
Universidade Federal de Juiz de Fora 
Programa de Pós-Graduação em Saúde 

Doutorado em Saúde 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cláudia Oliveira Fontes 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus EM QUEIJO MINAS FRESCAL: OCORRÊNCIA, PERFIL DE 

SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E ASPECTOS DA VIRULÊNCIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Juiz de Fora 
2013 



CLÁUDIA OLIVEIRA FONTES 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus EM QUEIJO MINAS FRESCAL: OCORRÊNCIA, PERFIL DE 

SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E ASPECTOS DA VIRULÊNCIA 

 

 

Tese de Doutorado apresentado ao Curso de 
Doutorado em Saúde – Área de concentração 
em Saúde Brasileira, do Programa de Pós 
Graduação em Saúde da Faculdade de 
Medicina da Universidade Federal de Juiz de 
Fora, como requisito parcial para a obtenção do 
título de Doutor em Saúde. 

 
 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Cláudio Galuppo Diniz 

Co-orientadora: Profa. Dra. Vânia Lúcia da Silva 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juiz de Fora 

2013 



Cláudia Oliveira Fontes 

 

 

 

 

Staphylococcus EM QUEIJO MINAS FRESCAL: OCORRÊNCIA, PERFIL DE 

SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E ASPECTOS DA VIRULÊNCIA 

 

 

Tese de Doutorado apresentado ao Curso de 
Doutorado em Saúde – Área de concentração 
em Saúde Brasileira, do Programa de Pós 
Graduação em Saúde da Faculdade de 
Medicina da Universidade Federal de Juiz de 
Fora, como requisito para obtenção do título de 
Doutor em Saúde. 

 
 

Aprovada em: 12/04/2013 
 

BANCA EXAMINADORA 
 
 

____________________________________________ 
Prof. Dr. Cláudio Galuppo Diniz - Orientador 
Universidade Federal de Juiz de Fora 
 
____________________________________________ 
Profa. Dra. Aline Dias Paiva 
Universidade Federal de Juiz de Fora 
 
____________________________________________ 
Prof. Dra. Alessandra Barbosa Ferreira Machado 
Universidade Federal de Juiz de Fora 

 
____________________________________________ 
Profa. Dra. Maria Emília de Oliveira 
Faculdade de Medicina do Vale do Aço 
 
____________________________________________ 
Profa. Dra. Simone Gonçalves dos Santos 
Universidade Federal de Minas Gerais 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus queridos pais, Nilton e Zélia, meu 

irmão Flávio e Tia Emília pelo incentivo e apoio 

incondicionais em todas as etapas da minha 

formação. 

Ao meu afilhadinho lindo Murilo, a quem eu 

desejo um futuro brilhante. 

Dedico. 



AGRADECIMENTOS 

 

 

 É com muita satisfação que concluo mais esta etapa em minha formação 

acadêmica. No entanto, também é importante lembrar que esta conquista não se 

concretizou apenas com o meu esforço, mas sim como o reflexo da união de uma 

equipe de pessoas que me ajudaram direta ou indiretamente na execução de todos 

os trabalhos... 

 Ao meu orientador e amigo Cláudio Galuppo Diniz e minha co-orientadora e 

amiga Vânia Lúcia da Silva, por terem me dado a grande oportunidade de realizar 

este trabalho. Acho que nunca disse isso com todas as letras, mas vocês dois fazem 

parte do grupo de pessoas mais importantes da minha formação. Não só abriram as 

portas do laboratório e confiaram em meu trabalho, mas principalmente me 

conduziram para um caminho que há muito tempo eu havia desanimado... ”o 

Doutorado”. Talvez eu nunca possa retribuir a altura, mas saibam que serei sempre 

grata ao casal!! 

 À querida Carolina Fernandes, uma verdadeira amiga para todas as horas... 

Um grande e belo exemplo de maturidade, dedicação, comprometimento, carisma e 

alegria. Sua companhia foi muito importante durante todos esses anos. Agradeço 

por ter tido a oportunidade de conhecer e conviver com você, Anderson e a 

queridona vovó Janete, e que venham muitos e muitos anos de amizade pela 

frente!! 

 À velha (sem reclamar!) amiga Gizele Garcia, pelos 20 anos de amizade, 

pelo apoio na fase inicial do projeto e por ser uma amiga verdadeira, daquelas que 

são para sempre!! 

 Ao Thiago Nascimento, grande amigo e presidente de um clube famoso na 

mesa redonda (aquele que o Daibert fundou!!). Thiagón, obrigada por sua amizade 

durante todos esses anos e pelo exemplo de dedicação em tudo que você faz!! 

 Às queridas Luziax e Betânia, por terem sempre uma palavra de incentivo, 

pelos conselhos e por serem grandes amigas. A amizade de vocês é muito 

importante!!  

 Aos amigos de Doutorado, especialmente aos queridos Carolina, Juliana, 

Márcio, Michele, Thiago, Vanessa e Rô pela convivência tão alegre, pelos almoços 



no departamento, pelas saídas, pelas cervejinhas, pelo companheirismo e pela 

amizade. Vocês moram todos no meu coração!! 

 Aos amigos mestrandos e mestres do Lab, Laura, Dani, Felipe, Mariana e 

Naiana pela ótima convivência, pelas conversas, desabafos e pela amizade de vcs!!! 

 Aos professores da Microbiologia/ICB/UFJF: Cláudio, Vânia, Luzia, Betânia, 

Márcio e Rô, e à querida Angélica e ao Leandro por terem me recebido de braços 

abertos... Sempre me senti em casa na Microbiologia da UFJF. Obrigada pelas 

conversas, conselhos e principalmente pela amizade de vocês!!! 

 Aos professores substitutos e fiéis companheiros da mesa redonda: Gizele 

Duarte, Carolina Fernandes, Fred Daibert, Thais Gama, Thiago Nascimento e 

Ivna Melo, não só pela amizade, mas por deixarem nosso trabalho mais leve e 

prazeroso!!! Como tenho saudades da mesa redonda e das maldades de Daibert 

Veider!!! 

Às companheiras de mesa redonda Alessandra e Aline, que chegaram 

quando eu não era mais substituta, mas se tornaram grande amigas. 

Às minhas queridas e fundamentais ICs: Rafaela Alvim, Mayara Brandão e 

Marina Fajardo, sem a ajuda de vocês esse trabalho não estaria nem na metade. 

Vocês três foram minha mão direita e esquerda!!! 

A todos os ICs do lab, que trabalharam direta ou indiretamente na realização 

do meu projeto, especialmente Pedro, Suzane, Natália e Tamara. 

A todos os professores do DPMI/ICB. 

Aos amigos de DPMI Jacy, Alice e Gilson pela prazerosa convivência, pelas 

saídas tão divertidas e pela amizade. 

Aos professores do curso de Doutorado em Saúde, da Faculdade de 

Medicina da UFJF. 

À Cristina e ao Carlos pela paciência e atenção na secretaria durante todo o 

curso. 

À Darcília, pelo auxílio, gentileza e atenção durante todo o Doutorado. 

À CAPES, pelo apoio financeiro. 

A todos que de alguma maneira, direta ou indiretamente contribuíram para 

realização deste estudo, em especial às famílias Oliveira e Fontes, 

 A Deus, por todos vocês!!! 



RESUMO 

 

 

Neste estudo, os padrões de susceptibilidade a antimicrobianos, ocorrência de 

marcadores moleculares de resistência aos antimicrobianos e biocidas, bem como 

as características de virulência associadas aos Staphylococcus spp., foram 

avaliados tanto em SCN quanto em S. aureus isolados de queijo Minas Frescal no 

Brasil. Um total de 246 isolados bacterianos foram recuperados de 35 amostras de 

queijo, as quais foram obtidas em cinco lotes de cada uma das sete marcas 

comerciais diferentes avaliadas neste estudo. As contagens bacterianas variaram de 

103 a 107 UFC/g de queijo. Os percentuais elevados de resistência a antimicrobianos 

foram observados nos dois grupos bacterianos com relação à oxacilina, penicilina e 

eritromicina. Um percentual baixo de resistência aos antimicrobianos foi encontrado 

com relação ao cloranfenicol, e todas as bactérias avaliadas se mostraram 

susceptíveis à vancomicina e linezolida. No total, o índice de resistência múltipla aos 

antimicrobianos (MAR) > 0,2 foi observado em 80,6 % e 84,2 % dos isolados de 

SCN e S. aureus, respectivamente. Entretanto, o índice MAR variou de 50 % a 100 

% considerando apenas os isolados bacterianos estudados por marca comercial de 

queijo. Com relação à prevalência de SCN e S. aureus que carregam o gene mecA, 

respectivamente, 81,5 % e 47,4 % das linhagens isoladas foram consideradas 

mecA+, e 76,2 % e 42,1 % destas se mostraram fenotipicamente resistentes à 

oxacilina. Três isolados bacterianos carregavam o gene para produção de 

enterotoxina A (sea), 30,5 % produziram biofilme em um teste de laboratório, e a α 

ou ß-hemólise foi observada em 2,8 % e 7,2 %, respectivamente, em todos os 

Staphylococcus spp. avaliados. Os marcadores moleculares de resistência aos 

antimicrobianos e biocidas mais prevalentes encontrados nas linhagens de SCN e S. 

aureus foram blaZ, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, e smr. Este estudo destaca 

a importância do fenômeno da resistência aos antimicrobianos com relação aos 

microrganismos negligenciados que são veiculados por alimentos, e os prováveis 

riscos para a saúde pública relacionados ao consumo de queijo contendo bactérias 

do gênero Staphylococcus. 

Palavras chaves: Queijo Minas Frescal, agentes antimicrobianos, resistência 

bacteriana, segurança alimentar, Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase 

negativo.



 

ABSTRACT 

 

 

In this study, antimicrobial susceptibility patterns, molecular markers of antimicrobial 

and biocide-resistance occurrence and virulence-associated characteristics were 

evaluated in CoNS and S. aureus isolated from soft cheese in Brazil. A total of 246 

bacterial isolates were recovered from 35 cheese samples belonging to five batches 

with seven different trademarks. The bacterial counts ranged from 103 to 107 CFU g-

1. High antimicrobial resistance percentages were observed for oxacillin, penicillin 

and erythromycin for both S. aureus and SCN. A low antimicrobial resistance 

percentage was observed for chloramphenicol, and all of the tested bacteria were 

susceptible to vancomycin and linezolid. In total, a multiple antibiotic resistance 

(MAR) index of > 0.2 was observed for 80.6 % and 84.2 % of the isolated CoNS and 

S. aureus, respectively. However, the MAR index ranged from 50 % to 100 % when 

only bacterial cheese isolates belonging to the same trademark were considered. 

Regarding to the prevalence of SCN and S. aureus carrying mecA gene, 

respectively, 81.5 % e 47,4 % of the isolated strains were mecA+, and 76.2 % and 

42.1 % of these were phenotypically resistant to oxacillin. Three isolates carried the 

enterotoxin A gene (sea), 30.5 % produced biofilm in a laboratory test, and α- or ß-

hemolysis was observed for 2,8 % and 7.2 %, respectively, for all the Staphylococcus 

spp.. blaZ, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, and smr were most prevalent 

molecular markers found both in SCN and S. aureus strains. This study highlights the 

extent of the antimicrobial resistance phenomenon in neglected foodborne 

microorganisms and the potential public health risks that are related to the 

consumption of Staphylococci-contaminated soft cheese. 

Keywords: Minas soft cheese, antimicrobial agents, bacterial resistance, food safety, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negative. 
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representativamente a partir de cada marca comercial de queijo (A-G). A linha 

pontilhada representa a contagem máxima de Staphylococcus aureus 

permitida, de acordo com a legislação sanitária brasileira, para consumo 

seguro do alimento (Brasil 2001). 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 O leite e seus derivados fornecem aos seres humanos macro e 

micronutrientes por possuírem um balanço nutricional adequado, o que é 

indispensável ao crescimento, desenvolvimento e manutenção da saúde. O Brasil 

destaca-se como grande consumidor e produtor de laticínios e, embora uma grande 

parte desses produtos esteja adequada tecnologicamente, ainda persistem 

problemas na produção do leite, que diminuem a qualidade da matéria prima, 

tornando-o inadequado para consumo in natura. 

 A higiene e o controle de qualidade dos produtos lácteos têm como função 

primordial assegurar a inocuidade. A presença de níveis elevados de determinadas 

bactérias e suas toxinas resultam em problemas sanitários, refletindo em grandes 

perdas econômicas. Neste contexto, a qualidade da matéria prima e o rigor na 

manipulação tornam-se importantes para o desenvolvimento e consolidação da 

indústria de laticínios no Brasil. 

 O interesse quanto a segurança alimentar vem aumentando 

consideravelmente, uma vez que é crescente o número e a gravidade das doenças 

transmitidas por alimentos em todo o mundo. Assim, considerando o queijo Minas 

Frescal um alimento básico na dieta humana, sua qualidade é essencial. Este tipo 

de queijo é produzido a partir da coagulação do leite, pela ação do coalho e/ou 

bactérias lácticas existentes ou adicionadas no leite. Trata-se de um produto de 

fabricação simples, de rápida comercialização e é amplamente consumido. 

 Pesquisas microbiológicas realizadas com queijo Minas Frescal têm 

demonstrado a ocorrência de patógenos putativos de relevância em saúde pública, 

destacando-se bactérias do gênero Staphylococcus. 

 O gênero Staphylococcus é constituído por bactérias que, além de 

colonizarem alguns sítios anatômicos de seres humanos e outros animais, estão 

também associados a várias doenças de natureza infecciosa e não-infecciosa, como 

intoxicações alimentares. Além disso, tais microrganismos apresentam grande 

variabilidade nos padrões de susceptibilidade a antimicrobianos. Os determinantes 

genéticos de resistência a drogas podem ser mediados genes cromossômicos 
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quanto por genes localizados em plasmídeos e podem ser disseminados por 

transferência horizontal. 

 Assim, considerando-se as cadeias produtivas do queijo Minas Frescal, os 

reservatórios bióticos (seres humanos e outros animais) e abióticos (utensílios e 

maquinário) de patógenos putativos e o fenômeno da resistência bacteriana às 

drogas, foi proposto o presente estudo, inserido na linha de pesquisa “Identificação e 

caracterização genética de microrganismos de importância humana e animal”, em 

desenvolvimento no Núcleo de Pesquisas em Doenças Infecto-parasitárias do 

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF. Pretende-

se contribuir com dados científicos sobre a ocorrência, veiculação de 

microrganismos potencialmente patogênicos e a distribuição de marcadores 

genéticos de resistência bacteriana a drogas, como determinantes da qualidade 

microbiológica desse produto e a circulação de Staphylococcus na região de Juiz de 

Fora. 

  

javascript:abreDetalheLinha('0804212MW8HPYA',%204)
javascript:abreDetalheLinha('0804212MW8HPYA',%204)
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1. Qualidade do leite 

 

 O leite é um produto que pode ser considerado, sob a ótica dos aspectos 

biológicos, como um dos alimentos mais completos e de alto valor nutritivo, 

apresentando teor elevado de proteínas e sais minerais. É consumido amplamente 

pelos seres humanos em todas as faixas etárias e representa um dos principais 

alimentos inseridos na dieta infantil. Contudo, o leite e também seus derivados são 

considerados excelentes meios de cultivo microbiano, uma vez que apresentam uma 

grande variedade de nutrientes disponíveis, predispondo-os a rápida proliferação de 

microrganismos contaminantes, o que os torna alimentos perecíveis. Assim, 

assegurar a integridade e qualidade intrínseca do leite destinado ao consumo 

humano representa uma questão de grande preocupação (ÁVILA & GALLO, 1996; 

ZOCCHE et al., 2002; BRÍCIO, SILVA, & FINGER, 2005; PINTO et al. 2011). 

Vários fatores nas diferentes etapas da produção e processamento do leite 

influenciam a qualidade do mesmo, podendo afetar direta ou indiretamente seus 

derivados. A ordenha deve ser realizada em animais sadios, em ambiente com boas 

condições de higiene e os indivíduos responsáveis por tal procedimento devem 

apresentar boa saúde (WENDPAP & ROSA, 1995; AMARAL et al., 2003). 

É importante ressaltar que as dificuldades de transporte e as falhas no 

processo de armazenamento, que devem ser realizados sob refrigeração, podem 

interferir diretamente na qualidade do produto. Dessa maneira, é relevante 

pasteurizar e comercializar o leite de acordo com os parâmetros técnicos 

estabelecidos pela legislação vigente, e, assim, cuidados higiênicos desde a 

ordenha até a obtenção do produto final devem ser empregados, tanto para o leite 

quanto para seus derivados (FRANCO & LANDGRAF, 1996, CATÃO & CEBALLOS, 

2001). 

 

 

 

 



16 
 

 

 2.2. Queijo Minas Frescal 

  

Um dos principais derivados do processamento do leite é o queijo e, para 

muitos especialistas, a Idade Média é considerada o marco inicial na história da 

produção deste alimento. No entanto, tal atividade parece ser bem mais antiga, uma 

vez que existem relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. 

(PERRY, 2004). Em relação a este tipo de alimento, destaca-se o queijo Minas 

Frescal, por se tratar de um produto de ampla aceitação comercial e por fazer parte 

do hábito alimentar de boa parte da população (LOGUERCIO & ALEIXO, 2001) 

 O queijo Minas Frescal é um alimento originalmente nacional que é produzido 

em vários estados, e sua fabricação no Brasil foi iniciada em Minas Gerais, nas 

regiões onde o gado leiteiro era dominante no século XVIII. Inicialmente, era 

conhecido como queijo-de-minas, dando origem aos seguintes queijos: Minas 

Curado ou Minas Padrão, queijo do Serro, queijo Coalho, queijo Minas Araxá, Minas 

Frescal, entre outros (ABREU, 1999). É um dos queijos mais populares do país, 

consumido por todas as camadas sociais da população, durante todo o ano 

(MACHADO et al., 2004; FURTADO, 2005). Minas Gerais destaca-se como um 

estado tradicionalmente latinicista, e a produção de queijos apresenta importância 

tanto econômica quanto social. Isto se deve, em parte, ao maior rendimento obtido 

na produção do queijo Minas Frescal e ao processamento simples de tal alimento, o 

que possibilita um retorno rápido do investimento e, consequentemente, custos mais 

baixos aos consumidores (BEHMER, 1991; MACHADO et al., 2004). A indústria de 

laticínios apresenta grande interesse pela fabricação de queijo Minas Frescal, uma 

vez que tal produto, além de comercialmente viável, caracteriza-se como um queijo 

tipicamente brasileiro, podendo ser encontrado em quase todo o território nacional 

(ISEPON & OLIVEIRA, 1993). 

 Em relação à fabricação de queijos em escala industrial, o histórico em nosso 

pais é relativamente recente e a produção teve início a partir de 1920. Foram os 

imigrantes holandeses e dinamarqueses que estabeleceram tal prática nas regiões 

de Barbacena e Santos Dumond, em Minas Gerais, bem como no sul do referido 

estado (FURTADO, 1991). 
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 O queijo Minas Frescal é um alimento fresco, obtido por coagulação 

enzimática do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, 

suplementada ou não com a ação de bactérias lácticas específicas. É um produto de 

massa crua, perecível, classificado como semi-gordo de muita alta umidade (> 55 %) 

e não maturado, de consistência macia, cor branca, sabor suave a levemente ácido, 

com ou sem crosta fina, cilíndrico e pesando de 0,3 à 5 Kg (BRASIL, 1997; 

HOFFMAN, SILVA & VINTURIM, 2002). 

