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RESUMO 

PINEDA, A. P. A. Caracterização Molecular de Staphylococcus aureus 

isolados de queijos artesanais da Serra da Canastra. 2020. 101 p. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2022. 

O queijo Minas Artesanal da Canastra é produzido na Serra da Canastra (MG), 

utilizando leite cru, coalho e pingo, que é uma cultura endógena natural de cada 

queijaria. Devido ao uso de leite cru, o produto pode veicular microrganismos 

causadores de doenças veiculadas por alimentos, como Staphylococcus aureus. A 

caracterização molecular é uma ferramenta importante para avaliar a população 

microbiana do alimento e direcionar a aplicação de medidas de controle na produção. 

Este estudo caracterizou a diversidade genética, o potencial de virulência e 

determinou o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de S. aureus isolados de 

queijos produzidos na Serra da Canastra. Para o estudo transversal foram analisados 

248 isolados de queijos que tinham um tempo de maturação de 22 dias, provenientes 

de 83 propriedades. Por outro lado, no estudo longitudinal foram analisados outros 

197 isolados coletados ao longo do processo de maturação, provenientes de três 

propriedades. Os isolados foram submetidos a testes bioquímicos para confirmação 

do gênero e para a confirmação da espécie de S. aureus, foi identificado o gene nuc 

por meio da técnica de PCR. Além disso, foi pesquisado o gene mecA para a detecção 

de S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA). Após os testes de confirmação, 144 

isolados do estudo transversal e 159 do estudo longitudinal foram positivos para o 

gene nuc, específico para S. aureus. Posteriormente, o perfil clonal foi determinado 

por Eletroforese de Campo Pulsado (PFGE) utilizando a enzima SmaI e tipagem do 

locus agr por PCR multiplex. A análise por PFGE foi realizada no programa 

BioNumerics. A técnica PCR foi realizada para identificar a presença de genes que 

codificam a produção de hemolisinas, toxina TSST-1, enterotoxinas “SEs” (SEA, SEB, 

SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEO, SEM), formação de biofilme e 

Componentes Microbianos de Superfície que Reconhecem a Matriz de Moléculas 

Adesivas (MSCRAMMs). Os isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade 

a antimicrobianos por disco de difusão. Por último, a formação de biofilme em 

microplaca de 96 poços, em caldo TSB a 37°C, foi verificada pela metodologia de 

Cristal Violeta. O gene mecA foi detectado em 1,9% dos 445 isolados. A tipagem agr 



 

revelou que 83 (27,4%) dos isolados são do tipo agr-I, 95 (31,4%) agr-II e 43 (14,2%) 

agr-III, sendo que não foram detectados isolados classificados como agr-IV. A tipagem 

por PFGE revelou um total de 54 perfis. Assim, um isolado representativo de cada 

perfil foi utilizado nos demais testes que mostraram a presença dos genótipos spa 

mais frequentes t127 e t605 (20,58%); t002 (14,70%), seguidos pelos tipos t267 

(8,82%); t1234 e t693 (5,8%) e t021, t177, t306, t321, t359, t442, t521, t693 e t5493 

(2,9%). Além disso, encontramos a presença dos genes do grupo SEs, sea 1 (1,8%), 

seh 11 (20,3%), sei 10 (18,5%), sej 7 (12,9%), seg e seo 14 (25,9%), sem 8 (14,8%), 

e os genes seb, sec, sed, see e tst não foram detectados. Para os genes das 

hemolisinas, hla foi positivo em todos os isolados e hlb foi positivo em 53 (98,1%) 

isolados. Os genes positivos para MSCRAMMS foram fnbA, fnbB 18 (33,3%), clfA, 

clfB e eno 53 (98,1%), fib 44 (81,4%), bbp 4 (7,4%), cna 17 (31,4%) e ebps 10 (18,5%). 

Por último, os genes de formação de biofilme icaA e icaD estiveram presentes em 38 

(70,3%) e 25 (46,2%) dos isolados, respectivamente. Na avaliação de susceptibilidade 

a antibióticos dos 54 isolados escolhidos, 25 (46,3%) apresentaram maior resistência 

a penicilina e 13 (24,0%) a tetraciclina. Em menor porcentagem (1,8%), 1 isolado cada 

foi resistente a eritromicina, cefoxitina, clindamicina, gentamicina, cotrimazol, 

azitromicina e trimetropim. Além disso, 8 isolados (14,8%) apresentaram resistência 

intermediaria a tetraciclina, 3 (5,5%) a gentamicina e 1 (1,8%) a tobramicina. No teste 

para a determinação da formação de biofilme por cristal violeta, 13,7%, foram 

classificados em isolados não formadores, 60,8% em fracamente formadores, 25,5% 

moderadamente formadores e nenhum como fortemente formador. A alta diversidade 

de cepas de S. aureus observada neste estudo mostrou que existem vários tipos de 

linhagens circulando na região da Canastra. A caracterização revelou uma elevada 

frequência de genes de virulência e que mais estudos são necessários para avaliar o 

potencial de produção de enterotoxinas nos queijos artesanais. A melhora dos 

procedimentos de higienização durante todas as etapas de produção pode ser uma 

solução para a redução dos níveis de contaminação por S. aureus. 

Palavras – Chave: Staphylococcus aureus; Queijo da Canastra; Fatores de 

virulência; Resistencia a antibióticos. 

 

 



 

ABSTRACT 

PINEDA, A.P.A. Molecular characterization of Staphylococcus aureus isolated 

from artisanal cheeses from Serra da Canastra. 2022. 101 p. Thesis (Doctorate) – 

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2022. 

Canastra Minas Artesanal cheese is produced in Serra da Canastra (MG), using raw 

milk, rennet and a natural endogenous culture called pingo. Due to the use of raw milk, 

the product can carry microorganisms that cause foodborne diseases, such as 

Staphylococcus aureus. Molecular characterization is an important tool to assess the 

microbial population of food and guide the application of control measures in 

production. This study characterized the genetic diversity, virulence potential and 

determined the antimicrobial susceptibility profile of S. aureus isolated from cheeses 

produced in Serra da Canastra. A total of 248 isolates from 22 days ripened cheeses 

were obtained from 83 properties (cross sectional study). Another 197 isolates were 

collected during maturation (longitudinal study), in three properties. The isolates were 

submitted to biochemical tests to confirm the genus and to confirm the S. aureus 

species, the nuc gene was identified by PCR. In addition, the detection of mecA gene 

was performed for the detection of Methicillin Resistant S. aureus (MRSA). After 

confirmation tests, 144 isolates from the cross-sectional study and 159 from the 

longitudinal study were positive for the nuc gene, specific for S. aureus. Subsequently, 

the clonal profile of the isolates was determined by Pulsed Field Gel Electrophoresis 

(PFGE) using the SmaI enzyme and typing of the agr locus by multiplex PCR. PFGE 

analysis was performed using the BioNumerics program. PCR was performed to 

identify the presence of genes encoding the production of hemolysins, TSST-1 toxin, 

enterotoxins “SEs” (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEO, SEM), 

biofilm formation and microbial surface components recognizing adhesive matrix 

molecules (MSCRAMMs). The isolates were submitted to the antimicrobial 

susceptibility test by disc diffusion. Finally, biofilm formation in a 96-well microplate in 

TSB broth at 37°C was verified by the Cristal Violeta method. The mecA gene was 

detected in 1.9% of the 445 isolates. Agr typing revealed that 83 (27.4%) of the isolates 

are agr-I, 95 (31.4%) agr-II and 43 (14.2%) agr-III, and no isolate was classified as agr-

IV. PFGE typing revealed a total of 54 profiles. Thus, a representative isolate of each 

profile was used in the other tests that showed the presence of the most frequent spa 



 

genotypes t127, t605 (20.58%); t002 (14.70%), followed by types t267 (8.82%); t1234, 

t693 (5.8%) e t021, t177, t306, t321, t359, t442, t521, t693 and t5493 (2.9%). In 

addition, we found the presence of the genes of the SEs group: sea 1 (1.8%), seh 11 

(20.3%), sei 10 (18.5%), sej 7 (12.9%), seg and seo 14 (25.9%), sem 8 (14.8%), while 

seb, sec, sed, see and tst genes were not detected. For hemolysin genes, hla was 

positive in all isolates and hlb was positive in 53 (98.1%) isolates. The positive genes 

for MSCRAMMS were: fnbA, fnbB 18 (33.3%), clfA, clfB e eno 53 (98.1%), fib 44 

(81.4%), bbp 4 (7.4%), cna 17 (31.4%) and ebps 10 (18.5%). Finally, the biofilm 

formation genes icaA and icaD were present in 38 (70.3%) and 25 (46.2%) of the 

isolates, respectively. In the evaluation of antibiotic susceptibility of the 54 isolates, 25 

(46.3%) showed greater resistance to penicillin and 13 (24.0%) to tetracycline. In a 

lower percentage (1.8%), 1 isolate each was resistant to erythromycin, cefoxitin, 

clindamycin, gentamicin, contrimazole, azithromycin and trimethoprim. In addition, 8 

isolates (14.8%) showed intermediate resistance to tetracycline, 3 (5.5%) to 

gentamicin and 1 (1.8%) to tobramycin. In the test for the determination of biofilm 

formation by crystal violet, 13.7% were classified as non-forming isolates, 60.8% as 

weakly forming, 25.5% moderately forming and none as strongly forming. The high 

diversity of S. aureus strains observed in this study showed that there are several types 

of strains circulating in the Canastra region. The characterization revealed a high 

frequency of virulence genes and that further studies are needed to assess the 

potential for enterotoxin production in artisanal cheeses. The improvement of hygiene 

procedures during all stages of production can be a solution for reducing the levels of 

contamination by S. aureus. 

 

Key Words: Staphylococcus aureus; Canasta cheese; Virulence factors; 

Antibiotic resistance. 
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1. INTRODUÇÃO  

A produção de queijo Minas Artesanal da Canastra é de grande importância 

econômica, social e cultural para a região. Trata-se de um produto conhecido 

nacionalmente e de grande apelo comercial. Além disso, é a principal fonte renda e 

emprego para boa parte da população da região da Serra da Canastra. 

O queijo minas artesanal da Canastra é um produto feito de leite cru, 

manipulado ao longo do processo de produção e em alguns casos elaborado em 

condições higiênico-sanitárias deficientes, resultando em um produto sem 

padronização (PINEDA et al., 2021). A segurança microbiológica deste alimento é de 

grande preocupação para a saúde pública, já que apresenta um alto risco de 

contaminação por patógenos como o Staphylococcus aureus que pode causar 

intoxicação alimentar, devido à produção de enterotoxinas (CAMARGO et al., 2021, 

ALLAION; BARRIONUEVO; FRANCO, 2021).   

Vários estudos mostram a presença de fatores de virulência em 

Staphylococcus aureus como: leucocidinas, hemolisinas, superantígenos (toxinas 

exfoliatinas, TSST-1 e enterotoxinas), e componentes da parede celular, que foram 

detectados em isolados provenientes de leite cru (ALLAION; BARRIONUEVO; 

FRANCO, 2021; NORMANNO et al., 2005; BERGDOLL, M.S. & WONG, 2006; 

D’AMICO; DONNELLY, 2011). 

Esse microrganismo encontra-se amplamente distribuído na natureza, podendo 

chegar até o alimento por meio dos manipuladores com práticas de manuseio 

deficientes, equipamentos de ordenhas, e pele de animais (VANETTI; PINTO, 2013; 

REGASA; MENGISTU; ABRAHA, 2019). Além disso, a mastite, que é uma doença 

comum em vacas leiteiras, afeta a qualidade do leite e resulta nesta matéria-prima 

contaminada (CHENG, W.N.; HAN, S.G., 2020). Outra fonte de contaminação é a 

formação de biofilmes nos locais de processamento de alimentos que é responsável 

por perdas econômicas (GIAOURIS et al., 2014).   

Devido ao risco pelo consumo de alimentos contaminados por S. aureus, 

entidades governamentais de vários países exigem a pesquisa e enumeração desse 
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microrganismo como parte das ações de fiscalização sanitária. Nesse contexto, o 

presente trabalho apresenta grande relevância devido a produção e consumo de 

queijo minas artesanal no Brasil. A aplicação de técnicas moleculares na 

caracterização de S. aureus é um passo importante para se conhecer o potencial de 

virulência e diversidade microbiana encontrada em queijo minas artesanal da 

Canastra.   
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo geral 

 Caracterizar a diversidade genética, potencial de virulência e resistência a 

antimicrobianos de Staphylococcus aureus isolados de Queijo Minas 

Artesanal da Canastra.  

2.2. Objetivos específicos  

 Confirmar a identidade dos isolados mediante detecção do gene nuc por PCR 

e por testes bioquímicos; 

 Verificar a diversidade clonal de Staphylococcus aureus isolados de queijos 

maturados com 22 dias de 83 propriedades da canastra e de queijos durante 

a maturação em três propriedades; 

 Detectar a presença de genes de virulência e resistência a meticilina nos 

isolados; 

 Avaliar o perfil de resistência a agentes antimicrobianos e a capacidade de 

formação de biofilmes dos isolados. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1. Queijo Minas Artesanal da Canastra 

O queijo é um alimento que faz parte do cardápio da população brasileira e 

representa quase 10% dos lácteos consumidos no pais. O estado de Minas Gerais 

destaca-se como o maior produtor de queijos do Brasil, com 40% da produção 

nacional (AMARANTE, 2015; ABIQ, 2019; EMBRAPA, 2022). 

Segundo a Portaria do IMA nº 1969 de 26 de março de 2020, queijos Artesanais 

de Minas Gerais são aqueles “elaborados, a partir do leite cru, hígido, integral, de 

produção própria, com utilização de soro fermento (pingo), e que o produto final 

apresente consistência firme, cor e sabor próprios, massa uniforme, isenta de 

corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecânica. Além disso, o 

processamento deverá iniciar-se em até noventa minutos após o começo da ordenha; 

fabricação deverá ser com leite que não tenha sofrido tratamento térmico; utilização 

como ingredientes de culturas lácticas naturais como pingo, soro fermentado ou soro-

fermento, coalho e sal; e o período de maturação, conforme o período estipulado para 

as microrregiões que possuam pesquisas científicas ou, na sua ausência, pelo maior 

período determinado por meio dos estudos científicos” (MINAS GERAIS, 2020). 

O queijo Minas Artesanal (QMA) é um produto tradicional, fabricado por 

pequenos produtores, de significativa importância socioeconômica e gerador de renda 

e emprego para grande parte dos agricultores familiares do estado (DORES; 

FERREIRA, 2012). A região da Serra da Canastra tem cerca de 800 produtores 

artesanais, que produzem cerca de 576 toneladas de queijo por ano (FIERN, 2020). 

A região da Serra da Canastra está situada no sudoeste de Minas Gerais, 

sendo reconhecida como produtora de QMA por mais de dois séculos (MINAS 

GERAIS, 2018). O queijo Canastra foi declarado, desde maio de 2008, como 

patrimônio cultural imaterial Brasileiro, título concedido pelo Instituto do Patrimônio 

Histórico e Artístico Nacional (IPHAN) por reunir tradição, cultura e possuir 

características peculiares desde que começou a ser fabricado no século XVIII. É 

produzido há mais de 200 anos no Brasil e o processo de fabricação tem sido passado 

de geração em geração (JÚNIOR C. G. et al., 2014).  
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A Serra da Canastra é uma região que tem o terroir ideal para a produção do 

queijo. O terroir é a união das condições físico-ambientais como clima, altitude, pastos 

nativos e águas favoráveis à produção de queijo. Apresenta um ambiente propício ao 

desenvolvimento de bactérias típicas como bactérias láticas principalmente 

Lactococcus, Streptococcus e Lactobacillus que promovem o aroma, sabor e textura 

característico do queijo (SEBRAE, 2016; PINEDA et al., 2021).  

