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RESUMO 

Diversos relatos indicam que queijos Minas Frescal comercializados no Brasil são 
amplamente contaminados, sendo o gênero Staphylococcus spp. incriminado em 
diversos surtos de toxinfecção alimentar. Os objetivos deste estudo são a pesquisa de 
características fenotípicas e genotípicas de resistência a antimicrobianos de  
Staphylococcus spp. isolados a partir de queijo Minas Frescal, verificando a presença 
dos genes mecA e qacA/B através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 
Estes isolados, caracterizadas como estafilococos coagulase positiva e estafilococos 
coagulase negativa por Freitas (2005), neste estudo passaram por verificação de sua 
pureza, através de características macroscópicas das colônias em crescimento em Triptic 
Soy Agar, coloração de Gram, prova da catalase e da coagulase. Após a seleção de 
culturas puras de estafilococos foi realizado teste de suscetibilidade a antimicrobianos 
(mupirocina, ampicilina, tetraciclina, clindamicina, sulfazotrim, norfloxacina, 
cefotaxima, piperacilina+tazobactam, meropenem, penicilina G, cefepima, 
cloranfenicol, gentamicina, eritromicina, oxacilina e cefoxitina), extração de DNA e 
pesquisa dos genes mecA e qacA/B através da reação em cadeia da polimerase.  Os 
resultados foram que apenas 14 (14,7%) dos isolados analisados pelo antibiograma se 
mostraram sensíveis a todos os antibióticos testados. Encontrou-se 27 (28,4%) dos 
isolados multiresistentes e suscetíveis à meticilina e 15 (15,8%) eram multiresistentes e 
resistentes à meticilina. O gene mecA foi detectado em 21 (22,1%) dos 95 isolados 
pesquisados, e dentre estes, 9 (9,5%) apresentaram-se como resistentes pelo teste de 
suscetibilidade a antimicrobianos (incluindo dois isolados coagulase negativos). Dentre 
os isolados 74 (77,9%) não apresentaram o gene mecA e 6 (6,3%) apresentaram-se 
resistentes à meticilina pelo antibiograma. Foi utilizada estatística descritiva pelo 
cálculo de porcentagens com os dados obtidos na pesquisa. Demonstramos através desta 
pesquisa que o gene qacA/B não estava presente em nenhum dos isolados de 
estafilococos provenientes de queijo Minas Frescal. Os queijos Minas Frescal 
analisados neste estudo possuem isolados de Staphylococcus spp. com o potencial de 
resistir a tratamentos de antibioticoterapia caso consigam causar infecção ao 
consumidor através da ingestão, porém elimináveis dos ambientes de produção de 
alimentos pelo uso dos agentes desinfetantes a base de quaternários de amônio.          
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ABSTRACT 

 
Several reports indicate that cheese commercialized in Brazil are widely contaminated 
with the Staphylococcus spp. incriminated in several outbreaks of food poisoning. The 
objectives of this study are to search for phenotypic and genotypic antimicrobial 
resistance of Staphylococcus spp. isolated from Minas Frescal type cheeses, verifying 
the presence of the mecA gene and qacA/B using the technique of polymerase chain 
reaction (PCR). These isolates were characterized as coagulase-positive and coagulase-
negative staphylococci by Freitas (2005) and this study began by checking its purity by 
means of macroscopic features of colonies growing in Triptic Soy Agar, Gram stain, 
tests of catalase and coagulase. After selection of pure cultures of staphylococci, these 
isolates were tested for susceptibility to antimicrobials (mupirocin, ampicillin, 
tetracycline, clindamycin, sulfazotrim, norfloxacin, cefotaxime, piperacillin + 
tazobactam, meropenem, penicillin G, cefepime, chloramphenicol, gentamicin, 
erythromycin, oxacillin and cefoxitin ), DNA extraction and research of the genes mecA 
and qacA/B by polymerase chain reaction. The results were that only 14 (14.7%) 
isolates analyzed by antibiotic susceptibility were sensitive to all antibiotics tested. 27 
(28.4%) of multiresistant strains were methicillin-susceptible and 15 (15.8%) were 
multidrug resistant and resistant to methicillin. The mecA gene was detected in 21 
(22.1%) of 95 isolates studied, and of these, nine (9.5%) were resistant to the 
antimicrobial susceptibility testing (including two isolates of coagulase-negative). 
Among the isolates, 74 (77.9%) showed the mecA gene and 6 (6.3%) were resistant to 
the antibiotic methicillin. Descriptive statistics were used for calculating percentages 
with datas obtained in this search. We demonstrated through this research that the gene 
qacA/B were not present in any of staphylococcal isolates from Minas Frescal type 
cheeses. The Minas Frescal type cheese analyzed in this study had Staphylococcus spp. 
with the potential to resist antibiotic treatment if they can cause infection to consumer 
through ingestion, but eliminable of the environments of food production through the 
use of disinfecting agents based on ammonium quaternary.   
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Queijo Minas Frescal e a colonização pelo gênero Staphylococcus spp. 

A elaboração de queijos constitui uma das mais importantes atividades das indústrias de 

laticínios, sobretudo no Brasil, onde um dos tipos de maior consumo é o Minas Frescal 

(BEHMER, 1991). A partir da década de 80, o volume de produção do queijo Minas Frescal 

superou o do queijo minas curado, que até então representava menos de 1/3 do total fabricado 

dentre as duas variedades (SANTOS, 2004). Entende-se por queijo Minas Frescal, o queijo 

fresco obtido por coagulação enzimática do leite com coalho e/ ou outras enzimas coagulantes 

apropriadas, complementada ou não com ação de bactérias lácticas específicas (BRASIL, 

1997). É um queijo semi-gordo, de muito alta umidade, a ser consumido fresco, de acordo 

com a classificação estabelecida no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de 

Queijos (BRASIL, 2004). 

No processo tradicional de fabricação do queijo Minas Frescal, uma cultura específica de 

bactérias ácido-lácticas é adicionada, promovendo proteção microbiológica pela competição 

com patógenos pelo nicho de crescimento, aumentando a atividade de coagulação e 

facilitando a remoção do soro (FOX et al., 2000). Evoluindo a partir deste processo 

tradicional, a adição de cultura láctica foi substituída pela adição de ácido láctico industrial, 

denominado processo de acidificação direta, para aumentar o rendimento de queijo Minas 

Frescal e reduzir as alterações físico-químicas durante sua vida útil. Mais recentemente foi 

introduzido também o processo de ultrafiltração, utilizando o método do líquido pré-queijo 

desenvolvido por Maubois, Mocquot e Vassal (MAUBOIS e MOCQUOT, 1975). Este 

método permite a produção de queijo Minas Frescal pela coagulação direta do líquido “pré-

queijo”, adicionando coalho na sua embalagem comercial final. Uma quantidade 

consideravelmente menor de coalho é necessária pois o processo de ultrafiltração aumenta a 

produtividade através da concentração da gordura e proteínas (a lactoalbumina e 

lactoglobulina são retiradas com a caseína nas membranas de ultrafiltração). Não há adição de 

cultura “starter” neste processo, somente a adição de ácido lático. O processo de ultrafiltração 

também aumenta as condições higiênicas do produto devido ao seu circuito fechado de 

processamento (CARVALHO, VIOTTO e KUAYE, 2007).   

O leite a ser utilizado deve ser higienizado por meios mecânicos adequados e submetido à 

pasteurização, ou tratamento térmico equivalente combinado ou não com outros processos 

físicos e biológicos que garantam a inocuidade do produto (BRASIL, 1997). Sua massa é 

crua, com alto teor de umidade (46-55%) e não maturada, que deve ser consumido nos 

primeiros quinze dias após sua fabricação, sendo, portanto, um produto altamente perecível 

(HOFFMAN, SILVA e VINTURIM, 2002 apud LISITA, 2005).    
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Os problemas com a produção de queijos no Brasil estão relacionados com as precárias 

condições do leite produzido, as péssimas condições de fabricação dos queijos (em especial o 

Minas Frescal) e a falta ou ineficiência do sistema de refrigeração ao longo da cadeia 

produtiva que agravam a situação e criam condições de contaminação e desenvolvimento de 

micro-organismos em diferentes etapas (LISITA, 2005). Além disso, os funcionários que 

manipulam o produto nas fábricas podem ser portadores de agentes microbianos patogênicos 

e representarem um elo na cadeia epidemiológica dos surtos de doenças veiculadas por 

alimentos (BRYAN, 1998). Em geral, manipuladores de alimentos apresentam múltiplas 

cepas de Staphylococcus aureus nas narinas e mãos (ANDRÉ et al., 2008).  

Diversos relatos indicam que queijos Minas Frescal comercializados no Brasil são 

amplamente contaminados (ROCHA, BURITI e SAAD, 2006), incluindo patógenos como 

Listeria monocytogenes, S. aureus e Aeromonas (SABIONE e MAIA, 1998; SILVA, 

HOFFER e TIBANA, 1998; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2000; BULHÕES e 

ROSSI JÚNIOR, 2002 apud ROCHA, BURITI e SAAD, 2006). Em muitos países S. aureus é 

considerado o segundo ou terceiro patógeno mais comum responsável por surtos de 

intoxicação alimentar (ATANASSOVA, MEINDL e RING, 2001 apud VERAS et al., 2008). 

O gênero Staphylococcus produz catalase, e são bactérias coagulase positivas ou negativas 

dependendo da espécie (KLOSS e LAMBE, 1991). É atualmente composto por 41 espécies e 

24 subespécies (EUSÉBY, 2009) que podem ser patogênicas, saprofíticas ou usadas na 

indústria de alimentos como culturas “starter” ou iniciadoras (IRLINGER, 2008). Em relação 

a toxinas, S. aureus pode produzir um amplo repertório de mais de 18 tipos de enterotoxinas 

(SE), exibindo propriedades superantigênicas, com algumas diferenças estruturais e de 

atividade biológica (THOMAS et al., 2007 apud FISCHER et al., 2009). O gênero 

Staphylococcus spp. pode produzir uma ou mais toxinas da família de enterotoxinas 

estafilocócicas, toxina 1 da síndrome do choque tóxico (MCCORMICK, YARWOOD e 

SCHLIEVERT, 2001 apud CHIANG et al., 2008), além de toxinas esfoliativas (Eta e Etb) 

(MEHROTRA, WANG e JOHSON, 2000). Cinco tipos clássicos de enterotoxinas, de SEA 

até SEE (DINGES, ORWIN E SCHLIEVERT., 2000 apud CHIANG et al., 2008) e muitos 

tipos novos de SE como SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER 

e SEU já foram relatados (SU e WONG, 1995; MUNSON et al., 1998; ZHANG, IANDOLO e 

STEWART, 1998; FITZGERALD et al.,  2001; JARRAUD et al., 2001; KURODA et al., 

2001; NOVICK, SCHLIEVERT e RUZIN, 2001; ORWIN et al., 2001; ORWIN et al., 2002; 

YARWOOD et al., 2002; LETERTRE et al., 2003; OMOE et al., 2003; ORWIN et al., 2003; 

OMOE et al., 2004; apud CHIANG et al, 2008). Outros tipos de enterotoxinas já foram 

citados por Omoe et al. (2005) e Borges et al. (2008). 
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A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estipula os estafilococos 

coagulase positiva como os únicos produtores de enterotoxinas do grupo de estafilococos a 

serem pesquisados em alimentos, porém os estafilococos coagulase-negativa (SCN) capazes 

de produzir enterotoxinas já foram isolados de surtos de intoxicação alimentar (OLSVIK, 

FOSSUM e BERDAL, 1982; KREISWIRTH, SCHLIEVERT e NOVICK, 1987; ORDEN et 

al., 1992; UDO et al., 1999; VERNOZY-ROZAND et al, 1996; MIWA et al., 2001; 

BLAIOTTA et al., 2004; apud VERAS et al., 2008).  A existência de linhagens coagulase-

negativas produtoras de SE já foi observada há algum tempo como relatado por Bautista e 

Taya em 1988, sobre surto de intoxicação alimentar por Staphylococcus epidermidis. Embora 

muitas espécies coagulase negativas sejam adaptadas principalmente a hospedeiros não-

humanos, não se exclui a possibilidade desses micro-organismos contaminarem alimentos 

para humanos e serem produtoras de SE (JAY, 2005). 

Dentre os estafilococos coagulase-positiva, a espécie S. aureus se destaca pela incidência 

em surtos de intoxicação alimentar. Esse micro-organismo é capaz de crescer em uma ampla 

variação de temperaturas, pH e em elevadas concentrações de cloreto de sódio, conforme Le 

Loir, Baron e Gautier (2003), correspondendo a mais de 15% de NaCl. Estas características de 

S. aureus permitem que tenham capacidade de colonizar uma grande variedade de alimentos e 

podem explicar a sua ocorrência em alimentos que passem por manipulação durante seu 

processamento, incluindo alimentos fermentados como os queijos (LE LOIR, BARON e 

GAUTIER, 2003) e alimentos salgados, devido a sua halotolerância.  

Segundo registros do Sistema de Informação para a Vigilância das Enfermidades 

Transmitidas por Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA), entre 1993 e 2002, 

ocorreram 250 surtos de intoxicação estafilocócica envolvendo produtos lácteos com 

acometimento de 4.247 pessoas em 11 países dessa região, sendo que entre 1996 e 2002 há 18 

relatos de surtos causados por queijos ocorridos no Brasil, com 93 pessoas acometidas 

conforme pode ser observado no quadro 1 (INPPAZ/OPS/OMS, 2006). Segundo o Sistema 

Nacional de Vigilância Epidemiológica de Doenças Transmitidas por alimentos (VE-DTA), 

no período de 1999 até 2004, foram notificados pelo Ministério da Saúde 3.737 surtos, com 

acometimento de 73.517 pessoas e registro de 38 óbitos. Dos 3.737 surtos, 80% foram 

encerrados sem dados sobre o agente etiológico, 8,4% foram identificados pelo critério 

clínico-epidemiológico e somente 15,5% foram identificados pelo critério laboratorial clínico 

e/ou bromatológico. Destes, 34,7% foram causados por Salmonella spp., seguida por S. 

aureus (11,7%) e o restante por outros agentes (BOLETIM ELETRÔNICO 

EPIDEMIOLÓGICO, 2005).  

Carmo et al. (2002) relataram a ocorrência de dois surtos de intoxicação estafilocócica 
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causados pelo consumo de queijo Minas Frescal e leite cru, ocorridos em Manhuaçu e Passa 

Quatro (MG) e notificados ao serviço de Vigilância Sanitária em fevereiro e março de 1999. 

O primeiro surto envolveu 50 pessoas e as amostras de queijo Minas Frescal e leite cru inicial 

apresentaram contagens de S. aureus de 2,4 x 103 a 2,0 x 108 UFC/g e presença de 

enterotoxinas SEA, SEB e SEC. No segundo surto, o consumo de leite cru foi a causa das 

intoxicações alimentares e contagem de estafilococos coagulase negativa foi superior a 2,0 x 

108 UFC/mL, além de serem detectadas as enterotoxinas SEC e SED, o que atingiu 328 

pessoas (BORGES et al., 2008). Através das enterotoxinas específicas encontradas pode-se 

identificar que no primeiro surto a provável fonte de contaminação para o alimento foram os 

manipuladores de alimentos e no segundo caso foram vacas leiteiras em processo de mastite 

(CARMO et al., 2002).  