 Considerando-se os padrões microbiológicos vigentes, os queijos de muita 

alta umidade (> 55 %), como o Minas Frescal, devem apresentar as seguintes 

tolerâncias máximas para amostras indicativas de contaminação: ausência de 

Salmonella sp e Listeria monocytogenes, número mais provável por grama inferior a 

103 (NMP/g) de coliformes a 45 °C e 103 unidades formadoras de colônias (UFC) de 

Staphylococcus coagulase positivo (BRASIL, 2001). 

 

2.1.1. Fatores de risco associados à contaminação do queijo Minas 

Frescal 

 

 As boas práticas de fabricação e as medidas de sanitização durante o 

processamento são cruciais para a garantia de um produto de qualidade. Algumas 

recomendações devem ser consideradas durante a produção segura de queijos, e 

estas indicam a necessidade de se utilizar leite pasteurizado para minimizar os 

riscos à saúde (BRANT, FONSECA & SILVA, 2007). O leite destinado à fabricação 

de queijos deve ser de boa qualidade e, quando possível, livre de contaminação 

bacteriana (PERRY, 2004). 

 Se o leite for proveniente de gado apresentando mastite, este poderá 

apresentar modificação em sua composição, alterando consequentemente as 

características organolépticas, físicas, químicas e microbiológicas. Do ponto de vista 

econômico, a mastite é a enfermidade mais importante entre o gado leiteiro, 

apresentando alta prevalência em todo o mundo. É considerada uma doença 

multifatorial, acarretando sérios prejuízos, decorrentes da diminuição da secreção 

láctea ou da perda total desta capacidade, além de representar importante problema 

de saúde pública. Com relação a esta patologia, bactérias do gênero 
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Staphylococcus são provavelmente os agentes etiológicos mais isolados (VIANNI & 

LÁZARO, 2003). 

 A forma subclínica da mastite agrava o problema, uma vez que a falta de 

sinais e/ou sintomas pode favorecer a extração de leite contaminado com 

microrganismos patogênicos. Embora a pasteurização diminua a população 

microbiana presente no leite, algumas toxinas podem permanecer viáveis após a 

realização do processo, resultando em um risco potencial de intoxicação alimentar. 

Além disso, a recontaminação pode ocorrer durante as etapas da produção do 

queijo e representa um importante fator na qualidade final do produto, principalmente 

nos queijos que não são submetidos à maturação, como é o caso do queijo Minas 

Frescal (VIANNI & LÁZARO, 2003; PICOLI et al., 2006). 

 Além da utilização do leite pasteurizado, outras medidas são importantes para 

assegurar a produção de queijos livres de patógeno, tais como coletar e manter o 

leite em boas condições de higiene, manter o produto refrigerado para minimizar a 

multiplicação de microrganismos e fornecer condições higiênico-sanitárias 

adequadas, desde a fabricação até a venda aos consumidores, evitando a 

contaminação do produto (BRÍCIO, SILVA, & FINGER, 2005). 

 A contaminação microbiológica na indústria de alimentos representa um sério 

perigo para a saúde do consumidor e acarreta grandes prejuízos econômicos. Os 

laticínios, pela própria matéria-prima que utilizam e pelo alto teor de umidade nos 

locais de produção, são particularmente susceptíveis a essa contaminação. Daí, a 

importância da conscientização dos profissionais do setor, em todos os níveis, para 

a necessidade da implementação de programas de boas práticas de fabricação e do 

controle permanente dos processos e seus pontos críticos (PERRY, 2004). 

 

2.1.2 - Principais microrganismos contaminantes nos queijos 

  

Os queijos de massa mole, de pH levemente ácido a ácido e umidade elevada 

permitem o desenvolvimento de muitos microrganismos. Várias bactérias 

contaminantes utilizam lactose, produzindo ácido láctico, entre outros subprodutos, e 

podem também produzir toxinas que resultam em toxinfecções na maioria dos casos 

quando ingerida (FOX et al., 2000). 
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 Durante a transformação do leite em queijo, paralelamente à oxidação da 

lactose, ocorre a redução do oxigênio dissolvido. Em consequência, o interior dos 

queijos torna-se um ambiente essencialmente anaeróbico onde, portanto, só 

crescem microrganismos anaeróbicos ou e/ou facultativos. Isso significa que 

microrganismos exclusivamente aeróbicos, como Pseudomonas, Brevibacterium, 

Bacillus e Micrococcus podem desenvolver-se na superfície dos queijos, mas não 

em seu interior (PERRY, 2004). 

 Perry (2004) considera que as bactérias facultativas mesófilas constituem a 

maioria dos contaminantes do leite e destaca, principalmente, microrganismos 

pertencentes à família Enterobacteriaceae e aos gêneros Bacillus, Corynebacterium 

e Streptococcus, além de anaeróbios do gênero Clostridium. Tais microrganismos 

apresentam temperatura ótima de crescimento em torno de 32°C, mas podem 

crescer entre 10 ºC a 35 ºC, o que torna de extrema importância a refrigeração 

adequada do produto, a fim de evitar a multiplicação microbiana. 

 Os coliformes que crescem a 45 ºC são indesejáveis na indústria de laticínios, 

uma vez que diminuem a qualidade do leite e seus derivados, além de causar 

prejuízos à saúde do consumidor. Em alimentos processados, os coliformes indicam 

processamento inadequado ou uma contaminação pós-processamento (ASHTON, 

1992). 

Além disso, pesquisas microbiológicas realizadas com queijos do tipo Minas 

Frescal têm permitido o isolamento de vários patógenos de importância em saúde 

pública, destacando-se coliformes que crescem a 45 ºC, incluindo diversos 

sorogrupos de Escherichia coli, além de Listeria monocytogenes e Staphylococcus 

aureus (PINTO, GERMANO & GERMANO, 1996; OLIVEIRA et al., 1998; 

CARVALHO, 2001; PINTO et al., 2011). 

 Diversos surtos de doenças têm sido associados à ingestão de produtos 

lácteos. Dentre os vários tipos de microrganismos patogênicos que podem ser 

transmitidos através do leite e derivados, destaca-se o gênero Staphylococcus, cuja 

importância na epidemiologia das doenças veiculadas por alimentos decorre de sua 

alta prevalência e do risco de produção, nos alimentos contaminados, de toxinas 

causadoras de gastrenterites alimentares (ZECCONI & HAHN, 2000). 

 Os manipuladores de alimentos podem ser considerados reservatórios de 

inúmeros microrganismos, entre os quais destacam-se bactérias do gênero 
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Staphylococcus. O manuseio de queijos desconsiderando o controle higiênico-

sanitário pode resultar em contaminação do alimento por esse microrganismo 

(RAPINI et al., 2004). 

 

2.2 - O gênero Staphylococcus 

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae, sendo 

composto por 47 espécies e 24 subespécies (EUZÈBY, 2013). Estes 

microrganismos apresentam-se como cocos Gram positivos, com 0,5 a 1,5 µm de 

diâmetro (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2004). Suas células ocorrem 

sozinhas, em pares, tétrades, pequenas cadeias (3 ou 4 células) ou irregulares na 

forma de cachos. São microrganismos imóveis, não esporulados, normalmente 

catalase positivos (com exceção das espécies Staphylococcus aureus subsp. 

anaerobius e S. saccharolyticus, que são catalase negativos) e anaeróbios 

facultativos. Geralmente toleram até 10 % de NaCl, com temperatura ótima de 

crescimento entre 30 ºC e 37 ºC (HOLT et al., 1994; BANNERMAN, 2003, 

KONEMAM, 2008). 

Tais microrganismos são ubíquos e podem ser encontrados em vários 

ambientes (solo, ar e água), bem como na pele e mucosas de mamíferos tais como 

cavidade bucal, glândulas mamárias, e nos tratos geniturinário, respiratório e 

gastrintestinal dos hospedeiros. Também podem ser isolados de uma ampla 

variedade de gêneros alimentícios, tais como carne, leite e queijos (RHODEN & 

MILLER, 1995; WILKINSON, 1997; JARLOV, 1999; IRLINGER, 2008). 

Os Staphylococcus foram observados inicialmente por Kock em 1878 

descritos pela primeira vez em 1880 por um cirurgião e, atualmente, é um dos 

microrganismos mais comuns nas infecções piogênicas em todo o mundo (PEREIRA 

et al., 2000; SANTOS et al., 2007). 

As espécies do gênero Staphylococcus podem ser classificadas em 

coagulase-negativos e coagulase-positivos, de acordo com sua capacidade de 

coagular o plasma humano através da ação da enzima coagulase (RESCH et al., 

2008). 

Até algum tempo atrás, SCN não despertava interesse para a saúde pública, 

por serem considerados meramente como microrganismos saprófitas e 
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contaminantes de pouca relevância clínica, não representando em geral riscos à 

saúde humana. Atualmente, são cada vez mais crescentes as preocupações em 

relação às linhagens de SCN, e estes microrganismos já são reconhecidos como 

agentes etiológicos de uma variedade de processos infecciosos, sendo comumente 

isolados a partir de amostras clínicas de humanos e outros animais. Em humanos, 

podem estar associados a infecções de pele e tecidos mole, bem como infecções 

supurativas diversas e bacteremia. No caso de amostras de animais, é cada vez 

mais comum a participação de tais bactérias na mastite bovina, representando 

significativas perdas econômicas (RICE, 2006; SOARES et al., 2008; FESSLER et 

al., 2010). 

Entre o grupo dos coagulase-positivos, destaca-se a espécie Staphylococcus 

aureus, devido ao seu potencial patogênico e por sua prevalência tanto em 

infecções hospitalares como adquiridas na comunidade (SCANVIC et al., 2001; 

CASEY, LAMBERT & ELLIOTT, 2007). 

 

  2.2.1. Principais características de virulência associadas às bactérias 

do gênero Staphylococcus 

 

 As bactérias do gênero Staphylococcus são isoladas como agentes 

etiológicos de vários processos patológicos, seja infecção ou intoxicação, tanto em 

humanos quanto em outros animais (SOARES et al., 2008; VERAS et al., 2008; 

ARGUDÍN et al., 2012; WANG et al., 2012). 

Os Staphylooccus spp. são capazes de formar comunidades de células 

microbianas envolvidas por uma matriz constituída de substâncias poliméricas 

extracelulares, denominadas biofilmes bacterianos, e que podem estar associadas 

tanto a superfícies bióticas quanto abióticas. Quando presente nas superfícies de 

equipamentos e utensílios, o biofilme é considerado um dos principais responsáveis 

pela contaminação microbiológica de produtos lácteos (SAUER et al., 2007; 

SIMÕES et al., 2006). Em geral, este tipo de comunidade se forma em virtude de 

falhas nos procedimentos de higienização e sua eliminação é considerada um 

grande desafio, uma vez que os microrganismos presentes em um biofilme se 

tornam muito mais resistentes aos agentes antimicrobianos e aos processos de 

sanitização e desinfeção convencionais (SIMÕES et al., 2006). 
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Como patógeno clássico, S. aureus é capaz de liberar um arsenal de 

proteínas tóxicas, dentre as quais algumas se destacam, como as enterotoxinas e 

hemolisinas (DINGES et al., 2000; BERGDOLL, 1989; 2001; CARMO et al., 2002). A 

produção de toxinas por SCN foi observada em vários estudos realizados sob 

condições de laboratório. Os resultados de alguns destes estudos sugerem que os 

Staphylococcus coagulase negativo também podem ser agentes etiológicos em 

potencial de intoxicação alimentar (BORGES et al., 2008) .Bergdoll (1989) 

descreveu as enterotoxinas estafilocócicas como proteínas simples, de peso 

molecular entre 26 a 29 KDa, estruturadas em uma única cadeia polipeptídica rica 

em lisina, tirosina e ácidos aspártico e glutâmico. Apresentam propriedade de 

termorresistência, e esta característica faz com que a indústria alimentícia tenha um 

controle rigoroso, visto que as enterotoxinas podem persistir na preparação final do 

alimento, mesmo após o processamento térmico, sendo 0,05 μg/Kg considerada a 

dose tóxica mínima para provocar vômito e diarréia. Muitos tipos de enterotoxinas 

têm sido identificados com base em métodos sorológicos, e denominadas A, B, C1, 

C2, C3, D, E, G, H, I, J, K e L. Contudo, acredita-se que cerca de 5% das 

intoxicações alimentares por S. aureus sejam causadas por toxinas ainda não 

identificadas, e que um terço das amostras coagulase positivas sejam produtoras de 

enterotoxinas (GÓMEZ-LUCIA et al., 1989, SU & WONG, 1993; DINGES et al., 

2000; ORWIN et al., 2001). 

 Atualmente, a biologia molecular permite a utilização de uma ferramenta para 

detecção da sequência de nucleotídeos do gene, responsável pela informação da 

produção de enterotoxina pelos estafilococos. Técnicas como a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) podem ser aplicadas para a detecção de diversos tipos de 

estafilococos enterotoxigênicos em culturas e alimentos (SANTANA et al., 2010). 

 A intoxicação alimentar estafilocócica é a causa mais frequente de surtos de 

doenças microbianas veiculadas por alimentos em todo o mundo. Dentre os 

principais alimentos envolvidos nestes surtos destacam-se os produtos lácteos, 

principalmente os queijos. No Brasil, tais surtos estão intimamente relacionados ao 

consumo de queijos do tipo coalho e Minas Frescal (CARMO et al., 2002; BORGES 

et al., 2008; SANTANA et al., 2008) 

 A contaminação do queijo Minas Frescal por Staphylococcus 

enterotoxigênicos coagulase positivo e negativo pode resultar em intoxicação 



23 
 

alimentar, representando assim, um problema de saúde pública. Se tais 

microrganismos estiverem presentes nos alimentos em números elevados (105-106 

UFC/mL-1 ou g-1) e em condições adequadas para multiplicação, como por exemplo, 

temperatura, pH, atividade de água e O2, estes podem produzir uma ou mais 

enterotoxinas estafilocócicas (SE), ocasionando possivelmente a intoxicação 

alimentar (BORGES et al., 2008). 

 Uma outra característica de virulência associada aos microrganismos do 

gênero Staphylococcus, e que contribui para a sua capacidade de colonizar o 

hospedeiro e causar doença, diz respeito à atividade hemolítica, que ocorre pela 

produção de hemolisinas (alfa e beta). Tais proteínas podem ser ativas contra 

eritrócitos, apresentar atividade dermonecrótica e neurotóxica (DINGES et al.,2000). 

 

  2.3. Fenômeno da resistência a antimicrobianos  

 

  2.3.1. História e aspectos gerais da antibioticoterapia 

 

 O descobrimento da penicilina em 1929 e sua posterior introdução na clínica 

supõem uma verdadeira revolução no tratamento de doenças infecciosas. Desde 

então, dezenas de classes de antimicrobianos vem sendo incorporadas na prática 

médica (CALVO & MARTINEZ-MARTÍNEZ, 2009). 

 Relatos de microrganismos resistentes a antimicrobianos surgiram 

principalmente após a última década de 50, quando tais drogas tornaram-se 

amplamente utilizadas. Desde então, este problema passou a representar 

importância considerável em saúde pública. Estão se tornando cada vez mais 

limitadas, se não inexistentes, as opções de antimicrobianos para tratar infecções 

comuns, sendo necessário, nesses casos, usar drogas potencialmente tóxicas à 

saúde humana, e que podem se encontrar ainda em fase experimental (RAPINI et 

al., 2004). 

 A emergência de linhagens microbianas com níveis de resistência aos 

antimicrobianos variáveis e crescentes tem sido objeto de preocupação. O fenômeno 

é complexo e apresenta múltiplas causas, sendo algumas bem determinadas e 

outras ainda a ser esclarecidas. O fenômeno de resistência bacteriana é bem 

conhecido em ambientes hospitalares. Entretanto, os microrganismos responsáveis 
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por infecções tipicamente comunitárias começaram a mostrar crescentes níveis de 

resistência (BERQUÓ et al., 2004). 

 O aumento da resistência aos antimicrobianos ocorre pelo uso inadequado 

destes na prática médica, tanto em seres humanos e outros animais quanto em 

práticas utilizadas na agricultura. No que diz respeito a este uso indiscriminado, as 

dificuldades no estabelecimento de medidas de controle ampliam a gama de 

microrganismos resistentes. Adicionado a isso, células bacterianas podem transferir 

entre si informação de resistência, por meio de mecanismos genéticos (NORMANNO 

et al., 2007; SOARES et al., 2008). O fenótipo da resistência é na realidade um 

reflexo de um fenômeno genético, relacionado à existência de genes presentes 

genoma do microrganismo. Tais genes codificam proteínas que por sua vez alteram 

diferentes mecanismos bioquímicos, ou que proporcionam modificações na estrutura 

celular impedindo assim a ação dos medicamentos (TAVARES, 2002). 

 A resistência bacteriana aos antimicrobianos é preocupante, em virtude de 

tais microrganismos serem transmitidos ao homem pela ingestão de alimentos 

contaminados. No trato gastrintestinal, pode ocorrer transferência horizontal de 

genes de resistência entre as bactérias da microbiota indígena. A resistência aos 

antimicrobianos pode ser carreada pelo cromossomo bacteriano ou outros 

elementos genéticos (RAPINI et al., 2004). 

Existem evidências de que uso indiscriminado de antibióticos na medicina 

veterinária, na tentativa de prevenir e tratar animais doentes, bem como estimular o 

crescimento, vem aumentando cada vez mais no meio rural. Bactérias resistentes a 

diversos antimicrobianos são encontradas no leite de diversos animais de interesse 

agropecuário e, dentre estes, destacam-se os bovinos. O gênero Staphylococcus é o 

grupo predominantemente encontrado entre estes microrganismos resistentes 

(BONNA et al., 2007). 

 

2.3.2 - Antimicrobianos e o gênero Staphylococcus 

 

 Espécies de Staphylococcus resistentes aos antimicrobianos representam um 

problema cosmopolita, sendo o controle de sua disseminação um importante 

desafio. A associação de métodos fenotípicos e genotípicos na identificação do perfil 

de resistência antimicrobiana de Staphylococcus spp isolado de amostras clínicas de 
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seres humanos e animais fornece ferramentas para um diagnóstico mais acurado, 

capaz de determinar a prevalência destes estafilococos como agentes etiológicos de 

infecções e de proporcionar o desenvolvimento de estratégias de controle da 

disseminação das linhagens resistentes (COELHO et al., 2007). 

 Oliveira e colaboradores (2000) relatam que bactérias do gênero 

Staphylococcus apresentam elevada capacidade de adquirir resistência aos 

antimicrobianos. A introdução da penicilina na prática médica melhorou muito o 

prognóstico de pacientes acometidos por infecções estafilocócicas. No entanto, 

aproximadamente dois anos depois, surgiram os primeiros relatos de resistência ao 

medicamento. No final dos anos 60, a taxa de resistência hospitalar e comunitária 

aproximava-se de 90 % e 70 %, respectivamente. Atualmente, esse antimicrobiano é 

muito pouco eficaz contra bactérias do gênero Staphylococcus (MÍMICA & MENDES, 

2007). Tal resistência é mediada pela produção da enzima penicilinase, uma β-

lactamase, codificada pelo gene blaZ (KAASE et al., 2008). 

 O gene blaZ, que codifica a informação da produção de β-lactamases, pode 

estar localizado em elementos móveis no DNA cromossômico ou plasmidial da 

bactéria. Uma vez que o microrganismo é capaz de produzir uma β-lactamase, esta 

enzima inativa o antimicrobiano por meio da destruição hidrolítica do anel β-

lactâmico. As bactérias com o gene blaZ podem se dispersar por meio da 

reprodução ou ainda por disseminação horizontal do gene de resistência (LYON & 

SKURRAY, 1987; AARESTRUP & SCHWARZ, 2006; PINHO, 2008; MALACHOWA 

& DeLEO, 2010). 