Somente os queijos artesanais produzidos nos municípios de Medeiros, São 

Roque de Minas, Vargem Bonita e algumas regiões dos municípios de Piumhi, 

Delfinópolis, Bambuí, Tapiraí, São João Batista do Glória e Córrego D’Anta, podem 

utilizar a denominação “Queijo Minas Artesanal da Canastra”. Tal designação se dá 

pela certificação de registro de Indicação Geográfica do Queijo Minas Artesanal 

Canastra dada pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) (MINAS 

GERIAIS, 2018) 

O queijo da Serra da Canastra, assim como os queijos artesanais produzidos 

em outras regiões reconhecidas como a de Araxá, Campo das Vertentes, Cerrado, 

Serra do Salitre, Serro e Triângulo Mineiro, são fabricados com leite cru recém-

ordenhado. O leite cru apresenta uma microbiota complexa, podendo apresentar 

microrganismos desejáveis como bactérias láticas e indesejáveis como deterioradores 

e patógenos  (LIMA et al., 2009; CARDOSO et al., 2013; PERIN et al., 2017). 

Na elaboração do queijo Canastra, além do uso de leite cru e fermento lácteo 

ou pingo (obtido do soro da produção de queijo do dia anterior), também se utiliza o 

coalho industrializado e cloreto de sódio (sal comum). Segundo a Portaria nº 2.051, 

de 08 de abril de 2021, as queijarias podem comercializar o queijo Canastra somente 

após o período mínimo de maturação de 14 dias (MINAS GERAIS, 2021). Vale 

ressaltar que no ano de 2017, período em que esse trabalho foi iniciado, o tempo 

obrigatório de maturação para o queijo Canastra era de 22 dias (MINAS GERAIS, 

2013).  Segundo a EMATER, o produto apresenta “consistência semi-dura com 

tendência à macia, de natureza manteigosa, textura compacta e encorpada, coloração 

branca-amarelada, crosta fina, amarelada e lisa, com formato cilíndrico, com 4 a 7 cm 

de altura, 15 a 17 cm de diâmetro, 1,0 a 1,2 kg de peso total e odor e sabor forte, 

ligeiramente ácido, meio picante e agradável” (MINAS GERAIS, 2018) 
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Existe uma maneira própria de cada produtor elaborar os queijos, que vai desde 

o sistema de criação e tipo do rebanho, práticas de manejo sanitário e alimentar, até 

sua posterior maturação. As distintas técnicas de fabricação, bem como a umidade 

relativa, a temperatura ambiente ou da câmara de maturação, são fatores que 

apresentam variações entre os produtores e as regiões. Tudo isso dificulta uma 

padronização do produto e em contrapartida, se obtém um produto final com sabores, 

texturas e aparências distintas entre diferentes fazendas (MACHADO et al., 2004).  

O processo de produção do queijo da Canastra compreende as seguintes 

etapas: filtração do leite; adição de cultura lática (pinto) e coalho; coagulação; corte 

da massa; mexedura; dessoragem; enformagem; prensagem manual; salga seca e 

maturação (MINAS GERAIS, 2012) (Figura 1). 
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Figura 1 - Fluxograma de elaboração do queijo Minas Artesanal. 

 

Fonte: Portaria do IMA nº 1969 de 26 de março de 2020 (MINAS GERAIS, 2020) 

 

A primeira etapa na produção do queijo é a ordenha do leite, na qual pode-se 

minimizar a contaminação microbiológica pela aplicação de boas práticas de ordenha. 

Nesta etapa, é necessário avaliar a saúde das glândulas mamárias, higienização dos 

equipamentos e do local, assim como a lavagem das mãos do ordenhador, realização 
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de pré e pós dipping e uso de papel toalha para a secagem dos tetos (TORRES, 2014). 

Falhas nesta etapa podem provocar a disseminação de agentes de mastite entre os 

animais. A mastite é um processo infeccioso que atinge a glândula mamária e produz 

alterações na secreção e composição do leite (DIAS, 2007). Agentes bacterianos 

responsáveis pela mastite são, entre outros, Staphylococcus aureus e Streptococus 

agalactiae, bactérias da família Enterobacteriacae e Streptococcus uberis e S. 

dysgalactiae (CHENG, W.N.; HAN, S.G.,2020). 

As medidas empregadas para o controle de mastite causada por S. aureus não 

têm sido totalmente eficazes, provavelmente devido à falta de conhecimento sobre os 

diversos fatores de virulência que são responsáveis pelo processo de infecção e sobre 

as vias de transmissão, fontes de infecção, vetores e mecanismos de disseminação 

(RAINARD et al., 2018). 

A fabricação do queijo Canastra deve ocorrer em até 90 minutos após a 

ordenha do leite, momento no qual inicia-se a etapa de filtragem, que tem como 

objetivo retirar partículas macroscópicas.  Depois, adiciona-se o fermento natural 

obtido do dia anterior, “pingo”, além do coalho. O coalho pode ser em pó, ou líquido 

de renina de bezerro. A quantidade de pingo adicionado pode variar de 100 a 500 ml 

para 100 litros de leite, de acordo com a estação do ano, temperatura ambiente, e a 

maneira de produção de cada produtor (MINAS GERAIS, 2012). 

A etapa de coagulação dura em média de 40 a 90 minutos para o Queijo 

Canastra, Canastra Merendeiro e Canastra Real, de acordo com diversos fatores 

como: temperatura ambiente, dose de coalho e pingo, composição do leite, estação 

do ano, entre outros. Após a coagulação do leite, inicia-se a etapa de corte da massa 

até a obtenção do tamanho dos grãos desejados. Após o corte, o tempo de mexedura 

varia entre 1 e 5 minutos, de acordo com a maneira de elaboração de cada produtor. 

Na separação da massa do soro, a massa fica em descanso para que ocorra a 

dessoragem (MINAS GERAIS, 2012). 

Na etapa de enformagem, a massa é colocada em formas plásticas e o artesão 

prensa manualmente a massa, à fim de dessorá-la e compactá-la. Após a prensagem 

manual, deve-se deixar os dois lados lisos e homogêneos. A etapa de salga à seco é 
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o momento em que uma das faces do queijo é coberta com uma camada de sal. A 

primeira etapa da salga demora aproximadamente de 6 a 8 horas, depois o queijo é 

virado e a outra face é salgada por mais 18 horas. Nessa etapa, ocorre também a 

coleta do “pingo”, que será utilizado na produção do queijo do dia seguinte (BORELLI 

et al., 2006; MINAS GERAIS, 2012). 

A maturação do Queijo Minas artesanal da Canastra deve ser à temperatura 

ambiente ou em ambiente de temperatura controlada, localizada na zona delimitada 

de produção, obedecendo ao modo tradicional de fabricação e à legislação vigente. O 

período de maturação deverá ser de no mínimo 14 dias (MINAS GERAIS, 2021). Essa 

fase é responsável pela cor, sabor, aroma e textura característicos do queijo artesanal 

devido a alterações bioquímicas, como lipólise, proteólise e glicólise. Além disso, 

contribui no controle de microrganismos como S. aureus, E. coli e coliformes totais 

(FOX; COGAN, 2004; DORES, 2007; SILVA GUIMARÃES, 2007; MINISTÉRIO DA 

AGRICULTURA, 2013).  

Nos aspectos microbiológicos de cada queijo produzido artesanalmente, há 

uma microbiota endógena específica que combinada com o solo, água, pastagem, 

clima e altitude caracterizam o queijo sensorialmente e permitem conservar o valor do 

produto. A microbiota nativa, formada principalmente por bactérias láticas e leveduras 

presentes no leite e no “pingo”, é de grande importância para as características 

sensoriais do produto final (FOX; COGAN, 2004). 

O queijo é rico em nutrientes e possui valores de pH e atividade de água (aw) 

favoráveis à multiplicação dos microrganismos. Portanto, muito susceptível à 

contaminação microbiana, sobrevivência e multiplicação dos mesmos que 

dependendo da espécie, pode ocasionar surtos de infecção ou intoxicação de origem 

alimentar. Esta situação é agravada quando se emprega o leite cru, principal matéria-

prima para a fabricação do Queijo Canastra, aliado a intensa manipulação no 

processo de obtenção e, em geral, à falta de atenção ao tempo de maturação 

necessário. Outros fatores como as condições sanitárias dos rebanhos, as condições 

higiênico-sanitárias de fabricação, transporte e comercialização, bem como o tempo 

e temperatura de conservação de produtos na estocagem e o uso de tecnologias 
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inadequadas também podem influenciar na segurança do produto (PINTO, 2004; 

BRANT; FONSECA; SILVA, 2007; PINTO et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2015). 

Vários estudos mostraram a presença de microrganismos patogênicos em 

queijos artesanais como Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, e altas contagens de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus 

e Pseudomonas aeruginosa, sendo os mais comuns e importantes no controle da 

qualidade de tais produtos S. aureus, L. monocytogenes. E. coli  e Salmonella spp. 

(BORELLI et al., 2006; NÓBREGA, 2007; ORNELAS et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 

2015; MARTINS et al., 2015; VAN CAUTEREN et al., 2017).  

Um estudo realizado com QMA na região do Serro mostrou também que as 

populações de coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus spp., 

Staphylococcus coagulase positivo (SCP) foram altas no leite utilizado para fabricação 

destes queijos (FIGUEIREDO et al., 2015). Provavelmente, o crescimento de S. 

aureus pode ocorrer durante o armazenamento de leite em temperaturas altas, ou nas 

primeiras etapas de fabricação de queijo, se o microrganismo não for inibido pela 

atividade das bactérias lácticas (CHARLIER et al., 2009). Além disso, o nível máximo 

de contaminação de S. aureus em queijo de leite cru foi observado nas primeiras horas 

após a sua produção (JAKOBSEN et al., 2011; CAMPOS, 2019). 

3.2. Prevalência e surtos ocorridos por Staphylococcus aureus pelo 

consumo de queijos artesanais e produtos lácteos 

Segundo dados da Vigilância Epidemiológica do Ministério da Saúde (2022) 

no Brasil, entre os anos de 2012 a 2021, obteve-se o registro de 6.347 surtos de 

Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs), sendo responsável de 13.466 

hospitalizações. Nos casos em que se determinou o agente etiológico, os mais 

comuns foram bactérias, tais como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Salmonella, Bacillus cereus, coliformes. Dentre as classes de alimentos incriminados 

nos surtos, vale destacar o leite e seus derivados com uma proporção de 7,1%. Por 

outro lado, S. aureus representa o 12,9% dos agentes etiológicos mais identificados 

nos surtos (MINISTERIO DA SAÚDE, 2022).  
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A intoxicação por S. aureus é causada pelo consumo de alimentos que contém 

toxinas pré-formadas produzidas pelo microrganismo, e os sintomas iniciam-se 

rapidamente após a ingestão dos alimentos contaminados, aproximadamente de 30 

minutos a 5 horas (VANETTI; PINTO, 2013). No entanto, o período de incubação 

depende da quantidade de toxina ingerida. Estudos mostram que uma concentração 

de 0,5 ng/g da toxina no alimento pode ser suficiente para causar intoxicação 

(MURRAY, 2005). Além disso, o crescimento de S. aureus e a produção de 

enterotoxinas são afetados por parâmetros físico-químicos, como temperatura, pH, 

atividade de água, concentração de sal (NaCl) e disponibilidade de oxigênio 

(BEUCHAT; MONTVILLE; DOYLE, MICHAEL P., 2003; VIEIRA P et al., 2008). 

A intoxicação alimentar estafilocócica dificilmente é notificada devido ao fato de 

os sintomas terem curta duração; por isso, raramente os afetados procuram 

tratamento clinico, o que faz com que o índice de hospitalização e notificação sejam 

baixos. Além disso, a escassez de estudos e recursos em grande parte do país, 

resultam mais ainda em poucos dados oficiais sobre a doença, e diagnósticos 

incorretos por parte dos profissionais de saúde (NERO; NOGUEIRA, 2007).   

Vários estudos evidenciam a presença de genes que codificam a produção de 

toxinas em produtos lácteos, incluindo queijos, podendo representar um risco para os 

consumidores (FIGUEIROA et al., 2009; FERREIRA et al., 2016; TAREKGNE et al., 

2016; LÚCIO et al., 2018). Surtos e casos esporádicos de intoxicação atribuídos ao 

consumo de produtos lácteos, principalmente queijos, têm sido relatados em vários 

países (DO CARMO et al., 2002; JOHLER et al., 2015; ARMANI et al., 2016). 

Na Itália, em 1997, foi avaliada a presença S. aureus em quatro tipos de 

queijos comercializados em Bologna, e constatou-se que 16,3% (22/135) das 

amostras estavam contaminadas com o patógeno (DE LUCA, ZANETTI e STAMPI 

1997). Em outro trabalho, na Itália, analisaram-se leite cru e pasteurizado e outros 

derivados (queijo, coalhada, ricota, sorvetes, etc.). Foram isoladas 362 cepas de S. 

aureus, das quais 217 produziram as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, SEA e 

SEB, SEA e SED (NORMANNO et al. 2005). No estudo de Bellio et al. (2019), 7 

amostras de queijos com maturação de 4 a 10 semanas mostraram a presença de 

enterotoxinas SEA e SED. 
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No Brasil, vários estudos demonstraram alta contaminação de leite e 

derivados por S. aureus (DAS DORES et al., 2013; SOUZA et al., 2015; DE 

SANT’ANNA et al., 2018). Em Minas Gerais, foram analisadas 16 amostras de queijos 

minas artesanal da Canastra nas estações chuvosa e seca. Os resultados mostraram 

altas contagens de S. aureus, acima dos limites máximos estabelecidos pela 

legislação vigente. Além disso, 75% das amostras continham a enterotoxina SEA, sem 

influência da estação (DAS DORES et al., 2013). Em outro estudo, 37 amostras de 

QMA da região de Medeiros, provenientes de fazendas com certificação, 

apresentaram contagens de S. aureus em desacordo com os padrões legais (DE 

SANT’ANNA et al., 2018). No município de Sacramento, foram analisadas 30 

amostras de QMA produzidos na região de Araxá. Todas as amostras não atenderam 

aos parâmetros legais, e 56 (88,8%) dos isolados pertencentes a essas amostras 

foram positivos para S. aureus (SOUZA et al., 2015). Sapata et al., (2008) realizaram 

a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) em 48 amostras de queijo 

minas frescal, sendo que 38 (79,20%) amostras apresentaram valores superiores ao 

limite microbiológico, sugerindo que o produto não foi elaborado em condições 

higiênico-sanitárias adequadas. Em outro estudo Feitosa e colaboradores (2003) 

avaliaram a ocorrência de SCP em queijos produzidos artesanalmente no estado do 

Rio Grande do Norte, tendo encontrado que 72,7% das amostras apresentavam 

contagens entre 7,0 x 104 UFC/ g a 1,3 x 108 UFC/g.  

Na França, seis surtos envolveram 23 pessoas que consumiram queijos feitos 

de leite cru. Foram analisadas amostras dos surtos 1, 2, 3 e 6, e um total de 20 

isolados de S. aureus dessas amostras. Nas amostras dos surtos 1, 2 e 3, o 

microrganismo e as enterotoxinas SEA e SEE foram detectados; na amostra do surto 

6 não foi possível isolar o microrganismo devido ao processo de aquecimento utilizado 

na sua preparação. No entanto, foi possível identificar a enterotoxina SEE.  As 

amostras do surto 4 e 5 não estavam disponíveis para análise. Além disso, os 20 

isolados apresentaram unicamente o gene see (OSTYN et al., 2010).  

Na Suíça, um surto de intoxicação alimentar pela presença de enterotoxinas 

SED e SEA em queijos feitos de leite cru atingiu 10 crianças e 4 adultos. A cepa 
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identificada como responsável do surto foi associada a mastite bovina (JOHLER et al., 

2015). 

