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RESUMO 
 
Amostras de Staphylococcus spp. isoladas de queijos artesanais da região da Serra da Canastra 
(MG) e identificadas ao nível molecular foram submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase 
(PCR), utilizando-se primers específicos para a detecção de genes codificadores de 
enterotoxinas clássicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) e da Toxina-1 da Síndrome do Choque 
Tóxico (TSST-1). Foi realizada PCR-Multiplex para detecção dos genes sea, sec, sed e see. Para 
seb e tst, foram realizadas PCR-Uniplex individualmente. Além disso, determinaram-se o perfil 
de susceptibilidade das amostras a antimicrobianos de diferentes bases e o teste de antagonismo 
in vitro entre Lactobacillus spp. e Staphylococcus spp. Genes codificadores de enteroxinas 
clássicas, assim como de TSST-1, não foram amplificados. Em relação ao antibiograma, 
sulfonamida, penicilina, ceftazidima e oxacilina apresentaram os maiores percentuais de 
resistência (100, 80, 60 e 40%, respectivamente). Os demais antimicrobianos foram eficientes 
em percentuais acima de 70%. Lactobacillus spp. foram capazes de inibir o desenvolvimento in 

vitro de Staphylococcus spp. Conclui-se que as amostras de Staphylococcus spp. estudadas não 
podem provocar intoxicação devido às toxinas clássicas ou à síndrome causada por TSST-1, 
possuem resistência principalmente às Sulfonamidas e aos β-lactâmicos, mas são sensíveis à 
maioria dos outros antimicrobianos comumente utilizados e seu desenvolvimento pode ser 
inibido por bactérias do gênero Lactobacillus. 
 
Palavras chave: Staphylococcus, queijo artesanal, PCR-multiplex, antibiograma, antagonismo  
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ABSTRACT 
 
Staphylococcus spp. samples isolated from artisanal Minas cheeses and molecularly identified 
were submitted to PCR using specific primers for the detection of classic enterotoxins (SEA, 
SEB, SEC, SED, SEE) and toxic shock syndrome toxin-1(TSST-1). PCR-Multiplex was 
developed for the detection of sea, sec, sed and see genes. For seb and tst, PCR-Uniplex was 
developed individually. The antimicrobial susceptibility profile of the samples was also 
developed as the in vitro antagonism by Lactobacillus spp. Classic enterotoxin and TSST-1 
genes were not amplified. Regarding the antibiogram, sulfonamide, penicillin, ceftzadime and 
oxacillin were the antimicrobials with higher resistance rates (100, 80, 60 e 40%, respectively). 
The studied Staphylococcus spp. tested had an efficiency rate above 70%. Lactobacillus spp. 
were able to inhibit Staphylococcus spp. in vitro development. The studied bacteria had not 
presented classic enterotoxin and TSST-1 genes. Therefore, they are not able to cause food 
borne intoxication by these enterotoxins. Also, they were sensitive to the most common 
antimicrobials tested and were inhibited by Lactobacillus spp. 
 
Keywords: Staphylococcus, artisanal cheese, PCR-multiplex, antibiogram, antagonism 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1. INTRODUÇÃO 
 
O queijo artesanal produzido no Brasil 
surgiu no período colonial e sua produção se 
estende até os tempos atuais, conservando as 
características tradicionais da região da qual 
é proveniente e constituindo fonte de renda 
para pequenos produtores rurais. Entretanto, 
devido às características do seu 
processamento e à sua matéria-prima ser o 
leite cru, não tratado termicamente, esse 
queijo pode veicular bactérias 
potencialmente patogênicas, além de suas 
toxinas, o que pode trazer risco à saúde de 
quem o consome. 
  
Nesse contexto, Staphylococcus spp. estão 
entre os micro-organismos potencialmente 
patogênicos mais encontrados em queijos 
artesanais.  Esses micro-organismos são 
agentes patogênicos muito comuns, 
responsáveis pela produção de enterotoxinas 
termo-resistentes em alimentos 
contaminados, o que constitui em importante 
fonte de intoxicação alimentar. Devido às 
suas características de desenvolvimento 
peculiares, essa bactéria está amplamente 
distribuída na natureza, sendo transmitida 
aos alimentos por manipuladores, 
principalmente pelos portadores 
assintomáticos, e também pelos animais, 
principalmente o gado leiteiro com mastite 
por Staphylococcus spp. (Jay, 2005).  
 
A intoxicação estafilocócica, causada pela 
ingestão de enterotoxinas produzidas por 
Staphylococcus spp., é uma das doenças 
mais comumente transmitidas por alimentos, 
considerando-se o número anual de casos ou 
surtos e sua ocorrência mundial. Porém, a 
incidência real dessa enfermidade não é 
conhecida porque seus sintomas são 
relativamente brandos e normalmente 
desaparecem em poucas horas, motivo pelo 
qual a maioria das pessoas acometidas não 
procura atenção médica e os casos não são 
relatados às autoridades de saúde. Por isso, 
acredita-se que a frequência dos casos seja 
10 a 200 vezes maiores que o número oficial 

relatado (Muller, 2002). Outro agravante 
relativo às enterotoxinas estafilocócicas é 
que estas são resistentes a altas temperaturas 
e às enzimas digestivas (Murray et al., 2000; 
Le Loir et al., 2003). Além das 
enterotoxinas, Staphylococcus spp. também 
são apontados como produtores da Toxina-1 
da Síndrome do Choque Tóxico (TSST-1), 
reconhecida como principal causa da 
Síndrome do Choque Tóxico em seres 
humanos, caracterizada por febre, 
hipotensão, congestão em vários órgãos e 
choque letal (Bergdoll e Chesney, 1991).  
 
A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
tem sido amplamente aplicada como um 
método bastante eficiente para a detecção 
dos genes responsáveis pela codificação da 
produção de toxinas. Uma variação da PCR, 
a PCR-Multiplex, permite em uma mesma 
reação, detectar diferentes genes 
responsáveis pela codificação da produção 
de diferentes toxinas, o que contribui de uma 
forma mais rápida e precisa para o estudo 
epidemiológico de Staphylococcus spp. e 
seu potencial para envolvimento em 
intoxicações alimentares (Becker et al., 
1998). A detecção de genes toxigênicos 
pode indicar a real possibilidade de 
determinada amostra produzir a toxina, 
mesmo que essa característica não esteja 
sendo expressa e, consequentemente, a 
toxina não esteja sendo produzida (Schimitiz 
et al., 1998). 
 