Os sintomas da intoxicação estafilocócica aparecem geralmente dentro de quatro horas 

após a ingestão dos alimentos contaminados, embora intervalos de 1 a 6 horas tenham sido 

relatados. Os sintomas são náusea, cãibras abdominais, diarréia, dor de cabeça, sudorese, 

prostração e, algumas vezes, uma queda na temperatura corporal, que geralmente têm duração 

de 24 a 48 horas (JAY, 2005). 
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Quadro 1- Relatos de surtos de intoxicação atribuídos ao consumo de produtos 
lácteos contaminados com Staphylococcus aureus no Brasil no período de 1993-
2002, registrados no Sistema de Informação para a Vigilância das Enfermidades 
Transmitidas por Alimentos na América Latina e Caribe (SIRVETA)  

Ano Alimento Cidade N˚ de pessoas 
acometidas 

1996 Queijo  Belo Horizonte- MG 3 

1996 Queijo Belo Horizonte- MG 8 

1996 Queijo mussarela Belo Horizonte- MG 3 

1999 Leite Belo Horizonte- MG 3 

1999 Queijo colonial Arapongas- PR 7 

1999 Leite Curitiba- PR 4 

1999 Queijo Curitiba- PR 3 

1999 Queijo Curitiba- PR 4 

1999 Queijo Curitiba- PR 4 

1999 Queijo P. Fontim-PR 5 

1999 Queijo Viamão- RS 4 

2000 Queijo Rio Grande- RS 12 

2000 Queijo Caxias do Sul-RS 8 

2000 Queijo colonial Quedas do Iguaçu- 
PR 

4 

2000 Queijo Itapajé- CE 7 

2000 Queijo colonial Porto Alegre- RS 3 

2000 Queijo Fortaleza-CE 7 

2002 Queijo Autazes-AM 4 

Fonte: INPPAZ/OPS/OMS (2006)  
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1.2 Staphylococcus spp. como agente de infecções 

Além da intoxicação alimentar tendo como agente etiológico micro-organismos do gênero 

Staphylococcus, estes micro-organismos também possuem a capacidade de causar desde 

quadros de infecções localizadas até septicemias, em casos mais graves.  

O arsenal de virulência de S. aureus é extenso, com a ação de produtos estruturais e 

secretados, desempenhando um papel na patogênese da infecção. Ao estabelecer uma 

infecção, S. aureus possui inúmeras proteínas de superfície, chamadas de componentes de 

superfície microbiana (CSM) que reconhecem moléculas adesivas da matriz e são 

responsáveis pela aderência aos tecidos, ligando-se a moléculas como o colágeno, 

fibronectina e fibrinogênio. Os CSM parecem desempenhar um papel fundamental no início 

das infecções endovasculares, dos ossos e infecções comuns. Cepas diferentes de S. aureus 

podem ter diversos tipos de CSM e por isso podem ser predispostas a causar diferentes tipos 

de infecção (PATTI et al., 1994; TUNG et al., 2000 apud GORDON e LOWY, 2008). 

Uma vez S. aureus aderido ao tecido hospedeiro estará apto a se multiplicar e persistir 

através de diversos mecanismos. Pode ocorrer a formação de biofilmes (DONLAN e 

COSTERTON, 2002 apud GORDON e LOWY, 2008) e de pequena colônias, o que pode 

contribuir para infecção persistente ou recorrente (KAHL et al., 1998; PROCTOR e PETERS, 

1995 apud GORDON e LOWY, 2008). Além disso, S. aureus possui diversos fatores para 

ajudar na fuga do sistema imune hospedeiro (GORDON e LOWY, 2008). 

Durante a infecção, S. aureus produz inúmeras enzimas, como as proteases, lipases e 

elastases, que lhe permitem invadir e destruir tecidos do hospedeiro e se espalhar pelo 

organismo. S. aureus é também capaz de produzir choque séptico (BHAKDI e TRANUN-

JENSEN, 1991; TIMMERMAN et al., 1993; LOWY, 1998 apud GORDON e LOWY, 2008), 

síndrome de choque tóxico (DINGES, ORWIN e SCHLIEVERT, 2000; MC CORMICK, 

YARWOOD e SCHLIEVERT, 2001 apud GORDON e LOWY, 2008), síndrome da pele 

escaldada e impetigo bolhoso (PRÉVOST, COUPPIÉ e MONTEIL, 2003 apud GORDON e 

LOWY, 2008). 

 

1.3 Resistência aos antimicrobianos e biocidas por Staphylococcus spp. 

A resistência antimicrobiana é um problema global de saúde pública que é afetado pelo 

uso indiscriminado de antimicrobianos em humanos e em animais, tendo como consequência 

o desenvolvimento e propagação deste tipo de resistência (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010). Algumas espécies de bactérias apresentam resistência 

natural/intrínseca ou resistência adquirida a estas substâncias. A resistência natural pode 
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ocorrer por variação da permeabilidade da parede celular para diferentes drogas, produção de 

enzimas que degradam ou modificam as drogas, e modificação espontânea de cromossomas 

de genes alvos dos antimicrobianos (NIKAIDO, 1994; KWON et al., 1995; NATAL, 2002). 

A resistência adquirida ocorre pela aquisição de genes de resistência (normalmente situados 

em elementos transmissíveis, como plasmídios ou transposons), por recombinação de DNA 

exógeno no cromossomo da bactéria ou ainda por mutação (NETO e DE ALMEIDA, 2006). 

O termo antimicrobiano é frequentemente utilizado para se referir a antibióticos e 

quimioterápicos e este será também o seu uso neste estudo   

Nas últimas décadas o perfil de resistência a agentes antimicrobianos mudou 

drasticamente, principalmente devido ao aumento da prevalência de S. aureus resistente à 

meticilina, assim como o aumento dos níveis de resistência antimicrobiana em muitas 

espécies de bactérias Gram-negativas (CHASTRE, 2008). Historicamente, a resistência às 

penicilinas estáveis na presença de penicilinases tem sido denominada “resistência à 

meticilina”, assim, os acrônimos MRSA (para S. aureus resistente à meticilina) ou SRM (para 

estafilococos resistente à meticilina) ainda são normalmente usados, embora a meticilina não 

seja mais o agente de escolha para testes ou tratamentos (CLSI, 2003).  

A meticilina, primeira penicilina semi-sintética resistente à penicilinase, foi introduzida 

em 1961 para combater linhagens de S. aureus produtoras de penicilinase (LOWY, 2003). A 

resistência à meticilina ocorre na sequência da aquisição de mutações no DNA cromossômico, 

com o aparecimento de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA), com a capacidade de 

produção de uma nova proteína ligadora de penicilina (PLP), denominada PLP2`ou PLP2a, 

com baixa afinidade pelos antimicrobianos β-lactâmicos, o que consequentemente confere 

resistência a todos os β-lactâmicos (ROSSI et al., 1985; LYON e SKURRAY, 1987; DE 

JONGE et al., 1992). A PLP2a é codificada pelo gene mecA que está localizado em um 

grande segmento de DNA inserido ao DNA cromossomal e conhecido como região mec, gene 

mec, ou atualmente denominada cassete cromossomal mec estafilocócico (Staphylococcal 

Cassete Chromossome mec/ SCCmec) (LIVEMORE, 2000; HIRAMATSU et al., 2001). O 

reservatório inicial de SCCmec é incerto, porém ele pode ter advindo de espécies de 

estafilococos coagulase-negativas (WU et al., 1996; WISPLINGHOFF et al., 2003 apud 

GORDON e LOWY, 2008). Não há um gene homólogo ao mecA em cepas susceptíveis aos 

antibióticos β-lactâmicos (CHAMBERS, 1997). 

Ambas as cepas susceptíveis e resistentes de S. aureus produzem quatro maiores grupos 

de PLPs, as PLPs 1, 2, 3 e 4 (GEORGOPAPADAKOU e LIU, 1980; REYNOLDS, 1988 apud 

CHAMBERS, 1997). As PLPs são proteínas associadas à membrana que funcionam como 

transpeptidases, como carbopeptidases e em poucos casos demonstram atividade de 
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transglicosilases (NAVRATNA et al., 2009). Estas enzimas catalisam a reação de 

transpeptidação, promovendo ligações cruzadas entre os peptideoglicanos da parede celular 

bacteriana. Os antibióticos β-lactâmicos são substratos análogos que covalentemente se ligam 

ao sítio ativo serina das PLPs, inativando as enzimas em concentrações que são 

aproximadamente as mesmas das concentrações mínimas inibitórias administradas dos 

antibióticos. As PLPs 1, 2 e 3, que têm alta afinidade para a maioria dos 

β-lactâmicos, são essenciais para o crescimento celular, para a 

sobrevivência de cepas sensíveis e a ligação de β-lactâmicos a elas é letal para a célula 

bacteriana (GEORGOPAPADAKOU, DIX e MAURIZ, 1986; REYNOLDS, 1988; 

CHAMBERS e SACHDEVA, 1990 apud CHAMBERS, 1997). Nas células meticilina 

resistentes, a PBP2a, com baixa afinidade para ligação a antibiotícos β-lactâmicos (BROWN e 

REYNOLDS, 1980; HAYES et al., 1981; HARTMAN e TOMASZ, 1984; UTSUI e 

YOKOTA, 1985 apud CHAMBERS, 1997) pode agir como uma substituta para funções 

essenciais das PLPs originais em concentrações nas quais os antibióticos seriam letais 

(CHAMBERS, 1997).      

As cepas MRSA são normalmente resistentes a muitos antibióticos, como a eritromicina, 

aminoglicosídeos, mupirocina e quinolonas, além das penicilinas penicilinase-resistentes e 

cefalosporinas (AYLIFFE et al., 1998 apud AYLIFFE, 2001). Seguindo a disseminação das 

cepas MRSA, os glicopeptídeos (usualmente a vancomicina e mais recentemente a 

teicoplanina) se tornaram a base do tratamento para infecções por este patógeno. A 

vancomicina foi introduzida em 1958, mas uma cepa de S. aureus totalmente resistente a este 

antibiótico (VRSA) foi achada em 2002 (SIEVERT et al., 2002 apud SCHITO, 2006). Antes 

disso, cepas de S. aureus com resistência intermediária a vancomicina foram isoladas, 

primeiro no Japão em 1996 e depois em outros países, como o Estados Unidos (SCHITO, 

2006).    

As cepas resistentes à meticilina podem possuir natureza heterogênea, com o nível de 

resistência variando de acordo com as condições de cultura das bactérias e o tipo de 

antibiótico β-lactâmico que está sendo usado. A maioria das células em colônias heterogêneas 

(tipicamente 99% ou mais) é suscetível a pequenas concentrações de  β-lactâmicos (1 a 

5µg/mL), com apenas uma pequena proporção das células crescendo em concentrações de 

50µg/mL de meticilina ou mais. A maioria dos isolados clínicos exibem o padrão heterogêneo 

de resistência em condições rotineiras de crescimento. As cepas heterogêneas podem, no 

entanto, aparecer homogêneas em determinadas condições de cultivo. Estas alterações na 

expressão da resistência com diferenças nas formas de cultivo são transitórias. A passagem de 

cepas heterogêneas em contato com antibióticos β-lactâmicos altera o fenótipo de resistência 
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pela seleção de cepas mutantes de clones bacterianos altamente resitentes (SABATH e 

WALLACE, 1974; CHAMBERS e HARCKBARTH, 1987; apud CHAMBERS, 1997). Esses 

clones produzem uma população homogênea de células altamente resistentes que pode crescer 

em concentrações de meticilina de 50 a 100µg/mL, porém essas características tendem a ser 

instáveis nestes clones selecionados em laboratório. Com repetições de sub-culturas em meio 

de cultura livre de antibióticos, a proporção de células altamente resistentes gradualmente 

diminiu e o padrão heterogêneo reaparece (CHAMBERS, 1997).          

A maioria das cepas clínicas de MRSA possui tipos heterólogos de expressão de 

resistência para meticilina. Foi demonstrado que, além de mecA e de genes regulatórios na 

expressão de altos níveis de resistência à meticilina, cerca de 20 genes cromossomais estão 

envolvidos (KOPP et al., 1996). Um destes fatores, conhecidos como gene fem (factors 

essential for methicillin resistance) ou gene aux (auxilary), está diretamente envolvido na 

biossíntese da parede celular bacteriana ou na síntese de fatores associados, além de 

influenciar o nível de resistência a meticilina (BENSON et al., 2002). Três desses genes, 

femX, femA e femB, desempenham um papel vital nos estágios posteriores à síntese de 

peptideoglicano da parede celular dos estafilococos e, por essa razão, podem servir como 

alvos apropriados para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos (BENSON et al., 

2002). Inserções mutagênicas nestes genes levam a produção de mutantes sensíveis a 

meticilina a partir de cepas originalmente resistentes. A inativação de femA, femB ou femX 

abole completamente a resistência à meticilina, enquanto que a inativação em outros fatores 

reduzem o nível de resistência, mas ainda permitem a reversão para cepas resistentes. A 

inativação destes fatores em uma cepa suscetível leva a hiper sensibilidade para β-lactâmicos 

(KOPP et al., 1996). Ao contrário do gene mecA, o operon femA-femB está presente tanto no 

genoma de S. aureus resistente à meticilina quanto no de cepas susceptíveis a este antibiótico 

(VANNUFEL, 1999).  

Vários testes moleculares desenhados para detectar femA em S. aureus falharam na 

amplificação de sua sequência homóloga nos SCN, mas há evidências da presença de um gene 

estruturalmente relacionado com o femA dos S. aureus em S. epidermidis. Estes dados foram 

confirmados através da completa identificação e sequenciamento do Open Reading Frame 

(ORF) dos genes femA e femB em S. epidermidis e S. simulans (dados originários do Gene 

Bank). Ao contrário da aproximada identidade dos genes mecA em S. aureus e nas cepas 

SCN, os genes femA e femB de S. aureus e de S. epidermidis exibem aproximadamente 20-

22% de divergência, o que não ocorre com o arranjo genômico do operon femA-femB dos S. 

epidermidis que é aproximadamente idêntico ao encontrado nos S. aureus. A ligação intra- e 

interespécies desses genes e a conservação da organização genômica são, por essa razão, 
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consistentes com a cópia de um desses genes em um organismo ancestral e com a 

possibilidade da conservação filogenética do femA em todas as espécies estafilocócicas 

(VANNUFEL, 1999 apud FREITAS, 2005).   

Em julho de 2006, a Rede Nacional de Monitoramento de Resistência Microbiana em 

Serviços de Saúde (Rede RM) iniciou o monitoramento do perfil de sensibilidade de agentes 

prioritários de infecções primárias de corrente sanguínea (IPCS) em pacientes de terapia 

intensiva. Até junho de 2008, 97 hospitais participaram de alguma forma no envio mensal de 

dados de sensibilidade. No período de julho de 2006 até junho de 2008 foram totalizadas 

5.406 notificações de isolados obtidos a partir de IPCS, sendo que destes isolados os micro-

organismos do gênero Staphylococcus corresponderam em média a 47% de todas as 

notificações de IPCS enviadas, os SCN a 29% e S. aureus a 18% de total. Os isolados de 

Klebsiella pneumoniae representaram 13% do total de notificações, seguidos por 

Pseudomonas aeruginosa (11%), Acinetobacer (11%), Enterobacter (6%), Enterococcus 

(5%), Candida (4%) e Escherichia Coli (3%). Entre 2.406 micro-organismos do gênero 

Staphylococcus testados para oxacilina, foi verificada a sensibilidade em apenas 20% de SCN 

(número = 1483) e em 39% de S. aureus (número = 897) nos 24 meses do monitoramento, 

variando entre 36% (jul-dez/2007) e 42% (jan-jun/2007) (ANVISA, 2009).  

Além da utilização de antibióticos e quimioterápicos, existe uma outra classe de agentes, 

os desinfetantes, que são amplamente utilizados em ambientes de saúde, locais de preparo de 

alimentos e domicílios (SIDHU et al., 2002). Desinfetantes são definidos através da 

Resolução n˚ 14, de 28 de fevereiro de 2007 como produtos que matam todos os micro-

organismos patogênicos, mas não necessariamente todas as formas microbianas esporuladas 

em objetos e superfícies inanimadas, e os sanitizantes como agentes ou produtos que reduzem 

o número de bactérias a níveis seguros de acordo com as normas de saúde. Essa resolução se 

refere a produtos com ação antimicrobiana para a indústria alimentícia e afins, limitando-se 

por tipo e âmbito de aplicação a produtos destinados exclusivamente à 

sanitização/desinfecção de superfícies e equipamentos que entram em contato com o 

alimento, somente permitindo o uso das substâncias constantes da lista do Code of Federal 

Regulation nº 21 parágrafo 178.1010 e as da Diretiva nº 98/8/CE, obedecendo as respectivas 

restrições e suas atualizações (BRASIL, 2007). Dentre esta lista os produtos à base de 

quaternário de amônio estão incluídos.  