 

No Reino Unido, relataram-se a ocorrência de 359 casos de intoxicação 

alimentar no período de 1969 e 1990 devido a enterotoxina estafilocócica. Do total de 

casos, 8% ocorreram devido a ingestão de leite e derivados contaminados (SENA, 

2000). 

No Brasil, os surtos de DTA pesquisados envolvendo produtos lácteos têm 

sido associados principalmente ao consumo de queijos do tipo Minas padrão, Minas 

frescal, e de queijo coalho. Em Ouro Preto (MG), em julho de 1987, houve um surto 

devido ao queijo Minas frescal contaminado por S. aureus (SABIONI; HIROOKA; DE 

SOUZA, 1988). O nível de contaminação no queijo foi de 9,3 x 107 UFC/g e as cepas 

isoladas eram produtoras de enterotoxinas SEA, SEB, SED e SEE. Nessa mesma 

cidade, ocorreu outro surto de intoxicação estafilocócica em janeiro de 1992 que foi 

atribuído ao consumo de queijo fabricado com leite cru. S. aureus foi o agente e 93,7% 

das cepas eram produtoras de enterotoxinas SEA, SEB ou SED. Em 1996, em (MG) 

ocorreu outro surto atribuído a esse mesmo tipo de queijo e S. aureus foi o agente 

etiológico identificado. A população do patógeno nos queijos foi de 2,9 x 108 UFC/g, 

sendo detectadas cepas produtoras de enterotoxina SED (SABIONI; NASCIMENTO; 

PEREIRA, 1994).  

Na cidade de Belo Horizonte, foram investigados 18 surtos de intoxicação 

alimentar estafilocócica. Os alimentos envolvidos foram bolo com recheio de creme (8 

casos) e queijo branco (10 casos). A contagem de estafilococos variou de 104 a 108 

UFC/g de alimento. Os estafilococos isolados em 14 dos surtos produziram 

enterotoxinas, SEA e SEB em 12 surtos, enterotoxina A em um surto e enterotoxina 

B em um outro surto (CARMO, L. S.; BERGDOLL, 1990). 

Ainda em Minas Gerais, no ano de 1999, a presença de enterotoxinas 

estafilocócicas em leite cru e queijo minas frescal, foi responsável por 2 surtos que 

atingiram 378 pessoas. No primeiro surto, foram detectadas as enterotoxinas SEA, 

SEB e SEC, possivelmente produzidas por S. aureus provenientes de manipuladores 
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e, no segundo surto, as enterotoxinas SEC e SED, presuntivamente de isolados de 

mastite bovina (DO CARMO et al., 2002). 

Os estudos descritos anteriormente indicam a presença de S. aureus ou 

enterotoxinas produzidas pelo microrganismo, que apresentam um perigo de 

intoxicação e surtos pelo consumo desses alimentos. Também mostram que existem 

falhas no controle sanitário durante as etapas de produção e recomendam uma 

melhora na implementação de boas práticas de fabricação, assim como, a execução 

eficiente dos serviços de fiscalização.  

Casos de surtos atribuídos ao consumo de queijos e produtos lácteos são 

descritos em vários países. No entanto, no Brasil, mesmo tendo estudos que 

identificam a presença de enterotoxinas estafilocócicas em alimentos, os dados sobre 

surtos com queijos artesanais são, ainda, inexistentes.  

3.3. Características morfológicas funcionais de Staphylococcus aureus 

S. aureus é um coco Gram-positivo de 0,5 a 1,0 micrometro de diâmetro, cresce 

em forma de cachos de uvas, não esporulado e imóvel. As colônias são convexas, 

circulares e com bordas lisas, podem se apresentar opacas, podendo variar sua 

coloração (branca, creme, amarela) (SILVA; FEITOSA; RODRIGUES, 2017). A 

denominação de S. aureus foi adquirida pela capacidade de produzir um pigmento de 

cor de ouro (SHIROMA et al., 2015). Além de S. aureus subsp. aureus, existem outras 

espécies coagulase positivas que são: S. hyicus subsp. hyicus, S. lutrae, S. 

intermedius, S. pseudintermedius, S. schleliferi subsp. coagulans e S. delphini (DA 

SILVA et al., 2017).   

S. aureus subsp. aureus é um microrganismo mesófilo que cresce na faixa de 

7,0 a 47,8 °C, com temperatura ótima de 37 °C. O pH de crescimento vai de 4,5 a 9,3, 

com ótimo de 7,0 a 7,5. Apresenta tolerância ao sal e pode crescer em meios com até 

15% de NaCl. Se desenvolve em aw mínima de 0,86 (FRANCO; LANDGRAF, 2008). 

É um microrganismo anaeróbio facultativo, mas apresenta um melhor crescimento em 

condições aeróbicas (DA SILVA et al., 2017). Além disso, produz vários fatores de 

virulência como proteína A, fosfatase alcalina, catalase, coagulase, “clumping factor”, 
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nuclease termoestável (termonuclease), hemolisina e lipase  (DA SILVA et al., 2017; 

SILVA; FEITOSA; RODRIGUES, 2017). 

S. aureus é um patógeno humano que causa infecções que vão desde 

infecções relativamente leves como pústulas, furúnculos, impetigos, até processos 

mais extensos e potencialmente fatais como infecção pós-cirúrgica, pneumonia, 

osteomielite, endocardite, abscesso cerebral, meningite, sepse e bacteremia, bem 

como doenças mediadas por toxinas, como síndrome do choque tóxico e intoxicação 

alimentar (TONG et al., 2015). Coloniza aproximadamente um terço dos seres 

humanos saudáveis e é mais provavelmente encontrado nas narinas (SAKR et al., 

2018). O transporte nasal de S. aureus é um fator de risco para doença estafilocócica. 

O tratamento para esse microrganismo é agravado pela disseminação do S. 

aureus  resistente à meticilina  (MRSA) (AYEPOLA et al., 2015). 

A espécie S. aureus apresenta grande relevância devido à sua facilidade de 

adaptação ao meio ambiente e a capacidade de trocar material genético, podendo 

adquirir genes de resistência a antibióticos e genes de virulência (SANTOS et al., 

2018). Outra característica importante é a capacidade de formação de biofilme, devido 

à resistência a dessecação, ao calor e aos desinfetantes, podendo permanecer em 

superfícies, utensílios e equipamentos, constituindo uma importante fonte de 

contaminação (MIAO et al., 2019). 

3.4. Características genômicas de Staphylococcus aureus  

Na análise de sequencias genômicas de S. aureus subsp. aureus observou-se  

que apresentava um tamanho de genoma de aproximadamente 2,8 Mb, com um 

conteúdo de G + C de 32% a 36% e 2748 sequências codificadoras de proteínas, além 

de profagos, plasmídeos e transposones (LINDSAY; HOLDEN, 2004). O cromossomo 

contém ilhas de patogenicidade e genes de resistência a antibióticos que podem ser 

adquiridos via transferência horizontal de elementos genéticos móveis (MGEs) 

(SHIROMA et al., 2015). O genoma de S. aureus é dinâmico e pode desenvolver 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e ganhar ou perder MGEs (LINDSAY; 

HOLDEN, 2004; SHIROMA et al., 2015).  
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3.5. Fatores de virulência de Staphylococcus aureus  

A patogenicidade de S. aureus é multifatorial e envolve uma variedade de 

proteínas e toxinas que contribuem para a sua capacidade de colonização e invasão 

celular, degradação de células do sistema imunológico e a sua evasão, a alteração 

dos tecidos, assim como também influenciar na sua própria multiplicação (GORDON; 

LOWY, 2008). 

A patogenicidade de S. aureus depende da quantidade de genes determinantes 

de fatores de virulência que estão presentes no genoma e a capacidade que têm para 

expressá-los. Estima-se que aproximadamente 22% do genoma de S. aureus varia 

entre os distintos clones, e que estas regiões variáveis podem incluir genes estruturais 

e reguladores que influenciam na capacidade adaptativa, na patogenicidade e 

virulência (DAVID; DAUM, 2010). 

Os principais fatores de virulência são proteínas extracelulares como adesinas, 

exoenzimas, exotoxinas, citotoxinas e proteína A. Essas proteínas fixam-se na parede 

celular e permitem ao microrganismo escapar das defesas do hospedeiro, aderir-se 

às células e moléculas da matriz intercelular, invadir ou destruir as células do 

hospedeiro, e a se disseminar dentro dos tecidos. Sua produção é conduzida por uma 

cadeia complexa de funções regulatórias cuja expressão in vitro é programada e 

depende de sinais ambientais (KURODA et al., 2001; VOJTOV; ROSS; NOVICK, 

2002; CANOVAS et al., 2016).  

Os fatores de virulência produzidos por S. aureus podem estar envolvidos na 

evasão da resposta do sistema imunológico do hospedeiro, como as enterotoxinas 

estafilocócicas (SE), a toxina de síndrome do choque tóxico (TSST-1), polissacarídeos 

capsulares, a proteína A, e lipases; na adesão às células ou a matriz extracelular, 

como colágeno, enzima coagulase, fibronectina, fibrinogênio; e com a invasão e 

colonização das células do organismo, como as hemolisinas e leucocidina Panton-

Valentine (PLV) (MAZMANIAN; TON-THAT; SCHNEEWIND, 2001; HAVERI et al., 

2007; SANTOS et al., 2007; HOLZINGER et al., 2012) (Quadro 1).  
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Quadro 1 - Classificação dos fatores de virulência de Staphylococcus aureus: genes, função e 
quadro clínico. 

Fator de 
virulência 

Função 
Genes 

associados 
Quadro 
clinico 

Referência  

Leucocidinas 
D e E 
LPV 

Alteração da 
permeabilidade 

celular, 
destruição 

leucocitária. 
Causa lise de 

fagócitos 

 
LukS-PV e 
LukF-PV 

Alterações 
cutâneas 
invasivas, 

pneumonia 
necrotizante e 
destruição de 

tecidos e 
células 

(DARBOE et al., 2019) 

Hemolisinas 

Formação de 
poros e posterior 

ruptura de 
membranas 

celulares 

hla, hlb, hld, 
hlg,  

(MONECKE et al., 
2014; ACOSTA et al., 

2018) 

Toxina TSST-1 
Síndrome de 

Choque Toxico 
tst 

Síndrome de 
choque toxico, 
síndrome da 

pele escaldada 
estafilococica, 

intoxicação 
alimentar e 

sepse 

(ACOSTA et al., 2018; 
BENKERROUM, 2018) 

 

Enterotoxinas 
Intoxicação 
alimentar 

Enterotoxinas like 

sea, seb, sec, 
sed, see, seg, 
seh, sei, sej, 

sek, sel, sem, 
sen, seo, sep, 
seq, ser, seu 

Proteínas de 
ligação à 

fibronectina e 
colágeno 

Adesão ao 
fibrinogênio 

imobilizado e 
evasão imune 

mediante a união 
ao fibrinogênio 

solúvel 
 

Adesão a células 
epiteliais de 

descamação e 
favorece a 

colonização nasal 

clfA 
 

clfB 
 
 

Endocardite, 
osteomielite, 

artrite séptica, 
e infecções 

relacionadas 
aos 

dispositivos 
médicos 

Proteina 
ligadora a 

fibronectina 
 

Adesão a matriz 
celular e posterior 

invasão 

fnbA, fnbB 
 

Infeção em 
reação de 

corpo 
estranho, 
mastite, 

endocardite 

Proteína de 
adesão à 
elastina 

Codifica a 
proteína de 

ligação à elastina 
Adesão a matriz 

extracelular 

ebps 
Colonização e 
disseminação 
através dos 

tecidos 
Artrite séptica, 
ceratite ocular 

 

 
 
 

(GHASEMIAN et al., 
2015) 

 
 

 
 
 
 

Proteína de 
adesão ao 

fibrinogênio 

Codifica a 
proteína de 
ligação ao 

fibrinogênio 

fib 
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Proteína de 
adesão à 
laminina 

Codifica a 
proteína de 

ligação à laminina 
eno 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(DEURENBERG; 
STOBBERINGH, 2008) 

Proteína de 
adesão à 

sialoproteína 
óssea 

Codifica a 
proteína de 
ligação à 

sialoproteína 
óssea 

bbp 

Proteína de 
adesão ao 
colágeno 

Adesão aos 
tecidos ricos em 

colágeno 
cna 

Proteína A 

Neutraliza 
imunoglobulinas 

(anticorpos) 
Evasão do 

sistema imune 
 

spa  

 

Abaixo, estão descritos os fatores de virulência que foram estudados no presente 

estudo. 

3.5.1. Coagulase 

A coagulase é uma proteína extracelular que se liga à protrombina, formando 

um complexo denominado estafilotrombina, que permite que converta o fibrinogênio, 

uma proteína plasmática produzida pelo fígado, em fibrina. Este fato resulta na 

formação de coágulos de fibrina em volta das bactérias, o que dificulta o seu 

reconhecimento pelas defesas do hospedeiro, assim como a fagocitose pelas células 

do sistema imunitário (SANTOS, 2009; COSTA et al., 2011). Esta proteína também é 

capaz de se ligar ao fragmento Fc das imunoglobulinas G, impedindo a opsonizacão  

(GHASEMIAN et al., 2015).  

3.5.2. Toxinas com atividade de superantígeno (SAg) 

 Algumas toxinas sintetizadas por S. aureus apresentam atividade de 

superantígenos, tais como as enterotoxinas, a toxina de Síndrome de Choque Tóxico 

(TSST-1) e as toxinas esfoliativas (BUKOWSKI; WLADYKA; DUBIN, 2010). Os 

superantígenos são proteínas capazes de desencadear uma resposta imune 

excessiva ou descontrolada, na qual corre uma ativação inespecífica das células T, 

liberando grandes quantidades de citocinas pro-inflamatórias, incluindo fator de 
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necrose tumoral α (TNF- α), interleucinas e interferon-gama (GRUMANN; NÜBEL; 

BRÖKER, 2014) . Essa resposta excessiva ocorre quando o sistema imunológico está 

combatendo patógenos, as citocinas sinalizam células imunológicas, como células T 

e macrófagos, para irem até local da infecção. Ao mesmo tempo, as citocinas ativam 

essas células, estimulando-as a produzirem mais citocinas. Normalmente, esse ciclo 

de feedback é normalizado pelo organismo. No entanto, em alguns casos, a reação 

se torna descontrolada e muitas células imunológicas são ativadas em um único local. 

Essa reação, possivelmente, é causada por uma resposta exagerada quando o 

sistema imunológico encontra um invasor novo e altamente patogênico (RÖDSTRÖM, 

2014). A superprodução de citocinas tem potencial para causar hipotensão, choque e 

danos significativos aos tecidos e órgãos do corpo  (BENKERROUM, 2018). Os genes 

que codificam a produção de SAgs podem estar presentes em elementos genéticos 

móveis, como fagos, ilhas de patogenicidade e plasmídeos (FITZGERALD et al., 2001; 

RÖDSTRÖM, 2014).  

3.5.2.1. Enterotoxinas Estafilococicas (SEs) 

As enterotoxinas estão dentro do grupo de enterotoxinas pirogênicas com 

atividade de superantígenos (PTSAgs), que são proteínas globulares de cadeia única 

e com tamanho molecular em média de cerca de 25 kDa (BENKERROUM, 2018). Elas 

atacam as células intestinais, levando à gastroenterite, geralmente provocando 

diarreia, vômitos, e inflamação intestinal ou gástrica. São estáveis e resistentes ao 

calor, proteinases digestivas, agentes desnaturantes, irradiação e uma ampla faixa de 

pH (BENKERROUM, 2018; CHEN; XIE, 2019).   

As enterotoxinas que se encontram dentro desse grupo são: as SEs 

(Staphylococcal Enterotoxins) clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE), as SEs não 

clássicas (SEG, SEH, SEI, SER, SES, SET), que têm atividade emética comprovada, 

e as SEls – Staphylococcal enterotoxins like - (SEIJ, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, 

SEIP, SEIQ, SEIU, SEIV, SEIX, SEIY), que ainda não possuem atividade emética 

comprovada (ARGUDÍN; MENDOZA; RODICIO, 2010; JUNG HR, LEE YJ, 2022). 