Outra preocupação em relação a 
Staphylococcus spp. veiculados pelos 
alimentos seria a resistência destes aos 
antimicrobianos. A resistência 
antimicrobiana é um problema global de 
saúde pública que é afetado pelo uso 
indiscriminado dessas substâncias em 
humanos e em animais, tendo como 
consequência seu desenvolvimento e 
propagação para outros micro-organismos 
(Costa, 2010b), inclusive os patogênicos. 
 
A microbiota dos queijos artesanais se 
revela bastante complexa e pode ser 
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composta tanto por micro-organismos 
considerados indesejáveis como por micro-
organismos considerados desejáveis. Nesse 
contexto, o grupo das bactérias ácido-láticas 
(BAL) constitui um importante exemplo de 
micro-organismo benéfico, tendo em vista 
que são capazes de produzir substâncias 
inibitórias e, consequentemente, 
desfavorecer o desenvolvimento de micro-
organismos indesejáveis, como as bactérias 
patogênicas.   Além disso, as BAL podem 
também desempenhar outras funções, como 
a produção de ácidos orgânicos e de outros 
compostos químicos responsáveis pelo sabor 
característico do produto. Um importante 
gênero pertencente ao grupo das BAL é 
Lactobacillus. 
 
Portanto, o objetivo deste trabalho foi 
identificar e avaliar amostras de 
Staphylococcus spp. isoladas de queijos 
artesanais da região da Serra da Canastra 
(MG) e identificação ao nível molecular 
quanto à presença de genes codificadores da 
produção das enterotoxinas clássicas e da 
TSST-1, quanto à susceptibilidade a 
antimicrobianos de diferentes bases e quanto 
ao possível antagonismo frente a 
Lactobacillus spp.. 
 
2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1. Staphylococcus spp. 
 
A primeira descrição de cocos que se 
agrupavam como cachos de uva 
relacionados a diversas doenças no homem 
ocorreu em 1880, mas somente em 1882 
foram denominados “Staphylococcus” de 
acordo com o grego, Staphyle (cachos de 
uvas) e coccus (grão ou baga) (Baird Parker, 
1990). 
  
Bactérias pertencentes a esse gênero 
apresentam-se na forma de cocos Gram 
positivo, isolados ou agrupados em pares, 
tétrades ou cachos. São anaeróbias 
facultativas, não esporuladas, imóveis e 
produtoras da enzima catalase. Além disso, 

são mesófilas e halofílicas, podendo resistir 
a uma concentração de 15% de cloreto de 
sódio. Em meio sólido, suas colônias são 
circulares, convexas e apresentam uma 
coloração que varia do branco ao alaranjado 
(Kloss, 1990; Muller, 2003).  
 
Entre as características apontadas como 
fatores de virulência de Staphylococcus 
estão a capacidade de produção de enzimas, 
como a coagulase, a termonuclease e a 
hemolisina, e a fermentação de açúcares, 
como manitol e maltose. A termonuclease 
ou desoxirribonuclease apresenta 
estabilidade térmica e é capaz de hidrolisar o 
ácido nucléico (DNA) (Lachica et al., 1969).  
A coagulase é produzida durante o 
metabolismo microbiano e é capaz de 
coagular o sangue humano e de animais por 
ativação da protrombina, o que ocasiona a 
conversão de fibrinogênio em fibrina (Mac 
Faddin, 1980). Assim, esse fator enzimático 
provoca um acúmulo de fibrina ao redor das 
células bacterianas, isolando a área infectada 
e dificultando a ação dos mecanismos de 
defesas do hospedeiro (Madigan et al., 
1997). Essas provas bioquímicas, como a 
pesquisa de coagulase, pesquisa de 
termonuclease, hemólise em ágar sangue e 
fermentação de carboidratos, entre outros, 
têm sido utilizadas na identificação de 
espécies. Em relação à coagulase, somente 
as espécies Staphylococcus aureus, S. 

delphini, S. intermedius, S. schleiferi 

coagulans e algumas amostras de S. hyicus 

são coagulase positivo, a maioria das 
espécies de Staphylococcus é coagulase 
negativo (Silva et al., 2010). Por muito 
tempo, o único teste utilizado para 
identificação de S. aureus era a produção de 
coagulase em tubo, análise que está sujeita a 
muitas variações de acordo com o tempo de 
incubação, a origem do plasma utilizado ou 
o grau de coagulação (Berke e Tilton, 1986). 
Assim, atualmente, o desenvolvimento de 
técnicas moleculares tem permitido uma 
identificação mais precisa, com percentuais 
de certeza acima de 99%.  
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A taxonomia do gênero Staphylococcus foi 
melhor esclarecida nos últimos anos graças 
ao emprego das técnicas moleculares, que 
permitiram relacionar ou comparar os 
resultados dos testes fenotípicos e 
genotípicos, o que possibilitou a descrição 
de novas espécies e reclassificações mais 
adequadas. Entre esses métodos, a análise 
comparativa da sequência de determinados 
genes de macromoléculas conservadas tem 
sido empregada para a classificação de 
micro-organismos. Um exemplo dessas 
macromoléculas é o RNA ribossomal, 
essencial para a sobrevivência dos 
organismos e altamente conservado entre as 
bactérias (Lange et al., 2011). O 
sequenciamento do gene RNA ribossomal 
16S tem sido frequentemente utilizado com 
finalidade taxonômica e filogenética (Becker 
et al. 2004) e é considerado o método de 
referência para a identificação bacteriana 
(Nolte e Caliendo, 2003). As sequências 
encontradas são comparadas com aquelas 
depositadas em bancos de dados, como o 
National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) e Ribosomal 

Differentiation of Microrganisms (RIDOM) 
(Becker et al. 2004), obtendo-se, assim, a 
identificação do micro-organismo analisado. 
 
2.2. Produção de toxinas por 
Staphylococcus spp. 
 
Devido às suas características, 
Staphylococcus spp. exibem alta capacidade 
de contaminação, desenvolvimento e 
produção de toxinas nos alimentos, o que 
expõe a população consumidora ao risco de 
intoxicação alimentar. Assim, as legislações 
mundiais que versam sobre os parâmetros 
microbiológicos de alimentos, tais como a 
Resolução nº 12 da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária (ANVISA, 2001), 
preconizam a pesquisa de estafilococos 
coagulase positivo, pois essa enzima 
apresentaria correlação com a produção de 
toxinas. Contudo, a produção desse 
metabólito por espécies de Staphylococcus 
coagulase negativo já foi relatada por 

autores no Brasil (Sena, 2000; Carmo et al., 
2002; Lamaita et al., 2005; Guedes Neto et 
al., 2005; Veras et al., 2008) e em trabalhos 
internacionais (Valle, 1990; Rodriguez et al., 
1996), o que indica a necessidade de uma 
revisão na atual legislação vigente.   
 