O termo biocida é também muito utilizado na literatura para se referir aos desinfetantes. 

Biocida, por definição, é o agente físico ou químico, não quimioterápico, que mata todas as 

formas vivas de organismos, micro e macro, porém o termo é normalmente utilizado para se 

referir aos micro-organismos (BLOCK, 2001 apud MIYAZAKI, 2006). 
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Os biocidas à base de quaternário de amônio (QAC) são largamente utilizados em 

indústrias de alimentos por apresentarem ação surfactante (MIYAGI, TIMENETSKY e 

ALTERTHUM, 2000). Esses compostos são considerados antimicrobianos de pequeno 

espectro de ação, por agirem sobre bactérias não esporuladas, fungos e vírus com envoltório 

lipídico, inativando-os, não sendo, porém, capazes de inativar esporos bacterianos, 

micobactérias e vírus sem envoltório (MCDONELL e RUSSEL, 1999). 

 A interação entre o biocida e os micro-organismos segue uma sequência de eventos na 

qual o biocida primeiramente se liga à superfície microbiana, em seguida penetra na parede 

celular, entra no citoplasma, onde ele poderá interagir com proteínas celulares e ácido 

nucleíco. A ação letal resulta da lesão à célula causada pelo biocida em algum momento deste 

processo. Alguns dos agentes são ativos para membrana, como é o caso dos biocidas à base de 

quaternário de amônio, que desestruturam a membrana celular por interação física com 

componentes da mesma, permitindo o extravasamento do conteúdo vital da célula 

(LAMBERT, 2004). 

O uso de desinfetantes tem levado à emergência de MRSA com decréscimo de 

suscetibilidade a estes agentes (NOGUSHI et al., 1999; MAYER et al., 2001; ALAM, 

ISHINO e KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al., 2005 apud NOGUCHI 

et al., 2006). Pelo menos 12 tipos de genes codificando para a resistência a desinfetantes já 

foram identificados nas espécies de estafilococos (qacA/B a qacJ, smr e norA) (ROUCH et al., 

1990; PAULSEN et al., 1996; GRINIUS et al., 1992;  HEIR, SUNDHEIM e HOLK, 1998; 

HEIR, SUNDHEIM e HOLK, 1999; BJORLAND et al., 2003 apud NOGUCHI et al., 2006). 

Quatro genes de resistência a desinfetantes, qacA, qacB, smr e norA, são encontrados 

principalmente em isolados clínicos de S. aureus (MAYER et al., 2001; ALAM, ISHINO e 

KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al., 2005 apud NOGUCHI et al., 

2006) e estão associados com resistência a agentes catiônicos monovalentes, tais como 

compostos quaternários de amônio e brometo de etídio (LITTLEJOHN et al., 1992; 

PAULSEN et al., 1996; PUTMAN, VAN VEEN e KONINGS, 2000; ALAM, ISHINO e 

KOBAYASHI, 2003; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al., 2005; apud NOGUCHI et al., 

2006). O qacA, qacB, e smr são encontrados principalmente em plasmídeos (TENNENT et 

al., 1989; LITTLEJOHN et al., 1991 apud NOGUCHI et al., 2006), e norA está localizado no 

cromossomo de S. aureus (NG, TRUCKSIS e HOOPER, 1994; YOSHIDA et al., 1990 apud 

NOGUCHI et al., 2006). O genes qacA e qacB  codificam uma proteína transmembrana que 

pertence à maior superfamília facilitadora (ROUCH et al., 1990; PUTMAN, VAN VEEN e 

KONINGS, 2000; apud NOGUCHI et al., 2006). A resistência de S. aureus aos biocidas 

catiônicos ocorre por um mecanismo de bomba de efluxo de drogas dependente da força 
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próton motora e este mecanismo envolve os genes qacA, qacB, qacC, qacD, smr e ebr 

(PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000 apud NOGUCHI et al., 2006).   

Embora qacA confira maior resistência a agentes divalentes catiônicos do que qacB, a 

sequência de qacB é idêntica à do qacA exceto para apenas sete ou nove pares de bases 

(PAULSEN et al., 1996; ALAM et al., 2003; apud NOGUCHI et al., 2006), tornando difícil 

distinguir os genes qacA e  qacB através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

sendo estes dois genes então considerados o mesmo. O gene smr, que é idêntico aos genes 

qacC, qacD, e ebr, e codifica uma pequena proteína  que pertence a uma pequena família de 

multiressistência a antimicrobianos (LITTLEJOHN et al., 1991; LEELAPORN et al., 1995; 

PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000 apud NOGUCHI et al., 2006). Desta forma, os 

genes plasmidiais de resistência aos desinfetantes são classificados em duas famílias, qacA/B 

e smr (PUTMANN, VAN VEEN e KONINGS, 2000). O gene de resistência cromossômica 

norA confere baixo nível de resistência à fluoroquinolonas hidrofílicas, como a norfloxacina e 

a levofloxacina, bem como aos desinfetantes (YOSHIDA et al., 1990; NOGUCHI et al., 2004; 

apud NOGUCHI et al., 2006). Em comparação com o gene qacA/B, as transcrições de norA  

são consideradas de pouca contribuição para a resistência aos agentes catiônicos. O gene 

qacA/B tem sido associado com alto nível de resistência a desinfetantes e a ser amplamente 

prevalente entre MRSA isolados na Europa e na Ásia (NOGUSHI et al., 1999; MAYER et al., 

2001; ALAM et al., 2003; NOGUCHI et al., 2005 apud NOGUCHI et al., 2006). Portanto, o 

gene qacA/B tornou-se o maior gene de resistência a desinfetantes em cepas MRSA 

(NOGUCHI et al., 2006). 

Os determinantes de resistência qac estão associados a transposons contendo genes de 

resistência à gentamicina, trimetoprim, penicilina, canamicina e tobramicina (SIDHU et al. 

2002). A introdução de antibióticos na prática clínica levou ao desenvolvimento e 

disseminação de micro-organismos apresentando resistência cruzada ou co-resistência entre 

esses antimicrobianos e os desinfetantes. A resistência cruzada ocorre quando diferentes 

agentes antimicrobianos atacam o mesmo alvo, iniciando assim a morte celular através de 

uma via em comum e a co-resistência ocorre quando os genes de resistência ao biocida estão 

localizados junto com marcadores de resistência aos antibióticos no mesmo elemento genético 

móvel, como plasmídio, transposon ou integron. O resultado final para ambos os mecanismos 

é que o desenvolvimento de resistência para um agente antimicrobiano pode levar ao 

aparecimento de resistência para outro agente (CHAPMAN, 2003). 

Miyazaki et al. (2007) verificaram que dos 74 isolados clínicos estudados, provenientes de 

três hospitais do Rio de Janeiro, 59 (80%) apresentavam o gene qacA/B. Os pesquisadores 

verificaram que o nível de 80% de qacA/B em  cepas de MRSA isolados  no Brasil era muito 
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maior do que os 45.9% encontados no Japão por Noguchi et al. (2006). Este foi o primeiro 

relato da presença do gene qacA/B nas cepas de MRSA brasileiras, e em níveis tão altos. 

.  

1.4 Resistência de Staphylococcus spp. aos antimicrobianos em alimentos 

Micro-organismos isolados de alimentos têm demonstrado nas últimas décadas um 

considerável aumento de resistência para a maioria dos antibióticos (YÜCEL, ÇITAK e 

ÖNDER, 2005) inclusive a meticilina (KITAE et al., 2005 apud PESAVENTO et al., 2007).  

Para alimentos, a questão da resistência a antimicrobianos pode ter dois enfoques maiores: os 

resíduos de antimicrobianos em alimentos com possível aparecimento de resistência 

bacteriana no trato gastro-intestinal humano e a aquisição de bactérias resistentes a partir de 

alimentos de origem animal (NETO e ALMEIDA, 2006).  

A possibilidade de transmissão de infecções por Staphylococcus spp. pela ingestão de 

alimentos contaminados ainda não está totalmente elucidada, visto que este microrganismo é 

reconhecido classicamente pela produção de gastroenterite mediada por enterotoxinas 

estafilocócicas. A possibilidade de transmissão de MRSA através da alimentação era 

desconhecida até 1994, entretanto, segundo Pesavento (2007), quando S. aureus está presente 

na alimentação de um paciente imunocomprometido existe a possibilidade de chegar ao 

sistema circulatório e causar infecções, podendo gerar septicemia. 

Em 1995 Kluytmans et al. relataram um surto provocado por MRSA em um hospital na 

Holanda, que teve início na unidade de hematologia do hospital e se disseminou para a 

unidade cirúrgica, com 21 pacientes desenvolvendo a doença clínica e cinco levados à óbito. 

O primeiro caso de óbito ocorreu em uma paciente imunossuprimida (neutropenia) que 

recebia alimentos preparados para pacientes neutropênicos no setor de hematologia. Esta 

desenvolveu septicemia por MRSA e faleceu dentro de três dias, apesar de ter recebido 

tratamento imediato com vancomicina. Nenhuma fonte ambiental ou de outros pacientes, dos 

funcionários do setor de hematologia e de outros contatos neste setor se mostrou positiva para 

MRSA. Após 10 dias de que a primeira paciente foi identificada, outros pacientes que 

carreavam MRSA foram identificados na unidade cirúrgica, que era localizada longe do setor 

de hematologia. Uma enfermeira da unidade cirúrgica estava colonizada por uma cepa de 

MRSA. Esta enfermeira provavelmente transmitiu este surto para a unidade de hematologia, 

pois ela foi transferida da unidade de hematologia logo após o primeiro caso ter sido 

identificado. Vinte e duas semanas após o início do surto, a análise bacteriana de rotina dos 

alimentos preparados para pacientes neutropênicos na unidade de hematologia revelou MRSA 

em um pedaço de banana, que havia sido preparado por um funcionário de preparo de 
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alimentos. Este funcionário estava trabalhando no preparo de alimentos na época do primeiro 

caso, mas nunca entrou em contato direto com os pacientes. A cepa de MRSA cultivada da 

paciente do setor de hematologia, do pedaço de banana e do funcionário demonstrou ser a 

mesma nas análises laboratoriais.  

Outro caso com o envolvimento de MRSA foi relatado em 2001, quando uma família foi 

envolvida em um surto de toxinfecção alimentar devido à ingestão de MRSA em carne de 

porco contaminada por um manipulador de alimentos portador de MRSA (JONES et al., 

2002; PESAVENTO et al., 2007). 

O leite de vaca é uma fonte significativa de cepas de MRSA (LEE, 2003; KWON et al., 

2005 apud MCKAY, 2008), além de poder também ser contaminado por SCN, principalmente 

de infecções resultantes de mastite, originado a partir de contato humano durante a ordenha 

(THORBERG et al., 2006 apud MCKAY, 2008). Assim, a venda e o consumo de leite e 

produtos lácteos não pasteurizados podem expor os consumidores não somente aos MRSA 

como também as espécies de SCN, que podem vir a carrear múltiplas resistências a agentes 

antimicrobianos, incluindo o gene mecA (MCKAY, 2008). Os alimentos podem estar 

desempenhando um papel importante na disseminação deste tipo de resistência (SIDHU, 

2001). 

McKay (2008) utilizando 70 amostras de leite não pasteurizado isolou oito cepas de 

Staphycoccus spp. carreando o gene mecA a partir de crescimentos bacterianos em meios de 

cultura enriquecidos com oxacilina, pois os estafilococos resistentes a esse antimicrobiano são 

resistentes a todos os β-lactâmicos atualmente disponíveis. Além disso, dois isolados de S. 

epidermidis também apresentaram o gene qacA/B, que está relacionado a resistência aos 

biocidas à base de quaternário de amônio.  

 

1.5 Resistência de Staphylococcus spp. aos biocidas em alimentos  

Estudos recentes têm indicado que a utilização de certos desinfetantes impôs uma pressão 

seletiva e contribuiu para o surgimento de micro-organismos resistentes a desinfetantes em 

ambientes de produção de alimentos (BAQUERO et al., 1998; RUSSELL, 2000). Se as 

bactérias resistentes a desinfetantes sobreviverem a desinfecções podem causar problemas de 

deterioração nos alimentos e afetar o processamento alimentar (como por exemplo causando 

fermentações). Patógenos resistentes, ao contaminar os alimentos, representam uma ameaça 

para a indústria alimentar e para os consumidores. A combinação de resistência aos 

desinfetantes com outros tipos de agentes antimicrobianos pode também tornar-se um desafio 

para as indústrias de alimentos no futuro. A resistência cruzada entre desinfetantes e 
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antibióticos nos patógenos alimentares poderá levar a consequências graves para a saúde 

pública (LANGSRUD et al., 2003).  

As indústrias alimentícias frequentemente usam desinfetantes à base de QAC para 

erradicar e prevenir a propagação de micro-organismos indesejáveis (MCDONNEL e 

RUSSEL, 1999). Os determinantes de resistência aos QAC já foram descritos em SCN, os 

quais são menos valorizados do que S. aureus como patógenos humanos, mas fornecem um 

potencial reservatório para a transferência de genes de resistência antimicrobiana para S. 

aureus. Segundo MCKAY (2008) os antibióticos e desinfetantes utilizados nos hospitais e na 

pecuária de corte ou de produção de leite selecionam cepas resistentes de estafilococos, 

levando a um acúmulo potencial de resistência antimicrobiana. 

Sidhu et al, em 2001, investigaram os genes de resistência aos quaternários de amônio em 

estafilococos coagulase negativa isolados de alimentos e de indústrias de processamento de 

alimentos. Os resultados desse estudo revelaram que alguns estafilococos carreavam tanto 

determinantes para resistência a desinfetantes (QAC) quanto de resistência aos antibióticos 

(penicilina) no mesmo plasmídeo, associados a elementos genéticos móveis, enquanto que 

outros estafilococos carreavam determinantes de resistência em plasmídeos separados. A 

resistência a β-lactâmicos foi a mais prevalente, porém alguns estafilococos se apresentaram 

carreando plasmídeos de resistência também a outros antibióticos.  

 

1.6 Critérios microbiológicos para alimentos 

Uma das formas de promover a saúde pública é o estabelecimento de critérios 

microbiológicos, fornecendo alimentos que sejam seguros, saudáveis e satisfaçam os 

requerimentos das justas práticas de comércio. Segundo o Codex Alimentarius, um critério 

microbiológico para alimentos define a aceitabilidade de um produto ou lote de alimentos, 

com base na ausência ou presença do número de micro-organismos, incluindo parasitas, e/ou 

quantidade de suas toxinas ou metabólitos por unidade(s) de massa, volume, área ou lote 

(FORSYTHE, 2002). 

O padrão microbiológico é um critério obrigatório, pois faz parte de uma lei ou de uma 

regulamentação administrativa. O não atendimento ao padrão microbiológico vigente 

constitui violação da lei, e medidas legais por parte dos órgãos competentes são possíveis 

(FRANCO, 2004).  A Agência Nacional de Vigilância Sanitária publicou a Resolução n˚ 12, 

de 2 de janeiro de 2001, que aprova o “regulamento técnico sobre padrões microbiológicos 

para alimentos” no Brasil e estipula a enumeração de estafilococos coagulase positiva e, 

quando necessário podem ser determinadas a capacidade de produção de termonuclease e de 
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toxina estafilocócica das cepas isoladas a fim de se obter dados de interesse à saúde pública 

(BRASIL, 2001).  