Essas enterotoxinas compartilham estrutura, função e homologia genética. A 

patogenicidade resulta da penetração do revestimento intestinal, obtendo acesso aos 

tecidos, com o qual se produz grande proliferação de células T e liberação de citocinas 
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pró-inflamatórias (BENKERROUM, 2018; TUFFS; HAERYFAR; MCCORMICK, 2018; 

KRAKAUER, 2019; PARUSSOLO et al., 2019).  

Uma cepa de S. aureus pode produzir mais de um tipo de enterotoxina 

(NORMANNO et al., 2005). Os genes que codificam as enterotoxinas estafilococicas 

(SE) estão localizadas no DNA cromossômico e em elementos moveis, incluindo ilhas 

de patogenicidade, bacteriófagos, transposons e plasmídeos. O locus regulador gene 

acessório (agr – acessory gene regulator) é responsável pela produção das SEs, SEB, 

SEC e SED, enquanto SEA e SEJ são agr independentes (NAWROTEK et al., 2005; 

ARGUDÍN et al., 2012; TALLENT; BENNETT; HAIT, 2017).   

3.5.2.2. Síndrome do Choque Toxico (TSST) 

Outra toxina que faz parte do grupo SAg é a toxina da Síndrome do Choque 

Tóxico (TSS-1), codificada pelo gene tst  (BUKOWSKI; WLADYKA; DUBIN, 2010) . O 

termo “Síndrome do Choque Tóxico” foi descrito pela primeira vez pelo Dr. Todd, em 

1978, em um grupo de crianças com quadro clínico caracterizado por febre alta, 

vômito, diarreia aquosa, erupção cutânea escarlatiniforme, afecção multisistêmica, 

entre outros (TODD et al., 1978). Posteriormente, em 1980, ocorreu uma série de 

casos associados ao uso de absorventes femininos, que eram responsáveis pela 

colonização vaginal  por cepas produtoras de toxinas de S. aureus (DINGES; ORWIN; 

SCHLIEVERT, 2000; KLOMPAS et al., 2010).  

3.5.3. Citotoxinas Hemolíticas   

Em S. aureus, existem três hemolisinas principais, denominadas alfa (α-

hemolisina), beta (β-hemolisina) e delta (δ-hemolisina), que também estão associadas 

com a patogenicidade da bactéria (GRUMANN; NÜBEL; BRÖKER, 2014). As 

hemolisinas beta são codificadas pelo gene (hlb), e têm a capacidade de lisar os 

eritrócitos e as hemolisinas alfa (hla) e delta (hld) atuam danificando as membranas 

com a formação de poros (GRUMANN; NÜBEL; BRÖKER, 2014; MONECKE et al., 

2014). Estão presentes na maioria de cepas de S. aureus, devido à sua localização 

estável em uma parte do cromossomo e são reguladas positivamente pelo locus agr 

(KONG; NEOH; NATHAN, 2016). 
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A Alfa-hemolisina (alfa-toxina) é uma proteína citolítica com atividade 

neurótoxica e necrótica, que tem a capacidade de formar poros nas membranas das 

células como, eritrócitos, linfócitos T, macrófagos, células mononucleares, endoteliais, 

epiteliais e plaquetas, causando alteração na permeabilidade da membrana, 

desequilíbrio osmótico, extravasamento do conteúdo celular e posterior morte da 

célula (DA SILVA et al., 2012).   

A Beta-hemolisina (beta-toxina) é uma proteína com afinidade por membranas 

plasmáticas, e degrada a esfingomielina na camada fosfolipídica externa da 

membrana de eritrócitos, leucócitos, neurônios, entre outros, produzindo instabilidade 

na membrana, e torna a célula susceptível a vários fatores, como mudança de pH, 

variação de temperatura e carga iônica (ACOSTA et al., 2018). 

A Delta-hemolisina (delta-toxina) é uma toxina peptídica hemolítica estável ao 

calor, capaz de causar o vazamento do citoplasma e posterior lise de vários tipos de 

membranas de células de mamíferos, além de eritrócitos, organelas com envoltório 

celular e protoplastos bacterianos (NAKAMURA et al., 2013). Porém, sua função no 

processo infeccioso ainda não está clara (NAKAMURA et al., 2013). No entanto, vários 

trabalhos mostram que contribui na dermatite atópica como potente indutor a 

degranulação de mastócitos (NAKAMURA et al., 2013; OTTO, 2014; ACOSTA et al., 

2018).   

3.5.4. Proteína A 

A proteína A, é uma proteína de parede celular de 40 a 60 kDa codificada pelo 

gene spa (Staphylococcus protein A), que possui uma região polimórfica X, que é 

geralmente formada por repetições de 24 pares de base, mas pode apresentar 

variações de 21 a 30 pares de base (DEURENBERG; STOBBERINGH, 2008). Esta 

proteína é ancorada ao envelope da parede celular bacteriana e é secretada durante 

a fase de crescimento exponencial (BECKER et al., 2014).  A diversidade nas 

repetições da região X entre as cepas pode estar relacionada à mutações, provocando 

deleções ou duplicações nas unidade repetidas (KOREEN et al., 2004; FALUGI; KIM; 

MISSIAKAS, 2013). A proteína é composta por cinco domínios de ligação de Ig 

homólogos, cada domínio é capaz de se ligar a proteínas, mais notavelmente à IgGs, 
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nas regiões Fc e Fab.  A interação de SpA com IgM Fab desencadeia a depleção de 

células B, suprimindo o desenvolvimento de respostas imunes adaptativas (FALUGI; 

KIM; MISSIAKAS, 2013). Assim, a infecção por bactérias que expressam SpA não 

oferece proteção contra a infecção subsequente por S. aureus, inibindo  a morte 

fagocitária do microrganismo (O’HALLORAN; WYNNE; GEOGHEGAN, 2015). Este 

processo é provavelmente dependente da interação de SpA com IgG Fc (FALUGI; 

KIM; MISSIAKAS, 2013; BECKER et al., 2014).  

3.5.5. Componentes da Superfície Microbiana que reconhecem as Moléculas 

Adesivas da Matriz Celular (Microbial Surface Components Recognizing 

Adhesive Matrix Molecules - MSCRAMMs) 

São componentes proteicos presentes na superfície microbiana e medeiam a 

adesão aos componentes da matriz extracelular de células e tecidos do hospedeiro, 

como fibronectina (fn), colágeno (cn) e fibrinogênio (fg). Além disso, intervêm na 

evasão de respostas imunes à formação de biofilme. Os genes que codificam para 

MSCRAMMs se classificam em fnbpA e fnbpB, que se ligam a fn;  clfA, clfB, e sdrG, 

que se ligam a Fg; fib que codifica a proteína de ligação ao fg; eno que codifica a 

proteína de ligação à laminina; cna que codifica a proteína de ligação ao colágeno; 

ebps que codifica a proteína de ligação à elastina; e bbp que codifica a proteína de 

ligação à sialoproteína óssea (VAZQUEZ et al., 2011; GHASEMIAN et al., 2015; 

THOMPSON; BROWN, 2017).  

 

A pesquisa de todos estes genes que codificam fatores de virulência em S. 

aureus é importante para se conhecer os mecanismos empregados por esta bactéria 

para se manter no ambiente de produção de queijos, incluindo inferências sobre a 

capacidade de provocarem mastite, além de fornecer informações quanto ao seu 

potencial patogênico para os seres humanos. 

3.5.6. Biofilme  

A formação de biofilme contribui para a sobrevivência e disseminação do 

microrganismo. Os biofilmes microbianos são comunidades multicelulares que podem 

se aderir e desenvolver em superfícies bióticas ou abióticas (CARVALHO et al., 2021). 
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Estas comunidades são envolvidas por uma matriz de substâncias extracelulares 

poliméricas produzidas pelos próprios microrganismos para aumentar a sua 

capacidade de sobrevivência em diversos ambientes. A formação de biofilme ocorre 

nas seguintes etapas: fixação de células na superfície ou adesão primaria; adesão 

irreversível, crescimento e produção de matriz exopolissacarídica (EPS), formação de 

estruturas com forma de cogumelos; maturação do biofilme; desprendimento e 

dispersão de material celular permitindo a colonização de outros sítios (GIAOURIS et 

al., 2014; ACOSTA et al., 2018; MIAO et al., 2019; QIAN et al., 2019). 

A produção de biofilme deve-se a presença do operon ica (cluster de adesão 

intracelular), constituído pelos genes icaA, icaD (SHARMA et al., 2017). Estes 

codificam proteínas envolvidas na síntese de adesina extracelular que incialmente 

permite a adesão entre as bactérias por meio do polissacarídeo (PIA) a uma 

superfície, e posteriormente, se multiplicam e formam uma multicamada de biofilme 

que está associada a produção de polissacarídeo e adesina (SHARMA et al., 2017). 

O gene icaA codifica uma enzima envolvida na síntese de N-acetilglicosamina, e o 

gene icaD influencia na expressão de icaA, levando à expressão do polissacarídeo 

capsular que está envolvido na ligação entre as células bacterianas (O’NEILL et al., 

2007; TORRES et al., 2019). Dentre as proteínas, a Bap foi associada a formação de 

biofilme em cepas de S. aureus, na etapa de adesão às superfícies bióticas e abióticas 

(TORRES et al., 2019). A susceptibilidade reduzida aos antibióticos em S. aureus foi 

associada à formação de biofilme e atribuída à redução tanto da difusão dos 

antibióticos através da matriz de biofilme, como da atividade metabólica da bactéria 

dentro dessa matriz (O’NEILL et al., 2007). 

O estudo de biofilmes microbianos na indústria de alimentos é de grande 

importância porque a formação de biofilme nos locais de processamento de alimentos 

é uma fonte de contaminação que pode contribuir com a deterioração dos alimentos 

e que representa um perigo na qualidade e segurança dos produtos  (GIAOURIS et 

al., 2014; THIRAN et al., 2018). 
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3.6. Resistência a Antibióticos  

O uso indiscriminado de antibióticos no tratamento de infecções tem provocado 

o aumento da propagação de cepas resistentes aos antimicrobianos, particularmente 

Staphylococcus aureus Resistente à Meticilina (MRSA), sendo identificados como 

grandes reservatórios, humanos, animais e alimentos que podem representar um 

grave problema para os sistemas de atenção à saúde (VAN LOO et al., 2007; 

TÜRKYILMAZ et al., 2010; DIAS et al., 2011; NAM et al., 2011; TAVAKOL et al., 2012; 

CERQUEIRA; ALMEIDA, 2013). Esse microrganismo encontra-se na lista de agentes 

patogênicos prioritários da Organização Mundial da Saúde (OMS), dividida em três 

categorias, de acordo com a urgência em que se necessitam novos antibióticos: 

prioridade crítica, alta ou média. Staphylococcus aureus resistente à meticilina, com 

sensibilidade intermediária e resistência à vancomicina se classifica como prioridade 

alta (OMS, 2017).  As cepas de S. aureus resistentes a meticilina são denominadas 

MRSA, e possuem o gene mecA ou uma concentração inibitória mínima (MIC) à 

oxacilina >4 mg/L (HOSOSAKA et al., 2007). A resistência ocorre pela alteração da 

proteína de ligação à penicilina (PBP2a), que impede a afinidade do antibiótico pelo 

local de ligação na parede celular da bactéria (CERQUEIRA; ALMEIDA, 2013).  

3.7. Caracterização de Staphylococcus aureus por Técnicas de Tipagem 

Molecular  

As técnicas de tipagem contribuem na relação entre isolados de uma mesma 

espécie, comparando microrganismos envolvidos em surtos, assim como reconhecer 

variantes associadas a diversos ambientes e espécies animais (AL-OBAIDI; SUHAILI; 

DESA, 2018). Entre as técnicas de tipagem de S. aureus mais comuns temos: agr 

typing, spa typing e Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), Multilocus Sequence 

Typing   (MLST)  (HARMSEN et al., 2003; MCDOUGAL et al., 2003; TAVAKOL et al., 

2012; VIVAS; GUTIERREZ, 2019). 

3.7.1. Locus agr 

O locus agr codifica um sistema de regulação de dois componentes, que é 

ativado em alta densidade celular pelo mecanismo de quorum sensing (LIMA et al., 
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2020). Esse sistema é responsável pela produção de grande parte dos fatores de 

virulência e da patogenicidade de S. aureus, incluindo uma variedade de proteínas de 

superfície envolvidas na colonização e disseminação tecidual, assim como toxinas 

extracelulares envolvidas na invasão (CANOVAS et al., 2016). 

O locus agr é composto por dois operons expressos a partir de promotores de 

P2 e P3 (Figura 2). O operon expresso pelo promotor P2 compreende quatro genes 

agrA, agrB, agrC e agrD, que codificam proteínas que cumprem várias funções. As 

proteínas AgrD e AgrB estão envolvidas na codificação, modificação e secreção do 

peptídeo auto indutor (AIP – Auto Inducer Peptide). A proteína AgrC é um sensor de 

membrana, receptor do sinal AIP e a proteina AgrA é um regulador de resposta que 

quando fosforilado ativa transcrição dos promotores P2 e P3. O produto do promotor 

P3 regula fatores de virulência extracelulares (QUAVE, 2014). 

Em resumo, o AIP é derivado do propeptídeo AgrD e processado pela ação de 

AgrB. O AIP extracelular interage com AgrC na membrana para ativar AgrA, regulando 

positivamente a transcrição dos promotores P2 e P3. Em altas densidades celulares, 

o acúmulo de AIP induz a expressão de exoproteínas, α-hemolisina, lipases, 

enterotoxinas, leucocidinas e na regulação negativa de proteínas associadas à 

superfície como a proteína A codificada pelo gene spa, adesinas e coagulase 

(QUAVE, 2014; CANOVAS et al., 2016; TAN et al., 2018).   

 Segundo o tipo de locus agr, S. aureus pode ser classificado em quatro 

grupos: agr-I, agr-II, agr-III, agr-IV. Vários estudos indicam que, possivelmente, o locus 

agr facilita a colonização do hospedeiro, podendo inibir o crescimento de 

microrganismos semelhantes. Um bom exemplo é o caso do sistema agr-IV que inibe 

o crescimento de S. epidermidis para benefício de S. aureus (TRABER et al., 2008; 

THOMPSON; BROWN, 2017). Além disso, estudos destes grupos revelam que o AIP 

de cepas pertencentes ao mesmo grupo ativa respostas entre si, e cepas pertencentes 

a grupos distintos competem por níveis de expressão de genes de virulência 

(DUFOUR et al., 2002; SHOPSIN et al., 2003). 
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Figura 2 - Mapa funcional do sistema regulador gênico acessório (agr) em Staphylococcus aureus. 

 

Fonte: Adaptado de Quave, 2014 

AgrB contribui na translocação e modificação de AgrD; agrD codifica o peptídeo autoinductor (AIP); 

agrC codifica uma proteína de membrana histidina kinase, receptora do sinal AIP; agrA codifica um 

regulador de resposta que é o AgrA, que, após fosforilação ativa a transcrição dos promotores alvo. 

3.7.2. Tipagem por spa typing 

A técnica spa typing é baseada na amplificação e sequenciamento de DNA do 

locus único da região polimórfica X, que pertence a uma parte conservada do genoma 

do microrganismo. O gene spa codifica a proteína de membrana do Staphylococcus 

aureus (spa). Este gene é formado por repetições que podem sofrer alterações como 

adições, deleções ou mutações. É por isso que na análise dos dados sequenciados, 

cada repetição recebe um código numérico e o tipo de spa é deduzido da ordem de 

repetições específicas (BHATI et al., 2016; ASADOLLAHI et al., 2018; 

HASHEMIZADEH et al., 2019).  