Na tentativa de resolver o problema da resistência bacteriana associada à 

penicilina, relacionada principalmente à produção da enzima β-lactamase, a indústria 

farmacêutica introduziu nos final da última década de 50 a utilização de meticilina e 

oxacilina, fato que representou um passo muito significativo na terapia anti-

estafilocócica (MARTINS e CUNHA, 2007). No entanto, já nos anos 60 surgiram os 

primeiros relatos de linhagens de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA), fato que 

provavelmente foi considerado uma séria ameaça ao tratamento de infecções 

estafilocócicas em todo o mundo. Inicialmente, as amostras de MRSA eram restritas 

aos centros médicos de referência e aos hospitais de nível terciário, porém, se 

dispersaram rapidamente para outros serviços de saúde, bem como foram isolados 
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também a partir da comunidade, em animais e até mesmo em alimentos (DOYLE, 

HARTMANN & WONG, 2012). 

 A resistência à meticilina também vem sendo amplamente disseminada entre 

os Staphylococcus coagulase negativo (JOHN et al., 2009). Bactérias do gênero 

Staphylococcus, em particular MRSA e Staphylococcus coagulase negativo 

resistente à meticilina (MRSCNS) são importantes patógenos associados tanto a 

infecções hospitalares quanto a infecções adquiridas na comunidade, em todo o 

mundo (BROEKEMA et al., 2008). 

 Tanto MRSA quanto MRSCNS produzem uma proteína de ligação à penicilina 

adicional, PBP2a, codificada pelo gene mecA, que é expresso heterogeneamente. O 

gene mecA encontra-se inserido em um elemento genético móvel, o chamado 

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec). A detecção do gene mecA ou 

PBP2a é considerada o “padrão de ouro” para a determinação de resistência à 

meticilina em Staphylococcus (BROEKEMA et al, 2008; JOHN et al., 2009). 

 Os Staphylococcus que possuem o gene mecA podem expressar esta 

resistência tanto heterogeneamente quanto homogeneamente. A expressão 

heterogênea pode resultar ocasionalmente em concentrações inibitórias mínimas 

que parecem ser limítrofes e, consequentemente, os isolados podem ser 

interpretados como susceptíveis (ANAND et al., 2009). 

 Na resistência heterogênea, todas as células bacterianas carregam o gene 

mecA, entretanto, este é expresso apenas por um percentual de células. Por causa 

deste fenômeno, podem ocorrer falhas nos testes de rotina responsáveis pela 

detecção de resistência a meticilina em bactérias do gênero Staphylococcus. Assim, 

caso não seja possível realizar testes para a detecção do gene mecA, o Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) recomenda a utilização do método de 

difusão de disco com cefoxitina, uma vez que esse antimicrobiano é considerado um 

melhor indicador do que a oxacilina para determinar a resistência heterogênea à 

meticilina. Os resultados obtidos com a cefoxitina são mais fáceis de serem 

interpretados e mostram-se mais sensíveis à detecção de resistência à meticilina 

mediada por mecA (BROEKEMA et al, 2008; JOHN et al., 2009). 

 Adicionalmente, MRSA e MRSCN são importantes em virtude da resistência 

cruzada contra quase todos os agentes β-lactâmicos e outras classes de 

antimicrobianos. Os aminoglicosídeos, tais como gentamicina e tobramicina, são 
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frequentemente usados em combinação com β-lactâmicos ou glicopeptídeos. Os 

Staphylococcus apresentam resistência aos aminoglicosídeos por meio de 

modificação enzimática (EMANEINI et al., 2009). 

 Algumas bactérias do gênero Staphylococcus produzem a enzima bifuncional 

AAC(6’)/APH(2”), que é codificada pelo gene aac(6’)-aph(2”) e é capaz de inativar 

uma ampla faixa de aminoglicosídeos, tais como gentaminica, tobramicina e 

amikacina (MARTINEAU et al., 2000, EMANEINI et al., 2009). 

Além da resistência a estes antimicrobianos já citados, existem relatos na 

literatura apontando Staphylococcus coagulase negativo isolados de leite de vaca 

com mastite subclínica e clínica apresentando resistência também aos macrolídeos 

e lincosamidas. Os antimicrobianos são comumente utilizados em animais em fase 

de lactação e como terapia de bovinos magros para controle de bactérias 

associadas à mastite, em fazendas leiteiras (SIMEONI et al., 2008; SAWANT, 

GILLESPIE & OLIVER, 2009; HUBER et al., 2011). 

 A resistência à eritromicina e azitromicina em bactérias do gênero 

Staphylococcus está normalmente associada com a resistência a outros 

macrolídeos. Estudos mostram que tais bactérias podem ser portadoras dos genes 

ermA, ermB e ermC, que codificam metilases. Outro mecanismo de resistência à 

eritromicina é conferido pelos genes mrsA e msrB, que codificam a informação de 

uma bomba de efluxo dependente de ATP. Tal gene confere resistência também às 

estreptograminas tipo B nos estafilococos (CHAIEB et al., 2007). 

Os estafilococos apresentam resistência à tetraciclina tanto por modificação 

ribossomal codificada pelo gene tetM quanto mediada pelo gene tetK 

(STROMMENGER et al., 2003). 

Em muitos casos, os glicopeptídeos são a única alternativa terapêutica contra 

MRSA, em especial, a vancomicina, que inibe a síntese da parede celular e é 

utilizada na prática médica desde 1958. A resistência de linhagens de 

Staphylococcus a vancomicina não foi relatada nos primeiros 20 anos após sua 

aplicação clínica, mas, infelizmente, em 1979 e 1983 foram relatados casos de 

resistência em Staphylococcus coagulase negativo e, a partir de 1997, surgiram os 

primeiros relatos de resistência de linhagens de S. aureus (OLIVEIRA et al., 2000; 

SRINIVASAN et al., 2002). No entanto, recentemente, vem surgindo o interesse com 

relação a efetividade da vancomicina no tratamento de infecções por S. aureus. O 
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CLSI, em resposta a este interesse, reduziu os pontos de corte de susceptibilidade e 

resistência da vancomicina contra tal bactéria (JOHN et al., 2009). 

 Infelizmente já existem alguns relatos sugerindo que as bactérias do gênero 

Staphylococcus que apresentam multirresistência podem se tornar um problema 

emergente para a medicina humana e veterinária (SIMEONI et al., 2008; HUBER et 

al., 2011). 

Além da preocupante resistência aos antimicrobianos no gênero 

Staphylococcus, diversos autores tem relatado diminuição na susceptibilidade e até 

mesmo resistência bacteriana aos antissépticos e desinfetantes de uso clínico e 

industrial por estes microrganismos (HEIR, SUNDHEIM, HOLCK, 1999; ALAM et al., 

2003). 

Esta observação torna-se relevante à medida que os mecanismos de 

resistência são evidenciados e nota-se possibilidade de resistência cruzada às 

drogas de uso terapêutico, com grande impacto nos serviços de controle de 

infecções (CORREA et al., 2008). Diversos marcadores genéticos tem sido 

relacionados à expressão de habilidades bacterianas no gênero Staphylococcus 

associadas à susceptibilidade diminuída aos antissépticos e desinfetantes. Assim, 

linhagens que apresentam tais genes são consideradas linhagens resistentes. 

(LYON & SKURRY, 1987). 

Do ponto de vista bioquímico-molecular, a diminuição na susceptibilidade 

microbiana a antissépticos e detergentes catiônicos tem sido atribuídos 

principalmente à sua excreção para o meio extracelular por sistema de transporte-

multidroga dependente de força de gradiente de prótons. Em S. aureus os genes da 

família qacA/B, smr localizados em plasmídeos e norA localizado em cromossomo, 

codificariam para proteínas de transporte-multidroga (qacA/B e smr), ou mutação no 

regulador transcricional que resultaria em uma superexpressão de norA RNAm. 

Desta forma os microrganismos apresentariam resistência aos agentes catiônicos 

como compostos quaternários de amônio (cloreto de benzetônio, cloreto de 

benzalcônio), biguanidas (digluconato de clorexidina), além de corantes tais como 

acriflavina, acrinol, brometo de etídio (NOGUCHI et al., 2005). 
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Do exposto, percebe-se a relevância da resistência bacteriana para Saúde 

Pública. Evidências indicam que o uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos 

pela sociedade atual, nos diversos setores rurais e urbanos como manejo animal e 

cadeia produtiva de alimentos, dentre outros não ligados diretamente à área de 

saúde, pode selecionar bactérias resistentes que são passíveis de serem 

transferidas entre espécies. 

Devido à riqueza de nutrientes, a produção e a acessibilidade, o queijo Minas 

Frescal constitui um alimento importante no nosso meio. Desta forma, considerando 

este produto como veículo de disseminação de microrganismos putativos como os 

Staphylococcus, e de seus marcadores de resistência a drogas, percebe-se a 

necessidade de geração de conhecimento, que possa contribuir para a contenção 

deste fenômeno. 

Este estudo está inserido na linha de pesquisa “Identificação e caracterização 

genética de microrganismos de importância humana e animal”, em desenvolvimento 

no Núcleo de Pesquisas em Doenças Infecto-parasitárias do Departamento de 

Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF e pretende contribuir com 

dados regionais sobre a ocorrência de Staphylococcus, seu perfil de susceptibilidade 

e a distribuição de marcadores genéticos de resistência como determinantes da 

qualidade microbiológica do queijo Minas Frescal e a sua circulação. 

javascript:abreDetalheLinha('0804212MW8HPYA',%204)
javascript:abreDetalheLinha('0804212MW8HPYA',%204)
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 – Objetivo Geral: 

 

Avaliar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas e as 

principais características de virulência, bem como a ocorrência de marcadores 

moleculares associados à resistência em microrganismos do gênero 

Staphylococcus isolados de amostras de queijo do tipo Minas Frescal na 

cidade de Juiz de Fora, MG. 

 

3.2 – Objetivos específicos: 

 

- Isolar, identificar presuntivamente e quantificar Staphylococcus spp. a 

partir de amostras de queijos do tipo Minas Frescal, comercializados em Juiz 

de Fora/MG; 

- Identificar, pela técnica de PCR, as amostras presuntivamente 

identificadas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase 

negativo isoladas dos queijos do tipo Minas Frescal; 

- Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de 

relevância clínica humana e animal de uso comunitário e hospitalar das 

linhagens bacterianas recuperadas; 

- Pesquisar determinantes genéticos de resistência aos antimicrobianos 

de uso comunitário e hospitalar e de resistências a biocidas nas linhagens de 

Staphylococcus, isoladas de queijos do tipo Minas Frescal; 

- Avaliar características fisiológicas associadas à virulência bacteriana, 

por exemplo, produção de DNAse, capacidade de formação de biofilme e 

produção de hemolisina, entre as amostras de Staphylococcus isoladas de 

queijos do tipo Minas Frescal. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Durante os meses de setembro de 2009 a agosto de 2010 foram obtidas 35 

amostras de queijo Minas Frescal de 7 marcas diferentes (classificadas como A, B, 

C, D, E, F e G), sendo 5 lotes de cada marca. Todos os queijos avaliados no 

presente trabalho continham o selo do Serviço de Inspeção Federal (SIF), foram 

vendidos sob refrigeração e adquiridos em supermercados da cidade de Juiz de 

Fora/MG. As amostras foram transportadas em caixa de material isotérmico até o 

Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, sendo mantidas sob refrigeração até o momento das 

análises microbiológicas que foram realizadas em no máximo 2 horas. A desinfecção 

da embalagem de cada amostra de queijo foi realizada com o auxílio de álcool 70 % 

antes do rompimento da mesma. 

 

4.1. Processamento das amostras: 

 

A partir de cada queijo foi obtida uma amostra de 25 g que foi macerada em 

uma placa de petri estéril com auxílio de uma espátula também estéril. Esta amostra 

foi adicionada à uma solução de 225 mL de água peptonada (peptona 0,1 %, Difco) 

para obtenção da diluição inicial 10-1. A partir da diluição 10-1, foi coletado 1 mL e o 

mesmo foi diluído em 9 mL de água peptonada (0,1 %) em um tubo de ensaio de 

vidro estéril, obtendo-se a diluição 10-2. Tal procedimento foi repetido até a diluição 

10-6. 

Para o isolamento de microrganismos, alíquotas de 0,1 mL de cada diluição 

foram semeadas, utilizando alça de Drigalski, em duas placas de Petri: uma 

contendo o meio de cultura sólido ágar manitol (HiMedia, Mumbai, India), e a outra 

contendo o meio de cultura sólido ágar manitol acrescido de oxacilina na 

concentração de 6 µg/mL (CLSI, 2012). A seguir, as placas foram incubadas a 35,5 

ºC por 48 horas. 

Todos os espécies isolados foram preservados em caldo de congelamento, 

constituído por uma infusão de cérebro e coração de boi (Brain Heart Infusion –BHI) 
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(HiMedia, Mumbai, India) acrescido de 10 % de glicerol. Estas amostras foram 

estocadas em Freezer -20 ºC. 

 

 4.2. Identificação presuntiva das amostras 

 

A partir do crescimento bacteriano, foi realizada a contagem presuntiva do 

número de colônias fermentadoras e não fermentadoras de manitol. As colônias 

obtidas no ágar manitol foram testadas quanto a produção das enzimas catalase, e 

DNase. A verificação microscópica morfo-tintorial de todas as amostras isoladas 

(fermentadoras ou não) foi realizada pelo método de Gram. Subcultivos das 

amostras recuperadas foram feitos em ágar Mueller-Hinton (HiMedia, Mumbai, India) 

para obtenção de culturas puras. As amostras recuperadas a partir do ágar manitol 

acrescido de oxacilina foram cultivadas sempre em meio contendo 6 µg/mL do 

antimicrobiano (CLSI, 2012). 

O teste de verificação de produção da enzima catalase foi realizado a partir 

da adição de peróxido de hidrogênio (H2O2) às colônias. Considerou-se o teste 

positivo quando houve liberação de bolhas de oxigênio (BRASIL, 2003). 

Para o teste da enzima DNAse as amostras foram cultivadas em ágar DNAse 

(HiMedia, Mumbai, India) e incubadas a 35,5 ºC por 24 horas. Após este período foi 

adicionado 1 mL de solução ácida 1N. Após 5 minutos, quando o teste foi positivo, 

pode-se ser observar a produção de um halo claro ao redor das colônias (BRASIL, 

2003). 

 

4.3. Avaliação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras bacterianas 

isoladas e identificadas foi avaliado pelo método de diluição em ágar, tal como 

recomendado pelo CLSI (CLSI, 2012). 

Os antimicrobianos utilizados neste estudo foram: penicilina G, oxacilina, 

vancomicina, gentamicina, tetraciclina, levofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim, 

cloranfenicol, eritromicina, azitromicina, linezolida, clindamicina e rifampicina 

(Sigma). 



33 
 

As soluções dos antimicrobianos foram previamente preparadas como 

solução estoque, obtidas pela pesagem do sal puro em balança analítica e posterior 

diluição em água destilada, esterilizadas em filtro do tipo Millipore (Millipore) de 0,22 

µm, conservadas em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Foram utilizadas as 

concentrações que variam de 0,0625 a 1.024,0 µg/mL das drogas a serem 

avaliadas. 

Concentrações crescentes dos antimicrobianos foram incorporadas ao ágar 

Mueller Hinton (40mL) (HiMedia, Mumbai, India) contido em garrafas de vidro e 

vertidas em 2 placas de Petri previamente esterilizadas, para realização do teste em 

duplicata. 

Os inóculos das amostras testadas foram cultivados em meio sólido e diluídos 

em caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India), para se obter uma turbidez 

equivalente a 0,5 da escala de MacFarland, o que corresponde a 105 UFC/ponto. Os 

inóculos foram semeados sempre em duplicata, em meio contendo a droga com o 

auxílio de replicador de Steers (STEERS et al., 1959), em ordem crescente das 

concentrações. Placas controle de viabilidade foram inoculadas em meios sem 

adição de antimicrobiano. 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 35,5 ºC, por 24 horas. 

Amostras de referência Staphylococcus aureus ATCC 33591 e ATCC 29213 

foram utilizadas como controles positivos para resistência e sensibilidade, 

respectivamente, nos testes com os antimicrobianos. 

Os resultados foram comparados à tabela de referência (Anexo A). 

 

 4.3.1. Determinação do índice de múltipla resistência aos 

antimicrobianos 

A partir dos resultados das CIM, o índice de múltipla resistência aos 

antimicrobianos (MAR) foi calculado como o número de drogas ao qual determinado 

isolado bacteriano foi resistente, sobre o número total de drogas testadas (no caso 

13 drogas). O índice MAR acima de 0,2 indica multirresistência (KRUMPERMAN, 

1983). 

 

4.4. Extração de DNA bacteriano 
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O DNA genômico das amostras bacterianas isoladas foi extraído pelo método 

de digestão química em fenol-clorofórmio, de acordo com Giraffa et al. (2000), com 

modificações. 

Massas celulares das linhagens de Staphylococcus sp. foram obtidas a partir 

de um crescimento de 24 horas em Tryptic Soy Agar (TSA) (HiMedia, Mumbai, India) 

a 35ºC, com o auxílio de alças bacteriológicas estéreis. Quinhentos µL de solução 

de lise bacteriana (NaCl 200 mM, EDTA 20 mM, Tris HCl 20 mM pH 8,0, SDS a 4 %, 

lizosima 20ug/L) foram adicionados e as amostras foram incubadas a 35,5 ºC, por 60 

minutos, em banho-maria. Posteriormente, 50 µL de SDS 20 % foram adicionados e 

as amostras foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Quinhentos 

µL de fenol-tris-equilibrado pH 8,0 e 500 µL de clorofórmio-alcool isoamilico (24:1) 

foram adicionados e as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. A 

fase aquosa foi retirada e colocada em novo tubo, e mais 500 µL de clorofórmio-

alcool isoamilico (24:1) foram adicionados. As amostras foram novamente 

centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e transferida 

para novo tubo. A esta solução o novo tubo foram adicionados 50 µL de acetato de 

potássio (5M) e 1,2 mL de etanol gelado (ice cold). A solução foi gentilmente 

homogeneizada e o sistema incubado por toda a noite a -20ºC para precipitação do 

DNA. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 

minutos, o sobrenadante foi desprezado e 200 µL de solução de TE foram 

adicionados para suspender o DNA. A concentração de DNA foi medida em um 

espectrofotômetro de luz ultravioleta a 260 nm , e foi estocado em freezer a -20º C. 

 

4.5. Caracterização molecular das amostras bacterianas. 

 

Os isolados bacterianos identificados presuntivamente como Staphylococcus 

spp. tiveram sua identidade confirmada por biologia molecular, pela técnica da 

reação em cadeia da polimerase (PCR) (MULLIS, 1990). Além disso, na mesma 

reação, foi realizada a pesquisa do gene mecA, relacionado à resistência à oxacilina. 

Outras reações foram realizadas para  a pesquisa de genes de interesse, como a 

seguir: (i) o gene coa, relacionado à produção da enzima coagulase; (ii) confirmação 

da espécie Staphylococcus aureus nas amostras positivas para os testes da 

coagulase e DNase; (iii) detecção de genes relacionados à produção das 
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enteretoxinas A, B, C e D. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações, o 

tamanho dos amplicons esperados, as condições utilizadas em cada uma das 

reações e as respectivas referências são representados na tabela 1. Os amplicons 

obtidos em cada reação foram visualizados após eletroforese em gel de agarose 1,5 

%, em tampão Tris-borato EDTA 1X. Os géis foram analisados em transluminador de 

luz ultravioleta (GE Healthcare, United Kingdon), após tratamento com brometo de 

etídio (Promega Corporation). 
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Tabela 1: Oligonucleotídeos e condições de reação de PCR utilizadas na caracterização bacteriana. 