De acordo com os padrões microbiológicos vigentes na Resolução da Diretoria Colegiada 

(RDC) n˚12 (BRASIL, 2001), os queijos de muita alta umidade, em torno de 55%, incluindo 

os queijos de coalho com umidade correspondente, Minas Frescal e outros, elaborados por 

coagulação enzimática e ação de bactérias láticas, devem apresentar as seguintes tolerâncias 

para amostras indicativas: 5x102 UFC (Unidades Formadoras de Colônias) de coliformes a 

45ºC/g, 5x102 UFC de estafilococos coagulase positiva/g e ainda ausência de Salmonella spp. 

e Listeria monocytogenes em 25g. 

Métodos baseados em PCR para determinar a ocorrência de micro-organismos patogênicos 

e toxigênicos em alimentos são amplamente reconhecidos como capazes de diminuir o tempo 

de detecção e aumentar a especificidade e sensibilidade dos resultados (ERCOLINI et al., 

2004). Devido às informações sobre a sequência de DNA das SEs (MCLAUCHLIN et al., 

2000; REN et al., 1994; SU; WONG, 1995, 1997), a PCR torna-se um método para a 

detecção dos genes destas toxinas (BECKER; ROTH; PETERS, 1998), mostrando-se uma 

técnica simples e reprodutível, funcionando como uma ferramenta genética para estudos 

epidemiológicos (FREITAS et al., 2004 apud LUZ, 2008). 

Freitas, em 2005, pesquisou a presença de estafilococos coagulase-positiva e coagulase 

negativa isolados de queijo Minas Frescal de algumas regiões do Rio de Janeiro e padronizou 

um protocolo de multiplex PCR baseado no trabalho de Mehrotra, Wang e Johnson (2000) 

para a detecção de genes de S. aureus que codificam para as suas enterotoxinas e o gene femA. 

Das 30 amostras de queijo Minas Frescal analisadas neste trabalho, 12 (40%) apresentaram 

contagens de estafilococos coagulase-positiva acima de 5x102 UFC/g, valor este estabelecido 

como limite permitido pela ANVISA para o queijo Minas Frescal. Dez por cento das amostras 

apresentaram valores acima de 105 UFC/g, o que é preocupante principalmente pelo fato 

destes valores estarem muito próximos dos requeridos para a produção de enterotoxinas (105 

UFC/g a 109 UFC/g) e para a ocorrência de surtos de intoxicação alimentar estafilocócica. Das 

231 colônias isoladas foram selecionadas 104 colônias coagulase positivas e 7 coagulase 

negativas para o teste da multiplex PCR. Trinta e quatro colônias (30,62%) foram positivas 

para algum dos cinco genes de enterotoxinas pesquisados. Os resultados deste trabalho 

revelam que alguns dos queijos Minas Frescal obtidos e comercializados na área geográfica 

deste estudo estão em desacordo com a Resolução n˚ 12, de 2 de janeiro de 2001 quanto a 

quantificação de estafilococos coagulase positiva. Com relação à detecção do gene femA, 57 

(51%) das 111 colônias analisadas amplificaram este gene. 

Os critérios devem ser revisados periodicamente em busca de patógenos emergentes, troca 
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de tecnologia, e novas descobertas científicas (FORSYTHE, 2002). A legislação vigente no 

Brasil para padrões microbiológicos de alimentos deve ser atualizada periodicamente para 

uma maior abrangência dos riscos que os consumidores de alimentos possam estar sendo 

submetidos, principalmente os imunossuprimidos, pacientes hospitalizados, crianças, 

gestantes e idosos, que possuem uma maior vulnerabilidade dentre o conjunto de 

consumidores de alimentos submetidos a esta legislação. 

 

1.7 Vigilância Sanitária como instrumento de proteção da população 

As origens da vigilância sanitária remontam à preocupação, das organizações sociais, com 

o nocivo, noção social e historicamente definida como fundamento para imposição de 

medidas de controle (COSTA, 1998). De acordo com o artigo 196-a da Constituição da 

República Federativa do Brasil a saúde é direito de todos e dever do Estado, garantido 

mediante políticas sociais e econômicas que visem à redução do risco de doença e de outros 

agravos e ao acesso universal e igualitário às ações e serviços para sua promoção, proteção e 

recuperação (BRASIL, 1988). 

A saúde tem como fatores determinantes e condicionantes, entre outros, a alimentação, a 

moradia, o saneamento básico, o meio ambiente, o trabalho, a renda, a educação, o transporte, 

o lazer e o acesso aos bens e serviços essenciais; os níveis de saúde da população expressam a 

organização econômica e social do país (BRASIL, 1990). O conjunto de ações e serviços de 

saúde, prestados por órgãos e instituições públicas federais, estaduais e municipais, da 

administração direta e indireta e das fundações mantidas pelo poder público, constitui o 

Sistema Único de Saúde (SUS), no qual estão incluídas ações de Vigilância Sanitária 

(BRASIL, 1990). 

Entende-se por Vigilância Sanitária um conjunto de ações capaz de eliminar, diminuir ou 

prevenir riscos à saúde e de intervir nos problemas sanitários decorrentes do meio ambiente, 

da produção e circulação de bens e da prestação de serviços de interesses da saúde, 

abrangendo o controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a 

saúde, compreendidas todas as etapas do processo, da produção ao consumo; e o controle da 

prestação de serviços que se relacionam direta ou indiretamente com a saúde (BRASIL, 

1990). 

O laboratório integra a estrutura da Vigilância Sanitária e constitui um instrumento 

imprescindível para a execução de suas ações especialmente no controle de produtos, e o 

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde – INCQS, que é o laboratório 

tecnicamente ligado à Anvisa (Lei nº 9782, de 26/01/99), tem como missão “contribuir para a 
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promoção e recuperação da saúde e prevenção de doenças, atuando como referência nacional 

para as questões científicas e tecnológicas relativas ao controle da qualidade de produtos, 

ambientes e serviços vinculados à Vigilância Sanitária”. 

Entendendo a importância do fator alimentação como determinante e condicionante da 

saúde, este estudo pretende trazer dados a respeito da presença de genes de resistência a 

antimicrobianos e biocidas presentes em Staphylococcus spp. isolados de queijo Minas 

Frescal e sua suscetibilidade aos antimicrobianos, atentando para a possibilidade de um 

possível risco para consumidores, o que caracteriza um objeto de interesse para os 

laboratórios de Vigilância Sanitária.        
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Traçar o perfil de resistência aos antimicrobianos e a biocidas de isolados de 

Staphylococcus spp. obtidos de queijo Minas Frescal.  

    

2.2 Objetivos Específicos  

 
• Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (mupirocina, ampicilina, 

tetraciclina, clindamicina, sulfazotrim, norfloxacina, cefotaxima, 

piperacilina+tazobactam, meropenem, penicilina G, cefepima, cloranfenicol, 

gentamicina, eritromicina, oxacilina e cefoxitina) dos isolados de Staphylococcus spp. 

obtidos por FREITAS (2005) de queijo Minas Frescal através do teste de 

suscetibilidade aos antimicrobianos estabelecido pela norma técnica M2-A9 do 

Clinical and Laboratory Standards Institut  (CLSI, 2008);  

  

• Verificar a presença dos genes mecA (gene de resistência à meticilina) e qacA/B (gene 

de resistência à biocidas a base de quaternário de amônio) através da técnica de reação 

em cadeia da polimerase (PCR) nos isolados supracitados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Verificação da viabilidade e pureza dos isolados de Staphylococcus spp. 

Foi verificada a pureza e viabilidade de 111 isolados de Staphylococcus spp. obtidos no 

estudo realizado anteriormente por Freitas (2005). Neste estudo foram analisadas trinta 

amostras de queijo Minas Frescal (10 amostras de queijos comercializados em embalagens 

plásticas de polietileno de baixa densidade, 10 de embalagens plásticas tipo queijeira e 10 em 

potes plásticos hermeticamente fechados, sendo que os 20 primeiros foram obtidos pelo 

processo de acidificação direta pela adição de ácido lático e os 10 últimos pelo processo de 

ultrafiltração), de três marcas comerciais coletadas em três supermercados do Estado do Rio 

de Janeiro.  

Os isolados haviam sido testados em relação a sua pureza por Freitas (2005) e mantidos 

criopreservados em freezer -20ºC. No presente estudo, foi preparada uma cultura estoque em 

ágar nutriente inclinado a partir dos criotubos estocados por Freitas (2005), armazenada em 

geladeira por período máximo de um mês. Cerca de 100 µL de cada cultura estoque foram 

semeados em 5 mL de caldo tripticaseína de soja (TSB), incubados a 37ºC por 18-24 h, sob 

agitação a 200 rpm e posteriormente semeados sobre placas de Petri contendo agar 

tripticaseína de soja (TSA) para verificar a pureza da cultura. As características morfo-

tintoriais foram confirmadas através da coloração de Gram e foi realizada a prova da catalase 

e da produção de coagulase, que foram conduzidas de acordo com a American Public Health 

Association (LANCETTE e BENNETT, 2001), Food and Drug Administration (BENNETT e 

LANCETTE, 1998) e o POP INCQS 65.3210032 (MANUAL DA QUALIDADE, 2007).  

 

3.1.1 Produção da enzima catalase 

Uma alçada de crescimento em TSB foi transferida para a superfície de uma lâmina de 

vidro. Foi adicionada 100µL de peróxido de hidrogênio a 3% sobre o crescimento. Observou-

se o desprendimento de oxigênio através da formação de bolhas, o que indicou o resultado 

positivo para representantes do gênero Staphylococcus. Uma cepa S.aureus ATCC 12600 foi 

utilizada como controle positivo e uma cepa Enterococcus faecalis ATCC 4083 como 

controle negativo do teste. 

 

3.1.2 Produção da enzima coagulase 

Neste teste a primeira etapa realizada foi a transferência de 0,3 mL de uma cultura em 

caldo TSB para tubo de ensaio vazio e estéril. Foi adicionado 0,5 mL de plasma de coelho 



 

 
21

 
 

com EDTA ao tubo e este foi homogeneizado vigorozamente. Incubou-se a 35±2˚C e 

observou-se em um periodo de até 6 horas a formação de um coágulo de intensidade variando 

de 1+ até 4+ (caracterizando Staphylococcus spp. coagulase positiva) ou a não formação de 

coágulo (caracterizando Staphylococcus spp. coagulase negativa).  Utilizou-se uma cepa de S. 

aureus ATCC 12600 como controle positivo e a de Kocuria rhizophila ATCC 9341 como 

controle negativo.    

 

3.2 Preparação do estoque das amostras bacterianas 

Após a verificação da pureza, alíquotas de 600 µL das culturas foram transferidas para 

criotubos estéreis, adicionadas de 400 µL de solução de glicerol a 50% e estocadas em freezer 

a -20˚C. Culturas de trabalho foram mantidas em ágar nutriente e estocadas em geladeira pelo 

prazo máximo de um mês até a sua utilização nos próximos experimentos. 

 

3.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado de acordo com o método 

estabelecido pela norma técnica M2-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2008) para Staphylococcus spp., utilizando os seguintes antimicrobianos no teste: MUP-

mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-

trimetoprim, NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- 

meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, GEN-gentamicina, 

ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina.  

Uma alçada do crescimento de cada isolado de estafilococos obtidos a partir de queijo 

Minas Frescal foi inoculada em 3mL de caldo TSB e incubado a 37ºC/ 24 horas. No dia 

seguinte, este crescimento foi ajustado com TSB para corresponder a 0,5 da escala 

McFarland. Esse crescimento foi semeado em placas de agar Mueller-Hinton com o auxílio de 

um swab, em seguida foram colocados os discos dos antimicrobianos listados acima e 

incubados a 35± 2˚C. Após o período de incubação de 16 a 18 horas para todos os 

antimicrobianos testados, com exceção de oxacilina e vancomicina, que necessitam de 24 

horas de incubação para serem reportados como suscetíveis, foi procedida a leitura do 

diâmetro dos halos de inibição e classificação dos isolados dentro de uma das três categorias: 

sensível, intermediariamente resistente ou resistente ao antimicrobiano testado. A 

interpretação dos resultados de todos os antimicrobianos ocorreu de acordo com a tabela 2C 

da norma técnica M100-S18 do CLSI (CLSI, 2008), com exceção da interpretação em relação 

ao antimicrobiano mupirocina, que não está constando neste manual, sendo então adotada a 
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interpretação proposta por Creagh e Lucey (2007). A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 

25923 foi utilizada como microrganismo controle no teste de suscetibilidade aos 

antimicrobianos. 

 

3.4 Extração de DNA 

Para este procedimento foram semeados 10 µL de cada isolado em estudo em 5 mL de 

TSB e incubados a 37ºC/18-24 horas sob agitação a 200 rpm. Do tubo de TSB com 

crescimento bacteriano foi transferida uma alíquota de 1000 µL para um microtubo de 2 mL e 

este foi centrifugado. O sedimento das células bacterianas foi suspenso em um tampão de lise 

para o Kit Qiagen (Qiagen, Inc, Valencia, CA) adicionado de 0,2 mg/mL de lisostafina e 10 

mg/mL de lisozima e incubado a 37ºC por 30 minutos. O DNA foi então extraído através da 

utilização do Kit Dneasy Tissue Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

 

3.5 Pesquisa dos genes mecA  e qacA/B através da reação em cadeia da polimerase 

A técnica de PCR foi realizada utilizando iniciadores (primers) específicos para 

amplificar os genes mecA e qacA/B, conforme descrito na Tabela 1, utilizando o aparelho 

DNA Engine- Peltier Thermal Cycler (MJ Research- Massachussets-EUA).  

Para a pesquisa do gene mecA foi preparada uma mistura de reação com 25 µL de volume 

final, contendo 3µL de DNA genômico purificado, 0,5 pmol/µL de primers mecA, 0,2 mM de 

solução de desoxirribonucleotídeos (dNTP), 0,02 U de Taq DNA polimerase e 2,5 µl de 

tampão de reação 10X do kit da Platinum® Taq DNA Polimerase contendo 2 mM de MgCl2. 

A amplificação do gene mecA foi realizada de acordo com o programa realizado por Mehrotra 

et al. (2000): uma desnaturação inicial de 94˚C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 

amplificação (desnaturação a 94˚C por 2 min, anelamento a 57˚C por 2 min e extensão a 72˚C 

por 1 minuto), terminando com uma extensão final a 72˚C por 7 minutos. As cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 33591 foram os micro-organismos utilizados 

na detecção do gene mecA como controles negativo e positivo, respectivamente.    

Para o gene qacA/B foi preparada uma mistura de reação com 25 µL de volume final 

contendo 3µL de DNA genômico purificado, 1 pmol/µL do par de primers qacA/B, 0,2 mM 

de dNTP, 0,05U de Taq DNA polimerase e 2,5 µL de tampão de reação 10X do kit da 

Platinum® Taq DNA Polimerase contendo 1,5 mM de MgCl2. A amplificação do gene 

qacA/B foi realizada de acordo com o programa realizado por Miyazaki et al. (2006) com 

algumas modificações, ficando estipulado da seguinte forma: uma desnaturação inicial de 
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95˚C por 2 min, seguido de 35 ciclos de amplificação (desnaturação a 94˚C por 1 min, 

anelamento a 55˚C por 1 min e extensão a 72˚C por 2 min), terminando com uma extensão 

final a 72˚C por 10 min. As cepas de Staphylococcus aureus resistente à meticilina 05/02 RJ-

A (GenBank EF 418548) e Staphylococcus aureus ATCC 6538 foram utilizadas 

respectivamente como controles positivo e negativo para o gene qacA/B.       

Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TBE 

1X a 90V por 1,5 horas, adicionado de 3 µL de brometo de etídio e visualizados em 

transiluminador de luz ultra-violeta. 