           Essa técnica fornece um método rápido e preciso para discriminar S. aureus 

isolados de surtos e alimentos, sendo possível relaciona-los do ponto de vista 

evolutivo e epidemiológico como, por exemplo, a distribuição dos tipos spa e a 

frequência deles no país (KORSEN et al., 2004). 
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3.7.3. Tipagem por Eletroforese de Campo Pulsado (Pulsed-field gel 

electrophoresis - PFGE) 

A PFGE é uma técnica considerada como "padrão ouro". No entanto, o 

sequenciamento do genoma completo (Whole Genome Shotgun - WGS) está 

ocupando o lugar da PFGE (RIBOT et al., 2019). É uma técnica baseada na análise 

do DNA cromossômico total, seguido por digestão com enzimas de restrição (VIVAS; 

GUTIERREZ, 2019). Os produtos de digestão são analisados em um gel de agarose, 

aplicando um campo elétrico que muda periodicamente de direção, permitindo a 

separação de fragmentos grandes de DNA de até 10 Mb (HE; XIE; REED, 2014). 

Posteriormente, o gel é corado com Brometo de Etídeo e a revelação do gel é 

realizada por meio de um transiluminador ultravioleta. Os padrões de bandas obtidos 

podem ser comparados visualmente com a ajuda de um software (TENOVER et al., 

1995; MCDOUGAL et al., 2003).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Origem dos isolados bacterianos e isolamento de Staphylococcus 

coagulase positivo 

A coleta de isolados para este estudo foi realizada em dois estudos prévios 

divididos em: longitudinal e transversal, identificados previamente em placas 3M™ 

Petrifilm™ por Campos et al. 2021. Para o estudo transversal, foram utilizados 

isolados Staphylococcus coagulase positivo de Queijos Minas Artesanais da Canastra 

com maturação mínima de 22 dias, visto que até então era esse o período exigido por 

legislação. Já para o estudo longitudinal foram utilizados isolados Staphylococcus 

coagulase positivo de leite cru, cultura endógena "pingo", e queijos em diferentes 

tempos durante a maturação. Essas amostras foram analisadas previamente no 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

da Universidade de São Paulo (USP) no trabalho de mestrado de Campos, 2019. 

Posteriormente à detecção, foram isoladas de 5 a 7 colônias de cada amostra 

analisada e os isolados foram armazenados em caldo Brain Heart Infusion (BHI; 

OXOID, England)) acrescidos de glicerol 20%, e congelados a -80ºC.  

Para o estudo transversal, foram analisados 248 isolados provenientes de 

queijos de 83 propriedades produtoras da Serra da Canastra (MG), nos municípios de 

Medeiros, São Roque de Minas e Tapiraí. Já para o estudo longitudinal, foram 

analisados 197 isolados a partir de queijos durante a maturação, provenientes de três 

propriedades produtoras de queijos localizadas no município de São Roque. Para a 

identificação, os isolados foram semeados em placas contendo ágar Baird Parker (BP; 

BD, EUA) (DA SILVA et al., 2017). Além disso, foram realizados testes bioquímicos 

convencionais, tais como fermentação de glicose e manitol, catalase, coagulase em 

tubo, teste da termonuclease, observação da morfologia microscópica por meio da 

técnica de Gram, e aglutinação em látex (FERREIRA et al., 2016). Posteriormente, a 

identidade do microrganismo foi confirmada mediante PCR convencional, pela 

amplificação do gene nuc, conforme descrito a seguir. 
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4.2. Origem das cepas controle 

As cepas controle utilizadas no presente estudo foram doadas pela professora 

doutora Nathalia Cristina Cirone Silva da Universidade Estadual de Campinas – 

UNICAMP e pelo professor doutor Natan de Jesus Pimentel - Filho da Universidade 

Federal de São Carlos, Campus Lagoa do Sino, como portadoras dos genes 

mencionados no Anexo 1. 

4.3. Identificação de S. aureus por PCR convencional  

4.3.1. Extração de DNA bacteriano   

A extração de DNA dos isolados foi realizada segundo o protocolo de Monteiro 

(2014), com modificações. Foram coletados 2 mL de cultura overnight em caldo BHI, 

e o pellet obtido por centrifugação a 12.000 rpm a 27°C durante 3 min. Para as 

lavagens, o sedimento foi homogeneizado em 500 µL de tampão TE 10:1, e 

centrifugado a 12.000 rpm durante 2 min. As lavagens foram repetidas 3 vezes. 

Posteriormente, o sedimento foi ressuspendido em 100 µL de TE e a suspensão foi 

incubada a 80°C por 10 min. Após a centrifugação a 8.000 rpm durante 1 min, o 

sobrenadante foi armazenado e mantido a -20°C.  A quantidade e qualidade do DNA 

extraído foi avaliada no Espectrofotômetro Implen NanoPhotometer N50.  

4.3.2. Amplificação por PCR 

As técnicas de PCR convencional e eletroforese em gel de agarose foram 

utilizadas para identificação do microrganismo S. aureus, detecção de genes de 

virulência e resistência a antibióticos e em técnicas de tipagem molecular.  

Os termocicladores utizados para o desenvolvimento da técnica foram: Veriti™ 

96-Well Thermal Cycler Applied Biosystems, Thermofisher e Mastercycler® nexus 

gradiente, Eppendorf. A reação de amplificação dos genes de interesse de S. aureus 

foi realizada contendo 1 μL de cada oligonucleotídeo forward e reverse (10 pmol), 12,5 

μL de master mix GoTaq® Green (M7122; Promega, Madison, WI, EUA), 1 μL de DNA 

(20 ng μL-1) e 9,5 μL de água livre de nuclease para um volume máximo de reação 

de 25 μL. Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados por eletroforese em 
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gel de agarose 1,5% (m/v) em tampão TBE 0,5X por 35 minutos a 100 V, e foi aplicado 

um padrão de peso molecular de 100 pb ou 1kb (Invitrogen, Carlsbad. EUA) 

dependendo do caso. Os géis foram corados com SYBR® Safe (Invitrogen, Carlsbad. 

EUA) e posteriormente visualizados e fotografados sob luz UV no transiluminador 

ImagerGelDoc XR (Bio-Rad Laboratories Inc. Hecules, EUA) capturados com o 

software ImageLab TM (Bio-Rad Laboratories Inc. Hecules, EUA), para analisar o 

tamanho dos fragmentos. 

4.3.3. Caracterização molecular dos isolados por PCR convencional 

4.3.3.1. Confirmação da identidade de Staphylococcus aureus 

Uma vez feita a extração do DNA, a confirmação da identidade dos microrganismos 

foi realizada mediante detecção do gene nuc por PCR (Tabela 1). 

Tabela 1 - Oligonucleotídeos iniciadores e as condições da reação para o gene nuc. 

Oligonucleotideo (Sequência 5´3´)  pb Condições da reação Referência 

Nuc 

F: GCGATTGATGGTGATACGGTT 

R: AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 

    280 

94°C/4 min 

94°C/1 min 

55°C/1min       30ciclos 

72°C/1min 

72°C/10min 

(IGBINOS

A et al., 

2016)  

 

4.3.3.2. Tipagem molecular 

4.3.3.2.1. Tipagem do locus agr 

 O locus agr em S. aureus possui quatro grupos (I, II, III e IV) que foram 

detectados por amplificação utilizando os oligonucleotídeos iniciadores mostrados na 

Tabela 2.   
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Tabela 2 - Oligonucleotídeos iniciadores e as condições da reação para tipagem do locus agr. 

Oligonucleotideo (Sequência 5´3´) pb Condições da reação  Referência 

agrI 
GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 
pan-agr 
ATGCACATGGTGCACATGC 

440 

 
94 °C/1 min 
95 °C/15 seg 
55 °C/30 seg       30 ciclos 
72 °C/2 min 
72 °C/7 min 
 

(SHOPSIN et al., 
2003) 

agrII 
GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 
pan-agr 
ATGCACATGGTGCACATGC 

572 

agrIII 
CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC 
pan-agr 
ATGCACATGGTGCACATGC 

406 

agrIV 
CGATAATGCCGTAATACCCG 
pan-agr 
ATGCACATGGTGCACATGC 

588 

 

4.3.3.2.2. Tipagem por eletroforeses de campo pulsado (PFGE) 

 A técnica de PFGE foi realizada no Laboratório de Bacteriologia do 

Instituto Adolfo Lutz (São Paulo – SP), de acordo com protocolo descrito por 

Bannerman et al. (1995) utilizando-se a enzima SmaI para clivar o DNA cromossomal, 

como descrito a seguir (Figura 3). 
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Figura 3 - Representação esquemática da técnica PFGE 

 

Fonte: Autor 

4.3.3.2.2.1. Extração do DNA genômico para PFGE 

 Os isolados de S. aureus foram semeados em ágar BHI, e incubados a 37 °C 

durante 24 horas. Posteriormente, as colônias da placa foram repicadas em caldo BHI, 

e incubadas overnight. Após esse período, 1 ml do inoculo foi transferido a um tubo 
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cônico tipo eppendorf e centrifugado a 12000 rpm por 2 minutos. Posteriormente, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de tampão TE 

e centrifugado a 7000 rpm, por 2 minutos.  Em seguida, foi descartado o sobrenadante 

e o sedimento foi resuspendido em 300 µl de tampão EC. O tubo com essa suspensão 

foi colocado em banho maria a 37°C, durante 1 minuto. Posteriormente, foi adicionado 

4 µl de uma solução de lisostafina a 1 mg/ml dissolvida em 20 mM de acetato de sódio 

em pH 4,5 e 300 µl de agarose Seakem Gold (Sigma, USA) a 2% dissolvida em 

tampão TE. Essa solução foi homogeneizada por pipetagem e transferida para os 

moldes dos plugs onde permaneceu a temperatura ambiente por cerca de 10-15 

minutos, para a solidificação dos plugs. Foram feitos de 2 a 3 plugs por isolado. Após 

essa etapa, os plugs foram transferidos para tubos cônicos de 15ml, contendo 1ml de 

tampão EC a 37°C por um período de 1 hora, sem agitação. Após isso, foi descartada 

a solução, adicionados 3 ml de tampão TE esterilizado e incubados a 55°C por uma 1 

hora, sem agitação. Logo depois, a lavagem dos plugs foi realizada 3 vezes com a 

adição de 10ml de tampão TE, e deixado sob agitação durante 30 minutos. Por último, 

foi descartada a solução dos plugs e substituída por 3ml de tampão TE, para ser 

armazenados a 4°C até serem submetidos a digestão.  

4.3.3.2.2.2. Digestão enzimática  

 A digestão enzimática foi realizada com a adição de uma fatia do plug a 45µl 

de tampão 1X em um tubo de eppendorf. Foi mantida à temperatura ambiente por 30 

minutos e, em seguida, foi retirado todo o tampão, e foram adicionados 45µl de tampão 

1X para enzima com 20U de enzima Smal (20U/45µl=0,4U/µl). Posteriormente, os 

plugs com a enzima foram mantidos a 25°C por no mínimo 4 horas. O DNA digerido 

foi armazenado a 4°C até o momento da corrida.   

4.3.3.2.2.3. Preparo do gel de agarose 

 A preparação do gel foi feita com agarose Seakem Gold a 1% em 100ml de 

tampão TBE 0,5X pH 8,0. Para preparar o pente, foram transferidos os plugs para o 

pente, colocando-os lado a lado e tirando o excesso do tampão. Em seguida, o pente 

foi encaixado no molde e os plugs alinhados na base e, então, a agarose foi despejada 

no molde cuidadosamente e deixada para esfriar por, aproximadamente, 30 minutos. 
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Posteriormente, o pente do molde foi retirado e o excesso de agarose foi removido e 

colocado na cuba dentro da moldura preta. Como padrão de peso molecular, foi 

utilizado o Lambda DNA ladder (New England Biolabs, Inc., USA) de 48,5KB até 

1,0Mb. 

4.3.3.2.2.4. Preparo do tampão de corrida e da cuba de eletroforese 

 Foram preparados 2L de tampão TBE 0.5X pH 8.0 a partir do TBE estoque 10X 

pH 8.0, diluindo 100ml de TBE 10X Invitrogen ™ UltraPure ™ (1 M Tris, 0,9 M de ácido 

bórico e 0,01 M de EDTA) e completado até 2L, em balão volumétrico, com água 

destilada estéril. Foi despejado o tampão pronto na cuba, cobrindo completamente o 

gel. 

4.3.3.2.2.5. Parâmetros de corrida   

 O equipamento utilizado foi o CHEF-Dr III System (BIO-RAD, USA). 

Primeiramente, foram ligados o equipamento, o sistema de refrigeração, e a bomba 

de vácuo (velocidade 70). Em seguida, foi ajustada a temperatura à 14°C. O ajuste da 

fonte foi realizado com um tempo inicial de 5 segundos, tempo final de 40 segundos, 

tempo de corrida de 20 horas, e tensão de 200 volts. Uma vez terminada a corrida o 

equipamento foi desligado e o gel foi corado por 30 minutos em água destilada com 

Brometo de Etídio 10mg/ml (Sigma, USA). Após esse tempo, o gel foi descorado em 

água destilada até obter boa nitidez. Logo após a finalização da corrida, o gel foi 

fotografado e digitalizado sob transiluminação com luz ultravioleta. 

4.3.3.2.2.6. Identificação dos genotipos PFGE 

 Os géis foram fotografados e digitalizados através do equipamento DNR Bio-

Imagem Systems mini (Bis Pro) e salvos como um arquivo TIFF para análise com o 

software BioNumerics (versão 7.6; AppliedMaths, Ghent, Belgium) para gerar o 

dendograma com os agrupamentos entre as amostras. Foi utilizada uma tolerância de 

1,5%, uma optimização de 0,5% e um cociente de similaridade de 80%. Os perfis de 

bandas obtidos foram avaliados aplicando-se o coeficiente de Dice e o método de 

pareamento de bandas (UPGMA) (TENOVER et al., 1995; MCDOUGAL et al., 2003). 
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4.3.3.2.3. Tipagem por spa typing 

     Para a tipagem por spa typing, foi realizada a amplificação por PCR do 

fragmento variável da região polimórfica do gene spa que encontra-se na Tabela 3 

(KHAIRALLA; WASFI; ASHOUR, 2017) (www.ridom.de, 2015), seguida de purificação 

do produto. Os produtos purificados foram enviados para sequenciamento pelo 

método de Sanger no Laboratório Centrar de Tecnologias de Alto Desempenho em 

Ciências da Vida (LaCTAD), na Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP. O 

sequenciamento do produto obtido e análise dos resultados foram realizados de 

acordo com as recomendações da base de dados StaphType 

(https://spa.ridom.de/index.shtml). 

Tabela 3 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores e as condições da reação para tipagem da 
região spa. 

Oligonucleotídeo (Sequência 
5´3´) 

pb Condições da reação Referência  

spa  
F: TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 
R: CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT 

Variável 

 
80 °C/5 minutos 
94 °C/45 segundos     
60 °C/45 segundos      35 ciclos     
72 °C/ 90 segundos 
72 °C/10 minutos 

 
(KHAIRALLA; 

WASFI; 
ASHOUR, 

2017) 
 

4.3.4. Pesquisa de fatores de virulência 

Foram pesquisados os genes de virulência que codificam a produção de 

hemolisinas (HLA e HLB), TSST-1, enterotoxinas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, 

SEH, SEI, SEJ, SEM, SEO), os que codificam a formação de biofilme (icaA, icaD, 

bap), componentes de superfície microbiana que reconhecem moléculas de matriz 

adesiva (MSCRAMM) (clfA, clfB, fnbB, eno, fib, bbp) e componentes de superfície 

microbiana que reconhecem moléculas adesivas da matriz celular (MSCRAMM) (clfA, 

clfB, fnbA, fnbB, fib, cna, eno, ebpS, bbp). Todos os primers que foram utilizados neste 

estudo estão listados nas Tabelas 4,5,6 e foram baseados nos trabalhos de 

VASUDEVAN et al., 2003; GHASEMIAN et al., 2015; FERREIRA et al., 2016. 