Oligonucleotídeo Sequência do oligonucleotídeo (5’-3’) Amplicon (bp) Condições da PCR Referência 

Staph756F 

Staph750R 

AAC TCT GTT ATT GAA GAA CA 

CAA CCT TCC GGT TTG TCA CC 
750 94ºC 5min; 10 x (94ºC 40 s, 58ºC 40s, 

72ºC 1min);  25 x (94ºC 1min, 50ºC 

1min, 72ºC 2min); 72º 10min 

ZHANG et al., 2004 
mecA1 

mecA2 

GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A 

CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A 
310 

coa1 

coa2 

ACC ACA AGG TAC TAG ATC AAC G 

TGC TTT CGA TTG TTC GAT GC 
Variável 

95 ºC 30s; 40 x (95ºC 30s, 55ºC 2min, 

72ºC 2min); 72ºC 5min 

AAERESTRUP  et al., 

1995 

SA1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 

276 
95 ºC 10 min; 32 x (95 ºC 15 s, 55 ºC 

10 s, 72 ºC 15 s), 72 ºC 10 min 

FUKUSHIMA, 

TSUNOMORI & SEKI, 

2003 
SA2 CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC 

sea1 

sea2 

GCA GGG AAC AGC TTT AGG C 

GTT CTG TAG AAG TAT GAA ACA CG 
521 

95ºC, 10min; 15 x (95ºC, 1min, 68ºC 

45s, 72ºC 1min); 20 x (95ºC 1min, 64ºC 

45s, 72ºC 1min); 72ºC 1min 

LOVSETH et al., 2004 

seb1 

seb2 

ACA TGT AAT TTT GAT ATT CGC ACT G 

TCG AGG CAT CAT GTC ATA CCA 
667 

sec1 

sec2 

CTT GTA TGT ATG GAG GAA TA CAA 

TGC AGG CAT CAT ATC ATA CCA 
284 

sed1 

sed2 

GTG GTG AAA TAG ATA GGA CTG C 

ATA TGA AGG TGC TCT GTG G 
385 
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  4.5.1. Identificação molecular de marcadores genéticos de 

resistência aos antimicrobianos e aos biocidas 

 

O mesmo DNA previamente extraído das amostras bacterianas foi utilizado 

em reações de PCR subsequentes para a pesquisa de marcadores genéticos 

relacionados à resistência aos antimicrobianos e aos biocidas. 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações, bem como o tamanho 

dos amplicons esperados, as condições utilizadas em cada uma das reações e as 

respectivas referências são representados na tabela 2. Tal como descrito 

anteriormente, os amplicons foram visualizados após eletroforese em gel de agarose 

em transluminador de luz ultravioleta. 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos, amplicons e condições de reação de PCR utilizada na pesquisa de determinantes genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos 

biocidas. 

Gene Fenótipo de resistência Sequência dos oligonucleotídeos (5’-3’) Condições de amplificação Amplicon Referência 

mecA 
Beta-lactâmicos 

resistentes a penicilinases 

GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 

CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 

Desnaturação inicial 94°C, 5 min, 10x: 94°C, 

40s; 58°C, 40s; 72°C, 1mim, 25x: 25 x 94ºC, 

1min, 50ºC 1min, 72ºC 2min, Extensão final: 

72°C,15 mim  

310 bp 
ZHANG et al., 

(2004) 

blaZ Beta-lactâmicos 
ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 

TGACCACTTTTATCAGCAACC 

Desnaturação inicial 95°C, 5 min, 35x: 95°C, 

30s; 52°C, 30s; 72°C, 1mim, Extensão final: 

72°C, 1 mim 

173 bp 
MARTINEAU et al., 

(2000) 

msrA Macrolídeos 
TCCAATCATAGCACAAAATC 

AATTCCCTCTATTTGGTGGT 

Desnaturação inicial 95°C, 5 min, 35x: 95°C, 

30s; 52°C, 30s; 72°C, 1mim, Extensão final: 

72°C, 1 mim 

163 bp 

 

CHAIEB et al., 

(2007) 

msrB Macrolídeos 
TATGATATCCATAATAATTATCCAATC 

AAGTTATATCATGAATAGATTGTCCTGTT 

Desnaturação inicial 95°C, 5 min, 35x: 95°C, 

30s; 52°C, 30s; 72°C, 1mim, Extensão final: 

72°C, 1 mim 

595 bp LINA et al., 1999 

ermA 
Macrolídeos, lincosamidas 

e estreptograminas 

AAG CGG TAA ACC CCT CTG A  

TTC GCA AAT CCC TTC TCA AC 

Desnaturação inicial 94°C, 3 min, 30x: 94°C, 

30s; 55°C, 30s; 72°C, 30s, Extensão final: 

72°C, 4 mim 

190 bp 
MARTINEAU et al., 

(2000) 

ermB 
Macrolídeos, lincosamidas 

e estreptograminas 

CTA TCT GAT TGT TGA AGA AGG ATT 

GTT TAC TCT TGG TTT AGG ATG AAA 

Desnaturação inicial 94°C, 3 min, 30x: 94°C, 

30s; 55°C, 30s; 72°C, 30s, Extensão final: 

72°C, 4 mim 

142 bp 
MARTINEAU et al., 

(2000) 

ermC 
Macrolídeos, lincosamidas 

e estreptograminas 

AATCGTCAATTCCTGCATGT 

TAATCGTGG AATACGGGTTTG 

Desnaturação inicial 94°C, 3 min, 30x: 94°C, 

30s; 55°C, 30s; 72°C, 30s, Extensão final: 

72°C, 4 mim 

299 bp 
MARTINEAU et al., 

(2000) 

linA Lincosamidas 
GGTGGCTGCGGGGTAGATGTATTAACTG 

GCTTCTTTTGAAATACATGGTATTTTTCGAT 

Desnaturação inicial 94°C, 4 min, 25x: 94°C, 

30s; 57°C, 30s; 72°C, 1mim, Extensão final: 

72°C, 1 mim 

323 bp LINA et al., 1999 

aac-aphD Aminoglicosídeos 
TAATCCAAG AGCAATAAGGGC 

GCCACACTATCATAACCACTA 

Desnaturação inicial 95°C, 5 min, 35x: 95°C, 

30s; 52°C, 30s; 72°C, 1mim, Extensão final: 

72°C, 1 mim 

227 bp 
STROMMENGER 

et al., (2003) 

qacA/B Biocidas 
GCAGAAAGTGCAGAGTTCG 

CCAGTCCAATCATGCCTG 

Desnaturação inicial 94°C, 3 min, 25x: 94°C, 

20s; 53°C, 20s; 72°C, 20s, Extensão final: 

72°C, 5 mim 

361 bp 
NOGUCHI et AL. 

2005 

smr Biocidas 
GCCATAAGTACTGAAGTTATTGGA 

GACTACGGTTGTTAAGACTAAACCT 

Desnaturação inicial 94°C, 3 min, 25x: 94°C, 

20s; 53°C, 20s; 72°C, 20s, Extensão final: 

72°C, 5 mim 

195 bp 
NOGUCHI et al. 

2005 
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 4.7. Avaliação da habilidade de formação de biofilmes  

 

 A verificação da habilidade na formação de biofilme foi realizada de 

acordo com a metodologia descrita por Andrade (2010). A partir de um pré-inóculo 

de cultura de 24 horas em caldo TSB (HiMedia) de todas as linhagens bacterianas, 

400 μL de cultura foram utilizados para uma diluição em 4 mL de meio que, depois 

de homogeneizado, foi aplicado em poços de placas de poliestireno de 96 poços de 

fundo chato (200 μL). 

 As placas foram tampadas e incubadas em estufa bacteriológica por 24 

horas, a 37ºC. Após o período de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o 

auxílio de uma pipeta esterilizada e os poços foram lavados com solução salina 

(NaCl 0,85 %) esterilizada. Posteriormente, foram adicionados 300 μL de metanol 

em cada um dos poços e as placas foram incubadas em temperatura ambiente por 

15 minutos. Logo após, o metanol foi removido e as placas foram deixadas 

destampadas em temperatura ambiente por 5 minutos, para evaporação de metanol 

residual. Em seguida, foram acrescentados 250 μL de cristal violeta (0,1%) em cada 

poço e as placas foram novamente incubadas em temperatura ambiente por 15 

minutos. Após esse período, as placas foram lavadas com água destilada para 

retirar o excesso do corante não incorporado nas células bacterianas. 

 O corante incorporado foi extraído pela adição de 300 μL de uma 

solução de etanol/acetona (8:2). O sistema foi deixado em repouso por 15 minutos 

tampado. Após este período, foi feita a leitura do corante solubilizado em leitor de 

Elisa a 590nm. Estes experimentos foram realizados em duplicata, em duas réplicas, 

para obtenção de valores médios, que foram plotados como corante solubilizado a 

partir das células bacterianas aderidas aos poços das placas utilizadas. 

 

  4.8. Avaliação da atividade hemolítica 

 

 A atividade hemolítica foi avaliada em placas de Petri contendo ágar TSA 

(HiMedia) acrescido de 5 % de sangue de carneiro. Cada isolado bacteriano a ser 

testado foi inoculado com auxílio de uma micropipeta.automática, em um volume de 

10 µL, e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. O registro de uma zona 

clara ou esverdeada ao redor do crescimento bacteriano foi classificado como β e α-
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hemólise, respectivamente, e a ausência de halo representou ausência de hemólise 

e, consequentemente, ausência de atividade hemolítica. Tal atividade foi avaliada da 

maneira previamente descrita (QUIBLIER et al., 2011). 
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  5. RESULTADOS 

 

  5.1. Isolamento e identificação das amostras. 

 

 A partir da análise das 35 amostras de queijo Minas Frescal (QMF) foram 

obtidos 246 isolados bacterianos, os quais foram identificados presuntivamente 

como bactérias do gênero Staphylococcus. Posteriormente, a identidade destes 

microrganismos foi confirmada por biologia molecular como bactérias pertencentes a 

tal gênero. Utilizando-se ainda a biologia molecular, do total de isolados bacterianos, 

19 amostras foram identificadas como Staphylococcus aureus e 227 amostras foram 

identificadas como Staphylococcos coagulase negativo. 

 A contagem de unidade formadora de colônias (UFC) por grama de queijo foi 

realizada após o crescimento microbiano para cada uma das sete marcas de queijo 

avaliadas, incluindo todos os cinco lotes do produto. 

 As linhagens de S. aureus foram recuperadas a partir das marcas de QMF B, 

E, F e G. As amostras obtidas dos queijos B e E foram isoladas em apenas um lote 

de cada marca avaliada, representando uma amostra para cada queijo. No que se 

refere às linhagens de S. aureus recuperadas a partir dos queijos F e G, tais 

microrganismos foram obtidos de 3 e 4 lotes, respectivamente, como pode ser 

observado na tabela 3. 
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Tabela 3. Contagem média de S. aureus (UFC/g) recuperadas das 35 amostras de queijo 

avaliadas, considerando as 7 marcas diferentes de QMF estudadas. 

Marcas 

de 

queijo 

Nº de morfotipos 

bacterianos 

Nº de lotes positivos para 

recuperação de S. aureus 

Média de UFC/g de 

queijo 

B 1 1 2 x 106 

E 1 1 2 x 103 

F 13 3 7,3 x 106 

G 4 4 7 x 105 

 

 Todas as 35 amostras de QMF avaliadas neste estudo foram positivas com 

relação à presença de SCN. A contagem de UFC/g de queijo das 227 linhagens de 

tais microrganismos variou de 1,1 x 105 a 9,2 x 107, e a média destes valores por 

marca de QMF é representada no gráfico 1, onde se observa todos os valores acima 

de 5 x 103, valor máximo permitido pela legislação brasileira para a contagem de S. 

aureus (BRASIL, 2001). 
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Gráfico. 1. Média da contagem de Staphylococcus coagulase negativo (log UFC/g) por 

marca comercial de queijo. Cinco lotes diferentes foram avaliados representativamente a 

partir de cada marca comercial de queijo (A-G). A linha pontilhada representa a contagem 

máxima de Staphylococcus aureus permitida, de acordo a legislação sanitária brasileira, 

para consumo seguro do alimento (Brasil 2001). 

 

 Ainda em relação às 227 linhagens de SCN, é importante destacar que 67 

amostras foram isoladas do meio seletivo acrescido de oxacilina, representando um 

total de 29,5 %. Todas as 67 amostras se mostraram multirresistentes aos 

antimicrobianos testados e apenas 5 não apresentaram o gene mecA, que confere 

informação de resistência ao antimicrobiano em questão. 

 

  5.2. Avaliação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. 

 

 O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das linhagens de SCN e S. 

aureus isoladas neste estudo é mostrado nas tabelas 4 e 5, respectivamente. 

 Em relação ao perfil de susceptibilidade das 227 linhagens de SCN avaliadas, 

os antimicrobianos menos eficientes foram a penicilina G, oxacilina e eritromicina, 

com percentuais e resistência bacteriana acima de 67 %. Percentuais associados a 

pouca eficiência dos antimicrobianos também são observados para gentamicina e 
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clindamicina, apresentando 47,2 % e 35,7 % de resistência, respectivamente. 

Quanto a estes antimicrobianas, observou-se ainda resistência intermediária de 31,6 

% e 20,1 %, respectivamente. A resistência de 14,7 %, 14,2 % e 11,7 % também foi 

encontrada para tetraciclina, levofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim, 

respectivamente, sendo observada também resistência intermediária de 86,6 % para 

este último antimicrobiano. Apesar das amostras de SCN apresentarem 

sensibilidade à rifampicina de 61,6 %, observou-se resistência intermediária de 11,6 

% com relação a este antimicrobiano. Finalmente, a azitromicina, clorafenicol, 

vancomicina e linezolida foram os antimicrobianos mais eficientes, com percentuais 

de sensibilidade bacteriana de 76,3 %, 97,7 %, 100 % e 100 %, respectivamente. 

 As 19 linhagens de S. aureus recuperadas neste estudo apresentaram um 

perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos semelhante àquele de SCN, como 

pode ser observado na tabela 3. Os antimicrobianos que se mostraram mais 

eficientes foram a vancomicina, azitromicina, linezolida e rifampicina, apresentaram 

todos 100 % de sensibilidade, bem como a tetraciclina, levofloxacina, cloranfenicol e 

clindamicina que apresentam percentuais de sensibilidade de 73,7 %, 84,2 % ,94,7 

% e 84,1 %, respectivamente. O antimicrobiano menos eficiente foi a penicilina G, 

apresentando um percentual de resistência de 89,5 %. Percentuais associados a 

pouca eficiência dos antimicrobianos também são observados para oxacilina, 

sulfametoxazol-trimetoprim e eritromicina, apresentando 42,1 %, 47,4 % e 42,1 % de 

resistência, respectivamente. A resistência de 21,1 % e 26,3 % também foi 

encontrada para gentamicina e tetraciclina. Tais microrganismos apresentaram 

ainda resistência intermediária a eritromicona, gentamicina e clindamicina, com 

percentuais de 52,6 %, 21 % e 10,6 %, respectivamente. 
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Tabela 4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos com relação aos 227 isolados de 

Staphylococcus coagulase negativo obtidos de 35 amostras de queijo Minas Frescal, 

representado por amostras sensíveis (S), com resistência intermediária (RI) e resistentes 

(R). 

Antimicrobianos Concentrações inibitórias 

mínimas (µg/mL) 

Padrões de 

susceptibilidade (%) 

CIM50% 

(n) 

CIM90% 

(n) 

Variação 

 

 

S 

 

RI 

 

R 

Penicilina G 2 4 0,0625->1024 13,8 7,7 78,5 

Oxacilina 16 64 0,125-1024 23,8 - 76,2 

Vancomicina 2 4 0,25-4 100 - - 

Gentamicina 8 32 0,125-1024 21,2 31,6 47,2 

Tetraciclina 0,5 32 0,125-128 84,5 0,8 14,7 

Levofloxacina 1 4 0,125->1024 78,9 6,9 14,2 

Sulfametoxazol-trimetropim 2 8 0,125->1024 1,7 86,6 11,7 

Cloranfenicol 8 8 8-64 97,7 - 2,3 

Eritromicina 16 >1024 0,0625->1024 9,8 22,4 67,8 

Azitromicina 1 128 0,0625->1024 76,3 9 14,7 

Linezolida 1 4 0,0625-4 100 - - 

Clindamicina 1 32 0,0625-1024 44,2 20,1 35,7 

Rifampicina 0,25 8 0,0625-32 61,6 11,6 26,8 
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Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos com relação aos 19 isolados de 

Staphylococcus aureus obtidos de 35 amostras de queijo Minas Frescal, representado por 

amostras sensíveis (S), com resistência intermediária (RI) e resistentes (R). 

 

  

Antimicrobianos Concentração inibitória mínima 

(µg/mL) 

Padrões de 

susceptibilidade (%) 

CIM50% 

(n) 

CIM90% 

(n) 

Variação 

 

 

S 

 

RI 

 

R 

Penicilina G 0,5 2 0,125->1024 10,5 - 89,5 

Oxacilina 0,5 32 0,25-256 57,9 - 42,1 

Vancomicina 1 2 0,5-4 100 - - 

Gentamicina 2 32 1-32 57,9 21 21,1 

Tetraciclina 0,5 64 0,25-128 73,7 - 26,3 

Levofloxacina 0,5 2 0,25-4 84,2 5,3 10,5 

Sulfometoxazol-trimetoprim 2 4 1-16 52,6 - 47,4 

Cloranfenicol 4 8 4-64 94,7 - 5,3 

Eritromicina 4 8 0,5->1024 5,3 52,6 42,1 

Azitromicina 0,25 1 0,06-1 100 - - 

Linezolida 0,5 2 0,5-2 100 - - 

Clindamicina 0,12 1 0,06-16 84,1 10,6 5,3 

Rifampicina 0,06 0,12 0,06-0,12 100 - - 
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  5.3. Detecção e distribuição dos marcadores genéticos de 

resistência aos antimicrobianos e biocidas 

  

A distribuição de marcadores genéticos associados à resistência aos 

antimicrobianos e aos biocidas na população bacteriana amostrada é apresentada 

na tabela 6. 

 Em relação às 7 marcas de QMF avaliadas (A-G), os determinantes genéticos 

blaZ, mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, bem como o marcador genético 

associado à resistência aos biocidas smr, foram detectados em isolados bacterianos 

de todas as marcas de QMF avaliadas. 

 Os marcadores genéticos mecA e blaZ, que codificam informação de 

resistência à meticilina/oxacilina e aos β-lactâmicos, respectivamente, foram os 

marcadores genéticos mais frequentes para SCN, com frequência de detecção de 

74 % e 64,3 %, respectivamente. O marcador blaZ também foi o mais frequente para 

as 19 linhagens de S. aureus recuperadas, exibindo frequência de detecção de 84,2 

%. Ainda em relação a estas linhagens, o marcador genético mecA apresentou 

frequência de detecção de 47,4 %. 

 Em relação aos macrolídeo e lincosamidas, os marcadores mrsA e msrB que 

codificam informação de resistência aos macrolídeos, lincosamidas e 

estreptograminas, e linA que codifica informação de resistência às lincosamidas, 

foram os mais frequentes nas linhagens de SCN recuperadas, apresentando 

frequências de detecção de 59,5 %, 56 % e 45,4 %, respectivamente. Tais 

marcadores genéticos também foram os mais frequentes para as 19 linhagens de S. 

aureus, com os respectivos percentuais de 56,6 %, 36,8 % e 26,3 % para linA, msrA 

e msrB. 