 

Tabela 1 – Sequências dos oligonucleotídeos (primers) a serem utilizadas nas amplificações 
dos genes mecA e qacA/B em Staphylococcus isolados de queijo Minas Frescal 
Gene Primer Sequências dos oligonucleotídeos Localização 

no gene 
Amplicon 
Tamanho 

(pb) 

Referências 

mecA mecA-R ACTGCTATCCACCCTCAAAC 1182-1201 163 Mehrotra 
et al. 
2000 

 mecA-F CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 1325-1344   

qacA/B qacA/B-R CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT 1801-1824 417 Mayer et 
al 2001 

 qacA/B-F CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG 2193-2217   

*pb = pares de bases. R = primer de orientação reverse. F = primer de orientação foward. 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 Verificação da viabilidade e pureza de Staphylococcus spp. 

Dos 111 isolados obtidos a partir do estudo realizado por Freitas (2005) foram utilizados 

95 cocos Gram-positivos produtores da enzima catalase. Através da prova da coagulase foi 

vericado que 89 isolados se mostraram como coagulase positiva e 6 isolados como coagulase 

negativa (marcados com * nos quadros 2, 5, 7, 8, 11, 12 e 13). Os 16 isolados não utilizados 

neste estudo foram descartados por se apresentarem contaminados por outros micro-

organismos. 

Freitas (2005) codificou os isolados obtidos de queijo minas frescal da seguinte maneira: 

a amostra de queijo (A) vinha seguida de uma numeração que caracterizou a ordem 

cronológica de sua análise, seguido da unidade formadora de colônia (C) e numeração da 

mesma quando foi obtida em placa de ágar Baird-Parker, da seguinte forma: o isolado A2C2 

foi obtido da segunda amostra de queijo Minas Frescal analisada e foi a segunda unidade 

formadora de colônia selecionada em placa de ágar Baird-Parker. Esta codificação foi mantida 

nesse estudo. 

 

4.2 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

O perfil de suscetibilidade de cada um dos 95 isolados encontram-se nos quadros 2, 3, 4, 

5, 6 e 7 no caso de bactérias sem fenótipo de resistência à meticilina e no quadro 8 para 

bactérias com fenótipo de resistência à meticilina. Através do quadro 10 pode ser verificado 

que 15 (15,8%) isolados apresentaram-se como resistentes à cefoxitina, sendo 14 (14,7%) 

destes como resistentes também à oxacilina e um apresentou resistência intermediária à 

oxacilina (A25C7). Foram obtidos isolados com fenótipo de resistência à meticilina apenas 

das amostras de queijo denominadas A11 e A25.    

No teste de suscetibilidade aos antimicrobianos nem todos os isolados resistentes à 

meticilina se mostraram resistentes aos outros agentes β-lactâmicos testados, o que foi 

evidenciado pela sensibilidade de alguns destes isolados aos antibióticos ampicilina (A11C7, 

A11C12, A25C6) e cefepima (A11C10, A11C12, A25C7), 14 isolados sensíveis e um único 

resistente à piperacilina + tazobactam (A11C6), 11 isolados sensíveis e 4 apresentaram 

resistência ou resistência intermediária à meropenem (A11C13, A25C4, A25C6 e A25C8). 

Todos os isolados classificados como resistentes à meticilina se mostraram como resistentes 

também à penicilina G. Segundo o manual do CLSI M100-S18 (2008), no caso de 

Staphylococcus aureus resistente à oxacilina/ cefoxitina e estafilococos coagulase negativas 
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(SCN), outros agentes β-lactâmicos podem aparecer ativos in vitro, mas são clinicamente 

ineficazes, portanto os resultados para essas drogas devem ser relatados como resistentes, ou 

não devem ser relatados. Apesar disto, optou-se neste estudo por relatar estes dados por se 

tratar de uma pesquisa científica. 

Dentre os isolados analisados, apenas 14 (14,7%) se mostraram sensíveis a todos os 

antimicrobianos e 81 (85,3%) dos isolados intermediariamente resistentes ou resistentes a 

pelo menos um antimicrobiano testado e dentre os isolados não multirresistentes, 39 (41,0%) 

eram intermediariamente resistentes ou resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Foram 

encontrados 27 (28,4%) isolados multiresistentes com fenótipo de suscetibilidade à meticilina 

e 15 (15,8%) eram multiresistentes com fenótipo de resistência à meticilina (Quadro 9). A 

definição de multiresistência adotada neste estudo está relacionada com a resistência a duas 

ou mais classes de antimicrobianos diferentes de acordo com a definição adotada por 

Rabatsky-Her et al., (2004), Gibbs et al., (2006) e Albuquerque et al., (2007).  

O perfil global de suscetibilidade aos antimicrobianos dos 95 isolados pode ser observado 

no quadro 10 e na figura 1, sendo que os antimicrobianos aos quais os isolados mostraram os 

maiores níveis de resistência foram a ampicilina com 54 cepas (56,8%) e penicilina G com 51 

cepas (53,7%). Observou-se também que 20 (20,1%) isolados apresentaram-se resistentes à 

mupirocina.  

 

4.3- Pesquisa dos genes mecA, qacA/B através da reação em cadeia da polimerase e sua 

relação com o gene femA pesquisado por Freitas (2005). 

A amplificação dos genes mecA e qacA/B através de reação em cadeia da polimerase de 

alguns isolados está ilustrada nas figuras 2 e 3, respectivamente.  

A pesquisa dos genes mecA e qacA/B comparada com os dados da presença do gene 

femA, sendo este último gene pesquisado e os seus dados gerados por Freitas (2005), e 

fenótipo de resistência para meticilina se encontram nos quadros 11, 12 e 13 para os 95 

isolados de Staphylococcus spp. testados. 

Segundo o manual do CLSI (2008), o teste para detecção do gene mecA é o método mais 

acurado para predizer a resistência à oxacilina e neste estudo o gene mecA foi detectado em 

21 (22,1%) dos 95 isolados pesquisados, sendo que dentre estes, 9 (42,8%) apresentaram-se 

com fenótipo de resistência correspondente ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

(incluindo dois isolados SCN) e 12 (57,1%) se apresentaram suscetíveis à meticilina. Dentre 

os isolados, 74 (77,9%) não apresentaram o gene mecA, sendo que 68 (91,9%) não 

apresentaram fenótipo de resistência, incluindo 4 SCN e 6 (8,1%) apresentaram resistência à 

meticilina no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (tabela 2).  



 

 
26

 
 

Em relação ao gene femA, específico para S. aureus, 35 (36,8%) isolados dentre os 95 

analisados apresentaram este gene. Dentre os isolados que não possuem o gene mecA, 32 

(91,4%) apresentam o gene femA, sendo dois (5,7%) com fenótipo de resistência. Dos que 

possuem o gene mecA, apenas três (8,6%) possuiam o gene femA e destes, dois (5,7%), 

possuiam fenótipo de resistência à oxacilina/ cefoxitina (tabela 2).  

Foi procedida também a PCR para pesquisa do gene qacA/B que demonstrou que nenhum 

dos isolados estudados possuiam este gene (tabela 2).  
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Quadro 2: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos da amostra de código A2. 
Cepas Antimicrobianos 

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 
A2C1 S R S I R S R S S R S S R R S S S 
A2C2 S R S S S S S S S R S S S R S S S 
A2C3* S S S S S S S S S S S I S S S S S 
A2C4 S R S S S S S S S S S S S I S S S 
A2C5 S R S S I S R S S R I S S I S S S 
A2C6 S R S I R I R S S R R S I R S S S 
A2C7 R R I R S S R S S S S S S R S S S 
A2C8 S R S S S S I S S R S S S R S S S 
A2C9 R S S S R I R S S S S S S I S S S 

A2C10* S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A2C11 S R S S S S S S S S S S S I S S S 
A2C12 R R S I R S I S S S S S S R S S S 
A2C14 S S S S S S I S S S S S S I S S S 
A2C15 R R S I S S I S S S S S S I S S S 

 
Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, 

NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, 

GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, I- 

isolados com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase  negativas. 
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Quadro 3: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos da amostra de código A3. 
Cepas Antimicrobianos 

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 
A3C2 S R S S S S I S S R S S S I S S S 
A3C3 S S S S R S S S S S S S S R S S S 
A3C4 R R S S S S R S S R S S R R S S S 
A3C5 R R S S S S I S S R S S S I S S S 
A3C7 S R I S S S S S S R S S S S S S S 
A3C8 S S S I S S R S S S S S R I S S S 
A3C9 S R S S S S S S S S S S S I S S S 
A3C10 S R S S S S I S S R S R S S S S S 
A3C11 S R S S S S I R S R S S S I S S S 
A3C12 R R S S S S S S S R S S S I S S S 
A3C13 R R S I S S S S R R S S S R S S S 
A3C14 R R S R S S I S S S S S S I S S S 
A3C15 S S S S S S S S S S S S I R S S S 

 
Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, 

NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, 

GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, 

I- isolados com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase negativas. 
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Quadro 4: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos das amostras de códigos A5 e A11. 
Cepas Antimicrobianos 

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 
A5C1 S R I S S S S S S R S S S S S S S 
A5C2 S S S S R R I S S R S S S I S S S 
A5C4 R R S S R I I S S R S S R R S S S 
A5C5 S R S S S S S S S R S S S R S S S 
A5C7 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A5C8 S S S S S S S S S S S S S I S S S 
A5C9 S R S S S I S S S S S S S I S S S 
A5C10 R R R I S S S S S S S S R I S S S 
A5C11 R R S I S R S S S R S S I I S S S 
A5C12 S S I S S S S S S S S S S I S S S 
A5C15 S R S S S S S S S R S S S R S S S 
A5C16 S S S S S S I S S R S S S I S S S 
A11C3 S S S S S S I S S R S S S I S S S 
A11C8 S R S S S S S S S R S S I I S S S 

 
Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, 

NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, 

GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, 

I- isolados com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase negativas. 
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Quadro 5: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos das amostras de códigos A21e A22. 

Cepas Antimicrobianos 
MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 

A21C1 S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A21C2 S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A21C3 S R S R S S S S S S S S S I S S S 

A21C4 S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A21C6 S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A21C7 S S S S S S S S S S S S S I S S S 

A22C2* S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A22C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S 

A22C4 S S S S S S S S S S S S S I S S S 

A22C5 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
 
Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, NOR-

norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, GEN-

gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, I- isolados 

com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase negativas. 
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Quadro 6: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos da amostra de código A27. 
Cepas Antimicrobianos 

MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 

A27C1 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A27C2 S S S S S S S S S R S I S I S S S 
A27C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A27C4 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A27C5 S S S S S S S S S S I S S S S S S 
A27C6 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A27C8 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A27C9 S S S S S S S S S S S S S I S S S 
A27C10 S S S S S S S S S S S S S I S S S 
A27C11 R S S S S S S S S S S S S I S S S 
A27C12 S R S S S S S S S R S S S S S S S 
A27C13 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A27C14 R R S S S S I R S R S S S I S S S 
A27C15 S R S S S S S S S R S S S S S S S 

 

Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, 

NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, 

GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, I- 

isolados com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase negativas. 
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Quadro 7: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. sem fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos das amostras de códigos A28 e A30. 

Cepas Antimicrobianos 
MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 

A28C1 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A28C2 S R S S S S S S S R S S R R S S S 
A28C5 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A28C6 S R I S S S S S S R S S S I S S S 
A28C7 S R S S S S S S S R S S S I S S S 
A28C8 S R S S S S S S S R S S S S S S S 
A30C1 S S S S S S S S S S S I S I S S S 
A30C2 S S I S S S I S S S S S S I S S S 
A30C3 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A30C4 S S S S I I S S S S S S S I S S S 
A30C5 S S S S S S S S S S S S S S S S S 
A30C6 S S S I S S I S S S S S I I S S S 
A30C7 R S S I S S S S S S S S I I S S S 
A30C8 R S S S S I I S S S S S I I S S S 
A30C9* S S S S S S S S S S S S S S S S S 

 

Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, NOR-

norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, GEN-

gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados sensíveis, I- isolados 

com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase negativas. 

. 
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Quadro 8: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados Staphylococcus spp. com fenótipo de resistência à 
meticilina obtidos das a mostras de códigos A11 e A25. 

Cepas Antimicrobianos 
MUP AMP TET CLI SUT NOR CTX PPT MER PEN CPM CLO GEN ERI OXA CFO VAN 

A11C1 S R S I S S R S S R R S I I R R S 
A11C4* S R S I S S R S S R R S S I R R S 
A11C5 S R S R R I R S S R R S R R R R S 
A11C6 S R S R R I R R S R R S R I R R S 
A11C7 S S S R S I R S S R R S R I R R S 
A11C9 R R S R R S R S S R R S R I R R S 
A11C10 R R S S R R S S S R S S R I R R S 
A11C12 R S S S R I S S S R S S S I R R S 
A11C13 S R S R S S R S R R R I I I R R S 
A25C1* S R S R S S R S S R R S I I R R S 
A25C4 S R S R S S R S I R R S R I R R S 
A25C5 S R S R S S R S S R R S R I R R S 
A25C6 S S S S S S R S I R R S S I R R S 
A25C7 R R S R S S I S S R S S R I I R S 
A25C8 S R S R S S R S R R R R S I R R S 

 

Abreviações para antimicrobianos: MUP-mupirocina, AMP-ampicilina, TET-tetraciclina, CLI-clindamicina, SUT-sulfametoxazol-trimetoprim, 

NOR-norfloxacina, CTX-cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina-G, CPM- cefepima, CLO-cloranfenicol, 

GEN-gentamicina, ERI-eritromicina, OXA-oxacilina, CFO-cefoxitina e VAN-vancomicina. Abreviações para suscetibilidade: S- isolados 

sensíveis, I- isolados com resistência intermediária, R- isolados resistentes ao antimicrobiano testado. Os isolados marcados com * são coagulase 

negativas. 
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Quadro 9: Nível de resistência aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de queijo 
Minas Frescal 

 
Tipos de cepas Número de cepas 

Sensíveis a todos os antimicrobianos testados 14 (14,7%) 

Intermediariamente resistentes ou resistentes a pelo  
menos um antimicrobiano testado 

81 (85,3%) 

Resistentes a duas ou mais classes de antimicrobianos com  
fenótipo de suscetibilidade à meticilina (multiresistentes) 

27 (28,4%) 

Resistentes a duas ou mais classes de antimicrobianos com  
fenótipo de resistência à meticilina (multiresistentes) 

15(15,8%) 

Intermediariamente ou resistentes a pelo menos um antimicrobiano 
 e não multiresistentes 

39(41,0%) 

Total de isolados testados 95 (100%) 

A definição de multiresistência adotada neste estudo está relacionada a resistência a duas ou mais classes de antimicrobianos 
diferentes de acordo com a definição de Rabatsky-Her et al., (2004), Gibbs et al., (2006) e Albuquerque et al.,  (2007). 
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Quadro 10: Suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de queijos 
Minas Frescal 

Antimicrobianos 
testados 

Isolados 
sensíveis 

Isolados 
resistentes 

Isolados 
intermediariamente 

resistentes 

Total de 
isolados 

estudados 

Mupirocina 75(78,9%) 20(21,1%) 0  
 
 
 
 
 
 
 

95 (100%) 

Ampicilina 41(43,1%) 54(56,8%) 0 
Tetraciclina 88(92,6%) 1(1,0%) 6(6,3%) 

Clindamicina 70(73,7%) 13(13,7%) 12(12,6%) 
Sulfametoxazol-

trimetoprim 
81(85,3%) 12(12,6%) 2(2,1%) 

Norfloxacina 82(86,3%) 3(3,1%) 10(10,5%) 
Cefotaxima 58(61,0%) 19(20,0%) 18(18,9%) 

Piperacilina+tazobactam 92(96,8%) 3(3,1%) 0 
Meropenem 90(94,7%) 3(3,1%) 2(2,1%) 
Penicilina G 44(46,3%) 51(53,7%) 0 
Cefepima 80(84,2%) 13(13,7%) 2(2,1%) 

Cloranfenicol 89(93,7%) 2(2,1%) 4 (4,2%) 
Gentamicina 71(74,7%) 14(14,7%) 10(10,5%) 
Eritromicina 22(23,1%) 15(15,8%) 58(61,0%) 
Oxacilina 80(84,2%) 14(14,7%) 1(1,0%) 
Cefoxitina 80(84,2%) 15(15,8%) 0 

Vancomicina 95(100%) 0 0 
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MUP- mupirocina, AMP- ampicilina, TET- tetraciclina , CLI- clindamicina, SUT- sulfametoxazol-trimetoprim, NOR- 
norfloxacina, CTX- cefotaxima, PPT- piperacilina+tazobactam, MER- meropenem, PEN- penicilina G, CPM- cefepima, CLO- 
cloranfenicol, GEN- gentamicina, ERI- eritromicina, OXA- oxacilina, CFO- cefoxitina, VAN- vancomicina. 