 

  

http://www.ridom.de/
https://spa.ridom.de/index.shtml
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Tabela 4 - Oligonucleotídeos usados para amplificação dos genes de virulência dos isolados de S. 
aureus. 

 
Oligonucleotídeo (Sequência 5'→3') 

 

 
pb 

 

 
Condição da reação 

 

 
Referência 
 

tst 
F:TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAGACCCACT 
R:TACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTT 

180 

94°C/15 min 
94°C/2 min     
57°C/2 min          35 ciclos 
72°C/1 min 
72°C/7 min 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(FERREIRA 
et al., 2016) 

com 
modificações 

nas 
temperaturas 

de reação 

sea 
F:GAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGAACA 
R:CAAATAAATCGTAATTAACCGAAGGTTC 

560 

95 °C/5 min 
95°C/1 min     
53°C/1 min          40 ciclos 
72°C/45 seg 
72°C/5 min 

seb 
F:ATTCTATTAAGGACACTAAGTTAGGGA 
R:ATCCCGTTTCATAAGGCGAGT 

404 

95 °C/15 min 
95°C/1 min     
63°C/1 min          40 ciclos 
72°C/1 min 
72°C/5 min 

sec 
F:GTAAAGTTACAGGTGGCAAAACTTG 
R:CATATCATACCAAAAAGTATTGCCGT 

297 

95 °C/15 min 
95°C/45 seg     
54°C/1 min          35 ciclos 
72°C/30 seg 
72°C/5 min 

sed 
F:GAATTAAGTAGTACCGCGCTAAATAATATG  
R:GCTGTATTTTTCCTCCGCTAAATAATATG 

492 

95 °C/ 5 min 
95°C/ 1 min   
56°C/ 1 min         40 ciclos 
72°C/ 1 min  
72°C/ 5 min 

see 
F:CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAGGC 
R:CACCTTACCGCCAAAGCTG 
 

482 

 
 
 
 
95°C/15 min 
95°C/30 seg     
56°C/30 seg      35 ciclos 
72°C/50 seg 
72°C/10 min 

 
seg 
F:AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 
R: AAACTTATATGGAACSSSSGGTACTAGTTC 

 
642 

sei 
F: CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG 
R: AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC 

576 

95°C/5 min 
95°C/45 seg     
56°C/1 min         40 ciclos  
72°C/45 seg 
72°C/5 min 

sej 
F: TAACCTCAGACATATATACTTCTTAACG 
R: AGTATCATAAAGTTGATTGTTTTCATGCAG 

300 

95°C/5 min 
95°C/1 min 
54°C/1 min       40 ciclos 
72°C/1 min 
72°C/5 min 

sem 
F: CTATTAATCTTTGGGTTAATGGAGAC  
R: TTCAGTTTCGACAGTTTTGTTGTCAT 

326 
95°C/15 min 
95°C/30 seg 
56°C/30 seg        35 ciclos 
72°C/50 seg 
72°C/10 min 

seo 
F: AGTTTGTGTAAGAAGTCAAGTGTAGA 
R: ATCTTTAAATTCAGCAGATATTCCATCTAAC 

180 
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seh 
F: CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 
R: CATCTACCCAAACATTAGCACC 

376  
 
95°C/5 min 
95°C/1 min 
55°C/1 min        40 ciclos 
72°C/1 min 
72°C/5 min  

hla 
F: CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 
R: CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 

209 

hlb 
F: GTGCACTTACTGACAATAGTGC 
R: GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT 

309 

 

TSST-1 = toxina asociada a síndrome do Choque Tóxico; HLA= alfa-hemolisina; HLB= beta-
hemolisina; SEA-SEE, SEG-SEJ, SE-SEO enterotoxinas A, B, C, D, E, G, H, I, J, M, N, O; LukE-LukD= 
Leucocidinas E-D. F= forward; R= reverse. Identificação de genes que codificam a formação de 
biofilme 
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Os oligonucleotídeos utilizados para a identificação de genes de formação de 

biofilme estão mostrados na Tabela 5. 

Tabela 5 - Genes envolvidos na formação de biofilme e seus respectivos oligonucleotídeos. 

Oligonucleotídeo (Sequência 5´3´) pb 

Temperatura 
de 

anelamento 
°C 

Condições da 
reação 

 
Referência  

 

icaA 
F: CCTAACTAACGAAAGGTAG 
R: AAGATATAGCGATAAGTGC 

1315 49 
94°C/4 min  
94°C/60 seg 
anel/°C                    
40 ciclos 
72°C/60 seg 
72°C/10 min 

(VASUDEV
AN et al., 

2003; 
DARWISH; 
ASFOUR, 

2013) 
 

icaD 
F: AAACGTAAGAGAGGTGG 
R: GGCAATATGATCAAGATAC 

381 49 

bap 
F: CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG 
R: GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 

971 60 

 

Os oligonucleotídeos utilizados para a amplificação de fragmentos dos genes 

que codificam MSCRAMMs estão identificados na Tabela 6.  

Tabela 6 - Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação de fragmentos de genes que codificam 
MSCRAMMs. 

 
Oligonucleotideo (Sequência 5´3´) 

 
pb Condições da reação Referência  

clfA 
F: ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 
R: CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 

288 

 
 
 
 
 
94°C/5min 
94°C/1min 
55°C/1min       25 
ciclos 
72°C/1min 
72°C/10 min 

 
 
 
(GHASEMI
AN et al., 

2015) 
(TRISTAN 

et al., 2003) 
 

clfB 
F: ACATCAGTAATAGTAGGGGCAAC 
R: TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC 

204 

fnbA 
F: CATAAATTGGGAGCAGCATCA 
R: ATCAGCAGCTGAATTCCCATT 

128 

fnbB 
F: GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 
R: CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 

524 

fib 
F: CTACAACTACAATTGCGTCAACAG 
R: GCTCTTGTAAGACCATTTTCTTCAC 

405 

cna 
F:AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA 
R:AGTGCCTTCCCAAACCTTTT 

192 

eno 
F:ACGTGCAGCAGCTGACT 
R:CAACAGCATCTTCAGTACCTTC 

301 

ebps 
F: CATCCAGAACCAATCGAAGAC 
R: AGTTACATCATCATGTTTATCTTTTG 

188 
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bbp 
F:AACTACATCTAGTACTCAACAACAG 
R:ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT-3 

574 

4.3.5. Pesquisa do gene codificador de resistência a meticilina.  

O gene pesquisado para identificação de isolados Resistentes a Meticilina 

(MRSA) foi o mecA. A Tabela 7 mostra os primers utilizados para amplificação de  

mecA.  

Tabela 7 - Detecção de isolados de MRSA. 

Oligonucleotídeo (Sequência 5´3´) pb Condições da reação Referência  

mecA   

F:GGGATCATAGCGTCATTATTC 

R: AACGATTGTGACACGATAGCC 

527 

94°C/5min 
94°C/30seg 
55°C/30seg        30 ciclos 
72°C/30seg 
72°C/2 min 

(GÓMEZ-

SANZ et al., 

2010a) 

 

4.4. Caracterização fenotípica dos isolados de Staphylococcus aureus  

4.4.1. Avaliação da capacidade de formação de biofilme dos isolados por meio 

do ensaio de cristal violeta 

A avaliação da capacidade de formação de biofilme dos isolados de S. aureus 

foi realizada segundo o descrito por Stepanovic et al. (2000), com modificações. 

Previamente, os poços laterais das placas foram preenchidos com água estéril para 

evitar a evaporação do conteúdo dos poços do teste. As culturas das bactérias 

crescidas por 24 horas em caldo Tryptic Soy Broth (TSB, KASVI, ITÁLIA) foram 

ajustadas a uma densidade óptica (DO) de 0.05 McFarland. Em poços de placas de 

poliestireno de 96 poços, foram inoculadas alíquotas de 20 µl, completando o volume 

final para 200 µl com caldo TSB. Os microrganismos foram incubados a 37°C, sem 

agitação. Após 24 horas de incubação, os sobrenadantes foram descartados e os 

poços lavados 3 vezes com 300 µl de Phosphate buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich, 

EUA), em ambos os casos por pipetagem. As bactérias aderidas à superfície dos 

poços foram fixadas com 200 µl de metanol 99% por 15 minutos, então o volume de 

metanol foi descartado e as placas foram colocadas para secar à temperatura 
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ambiente. Em seguida, adicionou-se 200 µl de uma solução de cristal violeta a 0,3% 

(p/v) em cada poço em temperatura ambiente por 5 minutos. O excesso de cristal 

violeta foi retirado com água destilada por pipetagem e a placa foi seca à temperatura 

ambiente. O corante aderido ao biofilme foi diluído com 200 µl de ácido acético a 33% 

(v/v) e a placa foi lida após 15 minutos, para solubilização do mesmo. A densidade 

óptica de cada poço foi medida a 570 nm usando o leitor de microplacas Multiskan FC 

(Thermo Scientific, EUA). O ensaio foi realizado com duas repetições, em triplicata. 

Os dados foram então analisados em Microsoft Office Excel (Figura 4). 

A formação de biofilme foi classificada como descrito por Stepanovic et al. 

(2000) sendo a DO “cut-off” (DOc) definida como a DO do controle negativo somada à 

três vezes o desvio padrão do controle negativo. A formação de biofilme pelos isolados 

foi então determinada seguindo o critério: DO ≤ DOc Não formador; DOc < DO ≤ 2 × 

DOc Fracamente formador; 2 × DOc < DO ≤ 4 × DOc Moderadamente formador; e 4 

× DOc < DO Fortemente formadora. 

Figura 4 - Esquema do teste para avaliar a formação de biofilme 

 

Fonte: Autor 
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4.4.2. Avaliação da sensibilidade a antimicrobianos  

A avaliação da sensibilidade a antimicrobianos do microrganismo pesquisado 

foi feita pelo Método de Difusão de Disco Sensifar e Multifar-CEFAR®, e a resistência 

aos antibióticos foi determinada segundo os critérios do CLSI (Clinical and Laboratory 

Standards Institute - CLSI, 2019) (Tabela 8). 

Todos os isolados foram submetidos aos antimicrobianos: cloranfenicol (30 μg), 

penicilina (10 UI), oxacilina (1 μg), estreptomicina (10 mg), cefoxitina (30 μg), 

gentamicina (10 μg), rifampicina (5 μg), ciprofloxacina (5 μg), tetraciclina (30 μg), 

eritromicina (15 μg), clindamicina (2 μg) (VAN LOO et al., 2007; TÜRKYILMAZ et al., 

2010; JAMALI et al., 2015; KHORAMROOZ et al., 2017). 

A técnica de disco de difusão foi realizada a partir de um cultivo bacteriano em 

placas de ágar TSA, incubadas durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, foi 

preparada uma suspenção em caldo Muller-Hinton (KASVY, ITÁLIA) em uma 

concentração de 0,5 McFarland. Em seguida, as suspenções foram semeadas com 

ajuda de cotonetes estéreis sobre placas de Agar Muller-Hinton e, após isso, discos 

de antibióticos foram colocados sobre a superfície. Posteriormente, as placas foram 

incubadas a 37°C durante 24 horas. Após o tempo de incubação, os diâmetros das 

zonas de inibição por difusão de disco foram interpretados segundo O Instituto de 

Padrões Clínicos e de Laboratório (CLSI, 2019) (Figura 5).  
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Figura 5 - Esquema representativo do teste de sensibilidade a antimicrobianos por discos de difusão 

 

Fonte: Autor  
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Tabela 8 - Parâmetros CLSI 2019 para interpretação de halos de inibição para S. aureus. 

Agentes 

antimicrobianos 

Conteúdo do 

disco 

(ug) 

Diâmetro do Halo de inibição (mm) 

Resistente 

(R) 

Intermediário 

(I) 

Sensível 

(S) 

Eritromicina (ERI) 15 ≤13 14-17 ≥18 

Tetraciclina (TET) 30 ≤14 15-18 ≥19 

Cefoxitina (CFO) 30 ≤21 - ≥22 

Penicilina (PEN) 10 unidades ≤28 - ≥29 

Clindamicina (CLI) 2 ≤14 15-20 ≥21 

Vancomicina (VAN) 30 - - - 

Rinfamicina (RIF) 5 ≤16 17-19 ≥20 

Cloranfenicol (CLO) 30 ≤12 13-17 ≥18 

Gentamicina (GEN) 10 ≤12 13-14 ≥15 

Oxacilina (OXA) 1 ≤10 11-12 ≥13 

Tobramicina (TOB) 10 ≤12 13-14 ≥15 

Cotrimazol (SUT) 25 ≤10 11-15 ≥16 

Azitromicina (AZI) 15 ≤13 14-17 ≥18 

Nitrofurantoina (NIT) 300 ≤14 15-16 ≥17 

Linenzolina (LNZ) 30 ≤20 - ≥21 

Trimetropin (TRI) 5 ≤10 11-15 ≥16 

Ciprofloxacina (CIP) 5 ≤15 16-20 ≥21 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Identificação dos isolados de Staphylococcus aureus  

Um total de 248 isolados do estudo transversal e 197 isolados do estudo 

longitudinal, identificados previamente em placas 3M™ Petrifilm™ por Campos (2019) 

de queijos artesanais da Canastra, foram avaliados mediante os testes bioquímicos: 

coloração de Gram, coagulase em tubo, coagulase em lâmina, catalase e 

termonuclease. Além disso, para a confirmação da espécie, foi amplificado por PCR 

o gene nuc, específico para S. aureus (IGBINOSA et al., 2016), e para a identificação 

de S. aureus meticilina resistente (MRSA), foi pesquisada a presença do gene mecA 

(GÓMEZ-SANZ et al., 2010b). Após todos os testes para identificação de S. aureus, 

144 de 248 isolados do estudo transversal e 159 de 197 isolados do estudo 

longitudinal apresentaram positividade para os testes de identificação da espécie S. 

aureus. Na pesquisa do gene mecA, 6 isolados do estudo longitudinal foram positivos 

e os isolados do estudo transversal não apresentaram positividade para este gene. 

5.2. Perfil de clonalidade dos isolados  

5.2.1. Tipagem agr 

A Tabela 9 mostra que os grupos agr dos isolados estudados (159 no estudo 

longitudinal e 144 no estudo transversal) classificaram-se em três tipos agr, sendo que 

o grupo IV não foi identificado em nenhum dos isolados.  

Tabela 9 - Tipos de agr encontrados nos isolados de S. aureus, nos estudos longitudinal e transversal 

Estudos 
Tipos agr n(%)  

agr-I agr-II agr-III agr-IV NA 

Longitudinal 

N= 144 
43(29,9) 54(37,5) 4(2,7) 0 43(29,9) 

Transversal 

N= 159 
40(25,2) 41(25,8) 39(24,5) 0 39(24,5) 

Total = 303 83(27,4) 95(31,4) 43(14,2) 0 82(27,0) 

 
N- Corresponde ao n° total de isolados correspondentes aos estudos transversal e longitudinal. 
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No estudo longitudinal foi detectada a presença de 43 isolados (29,9%) 

pertencentes a agr-I, 54 (37,5%) pertencentes a agr-II, e 4 (2,7%) ao tipo agr-III. Além 

disso, 43 isolados (29,9%) não apresentaram grupos agr.  

Já no estudo transversal, 40 (25,2%) apresentaram o grupo agr-I, 41 (25,8%) 

agr-II, 39 (24,5%) agr-III; sendo que 39 (24,5%) isolados não apresentaram grupo agr. 

