 
0,5X, utilizando-se o marcador de peso molecular de 1Kb (Invitrogen®). Os 
produtos amplificados foram corado com GelRedTM e visualizados sob luz UV em 
transiluminador (Loccus®, L-Pix Touch). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Foi possível determinar o gênero e a espécie de 17 dos 20 isolados 
submetidos às análises bioquímicas pelo método Vitek® 2, sendo identificado a 
prevalência de S. saprophyticcus (82%). Identificou-se também S. xylosus (12%) 
e S. cohnii ssp erealyticus (6%).  

RUARO et al. (2013) obtiveram 95 isolados a partir de leite cru e queijo do 
norte da Itália e verificaram que apenas (2) dois isolados não apresentaram 
atividade para catalase. Os (93) noventa e três isolados restantes apresentaram 
características de ECN e foram identificados, por métodos moleculares, 17 
espécies diferentes. CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al. (2015) isolaram 58 
cepas de ECN a partir de queijos, carnes curadas, salsichas, peixes defumados e 
identificaram por meio de provas fenotípicas e genotípicas a presença de 
Staphylococcus xylosus (n = 29), Staphylococcus epidermidis (n = 16); 
Staphylococcus lentus (n = 7); Staphylococcus saprophyticus (n = 4); 
Staphylococcus hyicus (n = 1) e Staphylococcus simulans (n = 1). 

A espécie prevalente em nosso trabalho se trata de uma bactéria comensal 
presente na pele e na mucosa urogenital de humanos (ISHIHARA et al., 2001), 
frequentemente relacionada a casos de infecções urinárias (FERREIRA et al., 
2012), o que indica possivelmente contaminação pelo manipulador, seja no 
preparo ou na comercialização do alimento.  

Destaca-se que dois (2) isolados, LQ2 e LQ3, foram identificados 
fenotipicamente como sendo S. xylosus, espécie tecnologicamente importante na 
produção de embutidos cárneos. Verificou-se que ambos não utilizam os 
carboidratos galactose, maltose, ribose, rafinose, sorbitol, trialose, mas utilizam 
manitol, manose, sacarose. Diferem entre si quanto à utilização dos carboidratos 



 

xylose e lactose, sendo que o isolado LQ2 utiliza xylose e o isolado LQ3 utiliza a 
lactose.  

Com a caracterização molecular, ambos os isolados LQ2 e LQ3 foram 
confirmados para o gênero Staphylococcus, como observa-se na Figura 1. 

. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Produtos da amplificação do gene 16 S rRNA (252 pb). Canaletas 2 e 3: 
Staphylococcus spp. isolados de queijos. Canaleta 4: S. xylosus ATCC 29971. 

Canelata 5: S. aureus ATCC 19095. Canaleta 6: controle da reação (água). 
Canaleta 1: marcador de peso molecular 1Kb. 

 
 Na confirmação da espécie, os resultados indicaram que apenas o isolado 
LQ3 se tratava de S. xylosus, como se pode observar na Figura 2. 
 

 

Figura 2. Produtos da amplificação do gene espécie específico para S. xylosus 
(539 pb). Canaletas 2 e 3: Staphylococcus spp. isolados de queijos. Canaleta 4: 

S. xylosus ATCC 29971. Canelata 5: S. aureus ATCC 19095. Canaleta 6: controle 
da reação (água). Canaleta 1: marcador de peso molecular 1Kb 

Pode-se observar que a caracterização fenotípica é muito importante, pois 
permite obter informações de relevância acerca das caraterísticas bioquímicas 
dos isolados. Não obstante, é necessário avaliar genotipicamente os isolados 
para confirmar a identificação.  
 

4. CONCLUSÕES 
 

Caracterizou-se fenotipicamente e molecularmente um (1) isolado ECN 
(LQ3) proveniente de queijos da região Sudoeste do Rio Grande do Sul, como S. 
xylosus. A perspectiva é de utilizar o isolado LQ3 como cultura iniciadora em 
embutidos cárneos fermentados.   
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