As exotoxinas são proteínas ou enzimas 
produzidas no interior de algumas bactérias 
Gram positivo e posteriormente liberadas 
para o ambiente extracelular. São 
decorrentes da multiplicação e metabolismo 
dos micro-organismos. Classicamente são 
agrupadas em três tipos, de acordo com seu 
modo de ação: citotoxinas, que destroem as 
células do hospedeiro ou afetam suas 
funções; neurotoxinas, que interferem na 
transmissão normal de impulsos nervosos e 
enterotoxinas, que afetam as células que 
revestem o trato gastrointestinal. As 
principais exotoxinas produzidas por 
Staphylococcus são as enterotoxinas (SE), 
responsáveis pela intoxicação alimentar 
estafilocócica no homem, a toxina-1 da 
síndrome do choque tóxico (TSST-1), 
responsável pela Síndrome do Choque 
Tóxico e as Toxinas Esfoliativas, 
responsáveis pela Síndrome Estafilocócica 
da Pele Escaldada (Andrade, 2008).  
 
A produção das enterotoxinas representa um 
risco potencial à saúde pública, pois, ao 
serem ingeridas juntamente com os 
alimentos contaminados, podem levar a um 
quadro de gastroenterite aguda. Além disso, 
essas toxinas são resistentes à hidrólise pelas 
enzimas gástricas e jejunais, mantendo sua 
atividade no trato digestivo após ingestão 
(Le Loir et al., 2003), e são estáveis ao 
aquecimento a 100ºC durante 30 minutos 
(Murray et al., 2000), não sendo inativadas 
totalmente pela cocção normal, 
pasteurização e outros tratamentos térmicos 
usuais (Jay, 2005). Em queijos, a quantidade 
de toxina produzida a partir de contagens de 
Staphylococcus spp. acima de 105 UFC/g 
seria suficiente para desencadear um quadro 
de intoxicação (Le Loir et al., 2003). Em 
leite cru, Carmo et al. (2002) mostraram  a 
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produção de toxinas em contagens de 2,4 x 
103 UFC/mL, o que ratifica o risco de 
intoxicação causado pela ingestão desse tipo 
de alimento e de seus derivados. Além disso, 
algumas amostras de S. aureus podem 
produzir quantidades detectáveis de 
enterotoxinas após 24 horas de incubação a 
30ºC (Pereira et al., 1991). 
 
A intoxicação alimentar estafilocócica 
ocorre após ingestão de toxinas produzidas e 
liberadas durante o desenvolvimento e a 
multiplicação do micro-organismo no 
alimento contaminado. Essa doença é 
caracterizada clinicamente por náuseas, 
vômito, mal-estar, debilidade geral, diarreia 
aquosa não sanguinolenta e dor abdominal. 
Além disso, Pode resultar em desidratação 
decorrente da perda significativa de líquido, 
sudorese e cefaleia, geralmente não 
acompanhada de febre (Murray et al., 2000). 
Entretanto, o quadro é frequentemente auto-
limitante, durando entre 24 e 48 horas 
(Veras et al., 2004), o que dificulta a procura 
por centros de saúde e, consequentemente, o 
relato dos casos. 
 
Os genes que codificam as enterotoxinas 
foram denominados iniciando-se com as 
letras se de enterotoxina estafilocócica ou 
ent de enterotoxina, sendo a primeira forma 
a mais utilizada na atualidade (Freitas et al., 
2004). Com base em características 
antigênicas, diferentes enterotoxinas 
estafilocócicas foram identificadas. As 
toxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE 
representam tipos clássicos (Betley e 
Mekalanos, 1988; Bayles e Iandolo, 1989). 
Quatro enterotoxinas adicionais (SEG, SEH, 
SEI e SEJ) foram descritas, além de seus 
genes correspondentes (Munson et al., 
1998). Posteriormente, novos genes que 
codificam as enterotoxinas foram 
descobertos, ampliando a variedade de 
toxinas: SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, 
SEQ, SER, SEU e SEV (Jaurrad et al., 2001; 
Letertre et al., 2003). Além disso, algumas 
variantes também foram relatadas para SEC, 
SEG, SEI e SEU (Letertre et al., 2003). 

 
Staphylococcus spp. também estão 
envolvidos na produção da Toxina-1 da 
Síndrome do Choque Tóxico (TSST-1), que 
é a principal causa da síndrome do choque 
tóxico. Essa doença é caracterizada por um 
quadro agudo e potencialmente fatal que se 
apresenta com febre alta, eritemas difusos e 
descamação da pele, além de hipotensão e 
alterações em diversos órgãos (Bergdoll e 
Chesney, 1991). Inicialmente, a Síndrome 
do Choque Tóxico foi associada à utilização 
de absorventes internos por mulheres em 
período menstrual e à colonização da 
mucosa vaginal por S. aureus. A ausência de 
bacteremia nessas pacientes sugeriu que a 
doença seria resultado de uma intoxicação 
por produtos elaborados pelo micro-
organismo. Mais recentemente, a síndrome 
foi também associada a infecções cutâneas, 
partos, abortos, infecções pós-cirúrgicas e 
uso de materiais contaminados em curativos, 
podendo acometer igualmente pessoas de 
ambos os sexos (Dinges et al., 2000).  
 
Além das toxinas anteriormente descritas, 
existem relatos da produção de toxinas 
esfoliativas por Staphylococcus spp., que são 
responsáveis por provocar a Síndrome da 
Pele Escaldada. O quadro se inicia com uma 
lesão de pele superficial e evolui para lesões 
bolhosas com exsudato purulento, 
acometendo principalmente neonatos, 
crianças e adultos com infecções latentes 
(Luz, 2008). 
 