Um trabalho de Azmi; Qrei; Abdeen (2019) identificou os quatro grupos agr em 

248 cepas isoladas de pacientes. O grupo mais predominante foi o agr-I com 98 cepas 

(39,5%), seguidas de agr-II com 82 (33,1%), agr-III com 23 (9,3%), agr- IV com 9 

(3,6%) e 36 cepas (14,5%) não apresentaram nenhum dos grupos. Outro estudo 

analisou 194 cepas de S. aureus de profissionais da saúde e de alimentos. As cepas 

apresentaram os quatro grupos agr, sendo que agr-I (43,3%) apresentou maior 

prevalência, seguido pelo agr-III (28,87%), agr-II (22,68%) e agr-IV (5,15%). Momtaz 

et al. (2010), estudaram 86 isolados de leite de gado com mastite e houve maior 

prevalência do grupo agr-II em 42 (36,1%) cepas. Além disso, os autores sugeriram 

que a localização geográfica pode ser um fator determinante do tipo agr que apresenta 

cada cepa. Comparando os resultados do estudo atual com os estudos antes descritos 

é possível observar que existe uma ampla diversidade na presença do tipo agr entre 

os isolados.  

A não identificação do grupo agr nas cepas estudadas no presente estudo, 

pode ser devido a mutações especificas nos grupos agr, o que dificulta o anelamento 

correto do primer (GOR et al., 2019). 

5.2.2. Análise da clonalidade dos isolados por PFGE    

Os isolados de S. aureus dos estudos longitudinal e transversal foram avaliados 

por PFGE e a análise do perfil de bandas obtido foi realizada no programa 

BioNumerics versão 7.5 (Applied Maths Kortrijk, Belgium), conforme os critérios de 

Tenover et al. (1995).  

Devido ao fato de os produtores dos queijos do estudo longitudinal também 

terem fornecido amostras para o estudo transversal, os dois estudos foram analisados 

em conjunto no programa BioNumerics, totalizando 303 amostras.  
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5.2.2.1. Análise dos isolados no programa BioNumerics 

Considerando-se os isolados com similaridade de 80% e os que estão fora 

desse padrão, o perfil de bandas dos 303 isolados de S. aureus obtidos por PFGE 

mostrou 54 pulsotipos distintos distribuídos em 5 clusters (A, B, C, D, E) principais. Os 

isolados nos 5 clusters foram distribuídos da seguinte forma: cluster A (3 isolados), 

cluster B (133 isolados), C com maior número (144 isolados), cluster D (16 isolados) 

e cluster E (7 isolados). No total, houve a presença de 6 isolados mecA distribuídos 

nos clusters A, B e C: no cluster A e pulsotipo 1, 2 isolados que pertenciam ao Produtor 

2 com 3 horas de maturação; no cluster B e pulsotipo 8, 1 isolado que pertencia ao 

Produtor 3 com 3 horas de maturação; e por último, 3 isolados pertencentes ao 

Produtor 3, representantes do cluster C, 1 isolado situado no pulsotipo 22, com 3 horas 

de maturação, e os 2 isolados restantes sendo parte do pulsotipo 24, com 16 horas 

de maturação (Figura 6) 

Além disso, pode-se observar que independentemente de os isolados serem 

de amostras do mesmo local ou produtor, eles podem apresentar diferença clonal e 

estarem agrupadas em mais de um dos 5 clusters. Os resultados apresentados no 

presente trabalho são similares aos do estudo feito por Tondo et al, 2000, no qual a 

análise feita por PFGE mostrou que 19 isolados de S. aureus de leite de uma mesma 

fábrica de laticínios não apresentaram relação entre si, mostrando padrões de bandas 

diferentes entre todos os isolados. O estudo feito por André et al., 2008 avaliou 73 

isolados de S. aureus de amostras de leite, queijo e mãos de manipuladores e 

identificou 47 pulsotipos diferentes, que apresentaram alta variabilidade clonal. Estes 

estudos sugerem que a variabilidade clonal pode ser devido a contaminação cruzada 

entre os manipuladores de alimentos, leite e queijo (Figura 6). 

Após a classificação dos clusters A, B, C, D, E e os 54 pulsotipos, dos 303 

isolados, foi escolhido 1 clone de cada pulsotipo identificado para análises posteriores. 

Dos 54 clones, 35 foram distribuídos nos clusters A, B, C, D, E e vieram de amostras 

de queijo artesanal obtidas de queijarias do município de São Roque de Minas e 19 

foram distribuídos nos clusters C, B, D e E oriundos de amostras do município de 

Medeiros.  
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Os pulsotipos 1 e 2, do cluster A, apresentaram os genes das enterotoxinas 

seh, seg, seo, sem. O pulsotipo 21 apresentou o gene da enterotoxina sea e os 

pulsotipos 22, 23, 24 e 25 do cluster C apresentaram o mesmo perfil de genes de 

enterotoxinas que o cluster A, mas o pulsotipo 26 do cluster C somente apresentou 

seg e seo. No cluster B, o pulsotipo 8 apresentou o gene sei, seg, e o pulsotipo 11 

apresentou os genes sej, seo e sem. O cluster D apresentou os pulsotipos 49, 50 e 

51. O pulsotipo 49 teve a presença dos genes seg, seo e sem, e para os pulsotipos 

50 e 51 os genes seg e seo foram amplificados. No cluster E, o pulsotipo 54 

apresentou os genes seg, seo e sem e os pulsotipos 52, 53 e 54 não foram positivos 

para genes de enterotoxinas. 
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Figura 6 - Dendrograma representando o agrupamento por similaridade dos isolados de S. aureus, 
do estudo longitudinal e transversal em conjunto, após clivagem do DNA total com SmaI e separação 

por PFGE. 
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Fonte: Autor  

Dendrograma gerado com 303 isolados previamente analisados por meio da técnica PFGE. Para a 

análise no programa BioNumerics, utilizamos algoritmo de agrupamento UPGMA e o coeficiente de 

dados Dice. A tolerância de posição da banda foi de 1,25%, otimização de 0,50% e similaridade ≥80%. 

ID: identificação do isolado. 
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Figura 7 - Representação do perfil de bandas obtido a partir do método de eletroforese em campo 
pulsado, utilizado a enzima de restrição Smal em isolados de Staphylococcus aureus. 

 

M = marcador de peso molecular Lambda ladder PFGE marker (New England Biolabs, UK); demais 

colunas são perfis de bandas observadas em um transiluminador UV após a realização da eletroforese 

em campo pulsado e a coloração do gel com brometo de etídeo. 

5.2.3. Tipagem spa 

Do total de 54 isolados de Staphylococcus aureus avaliados, foi possível 

concluir a tipagem de 34 isolados, sendo que para 20 isolados não foi possível 

determinar o tipo de spa. Os 34 isolados sequenciados e analisados foram agrupados 

em 14 tipos de spa diferentes, revelando uma alta diversidade de tipos spa nas 

amostras estudadas. A alta diversidade de tipos spa sugere ainda que a contaminação 

do produto final com S. aureus pode ter origem de diferentes fontes.  

Os genótipos mais frequentes no presente estudo foram o t127 e t605 

(20,58%); t002 (14,70%), seguidos pelos tipos t267 (8,82%); t1234 e t693 (5,8%) e 

t021, t177, t306, t321, t359, t442, t521, t693 e t5493 (2,9%).  
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Vários estudos realizados no Brasil relataram alta prevalência de t605 em 

isolados provenientes de mastite bovina, queijo Minas Frescal e leite, demostrando 

que este genótipo é o melhor adaptado na região estudada  (RODRIGUES et al., 2017; 

RABELLOet al. 2007; SILVA et al., 2013; BONSAGLIA et al., 2018). Além disso, o 

t127 foi encontrado como segundo tipo spa mais prevalente no estudo de Rodrigues 

et al., 2017 e foi associado a surtos de intoxicação alimentar em países como China 

e Alemanha e também o mesmo tipo de spa foi encontrado em amostras de diferentes 

fontes como queijo,  leite cru e manipuladores, que pode indicar contaminação 

cruzada  (YAN et al., 2012; FETSCH et al., 2014). 

Em 12 países europeus os tipos spa t127 e t605 foram considerados genótipos 

pouco frequentes de S. aureus encontrados em amostras de leite bovino e o tipo t002 

foi mais prevalente em isolados de S. aureus de humanos (BOSS et al., 2016 ). 

Em outros estudos, os tipos t021 e t177 foram encontrados em isolados de 

queijos feitos com leite cru, superfícies e mastite bovina (FETSCH et al., 2014). 

Vários tipos de spa podem ser encontrados em um mesmo ambiente e os 

mesmos tipos podem ser encontrados em vários países (BOSS et al., 2016) e, 

possivelmente, as linhagens de S. aureus podem evoluir a partir de uma cepa humana 

ancestral adaptada ao animal. A transmissão de S. aureus por contato direto ou 

consumo alimentar é comum para este microrganismo (LARSEN et al., 2016). 

5.3. Pesquisa de fatores de virulência  

5.3.1. Pesquisa de genes que codificam toxinas do grupo SAg e hemolisinas  

Cepas de S. aureus que contém genes codificadores de enterotoxinas são 

encontradas tanto em animais como em humanos, conforme descrito em vários 

trabalhos (LARSEN et al., 2000; D’AMICO; DONNELLY, 2011; CHEN; XIE, 2019) e 

esta é uma das razões pelas quais esse microrganismo pode contaminar os alimentos 

em todas as etapas da produção (DITTMANN et al., 2017). 

No presente estudo, 14 (25,9%) dos 54 isolados estudados foram positivos 

para, pelo menos, uma das toxinas do grupo SAg. A prevalência total dos genes foi: 
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sea 1 (1,8%), seg e seo 14 (25,9%), seh 11 (20,3%), sei 10 (18,5%), sej 7 (12,9%), 

sem 8 (14,8%), e os genes seb, sec, sed, see e tst não foram detectados. Foram 

observados vários perfis, conforme a presença dos genes que codificam as 

enterotoxinas: dos 14 isolados, 8 foram positivos para os genes seg, sem e seo; 1 foi 

positivo para os genes seg, sem, seo e sea; 3 foram positivos para os genes seg, sei 

e seo; os genes sem e seo foram amplificados em 1 isolado e o gene seg foi 

amplificado em outro. Para os genes das hemolisinas, hla foi positivo em todos os 

isolados e hlb foi positivo em 53 (98,1%) isolados. (Tabela 10). 

Tabela 10 - Prevalência de genes codificadores de SAgs e hemolisinas 

Genes SAgs 
n (%)* 

sea 1 (1,8%) 

seb 0 

sec 0 

sed 0 

see 0 

seg 14 (25,9%) 

seh 11 (20,3%) 

sei 10 (18,5%) 

sej 7 (12,9 %) 

seo 14 (25,9%) 

sem 8 (14,8%) 

tst 0 

Hemolisinas 

hla 54 (100%) 

hlb 53 (98,1%) 

* O número de isolados avaliados foi de 54, conforme definido pela análise PFGE que revelou 54 

perfis diferentes dos isolados analisados. 
 

Como esperado, a prevalência de cepas enterotoxigenicas foi também variável 

em outros estudos (FERREIRA et al., 2016; BELLIO et al., 2019). No estudo de 

Jørgensen et al. (2005), a prevalência de genes de enterotoxinas presentes em 

amostras de produtos lácteos feitos de leite cru foi de 37,8%. Um estudo parecido, em 

que se isolaram S. aureus de mastite bovina, genes que codificam para enterotoxinas 

foram identificados nos 26 isolados avaliados (ARTURSSON et al., 2016). Em outro 

trabalho feito por Larsen et al. (2000), 141 cepas de mastite bovina foram isoladas, 

das quais apenas 1 apresentou o gene que codifica tst. Em outro estudo por Dittmann 
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et al., (2017), a presença do gene see em isolados de amostras de 5 fazendas 

produtoras de lácteos não foi identificada; as amostras analisadas foram de 

superfícies de contato com alimentos, superfícies que não tinham contato com o 

alimento e os produtos produzidos. Além disso, os genes sea e seh apresentaram alta 

prevalência em cepas de S. aureus isoladas de amostras de leite, queijos e produtos 

lácteos. Já os genes sem e seo apresentaram menor prevalência em amostras de 

leite.  

Os estudos anteriormente mencionados indicam que o conhecimento das 

cepas que circulam em um determinado local pode contribuir ao desenvolvimento de 

vacinas contra a mastite bovina. Na indústria, a rápida detecção contribuiria para o 

desenvolvimento rápido de estratégias para prevenir a contaminação dos produtos, 

reduzindo perdas econômicas, assim como intoxicações alimentares.   

Além de identificar genes de enterotoxinas, alguns trabalhos investigaram a 

capacidade do microrganismo de produzir as enterotoxinas (NORMANNO et al., 2005; 

LAMPUGNANI et al., 2019). Em um estudo, 24 isolados que possuíam o gene que 

codifica SEA, SEB, SEC, SED ou TSST-1 também produziram as toxinas 

(ARTURSSON et al., 2016). De acordo com a análise quantitativa de ELISA, SEA, 

SEB e SED foram produzidas em níveis baixos, 0-20 ng/ml, enquanto a produção de 

SEC e TSST-1 foi consideravelmente maior, 100-1000 ng/ml (ARTURSSON et al., 

2016). Outras pesquisas mostraram que a presença da enterotoxina SEH em produtos 

lácteos foi responsável por intoxicações (IKEDA et al., 2005; JØRGENSEN et al., 

2005; OSTYN et al., 2010). 

As hemolisinas, ou também conhecidas como toxinas alfa (α) e beta (β), são 

codificadas pelos genes (hla e hlb). No presente trabalho, dos isolados avaliados, 

todos foram positivos para o gene hla e 53 isolados (98,1%) para o gene hlb. 

As hemolisinas são consideradas responsáveis pela lise dos glóbulos 

vermelhos (BURNSIDE et al., 2010). O gene da toxina α está presente em casos de 

pneumonia, sepse, artrite séptica, abcesso cerebral, infecções de córnea, e apresenta 

maior atividade hemolítica em células de coelhos (BURNSIDE et al., 2010). Essa 

toxina formadora de poros nas células está presente na maioria de isolados. Além 
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disso, alguns dos isolados também secretam a toxina β, que é codificada pelo gene 

hlb, que ao contrário da toxina α, é altamente hemolítica para eritrócitos de ovinos, e 

está presente em infecções de pulmão e córnea  (BURNSIDE et al., 2010). As 

hemolisinas têm a capacidade de permanecer nas glândulas mamarias, sendo 

determinantes no agravamento da mastite bovina e representam uma fonte de 

contaminação do leite (FERREIRA et al., 2016). Outro achado importante é que o 

gene hlb está frequentemente presente em isolados de infecção de glândulas 

mamarias , e por isso pode-se sugerir que os genes hlb identificados nos S. aureus 

isolados de queijos neste estudo estão relacionados com essa infecção (FERREIRA 

et al., 2016). 

5.3.2. Avaliação genotípica e fenotípica da produção de biofilme  

5.3.2.1. Detecção de genes MSCRAMMS 

Os genes MSCRAMMS, que codificam a produção de proteínas de membrana 

(KHORAMIAN et al., 2015), estão envolvidos na formação de biofilme, que é uma 

característica associada a virulência bacteriana e contribui na adesão às células do 

hospedeiro, causando infeções crônicas, assim como a contaminação de alimentos 

na indústria (KHORAMIAN et al., 2015; AZMI; QREI; ABDEEN, 2019). 

No presente estudo, cada um dos 54 isolados apresentaram no mínimo três 

genes codificadores de MSCRAMMS. O número de isolados que possuíam os genes 

icaA e icaD foi de 38 (70,3%) e 25 (46,2%), respectivamente. Além disso, 

apresentaram positividade para os genes: fnbA e fnbB 18 (33,3%), clfA, clfB e eno 53 

(98,1%), fib 44 (81,4%), bbp 4 (7,4%), bap 2 (3,7%), cna 17 (31,4%), ebps 10 (18,5%) 

(Tabela 11).  
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Tabela 11 - Prevalência de genes codificadores de proteínas de membrana. 