 Ainda em relação aos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas, os 

marcadores genéticos ermA, ermB e ermC foram encontrados apenas em algumas 

linhagens de SCN, apresentando frequências de detecção de 1,8 %, 3,5 % e 1,3 %, 

respectivamente. 

 O marcador genético qac, que codifica informação de resistência aos 

biocidas, também foi encontrado apenas em algumas amostras de SCN, com 

frequência de detecção de 5,7 %. 
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Tabela 6. Detecção e distribuição dos determinantes genéticos relacionados à resistência aos antimicrobianos e biocidas entre as amostras de 

Staphylococcus isoladas das 7 marcas de queijo Minas Frescal. 

Marca comercial 

de queijo Minas 

Frescal 

Microrganismos 

avaliado (n) 

Frequência de detecção dos marcadores moleculares de resistência aos antimicrobianos e biocidas (%) 

 

blaZ 

 

mecA 

 

ermA 

 

ermB 

 

ermC 

 

msrA 

 

msrB 

 

linA 

aacA-

aphD 

 

qac 

 

smr 

A S. aureus (0) - - - - - - - - - - - 

SCN (36) 80,5 47,2 - 8,3 8,3 61,1 44,4 66,6 63,8 - 66,6 

B S. aureus (1) 100 100 - - - 100 - 100 - - - 

SCN (48) 68,8 87,5 - - - 62,5 31,3 47,9 47,9 - 70,8 

C S. aureus (0) - - - - - - - - - - - 

SCN (27) 48,1 74 14,8 14,8 - 37 41 74 29,6 3,7 63 

D S. aureus (0) - - - - - - - - - - - 

SCN (35) 82,8 80 - - - 48,6 45,7 40 54,3 - 80 

E S. aureus (1) 100 - - - - 100 - - 100 - 100 

SCN (25)  64 88 - - - 96 68 60 64 - 96 

F S. aureus (13) 100 46,2 - - - 23 15,4 46,2 47 7,7 46,2 

SCN (26) 69,2 61,5 - - 7,7 26,9 19,2 46,2 57,7 15,4 38,5 

G S. aureus (4) 25 50 - - - 50 75 75 25 - 75 

SCN (30) 26,7 76,7 3,3 3,3 - 83,4 76,7 63,4 23,4 - 80 

Total S. aureus (19) 84,2 47,4 - - - 36,8 26,3 56,6 47,4 5,3 52,6 

SCN (227) 64,3 74 1,8 3,5 1,3 59,5 45,4 56 44,5 5,7 70,9 
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 Os dados referentes à correlação entre o perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos e a detecção de marcadores genéticos de resistência são 

apresentados nas tabelas 7 e 8. 

 De maneira geral, considerando-se os β-lactâmicos avaliados neste estudo, 

das 227 linhagens de SCN testadas, 78,5 % e 76,2 % apresentaram um fenótipo de 

resistência à penicilina e oxacilina, respectivamente. Dentre estes microrganismos 

resistentes, 73,1 % das amostras foram mecA+ e 59,5 % blaZ+. Tais marcadores 

foram detectados também em 4,8 % (blaZ) e 8,4 % (mecA) das amostras que foram 

sensíveis aos respectivos antimicrobianos. Ainda neste contexto, em relação às 19 

linhagens de S. aureus recuperadas, 89,5 % das amostras apresentaram fenótipo de 

resistência à penicilina e 84,5 % apresentaram o marcador blaZ. A resistência à 

oxacilina foi observada em 42,1 % dos isolados bacterianos e 31,6 % apresentaram 

o marcador genético mecA. O marcador mecA foi encontrado ainda em 15,8 % das 

amostras de S. aureus sensíveis à oxacilina. 

 O marcador genético que confere informação de resistência aos 

aminoglicosídeos avaliado neste estudo foi o aacA-aphD, e este foi detectado em 

10,5 % das linhagens de S. aureus e 18,5 % das linhagens de SCN resistentes à 

gentamicina (21,4 % e 47,1 %, respectivamente). Este marcador também foi 

detectado também em 36,8 % (S. aureus) e 4,8 % (SCN) das amostras que foram 

sensíveis à gentamicina. 

 Em relação aos macrolídeos, 42,1 % e 56 % das linhagens de S. aureus 

apresentaram fenótipo de resistência e resistência intermediária à eritromicina, 

respectivamente, e apenas o marcador genético msrA foi detectado em 10,5 % dos 

isolados resistentes, e em 21 % dos isolados que apresentaram resistência 

intermediária. Detectou-se o marcador msrB nas amostras de S. aureus sensíveis à 

azitromicina (5,3 %) e à eritromicina (5,3). Este mesmo marcador também foi 

encontrado em 26,3 % das amostras com resistência intermediária à eritromicina. 

Quanto às amostras de SCN, observou-se 14,5 % e 67,8 % de resistência à 

azitromicina e eritromicina, respectivamente, bem como 9 % e 22,4 % de resistência 

intermediária aos mesmos antimicrobianos. Ainda referente a estas amostras, o 

marcador genético msrA foi detectado em 6,2 5 e 5,3 % das linhagens resistentes e 

com resistência intermediária, respectivamente, em relação à azitromicina. Quanto à 

eritromicina, o referido marcador também foi detectado em 38,8 % e 13,2 % das 
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linhagens resistentes e com resistência intermediária. Já em relação ao marcador 

msrB, a detecção ocorreu em 7 % e 26,9 % das amostras resistentes à azitromicina 

e eritromicina, respectivamente, bem como em 4 % e 11,5 % das linhagens com 

resistência intermediária aos respectivos antimicrobianos. Os marcadores msrA e 

msrB foram encontrados ainda nas amostras de SCN sensíveis à azitromicina (20,7 

% para msrA e 34 % para msrB) e eritromicina (7,5 % para msrA e 7 % para msrB). 

 Considerando a resistência à clindamicina, entre as amostras de S. aureus, o 

marcador linA foi detectado apenas nas linhagens sensíveis (47,4 %). Em relação às 

linhagens isoladas de SCN, detectou-se o marcador linA em 19,4 % das amostras 

resistentes e em 11,5 % das amostras com resistência intermediária. O mesmo 

marcador foi detectado em 25,5 % das amostras sensíveis à clindamicina. 

 Os marcadores genéticos ermA, ermB e ermC, que conferem informação de 

resistência aos macrolídeos, lincosalinas e estreptograminas não foram detectados 

entre as amostras bacterianas identificadas como S. aureus. Considerando os 

isolados de SCN, estes marcadores foram detectados em índices inferiores a 2 % 

nas amostras resistentes, com resistência intermediária e sensíveis à azitromicina, 

eritromicina e clindamicina. 
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Tabela 7. Correlação entre o perfil de susceptibilidade e a presença dos respectivos marcadores genéticos de resistência a antimicrobianos das 227 

linhagens de Staphylococcus coagulase negativo isoladas a partir das 7 marcas comerciais diferentes de queijo Minas Frescal (no total de 35 amostras de 

queijo), considerando-se os genes de resistência aos antimicrobianos avaliados. 

Antimicrobiano 

utilizado 

  Perfil de susceptibilidade e presença de gene de resistência aos antimicrobianos (considerando as 227 

linhagens de SCN isoladas de QMF) 

% R (n) % RI (n) % S (n)   Gene detectado (n)  % R + gene (n) % RI + gene (n) % S + gene (n) 

PEN 78,5 (178) 7,7 (18) 13,7 (31) blaZ (146) 59,5 (135) - 4,8 (11) 

OXA 76,2 (173) - 23,8 (54) mecA (185) 73,1 (166) - 8,4 (19) 

AZI 14,5 (33) 9 (21) 76,2 (173) msrA (135) 

msrB (103) 

ermA (4) 

ermB (4) 

ermC (3) 

6,2 (14) 

7 (16) 

0,4 (1) 

- 

- 

5,3 (12) 

4 (9) 

- 

0,9 (2) 

- 

47,1 (107) 

33 (75) 

1,3 (3) 

0,4 (1) 

1,3 (3) 

ERY 67,8 (154) 22,4 (51) 9,7 (22) msrA (135) 

msrB (103) 

ermA (4) 

ermB (4) 

ermC (4) 

38,8 (88) 

26,9 (61) 

1,8 (4) 

1,3 (3) 

0,4 (1) 

13,2 (30) 

11,5 (26) 

- 

- 

0,9 (2) 

7,5 (17) 

7 (16) 

- 

- 

- 

GEN 47,1 (107) 31,6 (72) 21,1 (48) aacA-aphD (102) 18,9 (43) 21,1 (48) 4,8 (11) 

CLI 37,7 (81) 20,1 (46) 44 (100) linA (128) 

ermA (4) 

ermB (4) 

ermC (3) 

19,4 (44) 

0,9 (2) 

0,9 (2) 

- 

11,5 (26) 

- 

- 

- 

25,5 (58) 

0,9 (2) 

0,4 (1) 

1,3 (3) 

PEN: penicilinA, OXA: oxacilinA, AZI: azitromicina, ERY: eritromicina, GEN: gentamicina, CLI: clindamicina, % R: percentual de resistência, % RI: percentual de resistência intermediária, % S: 

percentual sensibilidade, % R + gene: percentual de resistência associado à presença de gene que confere informação de resistência, % RI + gene: percentual resistência intermediária 

associado à presença de gene que confere informação de resistência, % S + gene: percentual de sensibilidade associado à presença de gene que confere informação de resistência 
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Tabela 8. Correlação entre o perfil de susceptibilidade e a presença dos respectivos marcadores genéticos de resistência a antimicrobianos 

das 19 linhagens de Staphylococcus aureus isoladas a partir das 7 marcas comerciais diferentes de queijo Minas Frescal (no total de 35 

amostras de queijo), considerando-se os genes de resistência aos antimicrobianos avaliados. 

Antimicrobiano 

utilizado 

  Perfil de susceptibilidade e presença de gene de resistência aos antimicrobianos (considerando as 

19 linhagens de S. aureus isoladas de QMF) 

% R (n) % RI (n) % S (n)  Gene detectado 

(n) 

% R + gene (n) % RI + gene % S + gene (n) 

PEN 89,5 (17) - 10,5 (2) blaZ (16) 84,2 (16) - - 

OXA 42,1 (8) - 57,9 (11) mecA (9) 31,6 (6) - 15,8 (3) 

AZI - - 19 (100) msrA (7) 

msrB (5) 

- 

- 

- 

- 

- 

5,3 (1) 

ERY 42,1 (8) 56,2 (10) 5,3 (1) msrA (7) 

msrB (5) 

10,5 (2) 

- 

26,3 (5) 

21 (4) 

- 

5,3 (1) 

GEN 21 (4) 21 (4) 58 (11) aacA-aphD (9) 10,5 (2) - 36,8 (8) 

CLI 5,3 (1) 10,6 (2) 84,2 (16) linA (10) - 5,3 (1) 47,4 (9) 

PEN: penicilinA, OXA: oxacilinA, AZI: azitromicina, ERY: eritromicina, GEN: gentamicina, CLI: clindamicina, % R: percentual resistência, % RI: percentual resistência intermediária, % S: percentual 

de sensibilidade, % R + gene: percentual de resistência associado à presença de gene que confere informação de resistência, % RI + gene: percentual de resistência intermediária associado à 

presença de gene que confere informação de resistência, % S + gene: percentual de sensibilidade associado à presença de gene que confere informação de resistência. 
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Considerando-se o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e a 

distribuição de marcadores genéticos de resistência (tabelas 9A-G), não foram 

observadas amostras bacterianas sensíveis a todos os antimicrobianos testados. 

Aproximadamente 2 % das amostras bacterianas recuperadas se mostraram 

resistentes a apenas um antimicrobiano e, em todos estes casos, o antimicrobiano 

foi a eritromicina. Na maioria das bactérias pertencentes a este grupo (80 %), 

observou-se a presença de marcadores genéticos que codificam informação de 

resistência para outros grupos de antimicrobiano, além dos macrolídeos. 

 Ainda em relação às tabelas 9A-G e 10, observa-se a presença da 

associação dos marcadores mecA e blaZ em 48 % de todos os isolados. Deste total, 

apenas 6 % não apresentaram fenótipo de resistência associado à penicilina e/ou 

oxacilina. Uma outra associação representativa de marcadores de resistência 

observada foi referente a msrA e msrB, presente em 38 % dos isolados. Neste caso, 

observou-se também um pequeno percentual (7,5 %) de amostras bacterianas que 

não apresentaram fenótipo de resistência aos macrolídeos. 

 Uma associação que também pode ser notada a partir das tabelas a seguir é 

referente aos marcadores genéticos mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, que 

está relacionada à 5,7 % das amostras de SCN testadas. Em todas as 13 linhagens, 

a partir das quais tal associação dos genes foi detectada, o perfil de susceptibilidade 

apresenta resistência pelo menos a oxacilina, penicilina, eritromicina, azitromicina e 

gentamicina. O marcador genético aacA-aphD foi detectado em 41 % dos isolados 

bacterianos avaliados, e nestes casos aproximadamente 83 % e 86 % das amostras 

apresentavam resistência fenotípica à gentamicina e a oxacilina, respectivamente. 

 Quanto ao grupo das linezolidas, a relação positiva entre fenótipo e genótipo 

de resistência foi observada em aproximadamente 38 % dos isolados bacterianos. 

 Em relação aos marcadores que conferem informação de resistência aos 

biocidas, o gene smr foi detectado em 63,4 % de todos os isolados bacterianos 

estudados, bem como a associação do gene smr e qac foi confirmada em 

aproximadamente 5 % das amostras. 
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Tabela 9A. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 36 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal A. 

Marca do QMF (n) Fenótipo de Resistência (N) Genótipo Frequência % (n) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A (36) 

ERY (1) mecA, blaZ, msrB, smr 2,8 (1) 

PEN-OXA-ERY (3) BlaZ 
mecA, blaZ, msrA, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

SXT-CLI-ERY (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8 (1) 

PEN-OXA-CLI-ERY (1) mecA, blaZ, aacA-aphD 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-ERY (1) mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD 2,8 (1) 

PEN-OXA-SXT-CLI-ERY (3) blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 
blaZ, aacA-aphD 

2,8 (1) 
5,6 (2) 

GEN-PEN-OXA-ERY-RIF (1) blaZ, aacA-aphD, sem 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-RIF (2) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD, smr 5,6 (2) 

TET-GEN-PEN-OXA-ERY (1) mecA, blaZ, smr 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERY (5) mecA, blaZ, msrA, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 
msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
5,6 (2) 
2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY (1) blaZ, aacA-aphD 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERY-AZI (2) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD, 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERY-RIF (3) mecA, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, linA, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,8 (1) 

LEVO-GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, ermB, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-ERY-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, ermB, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (3) msrA, msrB, linA, aacA-aphD 
blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 
mecA, linA, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERY-RIF (2) mecA, linA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: sulfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERY: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9B. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 48 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal B. 

Marca do QMF 
(n) 

Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % 
(n) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B (48) 

SXT-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 2,1 (1) 
SXT-CLI-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 2,1 (1) 
PEN-SXT-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, qac, smr 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI (3) mecA, blaZ, msrB, qac, smr 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA 
mecA, blaZ, msrB, linA, aacA-aphD 

2,1 (1) 
2,1 (1) 
2,1 (1) 

PEN-OXA-ERI-AZI mecA, blaZ, msrA, linA, qac, smr 2,1 (1) 
TET-SXT-CLI-ERI-AZI (2) mecA, blaZ, msrA 

mecA, blaZ, linA, smr 
2,1 (1) 
2,1 (1) 

LEV-GEN-PEN-OXA-ERI (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, qac, smr 
mecA, msrA, linA, qac, smr 

2,1 (1) 
2,1 (1) 

TET-PEN-OXA-SXT-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, qac, smr 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (11) mecA, blaZ, msrA, smr 

mecA, blaZ, msrA, linA, aacA-aphD 
mecA, blaZ, msrA, linA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD 
mecA, blaZ, smr 
mecA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, linA, smr 

4,2 (2) 
4,2 (2) 
2,1 (1) 
2,1 (1) 
4,2 (2) 
2,1 (1) 
2,1 (1) 
2,1 (1) 

GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, qac, smr 2,1 (1) 
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) aacA-aphD 

aacA-aphD, smr 
2,1 (1) 
2,1 (1) 

LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 2,1 (1) 
TET-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD 2,1 (1) 
TET-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 2,1 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, qac, smr 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, qac, smr 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (7) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 
2,1 (1) 
2,1 (1) 
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mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD 
mecA, blaZ aacA-aphD 
mecA, blaZ, msrA, smr 

4,2 (2) 
2,1 (1) 
4,2 (2) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD 2,1 (1) 
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-RIF (4) aacA-aphD, smr 

mecA, linA, aacA-aphD, smr 
linA, aacA-aphD, smr 

2,1 (1) 
4,2 (2) 
2,1 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB 2,1 (1) 
TET-GEN-PEN-OXASXT-CLI-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD, smr 2,1 (1) 

 TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 2,1 (1) 
 TET-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) aacA-aphD, smr 2,1 (1) 
 LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, linA, aacA-aphD, smr 2,1 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9C. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 27 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal C. 

Marca do QMF 
(n) 

Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % 
(n) 

 
 
 
 
 
 
 
 

C (27) 

GEN-PEN-OXA-RIF (1) blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,7 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, linA, smr 3,7 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (2) - 

mecA, blaZ, msrB, linA, smr 
3,7 (1) 
3,7 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD, smr 3,7 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (3) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
7,4 (2) 
3,7 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-RIF (1) mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,7 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 3,7 (1) 
PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (2) mecA, linA, qac, smr 

mecA, linA 
3,7 (1) 
3,7 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (4) mecA, msrA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, smr 
mecA, blaZ, linA 

3,7 (1) 
3,7 (1) 
3,7 (1) 
3,7 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (2) mecA, linA 
mecA, ermA, linA 

3,7 (1) 
3,7 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2) ermA, linA 
mecA, ermA, linA 

3,7 (1) 
3,7 (1) 

PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, ermA, smr 3,7 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (4) mecA, blaZ, linA 

mecA, blaZ, linA, smr 
mecA, blaZ, msrB, linA 
linA, smr 

3,7 (1) 
3,7 (1) 
3,7 (1) 
3,7 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) linA 3,7 (1) 
 TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,7 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9D. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 35 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal D. 

Marca do QMF (n) Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % (n) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

D (35) 

ERI (2) blaZ, aacA-aphD 
mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 

CLI-ERI (1) aacA-aphD 2,8 (1) 
SXT-ERI (1) mecA, aacA-aphD 2,8 (1) 
LEVO-SXT.CLI-ERI (1) blaZ, smr 2,8 (1) 
LEVO-GEN-SXT-ERI (2) mecA, aacA-aphD, smr 

blaZ, aacA-aphD 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

TET-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (2) blaZ, smr 

mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) mecA, ermC, linA, aacA-aphD 2,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, smr 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (3) mecA, blaZ, msrB, smr 

mecA, blaZ, smr 
mecA, blaZ, ermA, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 2,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-RIF (1) mecA, blaZ, aacA-aphD, smr 2,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI-AZI-RIF (3) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 
2,8 (1) 
5,7 (2) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (5) mecA, msrA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, aacA-aphD, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 

2,8 (1) 
2,8 (1) 

PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 2,8 (1) 
 LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 2,8 (1) 
 TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
2,8 (1) 
2,8 (1) 

 GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 2,8 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9E. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 25 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal E. 