 
Figura 1: Perfil global de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de queijo Minas Frescal 
relacionando número de isolados com antibióticos testados. 
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       PM     1    2     3     4    5    6     7     8     9    10   11  12  13   14   15  16   17      

       
 
PM (pb)- peso molecular (pares de base); pista 1- S.aureus ATCC 25923 (controle 
negativo), pista 2- S.aureus ATCC 33591 (controle positivo). Pistas 3 a 12 e 14 a 15: 
Staphylococcus spp. mecA positivos. Pista 3- isolado A5C9, pista 4- A5C12, pista 5- 
A5C15, pista 6- A5C16, pista 7- A11C1, pista 8- A11C2, pista 9- A11C3, pista 10- 
A11C4, pista 11- A11C6, pista 12- A11C7, pista 13- A11C8, pista 14- A11C9, pista 15- 
A11C11, pista 16- A11C12, pista 17- A11C13    
 
Figura 2: Produto da amplificação do gene mecA obtido através da reação em cadeia da 
polimerase (PCR) 
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          PM   1     2    3    4      5     6     7     8     9    10  11  12    13   14  15    16   17                   

 
PM (pb)- peso molecular (pares de base); pista 1- Staphylococcus aureus ATCC 6538 
(controle negativo), pista 2- Staphylococcus aureus resistente à meticilina 05/02 RJ-A- 
(controle positivo). Pistas 3 a 17- isolados negativos para o gene qacA/B. Pista 3- 
isolado A22C1, pista 4- A22C2, pista 5- A22C3, pista 6- A25C1, pista 7- A25C4, pista 
8- A25C5, pista 9- A25C7, pista 10- A25C8, pista 11- A27C1, pista 12- A27C2, pista 
13- A27C3, pista 14- A27C4, pista 15- A27C5, pista 16- A27C6, pista 17- A27C8  
 
Figura 3: Produto da amplificação do gene qacA/B obtido através da reação em cadeia 
da polimerase (PCR) 
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Quadro 11: Presença dos genes mecA, qacA/B, femA e fenótipo de resistência a 
oxacilina/meticilina nos isolados de Staphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo 
Minas Frescal de códigos A2, A3 e A5 

 
Isolados qacA/B mecA femA Fenótipo em 

relação a 
oxacilina/cefoxitina 
e multiresistência 

A2C1 - - sim sensível- MR 
A2C2 - - sim sensível- MR 
A2C3* - - - sensível 
A2C4 - - - sensível 
A2C5 - - - sensível- MR 
A2C6 - - sim sensível- MR 
A2C7 - - sim sensível- MR 
A2C8 - - sim sensível- MR 
A2C9 - - - sensível- MR 

A2C10* - - - sensível 
A2C11 - - - sensível 
A2C12 - - sim sensível- MR 
A2C14 - - sim sensível 
A2C15 - - - sensível- MR 
A3C2 - - - sensível 
A3C3 - - sim sensível- MR 
A3C4 - - sim sensível- MR 
A3C5 - - sim sensível- MR 
A3C7 - - sim sensível 
A3C8 - - - sensível- MR 
A3C9 - - - sensível 
A3C10 - - sim sensível- MR 
A3C11 - - sim sensível- MR 
A3C12 - - - sensível- MR 
A3C13 - - - sensível- MR 
A3C14 - - - sensível- MR 
A3C15 - - sim sensível 
A5C1 - - sim sensível 
A5C2 - - sim sensível- MR 
A5C4 - - sim sensível- MR 
A5C5 - - sim sensível- MR 
A5C7 - - sim sensível 
A5C8 - - sim sensível 
A5C9 - sim sim sensível 
A5C10 - - sim sensível- MR 
A5C11 - - sim sensível- MR 
A5C12 - sim sim sensível 
A5C15 - sim - sensível- MR 
A5C16 - sim - sensível 

 
 
 
 
 
 
 
 

A definição de multiresistência (MR) adotada neste estudo está relacionada a resistência a duas ou mais 
classes de antimicrobianos diferentes de acordo com a definição de Rabatsky-Her et al. (2004), Gibbs et al. 
(2006) e Albuquerque et al. (2007). Os isolados marcados com * são coagulase negativas. Os dados do gene 
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Freitas (2005). Os isolados que não possuíam o gene 
apontado no quadro foram marcados com o símbolo –  e os que possuíam o gene com a palavra “sim”. 
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Quadro 12: Presença dos genes mecA, qacA/B, femA e fenótipo de resistência a 
oxacilina/meticilina nos isolados de Staphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo 
Minas Frescal de códigos A11, A21, A22 e A25 

 
Isolados qacA/B mecA femA Fenótipo em 

relação a 
oxacilina/cefoxitina 
e multiresistência 

A11C1 - sim - resistente- MR 
A11C3 - sim - sensível 
A11C4* - sim - resistente- MR 
A11C5 - sim - resistente- MR 
A11C6 - sim - resistente- MR 
A11C7 - sim - resistente- MR 
A11C8 - - - sensível 
A11C9 - sim - resistente- MR 
A11C10 - sim - resistente- MR 
A11C12 - - - resistente- MR 
A11C13 - - - resistente- MR 
A21C1 - - - sensível 
A21C2 - - - sensível 
A21C3 - - - sensível- MR 
A21C4 - - - sensível 
A21C6 - sim - sensível 
A21C7 - sim - sensível 
A22C2* - - sim sensível 
A22C3 - - sim sensível 
A22C4 - - sim sensível 
A22C5 - - - sensível 
A25C1* - sim - resistente- MR 
A25C4 - - sim resistente- MR 
A25C5 - sim sim resistente- MR 
A25C6 - - - resistente- MR 
A25C7 - - - resistente- MR 
A25C8 - - sim resistente- MR 
A27C1 - - - sensível 
A27C2 - - - sensível 
A27C3 - sim - sensível 
A27C4 - sim - sensível 
A27C5 - sim - sensível 
A27C6 - sim - sensível 
A27C8 - - - sensível 
A27C9 - sim - sensível 
A27C10 - - - sensível 
A27C11 - - - sensível 
A27C12 - - - sensível 
A27C13 - - - sensível 
A27C14 - - - sensível- MR 
A27C15 - - - sensível 

A definição de multiresistência (MR) adotada neste estudo está relacionada a resistência a duas ou mais 
classes de antimicrobianos diferentes de acordo com a definição de Rabatsky-Her et al. (2004), Gibbs et al. 
(2006) e Albuquerque et al. (2007). Os isolados marcados com * são coagulase negativas. Os dados do gene 
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Freitas (2005). Os isolados que não possuíam o gene 
apontado no quadro foram marcados com o símbolo –  e os que possuíam o gene com a palavra “sim”. 
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Quadro 13: Presença dos genes mecA, qacA/B, femA e fenótipo de resistência a 
oxacilina/meticilina nos isolados de Staphylococcus spp. obtidos das amostras de queijo 
Minas Frescal de códigos A28 e A30 

 
Isolados qacA/B mecA femA Fenótipo em 

relação à meticilina 
e multiresistência 

A28C1 - - sim sensível 
A28C2 - - sim sensível- MR 
A28C5 - - - sensível 
A28C6 - - - sensível 
A28C7 - - - sensível 
A28C8 - - sim sensível 
A30C1 - - sim sensível 
A30C2 - - sim sensível 
A30C3 - - - sensível 
A30C4 - - - sensível 
A30C5 - - - sensível 
A30C6 - - - sensível 
A30C7 - - - sensível 
A30C8 - - - sensível 
A30C9* - - - sensível 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A definição de multiresistência (MR) adotada neste estudo está relacionada a resistência a duas ou mais 
classes de antimicrobianos diferentes de acordo com a definição de Rabatsky-Her et al. (2004), Gibbs et al. 
(2006) e Albuquerque et al. (2007). Os isolados marcados com * são coagulase negativas. Os dados do gene 
femA foram obtidos no trabalho desenvolvido por Freitas (2005). Os isolados que não possuíam o gene 
apontado no quadro foram marcados com o símbolo –  e os que possuíam o gene com a palavra “sim”. 
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Tabela 2: Presença dos genes mecA, qacA/B e femA e do fenótipo de resistência a 
oxacilina e cefoxitina nos isolados de Staphylococcus spp. 

 
Número 
total de 
isolados 

analisados 

 
 

Gene 

 
 

Presença dos 
genes 

N°°°° e % de 
isolados 

encontrados 
em relação 
aos genes 

pesquisados 

 
Fenótipo em relação à 
oxacilina/ cefoxitina 

 
 

Resistência 
 

Suscetibilidade 

 
 
 
 
 

95 (100%) 

qacA/B Com qacA/B  0  0 0 
Sem qacA/B 95 (100%) 15 (15,8%) 80 (84,2%) 

mecA Com mecA 21 (22,1%) 9 (42,8%) 12(57,1%) 
Sem mecA 74 (77,9%) 6 (8.1%) 68 (91.9%) 

 
 
 

femA 
(total com  
femA: 35 
(36,8%) e 
total sem 
femA: 60 
(63,1%)) 

Com femA  
Com mecA 

3 (8,6%) 2 (5,7%) 1 (2,8%) 

Com femA 
Sem mecA 

32 (91,4%) 2 (5,7%) 30 (85,7%) 

Sem femA  
Com mecA 

18 (30%) 8 (13,3%) 10 (16,7%) 

Sem femA 
Sem mecA 

42 (70%) 4 (6,7%) 38 (63,3%) 

     
Os dados de femA foram obtidos na pesquisa realizada por Freitas (2005). As porcentagens dos grupos 
“com” ou “sem” os genes qacA/B, mecA e femA se referem ao total de 95 (100%) isolados e estão na 
coluna “n˚ e % de isolados encontrados em relação aos genes pesquisados”, com excessão dos dados 
correspondentes para femA que se encontram na coluna “gene”. As porcentagens das colunas que fazem 
parte de “fenótipo em relação a oxacilina/cefoxitina” tomam como 100% o subgrupo a que se referem em 
“presença dos genes”, ou seja, o n˚ apresentado na coluna “n˚ e % de isolados encontrados em relação aos 
genes pesquisados”, com excessão dos que se referem ao gene femA. No caso do gene femA a coluna 
“fenótipo em relação a oxacilina/cefoxitina” tomam como 100% o n˚ total com o gene femA (35) no caso 
dos subgrupos “com femA e com mecA” e “com femA e sem mecA” e como 100% o n˚ total sem o gene 
femA (60) no caso dos subgrupos “sem femA e com mecA” e “sem femA e sem mecA”.    
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5 DISCUSSÃO 

Queijos frescos constituem um meio adequado para o crescimento de patógenos e muitos 

têm sido frequentemente associados a várias doenças transmitidas por alimentos em diversos 

países. Neste sentido, as características físico-químicas do queijo Minas Frescal aumentam o 

risco potencial da ocorrência de patógenos neste tipo de alimento (CARVALHO, VIOTTO e 

KUAYE, 2007). A contaminação de alimentos com S. aureus deve-se primariamente à sua 

presença na matéria-prima (DE BUYSER et al., 2001), apesar de um grande número de surtos 

de intoxicações alimentares envolverem cepas de origem humana como fontes de 

contaminação (VAUTOR et al., 2003). A cavidade nasal é o principal habitat dos 

estafilococos no homem e sua presença em manipuladores assintomáticos está bem 

documentada na literatura (AL BUSTAN, UDO e CHUGH, 1996; SOTO et al., 1996; 

SOARES et al., 1997; SUZUKI, SAITO e ISHIKAWA, 1999; TONDO et al., 2000; 

FIGUEROA et al., 2002; ACCO et al., 2003; AYCIÇEK et al., 2004; HATAKKA et al., 

2004). Neste estudo foram utilizados isolados de Staphylococcus spp. provenientes de queijos 

cuja matéria-prima passa por processamento térmico para eliminação de micro-organismos 

patogênicos o que sugere que a sua provável contaminação deve ter ocorrido ao longo da 

cadeia produtiva. 

Foram utilizados 95 isolados obtidos por Freitas (2005), oriundos de 30 amostras de 

queijo Minas Frescal, sendo que a presença de Staphylococcus spp. foi observada apenas nas 

amostras de queijos comercializados em embalagens plásticas de polietileno de baixa 

densidade e de embalagens tipo queijeira, ou seja, os queijos obtidos pela acidificação direta 

pela adição de ácido lático. Os queijos analisados por Freitas (2005) que foram obtidos pelo 

processo de ultrafiltração não apresentaram nenhum crescimento microbiano. Estes resultados 

estão de acordo com os obtidos por Carvalho, Viotto e Kuaye (2007), que avaliaram a 

influência de três diferentes métodos de fabricação de queijo Minas Frescal nas características 

físico-químicas e microbiológicas destes produtos.  Neste último estudo citado, em relação à 

pesquisa de estafilococos coagulase positiva, foram obtidas contagens destes micro-

organismos somente em queijos elaborados pelos processos de adição de culturas ácido-

lácticas e por acidificação direta pela adição de ácido láctico industrial. Por outro lado, no 

caso do queijo obtido pelo processo de ultrafiltração, o resultado para presença destes micro-

organismos foi negativo. 

Estafilococos possuem uma notável capacidade de se tornarem resistentes a agentes 

antimicrobianos (WEESE e DUIJKEREN, 2010). A resistência bacteriana é uma resposta ao 

estresse antimicrobiano com base na seleção, o que enfraquece o efeito da quimioterapia 

(MALLORQUÍ-FERNÁNDEZ et al., 2004). A evolução e a disseminação de micro-
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organismos resistentes aos antimicrobianos são o resultado da pressão seletiva imposta pela 

prescrição necessária dessas drogas ou pelo uso incorreto em tratamentos sem diagnóstico 

estabelecido, automedicação, desperdício de restos de antimicrobianos no meio ambiente e 

emprego de fármacos como promotores de crescimento em animais de produção (TAVARES, 

2000). 

No presente estudo os resultados obtidos no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

dos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de queijos Minas Frescal demonstraram que 14 

(14,7%) isolados se mostraram sensíveis a todos os antimicrobianos testados, 15 (15,8%) 

isolados apesentaram-se resistentes à cefoxitina e 14 (14,7%)  resistentes à oxacilina, 

juntamente com um adicional possuindo resistência intermediária à oxacilina. Além disso, 

todos os isolados com suscetibilidade à oxacilina/cefoxitina eram resistentes a duas ou mais 

classes de antimicrobianos, portanto sendo considerados multiresistentes, incluindo dois 

isolados negativos na prova da coagulase. Os antibióticos com maiores porcentagens de 

resistência foram ampicilina com 54 (56,8%) e penicilina G com 51 (53,7%). Estes resultados 

estão de acordo com outros estudos que vêm documentando a presença de cepas de 

estafilococos resistentes aos antimicrobianos em diversos alimentos, inclusive produtos 

lácteos. Em um estudo realizado por Pereira et al. (2009) no qual vários alimentos foram 

analisados (incluindo carnes cruas, produtos cárneos fermentados tradicionais portugueses, 

queijos, leite cru poveniente de vacas com mastite, leite cru proveniente de vacas saudáveis e 

outros produtos alimentícios), na pesquisa de suscetibilidade aos antimicrobianos para 

isolados de Staphylococcus aureus, 15% se mostraram sensíveis a todos os antibióticos 

testados, sendo que a resistência a β-lactâmicos como ampicilina, penicilina e oxacilina foi 

evidente em 70, 73 e 38% respectivamente, sendo maior que o percentual encontrado nesse 

estudo. 