Atualmente, com o avanço da ciência e a 
aplicação de métodos cada vez mais 
acurados na prevenção e no controle de 
doenças, foi possível o desenvolvimento de 
técnicas capazes de identificar a 
possibilidade de determinada amostra de 
Staphylococcus produzir toxina. A 
tecnologia de DNA recombinante, assim 
como o advento da amplificação in vitro 

pela PCR, que permite obter, rapidamente, 
grandes quantidades de cópias de um 
segmento de DNA específico, foram capazes 
de potencializar métodos de análise 
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baseados em sequências de ácidos nucléicos. 
A aplicação dessas metodologias originou 
diversos estudos na busca de métodos mais 
eficazes de diferenciação, identificação e 
caracterização de micro-organismos 
(Gandra, 2003). 
 
Assim, a PCR pode ser aplicada como um 
método para a detecção dos genes 
responsáveis pela codificação da produção 
de toxinas. Uma variação da PCR, a PCR-
Multiplex, permite numa mesma reação, 
detectar diferentes genes responsáveis pela 
codificação de diferentes toxinas, o que 
contribui de uma forma mais rápida e 
precisa para o estudo epidemiológico de 
Staphylococcus spp. e seu potencial para 
envolvimento em intoxicações alimentares 
(Becker et al., 1998; Luz, 2008). A detecção 
de genes toxigênicos pode indicar a real 
possibilidade de determinada amostra 
produzir a toxina, mesmo que essa 
característica não esteja sendo expressa e, 
consequentemente, a toxina não esteja sendo 
produzida (Schimitiz et al., 1998). 
 
2.3. Surtos de intoxicação 
estafilocócica 
 
Vários relatos foram descritos na literatura 
acerca de intoxicações estafilocócicas 
relacionadas ao consumo de queijos 
artesanais. Em julho de 1987, em Ouro Preto 
(MG), houve um surto de intoxicação 
alimentar em quatro pessoas de uma mesma 
família atribuído à contaminação do queijo 
Minas frescal por S. aureus ao nível de 9,3 x 
107 UFC/g, com detecção de bactérias 
produtoras de SEA, SEB, SED e SEE. Entre 
os sintomas apresentados pela família, 
incluem-se náuseas, vômitos, diarreia e 
dores abdominais, o que caracteriza a 
intoxicação (Sabioni et al., 1988). 
 
Em Minas Gerais, entre novembro de 1991 e 
outubro de 1992, foram relatados cinco 
surtos de intoxicação estafilocócica 
associados ao consumo de queijo frescal. 
Além disso, de agosto de 1991 até 1995, 

houve predomínio das intoxicações 
estafilocócicas nos surtos de doenças 
transmitidas por alimentos, além de 
acentuado envolvimento de queijos como 
causa (Câmara, 2002).  
 
Em 1996, ocorreu um surto relacionado à 
ingestão de queijo Minas frescal envolvendo 
sete pessoas da mesma família. A partir da 
análise desse alimento, foi possível detectar 
contagens de 2,9 x 108 UFC/g de S. aureus, 
sendo detectadas amostras produtoras de 
SED. Nessa mesma amostra, foram 
detectados 180ng/g de SEH (Pereira et 
al.,1996). 
 
No período de 1997 a 2002, totalizaram-se 
18 surtos de doenças transmitidas por 
alimentos ocorridos em Minas Gerais, cuja 
causa foi atribuída ao consumo de leite e 
produtos lácteos analisados pela Fundação 
Ezequiel Dias (FUNED). De acordo com os 
resultados, foi constatado que os principais 
agentes envolvidos nesses surtos foram S. 

aureus e Staphylococcus coagulase negativo 
enterotoxigênicos. As principais toxinas 
envolvidas foram SEA, SEB e SEC. O 
queijo ocupou lugar de destaque entre os 
produtos lácteos envolvidos nos surtos, 
veiculando principalmente esses micro-
organismos, o que pode ser explicado por 
esse alimento ser um produto muito 
manipulado durante o seu processo de 
produção, além de agravantes como 
condições higiênico-sanitárias inadequadas, 
principalmente em queijos elaborados de 
forma artesanal e sem inspeção sanitária 
(Veras et al., 2003). 
 
Em 1999, dois surtos de intoxicação 
alimentar foram notificados aos serviços de 
saúde das cidades de Manhuaçu e Passa 
Quatro (MG). O primeiro acometeu 50 
pessoas, que apresentaram diarreia, vômitos, 
tonturas, calafrios e dores de cabeça, 
sintomas apresentados após a ingestão de 
queijos produzidos a partir de leite cru. O 
segundo acometeu 328 pessoas, que 
apresentaram diarreia e vômito decorrentes 
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do consumo de leite cru. Amostras tanto do 
queijo quanto do leite confirmaram altas 
contagens de S. aureus e, ainda, a presença 
de SEA, SEB e SEC (Carmo et al., 2002). 
 
No Brasil, são poucas as informações 
oficiais quanto à incidência de doenças 
transmitidas por alimentos. Segundo Pereira 
et al. (1996), as intoxicações estafilocócicas 
são muito comuns no país, sendo a maioria 
dos casos não investigada ou não notificada. 
De acordo com o Instituto Pan-Americano 
de Proteção dos Alimentos e Zoonoses, entre 
os anos de 1993 e 2002, ocorreram 18 surtos 
notificados de intoxicação estafilocócica 
envolvendo produtos lácteos, sendo dois 
deles o leite. Desse total, 93 pessoas ficaram 
doentes e não foram notificados óbitos 
(Santana et al., 2010). Nesse mesmo 
período, foram relatados 86 casos de 
intoxicação por queijos contendo S. aureus. 
Segundo relatos da FUNED, no período de 
1995 a 2001, em Minas Gerais, 12.820 
pessoas foram intoxicadas e 17 morreram 
após consumo de alimentos contaminados 
por enterotoxinas produzidas por S. aureus. 
Destes, 23 ocorreram em função da ingestão 
de queijos diversos, com 660 pessoas 
acometidas e um óbito (Carmo et al., 2002). 
Segundo a Secretaria de Estado da Saúde de 
São Paulo (2003), a real frequência da 
intoxicação estafilocócica é desconhecida, 
seja por erro diagnóstico, por ser similar a 
outras intoxicações (como a causada pela 
toxina do vômito, produzida por Bacillus 

cereus); por coleta inadequada de amostras 
para testes laboratoriais, exames 
laboratoriais impróprios ou investigações 
epidemiológicas inadequadas dos surtos. No 
estado de São Paulo foram notificados 25 
surtos por S. aureus, envolvendo quase 200 
pessoas nos anos de 2001 e 2002. 
Felizmente, não houve relato de óbito.   
 