Marca do QMF 
(n) 

Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % 
(n) 

 
 
 
 
 

E (25) 

LEVO-ERI (1) aacA-aphD 4 (1) 
GEN-PEN-OXA (3) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, msrA, msrB, linA, smr 

4 (1) 
4 (1) 
4 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI (1) mecA, msrA, linA, smr 4 (1) 
GEN-PEN-OXA-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 8 (2) 
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (3) mecA, msrA, msrB, smr 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, linA, smr 

4 (1) 
4 (1) 
4 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (8) msrA, msrB, smr 
mecA, msrA, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 
blaZ, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 

4 (1) 
4 (1) 
8 (2) 
4 (1) 
4 (1) 
8 (2) 

GEN-PEN-OXA-CLI-RIF (3) mecA, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 

4 (1) 
4 (1) 
4 (1) 

 GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, linA, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 

4 (1) 
4 (1) 

 GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 4 (1) 
 TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-RIF (1) mecA, msrA, smr 4 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9F. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 26 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal F. 

Marca do QMF 
(n) 

Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % 
(n) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F (26) 

ERI (1) mecA, blaZ, msrA, linA, smr 3,8 (1) 
LEVO-GEN-SXT-ERI (1) - 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA (2) mecA, blaZ, aacA-aphD 

blaZ, aacA-aphD 
3,8 (1) 
3,8 (1) 

PEN-OXA-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 3,8 (1) 
TET-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 3,8 (1) 
PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrB, linA, smr 3,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-RIF (1) blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, smr 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-AZI (1) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 3,8 (1) 
PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) blaZ, aacA-aphD 3,8 (1) 
TET-SXT-CLI-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, linA, smr 3,8 (1) 
TET-PEN-OXA-SXT-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) aacA-aphD 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) blaZ, aacA-aphD 7,7 (2) 
CLO-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, aacA-aphD 3,8 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, qac, smr 3,8 (1) 
GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (1) mecA, blaZ, linA, aacA-aphD 3,8 (1) 

 LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI-AZI (1) aacA-aphD, qac 3,8 (1) 
 LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI (2) mecA, linA, aacA-aphD 

mecA, smr 
3,8 (1) 
3,8 (1) 

 TET-LEVO-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI-RIF (2) mecA, ermC, aacA-aphD 7,7 (2) 
Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 9G. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de resistência aos 

antimicrobianos entre as linhagens de Staphylococcus coagulase negativo, considerando os 30 isolados bacterianos recuperados da marca de queijo Minas 

Frescal G. 

Marca do QMF 
(n) 

Fenótipo de Resistência (n) Genótipo Frequência % 
(n) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

G (30) 

ERI (1) linA 3,3 (1) 
ERI-AZI (1) linA 3,3 (1) 
CLI-AZI (1) linA 3,3 (1) 
PEN-OXA-ERI (1) msrA, msrB, smr 3,3 (1) 
GEN-PEN-OXA (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 
GEN-CLI-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 
LEVO-GEN-PEN-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI (7) mecA, msrA, msrB, linA, smr 

mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 
msrA, msrB, smr 
msrA, msrB 
mecA, msrA, msrB, linA, smr 
mecA, msrA, linA, smr 

3,3 (1) 
3,3 (1) 
6,7 (2) 
3,3 (1) 
3,3 (1) 
3,3 (1) 

GEN-PEN- OXA-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 
PEN-OXA-ERI-RIF (1) mecA 3,3 (1) 
TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, ermA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI-RIF (2) mecA, blaZ, msrA, smr 

mecA, linA 
3,3 (1) 
3,3 (1) 

GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (5) mecA, blaZ, msrA, msrB, smr 
mecA, msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
msrA, msrB, aacA-aphD, smr 
mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 

6,7 (2) 
3,3 (1) 
3,3 (1) 
3,3 (1) 

GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 3,3 (1) 
CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, ermB, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 

 CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI-AZI (1) mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 
 GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI (1) mecA, msrA, msrB, linA, smr 3,3 (1) 
 GEN-PEN-OXA-SXT-CLI-ERI-AZI-RIF (1) mecA, msrA, msrB, smr 3,3 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, CLI: Clindamicina, 

ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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Tabela 10. Correlação entre a distribuição dos marcadores genéticos de resistência aos antimicrobianos e aos biocidas e o fenótipo de 

resistência aos antimicrobianos entre as 19 linhagens de Staphylococcus aureus recuperadas das 35 amostras de queijo Minas Frescal avaliadas. 

 
Fenótipo de Resistência (N) 

Genótipo Frequência % 
(n) 

PEN-ERI (2) blaZ, aacA-aphD 10,5 (2) 
CLI-ERI (1) linA 5,2 (1) 
PEN-SXT-ERI (3) blaZ, aacA-aphD 

blaZ, linA, aacA-aphD 
10,5 (2) 
5,2 (1) 

LEVO-PEN-ERI (1) blaZ, aacA-aphD, 5,2 (1) 
PEN-OXA-ERI (1) blaZ, msrB, linA, qac, smr 5,2 (1) 
PEN-SXT-ERI (1) blaZ, linA, smr 5,2 (1) 
PEN-SXT-CLI-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 5,2 (1) 
LEVO-PEN-SXT-ERI (1) blaZ, aacA-aphD 5,2 (1) 
TET-PEN-SXT-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, linA, smr 5,2 (1) 
GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrA, linA 5,2 (1) 
LEVO-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, blaZ, msrB, linA, smr 5,2 (1) 
CLO-TET-GEN-PEN-OXA (1) blaZ, msrB, smr 5,2 (1) 
TET-GEN-PEN-OXA-SXT-ERI (2) mecA, blaZ, msrA, smr 

mecA, blaZ, msrA, linA, smr 
5,2 (1) 
5,2 (1) 

CLO-TET-GEN-PEN-OXA-ERI (1) mecA, msrA, msrB, linA, aacA-aphD, smr 5,2 (1) 
TET-GEN-PEN-OXA-CLI-ERI (1) blaZ, msrA, aacA-aphD, smr 5,2 (1) 

Legenda: CLO: cloranfenicol, TET: tetraciclina, VAN: vancomicina, LEVO: levofloxacim, GEN: Gentamicina, PEN: penicilina, OXA: oxacilinA, SXT: SXTfametoxazol-trimetoprim, 

CLI: Clindamicina, ERI: eritromicina, AZI: azitromicina, LIN: linezolida, RIF: rifamicina 
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O índice multirresistência aos antimicrobianos (MAR) de SCN e S. aureus 

resistentes é mostrado nas tabelas 11 e 12 a seguir. Com base neste parâmetro, 

80,6 % dos isolados de SCN e 84,2 % dos isolados de S. aureus foram classificados 

como microrganismos multirresistentes, com um índice MAR > 0,2. Considerando 

apenas as bactérias que pertencem à mesma marca de QMF avaliada, o percentual 

de isolados com índice MAR > 0,2 variou de 50 % a 92,6 % para SCN e de 50 % a 

100 % para S. aureus. 

 

5.4. Avaliação das características fisiológicas e moleculares 

associadas à virulência. 

 

Considerando-se a atividade hemolítica, α e ß-hemólise foram observadas em 

3 % e 5,3 % das amostras de SCN identificadas, respectivamente (tabela 11). A ß-

hemólise também foi encontrada nas linhagens de S. aureus, com um percentual de 

36,8 %. Neste grupo de microrganismo, não foi observada α-hemólise (tabela 12). 

As 227 bactérias SCN e 19 S. aureus também foram testadas quanto à 

presença de genes das enterotoxinas A-D, bem como a capacidade de produção de 

biofilme. Observou-se que três amostras de SCN apresentavam o gene para a 

produção de enterotoxina A, e nenhum gene foi encontrado entre as amostras de S. 

aureus. A capacidade de produção de biofilme foi detectada em 30 % e 36,8 % das 

amostras de SCN e S. aureus, respectivamente (tabelas 11 e 12). 
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Tabela 11. Associação entre as características fisiológicas e moleculares de resistência à 

oxacilina, multirresistência, biofilme e atividade hemolítica entre as amostras de 

Staphylococcus coagulase negativo recuperadas a partir das amostras de queijo Minas 

Frescal. 

Marca do 

queijo 

 

Número 

de 

isolados 

de SCN 

SCN 

mecA+ n 

(%) 

Resistência 

à oxacilina 

n (%) 

Índice MAR 

> 0,2 

n (%) 

Produção 

de Biofilme 

n (%) 

Atividade hemolítica 

n (%) 

α ß 

1 36 28 (77,8) 31 (86,1) 32 (89) 5 (13,9) 1 (2,8) 1 (2,8) 

2 48 42 (87,5) 38 (79,2) 43 (89,6) 7 (14,6) 4 (8,3) 1 (2,1) 

3 27 19 (70,4) 24 (88,8) 25 (92,6) 7 (25,9) - - 

4 35 28 (80,0) 25 (71,4) 25 (71,4) 7 (20,0) 1 (2,8) 1 (2,8) 

5 25 21 (84,0) 23 (92) 22 (88) 13 (52) - 1 (4) 

6 26 19 (73,0) 11 (42,3) 13 (50) 13 (50) 1 (3,8) 7 (26,9) 

7 30 28 (93,3) 21 (70) 23 (76,7) 16 (53,3) - 1 (3,3) 

Total 227 185 (81,5) 173 (76,2) 183 (80,6) 68 (30) 7 (3) 12 (5,3) 
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Tabela 12. Associação entre as características fisiológicas e moleculares de resistência à 

oxacilina, multirresistência, biofilme e atividade hemolítica entre as amostras de 

Staphylococcus aureus recuperadas a partir das amostras de queijo Minas Frescal. 

Marca do 

queijo 

 

Número 

de 

isolados 

de S. 

aureus 

S. aureus 

mecA+ n 

(%) 

Resistência 

à oxacilina 

n (%) 

Índice MAR 

> 0,2 

n (%) 

Produção 

de Biofilme 

n (%) 

Atividade hemolítica 

n (%) 

α ß 

2 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) - - - 

5 1 - 1 (100) 1 (100) - - - 

6 13 6 (46,2) 4 (30,8) 12 (92,3) 5 (38,5) - 5 (38,5) 

7 4 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (28,6) - 2 (50) 

Total 19 9 (47,4) 8 (42,1) 16 (84,2) 7 (36,8) - 7 (36,8) 
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6. DISCUSSÃO 

 

 

A contaminação microbiana na indústria de alimentos faz com que o 

consumidor fique exposto a sérios riscos relacionados à saúde. Neste contexto, as 

indústrias de laticínios são consideradas particularmente susceptíveis à 

contaminação por microrganismos, principalmente pela matéria prima utilizada na 

fabricação e pelo elevado teor de umidade encontrado nos locais de produção 

(PERRY, 2004). 

De acordo com a literatura, a contaminação microbiana do queijo Minas Frescal 

(QMF) está associada às falhas que podem ocorrer em qualquer etapa na linha de 

produção do alimento, tais como as condições sanitárias dos rebanhos, que afetam 

diretamente na qualidade da matéria prima utilizada, até o transporte e 

comercialização dos queijos, em que o tempo e a temperatura de conservação 

durante o armazenamento podem explicar os percentuais elevados de amostras 

impróprias para consumo humano (BRANT et al., 2007). 

Atualmente, a autoridade sanitária brasileira, representada pela ANVISA, 

apresenta limites para as contagens de Staphylococcus aureus encontrados em 

alimentos como o QMF, mas ainda não existe nenhuma legislação específica 

referente à contagem de Staphylococcus coagulase negativo (SCN). Contudo, 

apesar de não serem previstas pela legislação vigente, as contagens elevadas de 

SCN encontradas no presente estudo (gráfico 1) podem representar a má qualidade 

do produto. Torna-se relevante destacar que, das quatro marcas de QMF positivas 

com relação à presença de S. aureus, uma apresentou contagens de S. aureus em 

torno de 103 UFC/g e as outras três marcas apresentaram contagens acima do valor 

permitido por lei para este tipo de alimento (BRASIL, 2001). Em relação às linhagens 

de SCN recuperadas, as contagens se mostraram elevadas nas 35 amostras de 

queijo testadas, com variação entre 1,1 x 105 a 9,2 x 107 UFC/g. A partir dos dados 

obtidos, observa-se também que todas as amostras de QMF avaliadas 

apresentaram contagens de SCN superiores a 103 UFC/g, que é o padrão 

estabelecido por lei para a presença de Staphylococcus aureus neste tipo de queijo. 
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Considerando os microrganismos previstos na legislação como contaminantes 

(Anexo B), alguns autores relatam a contaminação dos produtos em 100% do QMF 

amostrado, com contagens microbianas acima do permitido por lei, especialmente 

em queijos artesanais, cujo leite usado como matéria prima não sofre processo de 

controle da população microbiana, tal como a pasterurização (LUBECK et al., 2001; 

PINTO et al., 2011). Em um trabalho mais semelhante ao presente estudo, com uma 

avaliação de queijos produzidos a partir de leite pasteurizado, Rocha et al. (2006) 

observaram que 85,7 % das amostras de QMF industrializado estavam impróprias 

para consumo, apresentando índices que variam de 104 a 108 UFC/g de 

Staphylococcus spp. Tais autores consideram o QMF um alimento muito susceptível 

à contaminação microbiana e, por isso, esse processo pode ocorrer já a partir da 

matéria prima contaminada. No entanto, os mesmos autores sugerem também que o 

índice elevado de microrganismos nos queijos fabricados a partir de leite 

pasteurizado pode estar associado a contaminações cruzadas durante ou após o 

processamento do alimento. 

Em relação ao presente estudo, em todas as 35 amostras de QMF avaliadas, o 

leite utilizado como matéria prima na fabricação do queijo era descrito como 

pasteurizado, e as embalagens apresentavam o selo do Serviço de Inspeção 

Federal (S.I.F.), que garante a obrigatoriedade da utilização do leite pasteurizado na 

fabricação de queijos. Entretanto, uma vez que a fiscalização das amostras 

comercializadas não é constante, torna-se muito difícil garantir aos consumidores 

um produto dentro dos padrões de qualidade e adequado para o consumo 

(OLIVEIRA et al.,2003). Assim, considerando-se as técnicas microbiológicas 

utilizadas e o controle de qualidade experimental, as questões sanitárias envolvendo 

a cadeia produtiva das diferentes amostras de QMF avaliadas, poderiam explicar os 

índices tão elevados de microrganismos recuperados no presente trabalho. Além 

disso, Okura e Moacir (2010) sugerem, a partir de seus estudos onde os resultados 

de amostras de QMF com SIF apresentaram índices de contaminação bacteriana 

elevada, que apenas a aplicação da pasteurização parece não resolver 

completamente o problema da qualidade dos queijos, apontando uma necessidade 

de investimento na melhoria das instalações, higienização adequada e monitorada 

dos equipamentos e utensílios, bem como investimento em capacitação de 
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funcionários nas empresas com Serviço implantado de inspeção sanitária (SIF). A 

ocorrência de altos níveis populacionais destes microrganismos no queijo, segundo 

Assumpção et al. (2003), pode resultar, ainda, em uma diminuição na vida útil do 

alimento, acarretando em prejuízos financeiros, além dos riscos à saúde do 

consumidor. 

Em relação aos SCN, além da contagem excessiva destes microrganismos nas 

amostras de QMF avaliadas neste estudo, é importante destacar que, recentemente, 

tais microrganismos vêm surgindo como patógenos oportunistas significativos, tanto 

na medicina humana quanto veterinária (ROHDE et al., 2004; PIETTE e 

VERSCHRAEGEN, 2009). Estas bactérias podem se dispersar inicialmente a partir 

de animais, em decorrência de existirem normalmente como componentes da 

microbiota residente nas membranas mucosas e pele de muitos animais (SAWANT 

et al., 2009; CONTON et al., 2010). Até alguns anos atrás, na indústria de alimentos, 

SCN eram considerados como contaminantes que não apresentavam riscos à saúde 

dos consumidores. No entanto, a descoberta de que linhagens de SCN também 

podem produzir enterotoxinas exigiu que a importância destes microrganismos fosse 

reconsiderada, e seu significado na saúde pública se tornou uma preocupação em 

todo o mundo (OLIVEIRA et al., 2010, RALL et al., 2010). 

Além do exposto, a detecção de contagens elevadas de bactérias do gênero 

Staphylococcus em todas as marcas de QMF avaliadas neste estudo é de grande 

interesse, especialmente considerando os níveis de resistência aos antimicrobianos 

e características de virulência exibidos por tais isolados. Estes achados sugerem 

que tais produtos podem ser considerados como um importante reservatório para 

patógenos oportunistas com multirresistência aos antimicrobianos, uma vez que já 

foi demonstrado para S. aureus e sugerido para SCN (PEREIRA et al., 2009; 

PODKOWIK et al., 2012). 

Quanto às principais características de virulência associadas ao gênero 

Staphylococcus, embora existam poucos relatos na literatura para comparar com os 

presentes resultados, a frequência elevada de isolados produtores de biofilme a 

partir do QMF industrializado pode representar riscos associados não apenas à 

relação bactéria-hospedeiro, mas também à persistência bacteriana em toda a 

cadeia de produção do alimento. Acredita-se que as bactérias possam permanecer 
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nos biofilmes, em virtude de sua capacidade de aderência à superfície e resistência 

aos fatores físicos, químicos e biológicos, tais como calor, desidratação, 

detergentes, biocidas e antimicrobianos (SIMOJOKI et al., 2012). Adicionalmente, a 

ocorrência de bactérias hemolíticas e daquelas que carregam genes de 

enterotoxinas, incluindo o gene de enterotoxina A estafilocócica, representam 

preocupações acerca das relações bactéria-hospedeiro. Entretanto, uma importante 

preocupação é que a presença de um gene de que codifica para uma enterotoxina 

não indica que a enterotoxina em questão é expressa e está presente no alimento. 

Entre as enterotoxinas estafilocócicas, as enterotoxinas A e B são as mais 

prevalentes em casos de intoxicação alimentar. Veras et al., (2008) avaliaram o 

potencial enterotoxigênico de Staphylococcus spp. no Brasil, nesse contexto, e 

observaram que 38 % das linhagens avaliadas, isoladas de surtos de intoxicação 

alimentar, carregavam os genes de enterotoxinas A, B e C. A observação no 

presente estudo de três isolados bacterianos contendo o gene sea, que confere 

informação de produção de enterotoxina A, é preocupante, principalmente por que 

estes microrganismos estavam presentes nos queijos em quantidades (UFC/g) 

acima do permitido pela legislação, tornado per se o alimento uma potencial fonte de 

microrganismos associados à toxinfecção alimentar. 

Além dos fatores de virulência bacterianos clássicos, a resistência bacteriana 

aos antimicrobianos tem se mostrado um problema crescente em relação à 

virulência bacteriana, à medida que é um fenômeno que se origina em resposta ao 

estresse causado por tais fármacos, tendo como principal consequência a 

diminuição no efeito da quimioterapia, interferência no diagnóstico microbiológico e 

provável aumento na morbidade das doenças infecciosas. Nesse contexto, as 

bactérias do gênero Staphylococcus têm se destacado por apresentarem, ao longo 

dos anos, uma capacidade notável de se tornarem resistentes aos agentes 

antimicrobianos (TAVARES, 2000; MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004; WEESE 

e DUIJKEREN, 2010). 

A utilização de antimicrobianos como aditivos de ração representam, 

atualmente, uma das maiores preocupações relacionadas às bactérias associadas a 

alimento resistentes aos antimicrobianos (SORUM e L’ABÉE-LUND, 2002). Além 

disso, já foi descrito a possibilidade de transferência de bactérias do gênero 
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Staphylococcus entre hospedeiros como o gado e o ser humano. E, embora tais 

eventos não sejam descritos com muita frequência, considera-se possível que 

infecções em humanos ocorram por meio da ingestão de alimentos contaminados 

com Staphylococcus que apresentam resistência aos antimicrobianos (LEE, 2003) 

Os β-lactâmicos são considerados importantes agentes antimicrobinanos 

utilizados no tratamento e prevenção de doenças em humanos e em outros animais. 