No trabalho realizado por André et al. (2008) para caracterizar fenotipicamente 73 

Staphylococcus aureus isolados de manipuladores de alimentos, leite cru e queijo Minas 

Frecal em um laticínio em Goiás, 9 (12,3%) isolados foram susceptíveis a todos os 

antibióticos testados e todos os isolados foram susceptíveis à gentamicina, o que não ocorreu 

no presente estudo, no qual 14 (14,7%) dos isolados se mostraram resistentes e 10 (10,5%) se 

mostraram intermediariamente resistentes a este antibiótico. Os mesmos autores observaram 

resistência em 18 (24,7%) dos isolados para tetraciclina, 51 (69,9%) para penicilina, quatro 

(5,5%) para oxacilina e eritromicina. No caso específico de queijo Minas Frescal, foram 

obtidos 20 isolados, dos quais 12 (60.0%) apresentaram resistência à penicilina. Neste 

alimento a resistência à oxacilina foi obtida em apenas um isolado, sendo outros três obtidos 

de manipuladores de alimentos. Os autores consideraram que a disseminação de MRSA, ou 
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outros S. aureus multiresistentes por alimentos ou manipuladores de alimentos é uma situação 

preocupante e deve ser evitada na cadeia alimentar.  

Pesavento et al. (2007) obtiveram 42 isolados de Staphylococcus aureus a partir de 

amostras de carne crua (aves, suínos e bovinos) e no teste de suscetibilidade aos 

antimicrobianos verificaram que 13 (30.95%) isolados se mostraram sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados, 28 (66.67%) resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados e muitos isolados multiresistentes, o que foi considerado por estes autores como a 

resistência a três ou mais antimicrobianos diferentes. Estes resultados reforçam a hipótese de 

que a resistência a antibióticos está presente não apenas em bactérias nosocomiais, mas 

também em micro-organismos na comunidade. 

Foi observado também no presente estudo que 20 (20,1%) dos isolados analisados se 

mostraram resistentes ao antimicrobiano mupirocina, que é um antibiótico tópico com um alto 

nível de ação contra estafilococos e estreptococos (SUTHERLAND et al., 1985 apud 

UPTON, LANG e HEFFERNAN, 2003) e é usado no tratamento de infecções superficiais da 

pele e para controlar a propagação de cepas MRSA (UPTON, LANG e HEFFERNAN, 2003). 

Segundo UPTON, LANG e HEFFERNAN (2003) a resistência a mupirocina na Nova 

Zelândia é grande na comunidade onde este tipo de antibiótico é disponibilizado sem 

prescrição médica. No caso do presente estudo a resistência pode estar ocorrendo pelo uso por 

manipuladores de queijo Minas Frescal, o que estaria gerando bactérias com este tipo de 

característica fenotípica nos queijos. 

Neste estudo, dentre os estafilococos que foram classificados como multiresistentes, 27 

(28.4%) possuiam suscetibilidade à meticilina e 15 (15,8%) eram resistentes à meticilicina. 

Intermediariamente resistentes ou resistentes a pelo menos um antimicrobiano e não 

multiresistentes totalizaram 39 (41,0%). Albuquerque et al. (2007) realizaram uma 

investigação a respeito da presença de S. aureus resistente aos antimicrobianos nas bancadas 

de venda de peixe, nas mãos, cavidades nasal e oral de manipuladores de pescado e obtiveram 

27 isolados, sendo que 6 eram resistentes à oxacilina, dois provenientes dos manipuladores de 

alimentos e 4 provenientes de bancadas de venda de peixe. 15 (55.55%) eram não 

multiresistentes, com 14 resistentes apenas à ampicilina e um isolado resistente à ampicilina e 

à oxacilina. Um dos isolados multiresistentes de S. aureus era resistente a seis antibióticos de 

quatro classes distintas. Os isolados de S. aureus multiresistentes representaram 44% e dentre 

estes 18,5% possuiam fenótipo de resistência à oxacilina. De acordo com o exposto pode-se 

observar que estafilococos obtidos de diversos tipos de alimentos, de locais onde são 

manipulados para comercialização e dos próprios manipuladores dos mesmos, vem 
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demonstrando perfil de resistência para diversos antimicrobianos, inclusive para 

oxacilina/cefoxitina, o que caracteriza a resistência à meticilina. 

No estudo aqui realizado dois isolados SCN mostraram possuir fenótipo de resistência à 

meticilina. Em um estudo realizado por Resch, Nagel e Hertel (2008) foi avaliada a 

resistência aos antimicrobianos de 330 SCN associados a alimentos, usados em culturas 

“starter” comerciais e de amostras clínicas de pacientes. As espécies estudadas foram 

Staphylococcus carnosus, Staphylococcus condimenti, Staphylococcus piscifermentans, 

Staphylococcus equorum, Staphylococcus succinus e Staphylococcus xylosus, testadas contra 

21 antimicrobianos pelo método de disco difusão. Do total de isolados a partir de queijos 

duros e moles (17 isolados de Staphylococcus equorum, 4 de Staphylococcus succinus e 10 de 

Staphylococcus xylosus) o fenótipo de resistência foi de 55% à penicilina, 32% à ampicilina, 

42% à tetraciclina, 35% à oxacilina e 3% à cefoxitina. É possível observar que as espécies de 

SCN isoladas de queijos podem possuir resistência a antibióticos. Segundo Irlinger (2008) a 

alta prevalência de SCN e seu potencial patogênico (existência de enterotoxinas e cepas 

multirresistentes), não foram claramente identificados, mas isso é cada vez mais necessário 

para avaliar o estado de segurança dos SCN industriais em alimentos lácteos fermentados. 

Nenhum SCN isolados de leite ou produtos lácteos já foi envolvido em um caso de infecção 

humana após a ingestão de produtos lácteos contaminados. No entanto, alguns casos de 

infecção hospitalar causada por algumas espécies têm sido relatados em pacientes com 

sistema imunológico deprimido, que tenham sido submetidos a tratamentos hospitalares 

invasivos, uso de cateter ou próteses cardíacas por exemplo. Estes estafilococos podem ser 

considerados como oportunistas excepcionais em determinadas situações clínicas 

(IRLINGER, 2008). 

Apesar dos dados obtidos através de testes como os de disco difusão dos manuais do 

CLSI, a expressão de resistência heterogênea à meticilina é uma limitação inerente dos 

métodos de detecção fenotípica de MRSA (MONSEN et al., 2003). A detecção do gene mecA 

através de técnicas moleculares como a PCR é considerada como padrão ouro na 

caracterização de MRSA (MIYAZAKI, 2006).  

No presente estudo foi determinada a presença dos genes mecA e fenótipo de resistência à 

oxacilina/cefoxitina (ou seja, à meticilina) nos isolados de Staphylococcus spp. obtidos das 

amostras de queijo Minas Frescal e foi verificado que 74 (77,9%) deles não possuiam o gene 

mecA, com 68 (91,9%) destes, incluindo quatro isolados SCN, não possuindo fenótipo de 

resistência à meticilina e 6 (8,1%) possuindo fenótipo de resistência. Além disso, 21 (22,1%) 

dos isolados possuiam o gene mecA, sendo que 9 (42,8%) deles possuiam o fenótipo de 

resistência, incluindo dois isolados SCN, e 12 (57,1%) não possuiam fenótipo de resistência. 
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Pode-se observar que ocorreram quatro situações distintas na correlação genotípica e 

fenotípica: a de isolados que não possuem o gene mecA e não apresentaram fenótipo de 

resistência, os que possuem o gene mecA e apresentaram fenótipo de resistência, e duas 

situações não previstas, que foram os isolados que não possuem o gene mecA e possuem 

fenótipo de resistência e os isolados que possuem o gene mecA e não possuem fenótipo de 

resistência à meticilina. 

Dados semelhantes em relação aos resultados não previstos de isolados que não possuiam 

o gene mecA mas apresentaram fenótipo de resistência para meticilina foram obtidos por 

Pereira et al. (2009), que relataram ter obtido em seus experimentos, utilizando o teste de 

suscetibilidade a antimicrobianos do CLSI, que 38% dos micro-organismos eram resistentes à 

oxacilina, porém os resultados obtidos por PCR pela pesquisa do gene mecA demonstraram 

que este gene foi determinado em apenas 0.68% dos isolados. Em um estudo realizado por 

Lee et al. (2003) foram coletadas amostras de fezes, leite, matérias-primas, das articulações, 

traquéias, úteros e carne bovina, suína e de frango. Um teste agar screen com oxacilina foi 

realizado para determinar o fenótipo de resistência à oxacilina em isolados de S. aureus e 

isolados SCN, além da pesquisa do gene mecA pela PCR. Vinte e oito isolados de origem 

animal foram resistentes à oxacilina. Destes, 15 foram mecA positivos e 13 foram mecA 

negativos pela PCR. De 35 cepas S. aureus meticilina susceptíveis, todas foram mecA 

negativas. De 156 isolados de SCN, nove continham o gene mecA e 147 não possuiam. Neste 

caso os nove isolados mecA positivos de SCN possuiam fenótipo de resistência e os 147 

isolados mecA negativos foram negativos também em relação ao fenótipo de resistência. 

Moon et al. (2007) realizaram uma pesquisa do fenótipo de resistência à meticilina e 

presença do gene mecA com S. aureus e SCN isolados a partir de amostras de leite 

provenientes de vacas com mastite. Estes autores verificaram que 21 (2.5%) S. aureus e 19 

(2.4%) SCN foram fenotipicamente resistentes à meticilina (com concentração miníma 

inibitória de oxacilina ≥4µg/mL). O gene mecA também foi encontrado em 13 S. aureus 

resistentes à meticilina e 12 SCN resistentes à meticilina. Estes autores perceberam também 

que tanto os isolados de S. aureus quanto os isolados de SCN, resistentes à meticilina, se 

mostraram resistentes também a outros antimicrobianos (ampicilina, cefalotina, kanamicina e 

gentamicina). No presente estudo, todos os isolados que possuiam resistência à meticilina se 

mostraram também multiresistentes. No estudo realizado por Moon et al. (2007) pode-se 

observar que muitos isolados que não apresentaram o gene mecA eram fenotipicamente 

resistentes à meticilina.  

A explicação para o fato de algumas bactérias não possuirem o gene mecA porém 

apresentarem o fenótipo de resistência para os antibióticos β-lactâmicos ou possuirem este 
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gene e não apresentarem fenótipo de resistência, pode estar em um tipo de bactéria 

denominadas resistentes a meticilina borderline (ou com pequeno nível de resistência). Essas 

cepas são caracterizadas por possuírem concentração mínima inibitória para meticilina no 

valor limite ou pouco acima do valor da suscetibilidade. As cepas borderline podem ser 

divididas em duas categorias: cepas borderline que contém o gene mecA e são extremamente 

heterogêneas na produção de PLP 2a (possuem sub-populações de células resistentes, embora 

isto possa ser uma pequena parte, que conseguem crescer em altas concentrações do 

antibiótico) (GERBERDING et al., 1991 apud CHAMBERS, 1997) e cepas borderline que 

não contém o gene mecA, sendo que estas podem ser diferenciadas fenotipicamente das 

extremamente heterogêneas e mecA positivas, pois nas primeiras, clones altamente resistentes 

não ocorrem. Cepas borderline mecA-negativas podem ter surgido hipoteticamente da 

modificação dos genes regulares de PLP ou fruto de uma hiperprodução da β-lactamase 

estafilocócica (TOMASZ et al., 1989 apud CHAMBERS, 1997). 

Além disso, o mecanismo de resistência à meticilina é complexo e envolve a regulação 

por uma série de genes e seus produtos. O plasmídeo estafilocócico de β-lactamase pode 

afetar a resistência de várias maneiras. Pode evitar a supressão espontânea do mec do 

cromossoma (HIRAMATSU et al., 1990 apud CHAMBERS, 1997), o que pode produzir um 

fenótipo suscetível. A introdução de um plasmídeo β-lactamase em cepas homogeneamente 

resistentes pode levar a um padrão heterogêneo de resistência (BOYCE et al., 1990; 

HARCKBARTH, MIICK e CHAMBERS, 1994 apud CHAMBERS, 1997). Os genes 

regulatórios da β-lactamase podem afetar a expressão da resistência. Mutações alterando a 

inducibilidade da β-lactamase têm sido associadas com a redução da resistência à meticilina 

(COHEN, GIBSON e SWEENEY, 1972 apud CHAMBERS, 1997). Cepas contendo genes 

reguladores do mec funcionais produzem pouca ou nenhuma PLP 2a basalmente e são mal 

induzidas por  muitos antibióticos β-lactâmicos, e a indução é lenta quando ocorre, de modo 

que a expressão de resistência é relativamente ou totalmente suprimida (RYFFEL, KAYSER 

e BERGER-BÄCHI, 1992; KUWAHARA-ARAI et al., 1996 apud CHAMBERS, 1997). 

Mutações na região promotora de mecA que afetam a ligação do repressor a sua região 

operadora, alteram a transcrição de genes de modo que pouca ou nenhuma PLP 2a é 

produzida e/ou mutações genéticas estruturais que tornam a proteína expressa não funcional, 

resultam em um fenótipo suscetível (CHAMBERS, 1997). 

Apesar de toda a possibilidade de resultados falso positivos ou falso negativos em relação 

à determinação de Staphylococcus spp. resistentes à meticilina apenas se baseando em testes 

que levam em consideração seu fenótipo de resistência, segundo Chambers (1997) não há 

dados clínicos que sugiram que o nível de resistência expressado por cepas mecA negativas 
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borderline levem a uma ineficácia do tratamento clínico. Além da dificuldade na 

diferenciação de cepas mecA-negativas das cepas mecA-positivas em cepas expressando 

resistência borderline, o fenômeno é provavelmente de baixo ou nenhum significado clínico. 

Isto é mais um fator que demonstra que a determinação da resistência à meticilina, baseada na 

pesquisa do gene mecA fornece, de forma segura, a real situação de resistência de cepas de 

estafilococos. 

Além destes dados, diversos estudos vêm fornecendo dados a respeito da contaminação 

de alimentos por cepas MRSA: Kitai et al. (2005) obtiveram dois isolados MRSA (0,5%) de 

444 produtos à base de carne de frango crua vendidos nos supermercados do Japão. Um 

estudo realizado na Coréia, incluindo 930 abatedouros e amostras de carne, mostrou a 

presença de MRSA em duas amostras de carne de frango (0,2%), mas não em amostras de 

carne suína ou bovina (KWON et al., 2006). Van Loo et al. (2007) encontraram dois (2,5%) 

isolados MRSA em 79 amostras de carne de porco crua e carne bovina. Nestes estudos a 

presença de S. aureus em alimentos foi investigada e os isolados foram testados para a 

presença do gene mecA (CORRENTE et al., 2007). Boer et al. (2009), usando um método 

direto para a detecção de MRSA, analisaram 2.217 amostras e obtiveram 264 (11.9%) 

isolados MRSA destas amostras. Os maiores percentuais foram encontrados em carne de peru, 

frango e bovinos. Foi avaliada a presença do gene mecA em alimentos por Normanno et al. 

(2007), que obtiveram 160 isolados de S. aureus a partir de alimentos de origem animal (leite, 

produtos lácteos, carne e produtos cárneos) e a partir destes isolados conseguiram detectar 

seis (3.75%) que carreavam o gene mecA. Quatro isolados eram de leite bovino, um era de 

queijo muçarela e um de queijo pecorino. Todos os MRSA eram também sintetizadores de 

enterotoxinas. 