Os dados publicados infelizmente são 
subestimados devido, principalmente, à falta 
de notificação dos surtos às autoridades 
públicas. Portanto não refletem o risco real 
ao qual os consumidores de produtos 

elaborados a partir de leite cru estão 
submetidos. Diversos trabalhos 
desenvolvidos no Brasil abordam a 
qualidade microbiológica dos queijos 
artesanais e os resultados mostram uma 
realidade alarmante. Resende (2010) avaliou 
queijos provenientes de 18 propriedades 
rurais da região da Serra da Canastra, 
produzidos em queijarias cadastradas e não 
cadastradas pelo órgão de fiscalização 
estadual, e encontrou elevadas contagens de 
Staphylococcus spp. nas duas situações, com 
média de 1,7 x 108 UFC/g. Resultados 
semelhantes envolvendo queijo Minas 
artesanal e elevadas contagens de 
Staphylococcus spp. podem ser encontrados 
em diversos trabalhos na literatura (Borelli, 
2002; Brant, 2003; Araújo, 2004; Ornelas, 
2005; Pereira et al., 2008; Menezes et al., 
2009; Borelli et al., 2011), o que causa uma 
grande preocupação tendo em vista o 
potencial que esse micro-organismo 
apresenta de produzir enterotoxinas nessas 
condições. 
 
2.4. Resistência de Staphylococcus spp. 
a antimicrobianos 
 
Staphylococcus spp. são as bactérias de 
interesse clínico que mais precocemente 
chamaram a atenção pela resistência aos 
antimicrobianos. Além disso, cada novo 
antimicrobiano, têm surgido linhagens de 
bactérias resistentes, com o agravante do 
efeito cumulativo e a consequente 
multirresistência (Muller, 2003). 
 
Na década de 1940, a penicilina era a droga 
de escolha em infecções estafilocócicas; 
porém, a resistência a essa droga foi relatada 
pouco tempo depois. Em 1959, iniciou-se o 
emprego de meticilina e outras penicilinas 
semi-sintéticas, tais como oxacilina, 
resistentes à ação de penicilinases. Contudo, 
em 1960 surgiu o primeiro caso de 
Staphylococcus meticilina-resistentes. Os 
termos MRSA/ORSA referem-se aos micro-
organismos resistentes à meticilina/oxacilina 
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e VISA, aos que possuem sensibilidade 
reduzida à vancomicina (Andrade, 2008). 
Espécies de Staphylococcus possuem grande 
capacidade em adquirir resistência a vários 
tipos de antimicrobianos, o que pode ser 
atribuído ao uso abusivo dessas drogas. A 
utilização, muitas vezes indiscriminada, 
dessas substâncias estimula a evolução 
bacteriana em direção à capacidade de 
resistência e possibilita a transmissão desta 
às novas gerações. A presença marcante de 
Staphylococcus em leite e derivados pode 
ser atribuída à elevada resistência aos 
antimicrobianos utilizados comumente na 
terapia da mastite bovina (Veras, 2004).  A 
produção leiteira vem baseando-se 
principalmente na terapêutica alopática, e o 
aumento do uso de antimicrobianos ocorre 
em função da persistência de certos micro-
organismos resistentes. Dentre eles, S. 

aureus é um dos mais patogênicos e causa 
uma infecção na maioria das vezes crônica, 
diminuindo gradativamente a produção 
leiteira, sendo de difícil controle uma vez 
que apresenta geralmente resistência à 
penicilina e outros antibióticos comumente 
utilizados (Luz, 2008). De acordo com 
Fagundes e Oliveira (2004), o tratamento de 
mastite por S. aureus é muito difícil devido à 
elevada resistência a antimicrobianos 
apresentada por bactérias dessa espécie. 
 
Algumas espécies de bactérias apresentam 
resistência intrínseca ou adquirida aos 
antimicrobianos. A resistência natural pode 
ocorrer por variação da permeabilidade da 
parede celular para diferentes drogas, por 
produção de enzimas que as degradam ou 
modificam ou por modificação espontânea 
de cromossomas de genes alvos dos 
antimicrobianos (Costa, 2010b). A 
resistência adquirida pode ocorrer pela 
aquisição de genes (normalmente situados 
em elementos transmissíveis, como 
plasmídios ou transposons), por 
recombinação de DNA exógeno no 
cromossoma da bactéria ou, ainda, por 
mutação (Palermo Neto e Almeida, 2006). 
Micro-organismos resistentes a 

antimicrobianos veiculados por alimentos 
podem transferir genes de resistência a 
outros indivíduos presentes no trato 
gastrointestinal, inclusive bactérias 
potencialmente patogênicas (Witte, 2000), o 
que causa grande preocupação tendo em 
vista o risco para a segurança alimentar. A 
resistência bacteriana a antimicrobianos é 
um sério problema para a saúde pública, 
pois bactérias resistentes podem ser 
transmitidas ao homem por meio da ingestão 
de alimentos contaminados (Luz, 2008). 
 
2.5. Bactérias ácido-láticas em queijos 
artesanais 
 
O queijo artesanal tradicional feito nas 
fazendas emprega como fermento o “pingo” 
(soro fermentado originado da produção de 
queijo do dia anterior). Esse fermento 
endógeno, utilizado como cultura iniciadora, 
geralmente apresenta altas contagens de 
BAL, mas pode apresentar também 
contagens consideráveis de bactérias 
potencialmente patogênicas, podendo ser 
uma importante fonte de contaminação para 
esse tipo de queijo (Nóbrega et al., 2008). 
Além disso, como a quantidade desse 
fermento adicionada ao leite pode variar de 
fazenda para fazenda, diferentes 
concentrações desses micro-organismos 
podem estar presentes na massa do produto, 
o que pode causar variações na intensidade e 
na velocidade de fermentação, no teor de 
lactose transformada em ácido lático e, 
consequentemente, na acidez desenvolvida 
(Machado et al., 2004). 
 
As BAL constituem importante exemplo de 
micro-organismos desejáveis presentes nos 
diferentes tipos de queijo, pois podem 
desempenhar importantes funções, como a 
produção de ácidos orgânicos e de outros 
compostos químicos responsáveis pelo sabor 
característico do produto, além de 
substâncias antagonistas aos micro-
organismos indesejáveis, entre elas as 
bacteriocinas, que podem apresentar 
diferentes atividades bactericidas ou 
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bacteriostáticas, agindo contra a microbiota 
indesejável (Ross et al., 2002; Riley e 
Wertz, 2003).  
 