A resistência à penicilina, bem como outros antimicrobianos pertencentes ao grupo 

dos β-lactâmicos está relacionada à produção de β-lactamases e também à 

produção de proteína de ligação à penicilina de baixa afinidade, a PBP2a (SAWANT 

et al., 2009; DOYLE et al., 2012). O percentual elevado de linhagens bacterianas do 

gênero Staphylococcus resistentes à penicilina, 89,5 % para S. aureus e 78,5 % 

para SCN, recuperadas neste estudo é similar aos resultados apresentados por 

Yucel, Citak & Bayhün (2011). Segundo estes autores, tais resultados não 

surpreendem em virtude da penicilina ser um dos antimicrobianos mais utilizados no 

tratamento de infecções tanto em humanos quanto em animais. 

A resistência à oxacilina, encontrada nas amostras de queijo avaliadas neste 

estudo, é um fenômeno preocupante, principalmente pelo percentual elevado de 

amostras apresentando tal fenótipo. Perreten et al. (1998) e Normanno et al. (2007) 

sugeriram que a pasteurização do leite pode eliminar os riscos dos consumidores 

adquirirem infecções relacionadas os Staphylococcus resistentes à meticilina ou 

oxacilina. Entretanto, no presente estudo, verificou-se que o leite utilizado na 

fabricação de todos os queijos avaliados era pasteurizado, em concordância com o 

controle de qualidade das indústrias de alimento. Apesar deste tipo de tratamento, 

linhagens de bactérias do gênero Staphylococcus foram isoladas de todas as 

marcas de QMF avaliadas e o gene que confere resistência a tais antimicrobianos foi 

detectado em 81,5 % dos SCN e 47,4 % dos Staphylococcus aureus recuperados 

neste estudo. Alguns autores afirmam ainda que as linhagens de bactérias do 

gênero Staphylococcus resistentes à meticilina ou à oxacilina podem ser resistentes 

a muitas outras classes de antimicrobianos (CHAMBERS, 1997; SAWANT et al., 

2009). 

A atividade antibacteriana da gentamicina, tetraciclina, fluoroquinolona e 

cloranfenicol também foi testada para todas as linhagens bacterianas recuperadas. 
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Observou-se fenótipo de resistência em todos estes grupos de antimicrobianos em 

relação aos isolados de SCN e S. aureus neste estudo. As frequências de 

resistência à fluoroquinolona e cloranfenicol observadas estão de acordo com 

aquelas relatadas em outros estudos realizados com Staphylococcus spp. isolados 

de alimentos (PODKOWIK et al., 2012; RESCH et al., 2008).  

A resistência ao aminoglicosídeo avaliado é preocupante, em decorrência do 

uso controlado deste agente antimicrobiano no tratamento de doenças humanas e 

animais (SORUM e L’ABÉE-LUND 2002; KUMAR et al., 2011). Outros autores 

também relataram frequências de resistência à tetraciclina entre isolados de 

bactérias do gênero Staphylococcus similares àquelas observadas no presente 

estudo. O uso comum deste antimicrobiano tanto na medicina humana quanto 

animal, além da utilização como promotores de crescimento animal, pode explicar a 

ocorrência de S. aureus e SCN resistentes em amostras de queijo (TEUBER, 2001; 

RESCH et al., 2008). 

No presente estudo, em relação aos macrolídeos, apesar da utilização 

frequente de azitromicina para o tratamento da mastite bovina associada a bactérias 

do gênero Staphylococcus (LUCAS et al., 2010), os resultados demonstraram um 

número elevado de isolados bacterianos sensíveis a este medicamento entre todas 

as amostras bacterianas avaliadas neste estudo, o que corrobora com a ideia de que 

a contaminação ocorreu após a pasteurização do leite em qualquer etapa de 

produção dos queijos. Em relação à eritromicina, tal antimicrobiano exibiu 

percentuais elevados de resistência, tanto para as amostras de SCN  quanto paras 

as amostras de S. aureus. Resultados semelhantes foram descritos em estudos 

anteriores, envolvendo bactérias do gênero Staphylococcus a partir de várias fontes, 

incluindo animais e alimentos (GATERMANN et al., 2007; HUBER et al., 2011; 

BHARGAVA e ZHANG 2012; WANG et al., 2012). 

Nos últimos anos, a utilização da vancomicina em humanos aumentou muito, 

embora nenhuma resistência à vancomicina tenha sido observada entre os 19 

isolados S. aureus e os 227 isolados de SCN avaliados neste estudo. De maneira 

similar, não observamos resistência associada à linezolida. Estudos prévios indicam 

que estes antimicrobianos são considerados como medicamentos de reserva, em 

virtude de aumentar o risco de resistência bacteriana. Resultados recentes também 
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não relatam resistência à vancomicina em Staphylococcus spp. associados às 

amostras queijo e leite in natura (YUCEL, CITAK & BAYÜN, 2011; WANG et al., 

2012). O surgimento da resistência à linezolida em isolados de Staphylococcus spp. 

representa desafios significativos no tratamento clínico de infecções causadas por 

estes organismos, especialmente no caso de SCN (FUNG et al., 2001; GU et al., 

2012). 

Considerando ainda a resistência bacteriana aos antimicrobianos, foi proposto 

um índice para determinação da resistência múltipla a drogas entre microrganismos 

isolados de ambiente, o  índice MAR (multirresistência aos antimicrobianos) 

(KRUMPERMAN, 1983). Tal índice pode ser considerado uma excelente ferramenta 

que permite analisar a disseminação de bactérias resistentes em uma determinada 

população. Dessa maneira, é possível avaliar se estas linhagens bacterianas podem 

ser consideradas potenciais fontes de dispersão de genes de resistência. Valores de 

MAR ≥ 2 são geralmente encontrados em ambientes onde a utilização de 

antimicrobianos é frequente. Dos dados obtidos no presente estudo, é importante 

destacar que tanto as linhagens de S. aureus quanto de SCN apresentaram índice 

MAR ≥ 2 em mais de 80 % dos isolados e são, portanto, consideradas bactérias 

multirresistentes. 

Atualmente, uma outra questão referente aos problemas relacionados à 

multirresistência que tem sido proposta é que as espécies do gênero 

Staphylococcus da microbiota residente podem ser reservatórios de genes de 

resistência aos antimicrobianos, em virtude destas bactérias serem susceptíveis à 

pressão seletiva imposta tanto pela terapia antimicrobiana adequada quanto abusiva 

em humanos e animais (PHILLIPS et al., 2004; IRLINGER 2008). De acordo com 

Varga et al. (2012), os genes que codificam informação de resistência aos 

antimicrobianos podem estar presentes em elementos genéticos móveis, tal como os 

transposon, localizados tanto no cromossomo bacteriano quanto no DNA plasmidial. 

Além disso, foi descrito anteriormente que as amostras de SCN e de S. aureus 

associadas aos alimentos, e que também apresentam resistência aos 

antimicrobianos, podem ser transferidas ao homem por meio do consumo de 

alimentos. Tal transferência é possível por meio da presença de resíduos de 
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antibióticos no alimento e transferência de patógenos do alimento para o 

consumidor.  

Adicionalmente, os determinantes de resistência aos antimicrobianos contidos 

nos microrganismos também podem ser transferidos para outras bactérias 

comensais potencialmente patogênicas nos alimentos, ideia esta que é sustentada 

por estudos de filogenética (LEE, 2003; BARBOSA et al., 2007; RESCH et al., 2008; 

PODKOWIK et al., 2012; RIZEK et al., 2011). Wang et al. (2006) consideram a 

cavidade oral uma região importante para o início de muitas interações entre 

microrganismos presentes no alimento e a microbiota residente, incluindo eventos 

de transferência horizontal de genes, que começam a ocorrer durante a retenção 

dos resíduos alimentares na boca. Esses autores concluíram em seus estudos que a 

microbiota residente de crianças e adultos pode se tornar resistente a 

antimicrobianos, mesmo na ausência de tratamento com antibióticos. 

A detecção do gene mecA é considerada como o indicador padrão ouro para 

avaliar a resistência à meticilina/oxacilina (ANAND et al., 2009; JOHN et al., 2009, 

XU et al., 2012), uma penicilina resistente à penicilinase que atualmente vem sendo 

cada vez mais prescrita para tratar infecções estafilocócicas (ZHANG et al., 2009). 

Este gene está localizado em um elemento genético, determinado cassete 

cromossômico estafilocócico mec (SCCmec), que está inserido próximo à origem de 

replicação cromossomal e pode ser transmitido facilmente entre as bactérias do 

gênero Staphylococcus (SAWANT et al., 2009). Estes autores também mostraram 

que o gene mecA em SCN que foram isolados a partir do leite compartilham 

homologia de sequência com SCCmec, similar às sequências de gene observadas 

em S. aureus resistentes à oxacilina (ORSA) adquiridos na comunidade, indicando 

uma possível contaminação com microrganismos da microbiota humana. Em um 

outro estudo, Lee et al. (2003) confirmaram que as linhagens de S. aureus 

resistentes à meticilina presentes em animais eram genotipicamente idênticas às 

linhagens do mesmo microrganismo encontrado em humanos. Este fato sugere que 

tais bactérias podem ser disseminadas entre populações de diferentes hospedeiros, 

uma vez que a transmissão interespécie foi confirmada.  



74 

 

No presente estudo, o elevado percentual de SCN e S. aureus contendo o 

gene mecA foi consistente com relatos de estudos anteriores, relacionados tanto aos 

isolados de humanos quanto de animais (SECCHI et al., 2008; ZHANG et al., 2011). 

De acordo com Maranan et al. (1997) e Moon et al. (2007), o mecanismo de 

resistência à meticilina/oxacilina é muito complexo, envolvendo tanto fatores 

ambientais quanto a regulação de vários genes e seus respectivos produtos. Como 

resultado, a resistência fenotípica a estes antimicrobianos é muito variável, e tal 

variabilidade é conhecida como heterorresistência fenotípica, caracterizando-se pelo 

fato de que células em uma população bacteriana podem carregar o gene mecA e 

nem todas as bactérias com tal gene expressam fenotipicamente sua resistência da 

mesma forma e ao mesmo tempo. Os isolados resistentes à oxacilina que não 

apresentam o gene mecA podem estar associados à produção excessiva de ß-

lactamases (também conhecida como resistência borderline), o que resulta na 

hidrólise de agentes beta-lactâmicos, ou ainda alterações nas proteínas ligadoras de 

penicilina (PBP) sem ser a PBP2a (SECCHI et al., 2008, XU et al., 2012). Ao 

contrário, entre as amostras bacterianas avaliadas, aquelas que apresentam um 

fenótipo de sensibilidade e a presença do gene mecA estão associadas, 

provavelmente, a um alelo mutado ou ainda a uma diminuição na expressão 

dependente do ambiente (IKONOMIDIS et al., 2008).  

No presente trabalho, 8,4 % das amostras de SCN e 15,8 % de S. aureus 

isoladas de QMF apresentam heterorresistência fenotípica, uma vez que carregam o 

gene mecA mas não se apresentaram o fenótipo de resistência relacionado à 

oxacilina. 

Alguns autores consideram ainda que a resistência à oxacilina está associada 

à resistência cruzada com os aminoglicosídeos (FLUIT et al., 2000). No presente 

estudo, os resultados corroboram com esta afirmação, uma vez que a presença do 

gene aacA-aphD foi detectada em 41 % dos isolados resistentes à oxacilina e, entre 

estes microrganismos, observou-se resistência fenotípica à gentamicina em mais de 

80 % dos isolados avaliados. Uma outra observação interessante, referente às 

bactérias que apresentam resistência associada à oxacilina, é que tal fenótipo de 

resistência se repete para outros fármacos, tais como os β-lactâmicos, macrolídeos, 

tetracilinas e linezolidas (SIMEONI et al., 2008; HUBER et al, 2011). De fato, os 
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presentes resultados mostram a presença da associação dos marcadores genéticos 

mecA, blaZ, msrA, msrB, linA, aacA-aphD em 5,7 % dos isolados de SCN e, em 

todas estas 13 linhagens, confirmou-se o fenótipo de resistência associado a 

oxacilina, penicilina, eritromicina, azitromicina e gentamicina. 

O índice elevado de resistência aos β-lactâmicos nas linhagens de SCN e de S. 

aureus é bem estabelecido na literatura. Assim, não é surpreendente encontrar 

índices elevados da associação dos marcadores genéticos mecA e blaZ nas 

bactérias avaliadas neste estudo, presente em 48 % das linhagens bacterianas. 

Observou-se a resistência fenotípica associada à penicilina e/ou oxacilina em 94 % 

das amostras contendo tais marcadores. 

Em relação às bactérias do gênero Staphylococcus, um dos mecanismos que 

confere resistência aos macrolídeos está associado à presença de uma bomba de 

efluxo, codificada pelos genes msrA e msrB que conferem informação de resistência 

aos macrolídeos e às estreptograminas do tipo B, excluindo deste grupo as 

lincosamidas (FIEBELKORN et al., 2003). A partir dos resultados encontrados no 

presente estudo, podemos observar um índice de concordância elevado entre o 

fenótipo e genótipo de resistência aos macrolídeos testados, em que apenas 7,5 % 

das linhagens bacterianas recuperadas que apresentaram a associação dos 

marcadores msrA e msrB não se mostraram resistentes aos macrolídeos. Ainda em 

relação às amostras bacterianas resistentes aos macrolídeos, os marcadores ermA, 

ermB e ermC, quando detectados, estavam presentes em índices abaixo de 2 % das 

amostras avaliadas. Em um trabalho realizado com isolados de MSRA hospitalares 

no Japão, Sekiguchi et al. (2004), também observaram uma discrepância referente a 

susceptibilidade fenotípica e a presença dos genes ermA, ermB e ermC. Tais 

autores afirmam que tal fato ocorre em virtude de uma mutação na região codificante 

ou promotora dos genes. 

A clindamicina, um antimicrobiano do grupo das lincosamidas, tem sido 

considerada como uma alternativa no tratamento de infecções causadas por 

Staphylococcus resistentes à meticilina/ oxacilina, bem como em pacientes que 

apresentam alergia à penicilina. No entanto, relatos do fenótipo de resistência 

associado a este fármaco tem se dispersado em todo o mundo, e este fato se deve 

principalmente pela presença do gene linA, responsável pela informação de 
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resistência (LÜTHJE et al., 2007; VIVEK et al., 2011, JUYAL et al., 2013). No 

presente estudo, observamos quase 60 % de resistência à clindamicina 

(considerando os resultados de resistência intermediária) para SCN e 16 % do 

mesmo fenótipo para as amostras de S. aureus (considerando também os 

resultados de resistência intermediária). Neste grupo, a relação positiva entre 

fenótipo e genótipo de resistência foi observada em aproximadamente 38 % de 

todos os isolados bacterianos. 

Para alguns autores, a tolerância aos biocidas pode facilitar a prevalência de 

linhagens bacterianas resistentes aos antimicrobianos na indústria de alimentos. 

Consideram ainda que a utilização de biocidas durante as etapas de processamento 

do alimento deve ser controlada, evitando assim a pressão seletiva em relação às 

linhagens bacterianas tolerantes aos antimicrobianos e aos biocidas (MORENTE et 

al., 2012). Assim, apesar de a susceptibilidade bacteriana aos biocidas não ter sido 

avaliada, os resultados encontrados neste trabalho são preocupantes, uma vez que 

o gene smr foi detectado em 63,4 % de todos os isolados bacterianos estudados, 

bem como a associação do gene smr e qac foi confirmada em aproximadamente 5 

% das amostras. Vali et al. (2008) observaram a resultados semelhantes aos do 

presente estudo, com a presença do gene smr em 44 % e qac em 11,6 % dos 

isolados de S. aureus recuperados em ambiente hospitalar. Estes resultados 

merecem atenção, pois a presença destes genes fornece a informação de tolerância 

aos agentes desinfetantes mais comumente usados, independente da origem das 

amostras bacterianas. 

Ainda, em algumas amostras bacterianas isoladas neste trabalho, observou-se 

a presença de marcadores genéticos de resistência sem relação correspondente 

com o devido fenótipo. Para explicar esta situação, alguns autores discutem 

situações envolvendo microrganismos que apresentam genes de resistência 

silenciados e que podem se tornar ativos, resultando então na expressão da 

resistência. (CHAMBERS et al., 1997; ZHU et al, 2007). Martineau et al. (2000) 

propõem então que estas linhagens bacterianas sejam tratadas como 

microrganismos resistentes, em decorrência de seu potencial para expressar o 

fenótipo da resistência. 
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No geral, a frequência elevada de S. aureus e SCN multi-resistentes aos 

antimicrobianos isolados a partir do QMF neste estudo (MAR > 0,2) é muito 

preocupante e sugere a necessidade de mudanças na regulação sanitária com 

relação à maioria dos queijos do tipo Minas Frescal consumidos nos Brasil. De 

acordo com Spanu et al. (2012), a multirresistência e a resistência à 

meticilina/oxacilina são exemplos típicos de linhagens bacteriana associadas a seres 

humanos. Assim, como sugerido anteriormente neste estudo, é plausível supor que 

tais microrganismos, do gênero Staphylococcus associados às amostras de queijo, 

podem estar relacionados à contaminação humana, além da contaminação de 

origem animal. Os padrões de susceptibilidade antimicrobiana observados para os 

isolados de S. aureus e SCN podem refletir a resposta adaptativa microbiana ao uso 

e ao uso excessivo e irracional de antimicrobianos na sociedade moderna, como 

rotina nas atividades humanas. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

 A ocorrência de contaminação estafilococica observada em diferentes 

amostras de queijos Minas Frescal, muito além do que é permitido pela 

legislação vigente, suscita questionamentos em relação ao controle que deve 

ser realizado pelos órgãos de fiscalização competentes. 

 As amostras de queijo Minas Frescal avaliadas são consideradas como não 

satisfatórias, considerando sobretudo os riscos que tal alimento impõe à 

saúde do consumidor, de acordo com seu padrão. 

 O selo do Serviço de Inspeção Federal (SIF) não é suficiente para garantir 

uma boa qualidade microbiológica às amostras de queijo Minas Frescal, 

evidenciando assim uma necessidade de fiscalização mais rigorosa em todas 

as etapas de processamento do alimento. 

 Staphylococcus coagulase negativo são prevalentes em altas contagens no 

queijo Minas Frescal industrializado, excedendo os limites impostos para 

contagens de S. aureus. 

 A população de Staphylococcus coagulase negativo presentes nas amostras 

de queijo Minas Frescal produzidos com leite pasteurizado são 

representativas daquelas associadas à seres humanos, considerando-se seu 

perfil de susceptibilidade a antimicrobianos. 

 Staphylococcus coagulase negativo contaminantes de queijo Minas Frescal 

apresentam características descritas como fatores de virulência que reforçam 

seu papel de agressor oportunista para seres humanos e outros animais. 

 A multirresistência observada entre as amostras de Staphylococcus 

coagulase negativo isoladas de queijo Minas Frescal ilustra e reforça a 

extensão do fenômeno da resistência bacteriana aos antimicrobianos. 

 Staphylococcus isolados do queijo Minas Frescal são reservatórios de genes 

de resistência a antimicrobianos mobilizáveis tanto para outras bactérias no 

alimento, quanto para outras bactérias no ambiente ou associadas aos 

consumidores. 
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patogênicas resistentes à drogas antimicrobianas. 2010. Monografia 

http://lattes.cnpq.br/2688723320639663
http://lattes.cnpq.br/2688723320639663
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(Aperfeiçoamento/Especialização em Farmácia e Bioquímica) - Universidade Federal 
de Juiz de Fora. 
 