Genes MSCRAMMS 
n (%)* 

fnbA 18 (33,3%) 

fnbB 18 (33,3%) 

clfA 53 (98,1%) 

clfB 53 (98,1%) 

icaA 38 (70,3%) 

icaD 25 (46,2%) 

bap 2 (3,7%) 

eno 53 (98,1%) 

fib 44 (81,4%) 

bbp 4 (7,4%) 

cna 17 (31,4%) 

ebps 10 (18,5%) 

* O número de isolados avaliados é de 54, conforme definido pela análise PFGE que revelou 54 perfis 
clonais diferentes nos isolados analisados. 

 

Vários estudos concordam com a importância da presença do locus ica (icaA e 

icaD) em S. aureus, porque determinam a capacidade da adesão intracelular na 

formação de biofilme, com a síntese de Polissacarídeo de Adesão Intercelular 

(Polysaccharide Intercellular Adhesin – PIA) (MARTIN-LOPEZ et al., 2002; AZMI; 

QREI; ABDEEN, 2019). No presente estudo, uma alta prevalência dos genes icaA 36 

(70,5%) e icaD 24 (47,0%) poderiam explicar a alta prevalência 44 (86,2%) de isolados 

formadores de biofilme, conforme mostrado adiante (Gráfico 1).  

No trabalho feito por Azmi; Qrei e Abdeen (2019), foram estudados 248 isolados 

de S. aureus de humanos, sendo que 207 (83,5%) possuíam o gene icaD e em 41 

(16,5%) não foi detectado o gene. No entanto, os 41 isolados foram positivos para o 

gene icaA. O gene fnbB (29%) foi detectado em menor frequência, assim como no 

presente estudo. Este gene apresentou-se em baixas porcentagens, independente da 

formação de biofilme, mesmo sendo considerado importante na invasão e na 

aderência de bactérias às células do hospedeiro. Porém, vale ressaltar que o teste 

para formação de biofilmes foi realizado em placas de poliestireno que não 

representam as mesmas condições das células do hospedeiro. Os genes clfA e clfB 

apresentaram alta prevalência (82,7%) nos isolados, semelhante ao presente estudo. 

Em outro estudo de Falaki e Mahdavi (2017) trabalharam com 17 isolados de S. 
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aureus obtidos de queijo, no qual se identificou genes MSCRAMMS, como 

icaA (76,47%), clfB (76,47%), icaD (58,82%) e fnbA (64,7%), e 5 cepas (29,41%) 

incluíram todos os genes pesquisados.  

Em um estudo realizado por Khoramian et al. (2015), genes codificadores de 

proteínas MSCRAMMS foram detectados na maior parte dos isolados estudados, 

como no presente estudo, e observaram que as cepas de S. aureus isoladas de 

humanos e de infecções em vacas leiteiras não apresentaram diferença significativa 

na prevalência dos genes eno, fnbB, fib, cna, ebps, icaA e icaB. No entanto, a 

presença de fnbB, fib e eno foi maior entre isolados animais nos diferentes grupos de 

formação de biofilme. O gene bap não foi detectado em nenhum dos isolados.  

Esses estudos sugerem que a variabilidade da presença de genes 

MSCRAMMS pode ser devido ao fato de algumas cepas usarem outros sistemas para 

formarem biofilme. Além disso, são necessários testes de expressão genética para 

um melhor entendimento da importância dos genes na formação de biofilme. 

5.3.2.2. Triagem para formação de biofilmes com o teste de cristal violeta 

em placas. 

Foi realizada a classificação dos isolados de S. aureus escolhidos a partir do 

PGFE, de acordo com a formação de biofilme. Cada isolado foi testado em triplicata e 

em duas repetições. Os resultados estão apresentados na Figura 8. 
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Figura 8 – Gráfico representativo da formação de biofilme por isolados de S. aureus provenientes de 
queijo artesanal da Canastra 

  

* O número de isolados avaliados é de 54, conforme definido pela análise PFGE que revelou 54 perfis 
diferentes dos isolados analisados. Alguns isolados não estão identificados no gráfico por falta de 

espaço na legenda do eixo X. 

 
No gráfico de barras, as linhas pontilhadas delimitam as faixas de produção de biofilme, sendo que 

abaixo da primeira (DOc = 0.141) a cultura foi classificada como não formadora de biofilme; entre a 

primeira e a segunda linha (2 × DOc = 0.282) como fracamente formadora; entre a segunda e a terceira 

linha (4 × DOc = 0,564) como moderadamente formadora; e acima da terceira linha como fortemente 

formadora de biofilme.  
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A Tabela 13 mostra a porcentagem total de isolados estratificados conforme a 

capacidade de formar biofilmes, de acordo com Stepanovic et al. (2000). 

Tabela 13 - Classificação de aderência na formação de biofilme por S. aureus isolado de queijo 
artesanal da Canastra 

Classificação da aderência Porcentagem (%) 

Não formador 13,7 

Fracamente formador 60,8 

Moderadamente formador 25,5 

Fortemente formador 0 

* O número de isolados avaliados é de 54, conforme definido pela análise PFGE que revelou 
54 perfis diferentes dos isolados analisados 

 

A presença de biofilmes na indústria de lacticínios é de grande preocupação, 

podendo ser consequência da falta de monitoramento da higiene nos diferentes 

processos de produção (STEPANOVIĆ et al., 2000). 

Em um estudo feito por Lee et al. (2014), a capacidade de formação de biofilme 

de 31 isolados de S. aureus de fazendas leiteiras, utilizando diferentes superfícies 

como poliestireno, aço inoxidável, borracha e silicone foi avaliada. Os resultados 

mostraram que 14 (45,2%) isolados foram produtores de biofilme no ensaio de 

microplacas de poliestireno, enquanto 13 (41,9%) foram produtores de biofilme em 

aço inoxidável e 12 (38,7%) em borracha. Nenhum dos isolados produziu biofilmes 

em silicone. Em outro trabalho, utilizando o teste de placas de poliestireno, 9 isolados 

(29,0%) foram produtores fracos, 2 (6,5%) foram produtores moderados, 3 (9,7%) 

produtores fortes e 17 (54,8%) não formaram biofilme (THIRAN et al., 2018). Esses 

resultados são discrepantes ao do presente estudo, onde 44 (86,2%) isolados 

produziram biofilme, sendo que 60,8% foram fracos formadores de biofilme, 25,5% 

moderados e nenhum foi forte formador. De acordo com os resultados dos trabalhos 

mencionados, pode-se observar que existe uma grande variabilidade na produção de 

biofilme entre as cepas dos estudos e isso pode ser por causa das diferentes técnicas 

de screening de formação de biofilme e a pouca reprodutibilidade dos mesmos. Os 

estudos sugerem uma avaliação dos métodos já utilizados com o intuito de identificar 

quais dos testes se assemelham às condições da indústria de laticínios, assim como 

a avaliação das condições de crescimento (pH, tempo, nutrientes) e o material em que 

será realizado o teste. Esses parâmetros são fundamentais para a formação de 
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biofilme, além do tipo de interpretação dos resultados, que pode influenciar nas 

classificações  (THIRAN et al., 2018).  

5.4. Susceptibilidade a antimicrobianos  

Quarenta e cinco isolados (83,3%) apresentaram resistência a antibióticos, e 7 

(13%) apresentaram resistência intermediaria. Além disso, um isolado foi resistente a 

5 dos 15 antibióticos testados. Por outro lado, a penicilina apresentou maior 

porcentagem de isolados resistentes, com 25 (46,3%) de 54 isolados estudados. 

Esses dados corroboram com os resultados do estudo de Wang et al. (2018), no qual 

30 (31,3%) das 96 cepas de S. aureus provenientes de leite cru apresentaram maior 

resistência a penicilina. No estudo de D’amico e Donnelly (2011), 90 cepas de isolados 

de leite cru apresentaram resistência a penicilina, representando 17,04% dos isolados. 

No presente estudo, o segundo antibiótico com maior resistência foi a tetraciclina, em 

13 isolados (24,1%), além de apresentar resistência intermediaria em outros 5 

isolados (9,3%). Esses resultados são semelhantes aos de Kumar; Yadav e Singh 

(2010), que avaliaram 128 isolados de S. aureus a partir de leite de vacas com mastite 

e apresentaram alta prevalência (36,7%) de isolados resistentes a tetraciclina. Esses 

antibióticos são utilizados com maior frequência na pecuária, o que pode explicar a 

resistência observada na literatura em cepas de S. aureus isoladas de produtos de 

origem animal (JARDIM et al., 2014). 

Assim como no presente trabalho, André et al. (2008) não encontraram isolados 

resistentes a clindamicina, nem a gentamicina ao longo da cadeia de produção de 

queijos, o que condiz com o presente estudo, que apresentou apenas 1 cepa (1,8%) 

resistente a clindamicina, e 1 cepa (1,8%) com resistência intermediaria a 

gentamicina, e nenhuma cepa com resistência a ciprofloxacina. Segundo a literatura, 

estes antibióticos são comumente usados no Brasil para tratar mastite bovina 

(JARDIM et al., 2014). 

Os 54 isolados foram susceptíveis aos antibióticos rifamicina, cloranfenicol, 

nitrofurantoina, linezolida e ciprofloxacina, conforme mostra a Tabela 12.  
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Tabela 12 - Resultados do teste de susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de Staphylococcus 
aureus. 

Agente 
antimicrobiano 

Susceptibilidade a antimicrobianos n° (%) 

Resistente 
Intermediário 

 
Sensível 

 
(R) (I) (S) 

Eritromicina (ERI) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Tetraciclina (TET) 13 (24,0%) 8 (14,8%) 33 (61,1%) 

Cefoxitina (CFO) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Penicillina (PEN) 25 (46,3%) - 29 (53,7%) 

Clindamicina (CLI) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Rifamicina (RIF) - - 54 (100%) 

Cloranfenicol (CLO)  - - 54 (100%) 

Gentamicina (GEN) 1 (1,8%) 3 (5,5%) 50 (92,6%) 

Tombramicina (TOB) - 1(1,8%) 53 (98,1%) 

Cotrimazol (SUT) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Azitromicina (AZI) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Nitrofurantoina (NIT) - - 54 (100%) 

Linezolida (LNZ) - - 54 (100%) 

Trimetropin (TRI) 1 (1,8%) - 53 (98,1%) 

Ciprofloxacina (CIP) - - 54 (100%) 

* O número de isolados avaliados é de 54, conforme definido pela análise PFGE que revelou 54 perfis 
diferentes dos isolados analisados. Outros 3 isolados ainda serão avaliados neste estudo. 

Os trabalhos sugerem que uma rápida detecção e identificação do 

microrganismo pode contribuir com uma intervenção com antibióticos de forma eficaz, 

evitando a disseminação do microrganismo dentro e fora do rebanho.  

6. CONCLUSÃO 

Foram confirmados 303 isolados de S. aureus de queijo minas artesanal da 

Canastra, conforme testes bioquímicos e amplificação do gene nuc, específico para a 

espécie.  

Foi detectado o gene mecA o qual verifica a presença de S. aureus Resistente 

a Meticilina (MRSA) em 6 (1,9%) dos 303 isolados. 
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A tipagem agr revelou que 83 (27,4%) dos isolados são do tipo agr-I, 95 (31,4%) 

agr-II e 43 (14,2%) agr-III, sendo que não foram detectados isolados classificados 

como agr-IV.  

A tipagem por PFGE revelou um total de 54 perfis. Para esta parte do estudo, 

um isolado representativo de cada perfil, no total de 54, foi utilizado nos demais testes 

que mostraram a presença dos genes do grupo SAs, sea 1 (1,8%), seg e seo 14 

(25,9%), seh 11 (20,3%), sei 10 (18,5%), sej 7 (12,9%), sem 8 (14,8%), e os genes 

seb, sec, sed, see e tst não foram detectados. Para os genes das hemolisinas, hla foi 

positivo em todos os isolados e o gene hlb foi positivo em 53 (98,1%) isolados. Além 

disso, os genes positivos para MSCRAMMS foram fnbA, fnbB 18 (33,3%), clfA, clfB e 

eno 53 (98,1%), fib 44 (81,4%) e bbp 4 (7,4%), cna 17 (31,4%) e ebps 10 (18,5%). Por 

último, os genes de formação de biofilme icaA e icaD estiveram presentes em 38 

(70,3%) e 25 (46,2%) dos isolados, respectivamente.  

            A tipagem por spa typing revelou que os tipos mais frequentes foram t127 e 

t605 20,58%, t002 14,70%, seguidos pelos tipos t267 8,82%, t1234 e t693 5,8% e 

t021, t177, t306, t321, t359, t442, t521, t693 e t5493 2,9%. 

Na avaliação de susceptibilidade a antibióticos dos 54 isolados escolhidos, 25 

(46,3%) apresentaram maior resistência a penicilina e 13 (24,0%) a tetraciclina. Em 

menor porcentagem, eritromicina, cefoxitina, clindamicina, gentamicina, contrimazol, 

azitromicina e trimetropim com 1 isolado cada (1,8%). Além disso, 8 isolados (14,8%) 

apresentaram resistência intermediaria a tetraciclina, 3 (5,5%) a gentamicina e 1 

(1,8%) a tobramicina. 

No teste para a determinação da formação de biofilme por cristal violeta, foram 

classificados em isolados não formadores, fracamente formadores, moderadamente 

formadores e fortemente formadores, 13,7%, 60,8% 25,5% e 0% dos mesmos, 

respectivamente.  
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7. CONSIDERAÇÕES GERAIS  

A combinação dos métodos genotípicos e fenotípicos utilizados para a 

caracterização deste microrganismo é de grande relevância para detectar o potencial 

de virulência. Além disso, estas técnicas contribuem para a identificação e melhor 

entendimento do perfil genético das cepas que circulam nas fazendas produtoras na 

região da Serra da Canastra.  

A elevada prevalência de S.aureus, a presença de genes que codificam a 

produção de toxinas e a detecção de estirpes MRSA, são aspectos que criam uma 

alerta com relação a inocuidade destes produtos. 

A caracterização de S. aureus e os seus determinantes de virulência são 

importantes para melhorar a avaliação de risco e desenvolver soluções para evitar a 

disseminação deste agente patogénico.  

A alta prevalência de genes codificadores de SEs não clássicas (SEG, SEH e 

SEI) é relevante, pois estes têm sido implicados em surtos de intoxicação alimentar. 

Integrar medidas como o uso de testes comerciais com eficácia comprovada 

para a detecção das toxinas não clássicas, contribuiria ao controle de segurança do 

alimento para análise de SEs de alimentos. 

Este estudo enfatiza na necessidade de melhores práticas de higiene durante 

o processamento deste grupo de alimentos, com o fim de evitar a presença de isolados 

de S. aureus e SEs e assim, minimizar os riscos potenciais à saúde dos consumidores. 

Deveria se incluir um programa de educação sanitária para produtores e o 

pessoal da ordenha com foco em higiene, para garantir e promover a segurança dos 

produtos, oferecendo uma boa qualidade para os consumidores. 
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8. ANEXOS 

8.1. Anexo 1 – Origem das cepas controle 

 

Origem Genes presentes Cedida por: 
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seb, sek, seq 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Professora doutora 
Nathalia Cirone 

 
NCO3 

 

sem, sen, seo, hla, hlb, 
hld, hlg, hlg-v, tst, agrll, 

pvl, mec A, mec A compl 
A, ica, AD, 

 
NCO4 

 
agrIII 

 
NCO6 

 
sej 

 
NCO7 

 
 

agrI, mecA compl B, scc 
mecI 

 
NCO11 

 
clfB, fnbB 

 
NCO13 

 
 sed, seg, seh, ebps, fnbA,  

 
NC16 
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pvl, bbp, eno, fib, clfA 

 
NC21 

 
see 
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sec, sel 
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sea Professor doutor Natan 

Pimentel 

 seb 
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