As bacteriocinas são polipeptídeos 
antimicrobianos sintetizados no ribossomo e 
secretados pela célula bacteriana (Chin et 
al., 2001). Seu mecanismo de ação consiste 
na formação de poros na membrana 
citoplasmática, o que leva a uma alteração 
do equilíbrio osmótico, resultando em morte 
celular (Cleveland et al., 2001). Essas 
substâncias apresentam espectro de 
atividade contra bactérias Gram positivo, 
incluindo-se micro-organismos patogênicos 
importantes, como os Staphylococcus spp. 
 
Segundo Jay (2005), o grupo das BAL 
compreende 13 gêneros de bactérias Gram 
positivo: Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 

Paralactobacillus, Streptococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. 
Resende et al. (2011) encontraram 
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus 
casei e Lactobacillus plantarum como os 
principais micro-organismos isolados das 
amostras de leite, soro-fermento e queijo 
artesanal da região da Serra da Canastra 
(MG), além de Enterococcus spp., 
Lactococcus spp. e outras espécies de 
Lactobacillus. 
 
As BAL são consideradas micro-organismos 
benéficos e contribuem para a realização das 
alterações bioquímicas envolvidas no 
processo de maturação do queijo: são 
responsáveis pela transformação da lactose 
em ácido lático, e suas enzimas contribuem 
na proteólise e na conversão de aminoácidos 
em substâncias voláteis responsáveis pelas 
propriedades sensoriais do produto final. As 
BAL podem ser adicionadas no início da 
fabricação, ou podem ser utilizadas aquelas 
que já ocorrem naturalmente no leite, como 
ocorre no caso dos queijos artesanais 
(Beresford et al., 2001). Assim, esse tipo de 
micro-organismo desejável contribui para a 

formação das características intrínsecas, 
além de favorecer também a conservação e a 
segurança higiênico-sanitária dos queijos.  
 
Várias substâncias antimicrobianas podem 
ser produzidas por bactérias Gram positivo, 
incluindo as BAL, entre elas os ácidos 
orgânicos (como ácido láctico), o peróxido 
de hidrogênio, o dióxido de carbono, o 
diacetil, o acetaldeído e as bacteriocinas 
(Naidu et al., 1999; Guedes Neto et al., 
2005). A ação antagonista das BAL contra 
micro-organismos indesejáveis, inclusive 
Staphylococcus spp., em alimentos tem sido 
descrita em vários trabalhos (Vaughan et al., 
1994; Fang et al, 1996; Uraz et al., 2001; 
Alexandre et al., 2002; Caridi, 2003; Guedes 
Neto et al., 2005), o que revela a grande 
importância desse grupo na microbiota de 
produtos artesanais sob o ponto de vista da 
segurança alimentar.  
 
Abo-Amer (2007) avaliou a capacidade 
antagonista de amostras de Lactobacillus 

acidophilus isoladas de queijo artesanal 
egípcio e verificou forte inibição em relação 
a Staphylococcus epidermidis e S. aureus, 
além de outros micro-organismos 
patogênicos. Costa (2010a) e Andrade 
(2012) avaliaram a atividade antagonista in 

vitro de bactérias ácido-láticas isoladas de 
queijo Minas artesanal da Serra da Canastra 
frente a bactérias de referência, entre elas S. 

aureus, e verificaram elevada capacidade de 
inibição principalmente dos microrganismos 
do gênero Lactobacillus.  
 
Além dos trabalhos acima citados, que 
demonstram a atividade antagonista in vitro 
de bactérias ácido-láticas sobre 
Staphylococcus spp., é possível que esses 
microrganismos benéficos sejam capazes de 
minimizar o potencial toxigênico de 
Staphylococcus spp. presentes em uma 
mesma microbiota, como mostrado por 
Seridan et al. (2012). Nesse trabalho, foram 
produzidos queijos experimentais inoculados 
por Lactococcus lactis e por S. aureus 
produtor de enterotoxina B e foi observado 
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que, além de alterar o comportamento 
original de crescimento do S. aureus, a 
presença de L. lactis pode ter inibido a sua 
produção de enterotoxina. 
 
Dados interessantes também foram 
apresentados por Pribull et al. (2011), que 
avaliaram a ação de bacteriocinas 
produzidas por Lactobacillus spp. sobre 30 
amostras de S. aureus isoladas de mastite 
bovina. Todas as amostras apresentaram 
sensibilidade a pelo menos uma das quatro 
bacteriocinas testadas, o que revela, mais 
uma vez, o grande potencial de inibição das 
bactérias ácido-láticas sobre Staphylococcus 
spp. 
 
3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Aquisição das amostras 
 
Foram utilizadas 16 amostras de 
Staphylococcus spp. previamente isoladas de 
queijos artesanais provenientes de 
propriedades rurais localizadas na região da 
Serra da Canastra (MG). Em seguida ao 
isolamento, as amostras foram armazenadas 
em meio contendo caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) (Difco, Kansas, EUA) e 
glicerol e submetidas ao congelamento (-
20ºC), onde permaneceram conservadas 
desde então. 
 

3.2. Caracterização bioquímica 
 
Após o descongelamento, 100µL de cada 
amostra foram coletados e adicionados a 
tubos contendo 4mL de caldo BHI, e 
incubados por 24 horas a 37°C. Após a 
ativação dos micro-organismos, estes foram 
inoculados em placas contendo ágar Baird 
Parker (BP) (Difco, Kansas, EUA), de onde, 
após incubação por 48 horas a 37°C, foram 
coletadas as colônias para o teste de Gram e 
para o teste de produção da catalase. A partir 
dos cultivos em caldo BHI, as amostras 
foram submetidas às provas de coagulase 
livre e termonuclease, segundo Silva et al. 

(2010), e fermentação aeróbica do manitol 
segundo Bergey e Holt (1994). 
 