 
Participação em bancas de trabalhosde conclusão de curso de graduação: 
  
Participação em banca de Isabelle Baião de Mello. Avaliação do perfil de 
susceptibilidade aos antimicrobianos de Pseudomonas e Acinetobacter associados a 
infecções do trato urinário em laboratório de análises clínicas no município de Juiz 
de Fora - MG. 2009. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia e 
Bioquímica) - Universidade Federal de Juiz de Fora. 
 
Participação em banca de Fabiane Beatriz Rodrigues da Silva. Avaliação do perfil de 
susceptibilidade aos antimicrobianos de enterobactérias associadas a infecções do 
trato urinário em laboratório de análises clínicas no município de Juiz de Fora/MG. 
2009. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia e Bioquímica) - 
Universidade Federal de Juiz de Fora. 
 
Participação em banca de Natália Cândido Caçador.Isolamento, identificação e perfil 
de susceptibilidade de linhagens do gênero Enterococcus isolados em fezes de 
pombos urbanos (Columba livia) em Juiz de Fora, MG.. 2009. Trabalho de 
Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia e Bioquímica) - Universidade Federal 
de Juiz de Fora. 
 
Participação em banca de Rafaella Nogueira da Gama Mazzei.Resistência cruzada 
e implicações das concentrações sub-inibitórias de antimicrobianos na morfologia de 
Fusobacterium nucleatum e na sua habilidade de formação de biofilme. 2011. 
Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Universidade Federal 
de Juiz de Fora. 
 
Participação na orientação de alunos de graduação (Iniciação científica) 
 
Participação na orientação do Trabalho de Conclusão de Curso de Rafaela Alvim 
Garcia. Isolamento, identificação e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos em 
Staphylococcus spp. isolados de queijo Minas Frescal. 2012 
 
Participação na orientação do Trabalho de Conclusão de Curso de Mayara Brandão. 
Perfil de susceptibilidade e características da virulência em Staphylococcus 
coagulase negativo isolados de queijo Minas Frescal. 2013. 
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ANEXOS 
 
Anexo A: Legislação relacionada ao queijo Minas Frescal 
 
Ministério da Agricultura 
Secretaria de Defesa Agropecuária 
Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal - DIPOA 
  

Portaria Nº 146 de 07 de março de 1996. (*) 

D.O.U. de 11/03/1996 

  

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos 

  

1. ALCANCE. 

1.1.      Objetivo 

Fixar a identidade e os requisitos mínimos de qualidade que deverão possuir os 

queijos, com exceção dos Queijos Fundidos, Ralados, em Pó e Requeijão. 

Sem prejuízo do estabelecimento no presente padrão, os padrões técnicos 

individuais poderão conter disposições em que sejam mais especificas e, em tais 

casos, aquelas disposições mais especificas se aplicarão à variedade individual 

ou aos grupos  de variedade de queijos. 

2 - DESCRIÇÃO. 

2.1. Definição  

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por 

separação  parcial do soro do leite ou leite reconstituído (integral, parcial ou 

totalmente desnatado), ou de soros lácteos, coagulados pela ação física do 

calho, de enzimas especificas, de bactéria específica, de ácido orgânicos, 

isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou 

sem agregação de substâncias  alimentícias e/ou especiarias e/ou condimentos, 

aditivos especificamente indicados, substâncias aromatizantes e matérias 

corantes. 

Entende-se por queijo fresco o que esta pronto para consumo logo após sua 

fabricação. 

Entende-se por queijo maturado o que sofreu as trocas bioquímicas e físicas 

necessárias e características da variedade do queijo. 
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A denominação QUEIJO está reservada aos produtos em que a base láctea não 

contenha gordura e/ou proteínas de origem não láctea. 

2.2. Classificação. 

A seguinte classificação se aplicará a todos os queijos e não impede o 

estabelecimento de denominação e requisitos mais específicos, característicos 

de cada variedade de queijo que aparecerá, nos padrões individuais. 

       2.2.1.  De acordo com o conteúdo de matéria  gorda no extrato seco, em 

percentagem, os queijos classificam-se em: 

- Extra Gordo ou Duplo Creme: quando contenham o mínimo de 60% 

- Gordos: quando contenham entre 45,0 e 59,9% 

- Semigordo: quando contenham entre 25,0 e 44,9% 

- Magros: quando contenham entre 10,0 e 24,9% 

- Desnatados: quando contenham menos de 10,0% 

2.2.2.           De acordo com o conteúdo de umidade, em percentagem, os 

queijos classifica-se em: 

- Queijo de baixa umidade (geralmente conhecidos como queijo de massa 

dura): umidade de até  35,9%. 

            - Queijos de média umidade (geralmente conhecidos como queijo de 

massa semidura): umidade entre 36,0 e 45,9%. 

            - Queijos de alta umidade (geralmente conhecido como de massa branda 

ou “macios”): umidade entre 46,0 e 54,9%. 

            - Queijos de muita alta umidade (geralmente conhecidos como de massa 

branda ou “mole”): umidade não inferior a 55,0%. 

2.2.2.1.  Quando submetidos ou não a tratamento térmico logo após a 

fermentação, os queijos de muita  alta umidade se classificarão em: 

              - Queijos de muita alta umidade tratados térmicamente. 

              - Queijos de muita alta umidade. 

2.3.  DESIGNAÇÃO (denominação de venda): 

Todos os produtos denominados QUEIJO incluirão o nome da variedade 

correspondente, sempre que      responda às características da variedade de 

que trata, especificadas em um padrão individual. 

O nome poderá ser acompanhado das denominações estabelecidas na 

classificação. 

3. REFERÊNCIAS 
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   - Normas FIL 4A: 1982. Queijo e queijos processados. 

     Determinação do conteúdo de sólidos totais( Métodos de referência). 

   - Norma FIL 5B: 1986. Queijo e Produtos Processados de Queijo. 

     Conteúdo da Matéria Gorda. 

   - Norma FIL 50B: 1985. Leite e Produtos Lácteos – Métodos de Amostragem. 

   - Norma FIL  99A: 1987. Avaliação Sensorial de Produtos Lácteos. 

   - Norma A6: do Codex Alimentarius. Norma Geral para Queijo. 

   - Catálogo de Queijo. Documento FIL 141: 1981 

-          A.O.A.C. 15º Ed. 19900, 979.13, p.823. 

4. COMPOSIÇÃO E REQUISITOS. 

    4.1. Composição. 

    4.1.1.   Ingredientes Obrigatórios. 

   4.1.1.1. Leite e/ou Leite Reconstituído (integral), semidesnatado, desnatado e/ou 

soro lácteo. 

   Entende-se por leite o proveniente  das espécies bovinas, caprina, ovina ou 

bubalina. Quando não existe     uma   referência específica, entende-se como leite 

da espécie bovina. 

  4.1.1.2. Coagulante apropriado (de natureza física e/ou química e/ou bacteriana 

e/ou enzimática). 

  4.1.2. Ingredientes Opcionais. 

Cultivos de bactérias lácteas ou outros microorganismos específicos, cloreto de 

sódio, cloreto de cálcio,   caseína, caseinatos, sólidos de origem láctea, 

condimentos ou outros ingredientes opcionais permitidos somente conforme o 

previsto, explicitamente, nos padrões individuais definidos para variedade de 

queijo. 

4.2. Requisitos. 

       4.2.1. Os queijos deverão obedecer aos requisitos físicos , químicos e 

sensoriais próprios de cada variedade, estabelecidos no padrão individual 

correspondente. 

       4.2.2. Acondicionamento: poderão ser acondicionados ou não, e, dependendo 

da variedade de queijo de que se trata, apresentarão envases ou envoltórios 

bromatologicamente aptos recobrindo a sua casca, aderindo ou não à mesma. 

5. ADITIVOS E COAJUVANTES E TECNOLOGIA OU ELABORAÇÃO. 

       5.1 Aditivos. 
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       Poderão ser utilizados na elaboração de queijos e aditivos relacionados na lista 

a que indica a classe de queijo para a qual ou as quais estão autorizadas. A 

utilização de outros aditivos poderá estar autorizada  nos padrões individuais de 

certas variedades particulares de queijos. 

  

  

Nome Função Limite ( Max/conc) Tipo de queijo 

Ácido cítrico Regulador de 

Acidez 

BPF m.a.u. 

Ácido láctico Regulador de 

Acidez 

BPF m.a.u. 

Àcido acético Regulador de 

Acidez 

BPF m.a.u. 

Aroma Natural de 

Defumado 

Aromatizante BPF m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

Aromatizantes (exceto 

aroma de queijo e 

creme) 

Aromatizante BPF m.a.u. 

Nísina Conservador 12,5 mg/kg m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

Ácido sórbico e seus 

sais de sódio,potássio 

e cálcio 

Conservador 1000 mg/kg 

(em ácido sórbico) 

m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

  

Nitrato de sódio ou 

potássio (isolados ou 

combinados) 

Conservador 50 mg/kg 

(em nitrato de 

sódio) 

m.u.; b.u. 

Lisozima Conservador 20 mg/L de leite m.u.; b.u. 

Natamicina Conservador 1 mg/dm2 

5 mg/kg só na 

superficie. 

Não detectável a 2 

mm dos queijos 

cortados ou 

fatiados. 

Profundidade: 

(só na superficie 

dos queijos 

cortados ou 

fatiados) 

 m.a.u.b. 
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ausência na massa 

Carotenóides 

Naturais, beta 

caroteno, bixina, nor 

bixina, urucum, 

annatto, rocu 

Corante 10 mg/kg de queijo 

(como norbixina) 

m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

Clorofila, clorofilina, 

clorofilina crúpica, sais 

de sódio e potássio 

Corante 15 mg/kg de queijo 

(em clorofila) 

a.u.; m.u.; b.u. 

Curcuma, curcumina Corante BPF m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

Carmim Corante BPF m.a.u. 

Betacaroteno Sintético 

(idêntico ao  natural) 

Corante 600 mg/kg de 

queijo 

m.a.u.; a.u.; m.u.; 

b.u. 

Riboflavina Corante BPF --- 

Vermelho de 

Beterraba 

Corante BPF --- 

Peróxido de Benzoila Corante 20 mg/L de leite a.u.; m.u.; b.u. 

Dióxido de Titânio Corante BPF a.u.; m.u.; b.u. 

Carboximetilcelulose Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Carragenina Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Goma Guar Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Goma de Algaroba Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Goma Xantana Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Goma Karaya Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Goma Arábica Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Agar Espessante/ 5g/kg de queijo m.a.u. 
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Estabilizante 

Ácido Algímico, seus 

sais de amônio, cálcio 

e sódio,  e alginato de 

propilenoglicol 

Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Pectina ou Pectina 

Amidada 

Espessante/ 

Estabilizante 

5g/kg de queijo m.a.u. 

Alginato de Potássio Espessant / 

Estabilizante 

500 mg/kg de 

queijo 

m.a.u. 

Amido Modificado Espessante/ 

Estabilizante 

BPF m.a.u. 

Lípases Agente de 

Maturação 

BPF m.u.; b.u. 

Proteases Agente de 

Maturação 

BPF b.u. 

  

(*) m.a.u. Queijos de muita  alta umidade 

a.u. Queijos de alta umidade 

m.u. Queijos de média umidade 

b.u .  Queijos de baixa umidade 

(**) Queijos de mais alta umidade tratados termicamente. 

5.2. Coadjuvantes de Tecnologia ou Elaboração. 

Poderão ser utilizados na elaboração dos queijos de muita alta umidade tratados 

termicamente os coadjuvantes de tecnologia indicados a seguir:   

6. CONTAMINANTES. 

Os contaminantes orgânicos e inorgânicos não devem esta presente em 

quantidades superiores aos limites estabelecidos pela legislação vigente. 

7. HIGIENE. 

7.1. Considerações Gerais. 

As práticas de higiene para elaboração do produto estarão de acordo com o 

estabelecimento no Código Internacional Recomendado de Práticas Gerais de 

Higiene dos Alimentos. 

       ( CAC//VOL A.1985). 
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O leite a ser utilizado deverá ser higienizado por meio mecânicos e submetidos à 

pasteurização ou tratamento térmico equivalente para assegurar a fosfatase 

residual negativa (A.O.A.C. 15º Ed. 1990, 979. 13, p.823) combinado ou não 

com outros processos físicos ou biológicos que garantam a inocuidade do 

produto. 

Fica excluído da obrigação de ser submetido à pasteurização ou outro 

tratamento térmico o leite higienizado que se destine à elaboração dos queijos 

submetidos a um processo de maturação a uma temperatura superior aos 5º C, 

durante um tempo não inferior a 60 dias. 

7.2. Critérios macroscópicos 

        O produto  não deverá conter substâncias estranhas de qualquer natureza. 

7.3. Critérios microscópicos 

        O produto  não deverá apresentar  substâncias microscópicas estranhas de 

qualquer natureza. 

7.4. Critérios  Microbiológicos. 

        Os queijos deverão obedecer ao estabelecido na legislação específica. 

8. PESOS E MEDIDAS. 

     Será aplicada a legislação específica. 

9. ROTULAGEM. 

    Será aplicada a legislação especifica. 

Será denominado “Queijo...” seguido da variedade ou nome de fantasia, se existir, 

de acordo com o padrão individual que corresponda ás características da 

variedade de queijo. 

Padrão individual que corresponda às características da variedade de queijo. 

Poderão incluir-se  denominações estabelecidas na classificação. 

Nos queijos com adição de substâncias alimentícias, condimentos ou outras 

substâncias aromatizantes naturais, deverá indicar-se na denominação de venda 

o nome da ou das adições principais, exceto no caso dos queijos em que a 

presença destas substâncias constitua uma característica tradicional. 

No caso do, emprego de leites de mais de uma espécie animal, deverá ser 

declarado na lista de ingredientes os leites das diferentes espécies e seu 

percentual relativo. 

10. MÉTODOS DE ANÁLISES. 

 Umidade: FIL 4A: 1982 

 Matéria Gorda: FIL 5B: 1986 
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11. AMOSTRAGEM 

 Serão seguidos os procedimentos recomendados na Norma FIL 50B: 1985. 

 
 
 

MINISTÉRIO DA AGRICULTURA DO ABASTECIMENTO E DA REFORMA 
AGRÁRIA. 

GABINETE DO MINISTRO. 
  

PORTARIA Nº 146 DE 07 DE MARÇO DE 1996. 
  

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA DO ABASTECIMENTO E DA 
REFORMA AGRÁRIA, no uso da atribuição que lhe confere a Art. 87, II, da 
Constituição da República , e que nos termos do disposto no Regulamento da 
Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal, aprovado pelo 
Decreto nº 1.255, de 25 de junho de 1962, alterado pelo Decreto nº 1.812 de 08 de 
fevereiro de 1996 e 

Considerando as Resoluções Mercosul/GMC números 69/93, 70/93, 71/93, 
72/93, 82/93, 16/94, 43/94, 63/94, 76/94, 78/94 e 79/94 que aprovam os 
Regulamentos Técnicos de Identidades e Qualidades de Produtos Lácteos; 

Considerando a necessidade de Padronização dos Métodos de Elaboração 
dos Produtos de Origem Animal no Tocante aos Regulamentos Técnicos de 
Identidade e Qualidades de Produtos Lácteos, Resolve; 
  

Art. 1º Aprovar os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos 
Produtos Lácteos em anexo. 
  

Art. 2º Os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidades dos Produtos 
Lácteos aprovados por esta Portaria, estarão disponíveis na Coordenação de 
Informação Documental Agrícola, da Secretária de Documental Agrícola, da 
Secretaria do Desenvolvimento Rural do Ministério da Agricultura e do 
Abastecimento e da Reforma Agrária. 
  

Art. 3º Esta Portaria entra em vigor 60 (sessenta) dias após a data de sua 
publicação. 

  
JOSÉ EDUARDO DE ANDRADE VIEIRA 

  
  
  

REGULAMENTO TÉCNICO GERAL PARA A FIXAÇÃO DOS REQUISITOS 
MICROBIOLÓGICOS DE QUEIJOS 

1. ALCANCE 

1.1. Objetivo 
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Fixar os requisitos microbiológicos que deverão obedecer os queijos. 

2. DEFINIÇÃO 

Os requisitos microbiológicos definidos nesta norma foram estabelecidos de acordo 
com critérios e planos de amostragem para aceitação de lotes da Comissão 
Internacional de Especificações Microbiológicas dos Alimentos. (I.C.M.S.F). 

Os métodos analíticos especificados respondem à metodologia internacionalmente 
aceita. 

Os queijos foram classificados segundo o conteúdo de umidade da massa, outras 
características próprias e tecnologias de fabricação. 

3. REQUISITOS 

3.1.Queijos de baixa umidade (umidade menor que 36%) 

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=2 m=200 
M=1.000 

5 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=100 
M=500 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

  

3.2. Queijos de média umidade (36% < umidade < 46%) 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=2 m=1.000 
M=5.000 

5 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=100 
M=500 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 
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Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

Listeria 
monocytogenes /25g 

n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990 

  

3.3. Queijo de alta umidade (46% < umidade < 55%), excetuando os Queijos 
Quartirolo, Cremoso, Criolo e Minas Frescal 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=2 m=5.000 
M=10.000 

5 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=1.000 
M=5.000 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

Listeria 
monocytogenes /25g 

n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990 

  

3.4. Queijos Quartirolo, Cremoso, Criolo e Minas Frescal (46% < umidade < 
55%) 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=2 m=10.000 
M=100.000 

5 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=1.000 
M=5.000 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 
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Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

Listeria 
monocytogenes /25g 

n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990 

  

3.5. Queijos de muito alta umidade com bactérias lácticas em forma viável e 
abundantes (umidade > 55%) 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=3 m=100 
M=1.000 

4 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=10 
M=100 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=10 
M=100 

5 FIL 145: 1990 

Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 
M=5.000 

2 FIL 94B: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

Listeria 
monocytogenes /25g 

n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990 

  

3.6. Queijos de mais alta umidade sem bactérias lácticas em forma viável e 
abundantes (umidade > 55%) 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 73A: 1985 
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Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=50 
M=500 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=1 m=100 
M=500 

8 FIL 145: 1990 

Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 
M=5.000 

2 FIL 94B: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

Listeria 
monocytogenes /25g 

n=5 c=0 m=0 10 FIL 143: 1990 

  

3.7. Queijos Ralado 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=3 m=200 
M=1.000 

5 FIL 73A: 1985 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 

Fungos e Leveduras /g n=5 c=2 m=500 
M=5.000 

5 FIL 94B: 1990 

Salmonela sp /25g n=5 c=0 m=0 10 FIL 93A: 1985 

  

3.8. Queijos Fundidos ou Reelaborados e Queijos Processados por UHT ou 
UAT 

  

MICROORGANISMOS CRITÉRIOS DE 
ACEITAÇÃO 

CATEGORIA 
I.C.M.F.S. 

MÉTODO DE 
ANÁLISE 

Coliformes a 30ºC n=5 c=3 m=10 5 FIL 73A: 1985 
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M=100 

Coliformes a 45ºC n=5 c=2 m<3 M=10 5 APHA 1992, cap. 
24 (1) 

Estafilococos coag. 
Pos./g 

n=5 c=2 m=100 
M=1.000 

5 FIL 145: 1990 
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Anexo B: Valores de breakpoint para interpretação do perfil de suscetibilidade 

a drogas (Concentração Inibitória Mínima) para Staphylococcus sp. 
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Anexo B – Continuação... 
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Anexo B – Continuação... 

 

 

 

 

 
 
 