Outro importante aspecto da resistência bacteriana é a pesquisa de resistência a biocidas à 

base de quaternário de amônio. A resistência a biocidas é de interesse na área médica, 

especialmente se observada resistência cruzada com antibióticos, como já foi relatado em 

Staphylococcus spp. isolados na indústria de alimentos e também em Pseudomonas 

aeruginosa (SIDHU et al., 2001; SIDHU et al. 2002).  

No presente estudo foi realizada a pesquisa do gene qacA/B relacionado à resistência à 

biocidas catiônicos nas espécies de estafilococos. Dentre os 95 isolados estudados, nenhum 

apresentou o gene qacA/B através da reação em cadeia da polimerase. McKay (2008) obteve 

oito isolados de Staphylococcus spp. carreando o gene mecA através do enriquecimento com 

oxacilina de 70 amostras de leite não pasteurizados. Todos os isolados eram SCN e carreavam 

genes de resistência a outros antibióticos em adição ao mecA. Dois isolados S. epidermidis 

continham o gene qacA/B. Este estudo demonstrou que genes de resistência à desinfetantes à 
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base de quaternário de amônio podem ocorrer em S. epidermidis, que também possuam o 

gene mecA e sejam resistentes à oxacilina. Segundo este autor, a habilidade de Staphylococcus 

spp. resistir a agentes antimicrobianos poderia resultar em crescimento seletivo destas 

bactérias em ambientes de produção de alimentos contendo estes agentes, com o aumento 

potencial da transferência destes genes para outros Staphylococcus spp., incluindo patógenos 

humanos mais virulentos. 

Outros estudos também obtiveram estafilococos carreando gene de resistência a 

compostos quaternário de amônio a partir da indústria de alimentos, como o caso de Heir, 

Sundheim e Holck (1999), que determinaram a resistência a antibióticos de 24 isolados 

contendo genes QAC de diferentes espécies de estafilococos obtidos da indústria de alimentos 

e demonstram que a resistência à ampicilina e penicilina foi prevalente em estafilococos 

contendo os genes qacA/B. Bjorland et al. (2005) demonstraram uma ampla distribuição de 

genes mediando resistência aos compostos quaternário de amônio em estafilococos a partir de 

leite pasteurizado em 127 amostras de gado leiteiro e de 70 de caprinos leiteiros. Os genes de 

resistência a compostos quaternário de amônio foram identificados em 27 (21,3%) de leite 

bovino e em 70 (10%) de leite caprino. Neste estudo, 29 isolados se mostraram resistentes à 

penicilina, porém todos se mostraram sensíveis à oxacilina. 

Em um estudo realizado por Smith, Gemmell e Hunter (2007) no qual se pesquisou a 

presença de genes de resistência a quaternário de amônio em isolados de MRSA adquiridos de 

hospitais e da comunidade, os isolados obtidos da comunidade não apresentaram estes genes. 

O fato de não ter sido encontrado o gene qacA/B no presente estudo sugere que ou este tipo de 

desinfetante está sendo usado de maneira adequada na indústria de produção de queijo Minas 

Frescal (em relação à sua concentração e tempo de contato com as superfícies) ou não está 

sendo utilizado. Em condições práticas, a maioria dos problemas em relação à desinfecção 

passa a ser relacionado à pseudo-resistência. É difícil definir exatamente onde a variação 

natural de tolerância deve terminar e uma resistência começar. Deve-se separar a verdadeira 

resistência de pseudo-resistência, que é principalmente causada por erros na aplicação de 

desinfetantes. A verdadeira resistência é um evento bastante raro, enquanto pseudo-resistência 

é frequente. A resistência verdadeira pode ser adquirida em condições naturais ou pode ser 

artificialmente aumentada em laboratório, e é geneticamente determinada por plasmídeos ou 

pelo cromossoma. A adaptação é uma resistência intermediária causada por condições 

fisiológicas do biotipo de micro-organismo. A resistência adaptativa é perdida rapidamente 

logo que as condições fisiológicas forem alteradas (HEINZEL, 1998). A escolha de um 

desinfetante com um espectro de ação apropriado, para evitar problemas com resistência 

intrínseca de micro-organismos é o primeiro passo para a criação de um plano de higiene 
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adequado. A adaptação da frequência de limpeza e desinfecção para evitar a formação de 

biofilmes é outro ponto crucial. A aplicação de desinfetantes que garanta contato com as 

superfícies a serem desinfetadas com concentração adequada pode prevenir o 

desenvolvimento de adaptação por parte das bactérias aos desinfetantes. O risco na cadeia 

produtiva de alimentos causado pela resistência a biocidas é considerado baixo se estas 

substâncias estão sendo utilizadas de maneira apropriada (MEYER, 2006). 

Em relação à pesquisa do gene femA, 35 (36,8%) isolados possuiam este gene, sendo que 

destes, 32 (91,4%) não possuiam o gene mecA (incluindo um isolado SCN) e apenas 3 (8,6%) 

possuiam este gene. Os primers utilizados para a pesquisa do gene femA foram específicos 

para S. aureus, portanto apenas os isolados que possuíam este gene eram realmente S. aureus. 

Porém, um isolado SCN demonstrou a presença do gene femA, o que também já foi relatado 

em um estudo realizado por Veras et al. (2008), no qual 15 isolados de SCN foram testados 

para a presença do gene coa (relacionado com a coagulase) e do gene femA. Três isolados 

SCN não amplificaram o gene coa, porém amplificaram o gene femA. 

Em um estudo feito por Vannufel et al. (1999) foi demonstrado que genes homólogos 

para femA estão presentes em S. aureus e em certos isolados de SCN. Um gene homólogo de 

femA já foi caracterizado em S. epidermidis, demonstrando a possibilidade da conservação 

filogenética de femA nas espécies estafilocócicas. A organização genética de todos esses 

genes femA aparenta uma alta conservação, com alternância de regiões homólogas e variáveis. 

A homologia da sequência de ácidos nucléicos neste estudo esteve em torno de 75.1% a 

78.3% entre S. aureus e espécies de SCN (VERAS et al., 2008). 

O presente estudo demonstrou a existência de isolados possuindo ao mesmo tempo o 

gene mecA e o fenótipo de resistência para este antibiótico, incluindo dois isolados SCN. 

Estes resultados fornecem a indicação de que os queijos Minas Frescal de onde estes isolados 

foram oriundos estão passando por uma contaminação durante seu processamento, 

armazenagem ou transporte, com possibilidade de serem advindos de manipuladores destes 

alimentos. 

A real importância da presença deste tipo de resistência em alimentos ainda é incerta 

apesar de autores como Khan et al. (2000), Pesavento et al. (2007) e Pereira et al. (2009) já 

terem afirmado que os alimentos são importantes fatores de transferência de resistência a 

antibióticos e que esta transferência pode ocorrer através de resíduos de antibióticos em 

alimentos, levando à seleção de cepas resistentes no trato gastrointestinal do consumidor, pela 

transferência de patógenos alimentares resistentes no alimento e pela ingestão de microbiota 

resistente junto com o alimento e subsequente transferência de resistência a micro-organismos 

patogênicos. 
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Normalmente adquire-se um grande número de micro-organismos com a ingestão de 

alimentos. A imensa maioria da microbiota do meio ambiente e dos alimentos é 

completamente inofensiva ao homem. Em geral, apenas os germes que têm características de 

patogenicidade são capazes de causar manifestações patológicas no organismo, ou então isso 

ocorre quando um grande número de agentes, considerados oportunistas, é ingerido e altera a 

microbiota do trato gastrointestinal. A aquisição de bactérias resistentes a partir de alimentos 

de origem animal, em um indivíduo imunocompetente, deve superar os mecanismos de defesa 

do organismo, como o pH, enzimas estomacais, muco, peristaltismo, competição microbiana 

pelo nicho de crescimento com micro-organismos já adaptados, sistema imune nos tecidos, 

epitélio intestinal, neutrófilos, imunoglobulinas IgG e IGM circulatórios (NETO e 

ALMEIDA, 2006).  

A imunidade do hospedeiro deve ser considerada como um importante fator no processo 

de infecção. Em muitas partes do mundo o número de indivíduos imunocomprometidos 

vivendo na comunidade está crescendo, sendo que estes indivíduos possuem maior risco de 

aquisição de doenças veiculadas por alimentos, assim como estas doenças podem se 

apresentar com maior severidade para os mesmos (SCOTT, 2003). A ocorrência de cepas 

consideradas resistentes aos antimicrobianos é fato preocupante quando observadas as 

características de patogenicidade da bactéria em questão e quando há a possibilidade de 

infecções extra-intestinais decorrentes de gastroenterites em grupos mais sensíveis da 

população, como crianças, idosos, imunossuprimidos e imunocomprometidos (VARNAM e 

EVANS, 1991). 

Existem evidências sugerindo que, além da heterogeneidade da resposta imunológica 

humana, a composição química dos alimentos pode influenciar a dose infectante de micro-

organismos necessária para causar doença. Alimentos com grandes porcentagens de lipídeos 

podem encapsular e proteger os patógenos da ação letal da acidez gástrica. A ação de 

dispersão dos sais biliares podem de forma subsequente liberar os patógenos encapsulados no 

duodeno (BLOCK, 2001). 

O fato de um grande número de estudos relatarem o isolamento de estafilococos 

possuindo resistência à meticilina e a vários outros antibióticos utilizados na prática clínica, 

aliados ao relato clínico feito por Kluytmans et al., (1995), a respeito de uma septicemia 

desenvolvida por uma paciente imunossuprimida em um hospital que teve como provável 

causa a ingestão de um alimento contaminado por Staphylococcus spp. possuindo resistência à 

meticilina, devem ser levados em consideração em avaliações de riscos visando o 

fornecimento de alimentos seguros para pacientes imunossuprimidos e novos estudos devem 
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ser conduzidos visando elucidar a ocorrência de riscos para os consumidores pela ingestão de 

alimentos contendo estafilocos resistentes à meticilina.  

Na RDC n˚12 de 2001 (BRASIL, 2001) existe uma categoria de alimentos para grupos 

populacionais específicos, na qual um dos grupos de alimentos é destinado a 

imunossuprimidos e imunocomprometidos, na qual é preconizada a pesquisa de estafilococos 

coagulase positiva/g, cuja tolerância para amostra indicativa é de 10 UFC de estafilococos 

coagulase positiva/g de alimento. Como foi visto nesse trabalho, isolados SCN também 

podem representar um risco, seja pela produção de enterotoxinas ou pela presença de cepas 

possuindo resistência a antibióticos, inclusive à meticilina. Portanto isto nos leva a sugerir a 

inclusão da pesquisa destes SCN nos alimentos destinados a imunossuprimidos. Em relação 

ao queijo Minas Frescal, o consumo mais seguro por imunossuprimidos seria o de queijos que 

passam pelo processo de ultrafiltração, pelo menos no aspecto de uma maior eficácia deste 

tipo de metodologia de produção para a proteção contra isolados de Staphylococcus spp. 

patogênicos. 
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6 CONCLUSÕES 

1. Os isolados de Staphylococcus spp. analisados neste estudo apresentaram multirresistência 

aos antimicrobianos fenotipicamente e suscetibilidade à meticilina, e alguns também 

multirresistentes fenotipicamente e resistentes a este antibiótico. A veiculação deste tipo de 

micro-organismo resistente nestes alimentos, provenientes de leite pasteurizado, tem como 

provável causa manipuladores de alimentos na cadeia produtiva de queijo Minas Frescal. 

 

2. Foram encontrados isolados de estafilococos que possuem tanto o gene mecA quanto o 

fenótipo de resistência à meticilina, ou seja, com potencial de resistir a tratamentos de 

antibioticoterapia caso consigam causar infecção ao consumidor através da ingestão. 

 

3. A PCR mostrou-se como a técnica mais segura para avaliação de isolados de estafilococos 

possuindo resistência à meticilina, pois elimina a incerteza causada pela expressão 

heterogênea de resistência pelos métodos fenotípicos, portanto seu uso deve ser estimulado 

por laboratórios de microbiologia que estejam produzindo este tipo de resultado. 

 

4. A resistência a biocidas à base de quaternário de amônio não ocorreu nos isolados de 

estafilococos obtidos de queijo Minas Frescal analisados neste estudo (ausência da detecção 

do gene qacA/B), o que demonstra que nas indústrias de queijos de onde foram obtidas as 

amostras o uso destes grupos de biocidas está sendo adequado, ou os mesmos não estão sendo 

utilizados. Devido a relatos de presença do gene qacA/B em outros estudos a partir de 

alimentos, sua pesquisa deve ser estimulada para se confirmar a real prevalência deste tipo de 

resistência no Brasil. 

 

5. Foram obtidos SCN possuindo fenótipo de resistência à meticilina, ou seja, estes devem ser 

levados em consideração nos planos de análise de risco para alimentos devido ao seu 

potencial enterotoxigênico e pela possibilidade de possuir e transmitir resistência a 

antimicrobianos. Além disso, a discussão sobre a sua inclusão como um dos critérios 

microbiológicos pela RDC n˚12 de 2001 deve ser também estimulada. 

 

6. Os queijos Minas Frescal que foram elaborados através do processo de ultrafiltração 

avaliados no estudo realizado por Freitas (2005) não apresentaram Staphylococcus spp. 

contaminando o produto. Queijos elaborados por esse processo deve ser a escolha de consumo 
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por indivíduos imunossuprimidos/imonocomprometidos visando à proteção quanto aos micro-

organismos patogênicos deste gênero. 
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ANEXO A 

MEIOS DE CULTURA 

 

 

8.1 Ágar tripticaseína de soja 
 
Peptona de caseína..................................................................................................................15g 
Peptona de soja.........................................................................................................................5g 
Cloreto de sódio........................................................................................................................5g 
Ágar.........................................................................................................................................15g 
Água purificada...............................................................................................................1000mL 
 
Suspender os componentes em água purificada e aquecer sob agitação até a completa 
dissolução do ágar. Esterilizar em autoclave a 121◦C durante 15 minutos. 
 
pH final: 7,3± 0,2 a 25◦C. 
    
8.2 Ágar nutriente 
 
Extrato de carne........................................................................................................................3g 
Peptona......................................................................................................................................5g 
Ágar.........................................................................................................................................15g 
Água purificada...............................................................................................................1000mL 
 
Suspender os componentes em água purificada e aquecer sob agitação até a dissolução. 
 
Distribuir alíquotas de 3mL em tubos 13X100mm, esterilizar em autoclave a 121◦C, durante 
15 minutos. Deixar o ágar solidificar em posição inclinada.  
 
pH final: 6,8± 0,2 a 25◦C. 
 
8.3 Caldo tripticaseína de soja 
 
Peptona de caseína..................................................................................................................17g 
Peptona de soja.........................................................................................................................3g 
Cloreto de sódio........................................................................................................................5g 
Fosfato de potássio dibásico..................................................................................................2,5g 
Glicose...................................................................................................................................2,5g 
Água purificada...............................................................................................................1000mL 
 
Suspender os componentes da fórmula em água purificada e aquecer sob agitação até a 
completa dissolução. Dispensar alíquotas de 50mL em frasco erlenmeyer com capacidade de 
250mL. Esterilizar em autoclave a 121◦C por 15 minutos. 
 
pH final: 7,3± 0,2 a 25◦C. 
 



 
 

 

8.4 Ágar Mueller-Hinton 
  
Extrato de carne.........................................................................................................................2g 
Caseína hidrolisada..............................................................................................................17,5g 
Amido....................................................................................................................................1,5g 
Ágar........................................................................................................................................13g 
Água purificada...............................................................................................................1000mL 
 
Suspender os componentes da fórmula em água purificada e aquecer sob agitação até a 
completa dissolução do Agar. Autoclavar sob condições brandas (115◦C por 10 minutos). 
 
pH final: 7.4 ± 0.2 a 25°C  