3.3. Identificação dos micro-
organismos isolados por biologia 
molecular 
 
A extração do DNA total dos micro-
organismos isolados foi realizada a partir do 
cultivo recente em caldo BHI, incubado sob 
aerobiose, a 37ºC, durante 24 a 48 horas. De 
cada cultivo dos micro-organismos que 
cresceram, 5mL foram centrifugados a 
3000g durante 10 minutos, para obtenção 
dos pellets. Os sobrenadantes foram 
descartados. Os pellets obtidos foram 
suspendidos em 1mL de cloreto de lítio 
(1M), transferidos para tubos Eppendorf e 
incubados sob agitação a 37ºC, por uma 
hora, com a finalidade de extrair proteínas 
associadas à parede bacteriana. Em seguida, 
os tubos foram centrifugados a 3000g, 
durante 10 minutos, descartando-se os 
sobrenadantes. Os pellets obtidos foram 
suspensos em um mL de tampão para 
protoplastos (50mM Tris HCl pH 8,0; 
10mM EDTA e 10mg de lisozima mL-1), 
sendo 200µL de enzima e 800µL de tampão 
com RNAse, e incubados por uma hora, sob 
agitação, a 37ºC. Os tubos foram 
centrifugados a 14000g durante um minuto e 
os sobrenadantes foram descartados. 
 
O DNA total dos protoplastos obtidos de 
cada amostra foi extraído com auxílio do Kit 

Wizard SV Genomic DNA Purification 

System (Promega Corporation, Wisconsin, 
EUA), segundo instruções do fabricante. 
 
Com o objetivo de visualizar o DNA total 
extraído na etapa anterior, as amostras foram 
submetidas à eletroforese em gel de agarose. 
Um volume de 5µL de cada amostra de 
DNA total extraído foram misturados a 1µL 
de tampão (glicerol adicionado de azul de 
bromofenol) e, então, encaminhados à 
eletroforese em gel de agarose (1%), 
adicionado de brometo de etídeo (1%), 
utilizando 100V, durante 60 minutos. Ao 
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término da corrida, o gel foi fotografado, 
utilizando equipamento de foto-
documentação com luz ultravioleta. 
 

Posteriormente, as amostras de DNA 
bacteriano extraídas foram amplificadas por 
meio de PCR conforme descrito a seguir 
(Lange et al., 2011). 
 

Reação de PCR rDNA 16S: 
DNA total diluído 5 µL 
PCR Master Mix 2x* 25 µL 
Iniciador 16S senso** 3 µL 
Iniciador 16S reverso*** 3 µL 
Água deionizada 14 µL 
*Promega Corporation 

**Primer 5’ – AGAGTTTGATCCTGGCTCA - 3’ 
**Primer 3’ – GTCGTCGGCGCCATTATG – 5’ 
 
Em seguida, os tubos Eppendorf contendo as 
amostras foram colocados dentro de uma 
máquina termocicladora Veriti ™ 96 – Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA), sendo utilizado o seguinte 
programa: 
 

 
Desnaturação 94ºC 

94ºC 
5 minutos 
1 minuto 

Anelamento 53ºC 1 minuto 
Extensão 72ºC 1 minuto e 30 segundos 
Extensão final 72ºC 

4ºC 
10 minutos 
Tempo indefinido 

Número de ciclos de desnaturação, anelamento e extensão: 25 
 
Após a reação, cinco µL de cada produto de 
PCR foram misturados a um µL do tampão 
glicerol com azul de bromofenol e então 
submetidos à nova eletroforese em gel de 
agarose (1,5%), adicionado de brometo de 
etídeo (1%), utilizando 100 V, por 90 
minutos. Ao final da corrida, os géis foram 
fotografados, para visualização das regiões 
amplificadas. A purificação dos produtos de 
PCR foi realizada com o auxílio do Kit 

Wirard SV Gel and PCR Clean-up System 
(Promega Corporation, Wisconsin, EUA). 
 
Os produtos de PCR purificados foram 
sequenciados em aparelho ABI3130 
(Applied Biosystems, Califórnia, EUA), 
utilizando-se polímero POP7 e BigDye 
v.3.1, realizado pela Valid Biotecnologia do 
Laboratório de Genética Animal do 

Departamento de Zootecnia da Escola de 
Veterinária - UFMG. As sequência foram 
lidas com auxílio do programa Codon Code 

Aligner (CodonCode Co, Massachusets, 
EUA) e do algoritmo BLAST (Zhang et al., 
2000). 
 
3.4. Teste de susceptibilidade aos 
antimicrobianos 
 
O antibiograma foi realizado de acordo com 
a técnica de susceptibilidade, pelo princípio 
de difusão da droga, utilizando-se discos e 
medindo-se o diâmetro dos halos de inibição 
conforme proposto inicialmente por Bauer et 
al. (1966), preconizado pelo Clinical 

Laboratory and Standards Institute (CLSI) e 
publicado pela ANVISA (ANVISA, 2005).  
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Após ativação em caldo BHI, as amostras de 
Staphylococcus spp. foram cultivadas em 
ágar BHI, sendo, posteriormente, 
transferidas para tubos contendo 3,5 mL de 
salina 0,85% para obter-se concentração 
correspondente a 0,5 na escala Mc Farland 
(108 UFC/mL). Em seguida, foram feitos 
inóculos utilizando-se zaragatoas sobre a 
superfície de placas tipo pizza (14cm de 
diâmetro) contendo o mesmo ágar. Logo 
após, foram distribuídos os discos 
(Laborclin, Paraná, Brasil) contendo os 
antimicrobianos. As placas foram incubadas 
em aerobiose, durante 24 horas a 35°C.  
 
Foram utilizadas as seguintes drogas e suas 
respectivas concentrações: ciprofloxacina 
5µg, penicilina G 10U, cloranfenicol 30µg, 
vancomicina 30µg, ceftazidima 30µg, 
gentamicina 10µg, estreptomicina 10µg, 
tetraciclina 30µg, oxacilina 1µg, 
clindamicina 2µg, eritromicina 5µg, 
ampicilina 10µg, sulfazotrim 25µg, 
imipenema 10µg, cefoxitina 30µg, 

amicacina 30µg, ceftriaxona 30µg, cefaclor 
30µg, amoxacilina 10µg, nitrofurantoína 
300µg e sulfonamida 300µg. 
 
Após a incubação, com auxílio do 
paquímetro digital (Mitutoyo Digimatic 

Caliper, Mitutoyo Sul Americana Ltda., São 
Paulo, Brasil), foram realizadas as leituras 
dos diâmetros dos halos de inibição. A cepa 
de S. aureus ATCC 25923 foi utilizada 
como micro-organismo controle neste teste. 
 
Nesse caso, os resultados não foram 
submetidos à análise estatística, pois os 
resultados expressos de forma quantitativa 
foram utilizados para uma classificação 
qualitativa dos micro-organismos como 
sendo sensíveis, intermediários ou 
resistentes às drogas antimicrobianas 
testadas, de acordo com o 15º suplemento 
informativo da ANVISA (2005) que pode 
ser observado no Quadro 1.  
 

 
Quadro 1. Níveis de susceptibilidade de Staphylococcus spp. a antimicrobianos de acordo com 
diâmetros dos halos de inibição (mm) em teste de difusão em ágar BHI 

Antimicrobiano Diâmetro do halo de inibição (mm) 

Nome (concentração) Resistente Intermediário Sensível 

Ciprofloxacina (5µg) ≤ 15 - ≥ 21 

Penicilina G (10U) ≤ 28 - ≥ 29 

Cloranfenicol (30µg) ≤ 12 - ≥ 18 

Vancomicina (30µg) - - ≥ 15 

Ceftazidima (30µg) ≤ 14 15 a 17 ≥ 18 

Gentamicina (10µg) ≤ 12 13 a 14 ≥ 15 

Tetraciclina (30µg) ≤ 14 15 a 18 ≥ 19 

Oxacilina (1µg) ≤ 10 11 a 12 ≥ 13 

Clindamicina (2µg) ≤ 14 15 a 20 ≥ 21 

Eritromicina (5µg) ≤ 13 14 a 22 ≥ 23 

Ampicilina (10µg) ≤ 28 - ≥ 29 
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Sulfazotrim (25µg) ≤ 10 11 A 15 ≥ 16 

Imipenema (10µg) ≤ 13 14 a 15 ≥ 16 

Cefoxitina (30µg) ≤ 19 - ≥ 20 

Amicacina (30µg) ≤ 14 15 a 16 ≥ 17 

Ceftriaxona (30µg) ≤ 13 14 a 20 ≥ 21 

Cefaclor (30µg) ≤ 14 15 a 17 ≥ 18 

Amoxacilina (10µg) ≤ 28 - ≥ 29 

Nitrofurantoína  (300µg) ≤ 14 15 a 16 ≥ 17 

Sulfonamida (300µg) ≤ 12 13 a 16 ≥ 17 

 
O teste foi realizado em duplicata (os 
mesmos discos de antimicrobianos para duas 
placas de Petri tipo pizza contendo o mesmo 
micro-organismo isolado ativado) em duas 
repetições. 
 
3.5. Teste de antagonismo in vitro de 
Lactobacillus spp. frente às amostras de 
Staphylococcus spp.  
 
Para a realização dos testes de antagonismo 
foram utilizadas três amostras de 
Lactobacillus spp. isoladas da mesma 
origem de onde foram isoladas as amostras 
de Staphylococcus spp. e identificados ao 
nível molecular por PCR-ARDRA 16S-23S 
(Resende, 2010) . Foram selecionadas uma 
amostra de L. plantarum e duas amostras de 
L. rhamnosus.  As amostras de Lactobacillus 
spp. foram previamente cultivadas em caldo 
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Difco, 

Kansas, EUA), a 37°C por 24 horas, sob 
aerobiose. Após duas ativações, 5mL de 
cada cultivo de micro-organismo foram 
colocados sobre o centro da superfície de 
uma placa de Petri, contendo ágar MRS, que 
foi incubado sob aerobiose a 37ºC durante 
48 horas. Após esse período, as placas foram 
retiradas das câmaras de incubação com as 
manchas de crescimento no centro da placa. 
Foi colocado clorofórmio nas tampas dessas 
placas, deixando-o agir por 30 minutos e 
mais 30 minutos, posteriormente, sob luz 

ultravioleta (luz UV). Com isso, os micro-
organismos que cresceram nas manchas 
foram eliminados e foi possibilitada a 
avaliação da ação de supostas substâncias 
inibidoras produzidas pelas bactérias e 
liberadas no meio de cultura.  
 
As 15 amostras de Staphylococcus spp. 
foram inoculadas em caldo BHI e incubadas 
a 37°C durante 24 horas. Após duas 
ativações, 100µL de cada amostra desses 
micro-organismos foram transferidos para 
3,5 mL de ágar semi-sólido (0,75% de ágar), 
que foi então vertido sobre as placas de ágar 
MRS logo após a ação do clorofórmio e da 
luz UV. As placas foram incubadas a 37ºC 
durante 48 horas, sob aerobiose. 
Posteriormente, a leitura dos halos de 
inibição foi realizada com paquímetro digital 
(Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Sul 

Americana Ltda., São Paulo, Brasil).  
 
A metodologia deste teste foi inicialmente 
proposta por Tagg et al. (1976). No presente 
trabalho, o antagonismo foi realizado em 
triplicata e em três repetições. Os resultados 
foram submetidos às análises estatísticas 
descritivas e não paramétricas, sendo que a 
comparação entre as médias dos diferentes 
tratamentos realizados foi feita de acordo 
com o teste de Kruskal-Wallis (Sampaio, 
2002).   
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3.6. Detecção de genes codificadores 
da produção de toxinas 
 
A metodologia utilizada foi adaptada de 
Freitas et al. (2009). Foi realizada a extração 
do DNA e amplificação dos fragmentos de 
DNA, seguida de eletroforese em gel de 
agarose, conforme descrito anteriormente.  
 

Para a pesquisa dos genes toxigênicos, 
realizou-se uma reação de PCR-Multiplex 
para os genes sea, sec, sed e see e duas 
reações de PCR-Uniplex individuais para a 
pesquisa dos genes seb e tst. Os primers para 
as reações de PCR foram sintetizados tendo 
como base as sequências publicadas por 
Becker et al. (1998) conforme apresentado 
no Quadro 2. 
 

 
Quadro 2. Primers utilizados para a detecção por PCR dos genes sea-see e tst em 
Staphylococcus spp. isolados de amostras de queijos artesanais da região da Serra da Canastra 
(MG) 
Gene Primer Sequência de oligonucleotídeos (5’→3’) Tamanho do fragmento (pb) 

Sea 
SEA Fw 
SEA Rv 

CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 
TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C 

127 

Seb 
SEB Fw 
SEB Rv 

TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 
GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC 

477 

Sec 
SEC Fw 
SEC Rv 

CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG 
TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC 

271 

Sed 
SED Fw 
SED Rv 

CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG 
TTA ATG CTA TAT CTT ATA GGG TAA ACA TC 

319 

See 
SEE Fw 
SEE Rv 

CAG TAC CTA TAG ATA AAG TTA AAA CAA GC 
TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC 

178 

Tst 
TST Fw 
TST Rv 

AAGCCCTTTGTTGCTTGCG 
ATCGAACTTTGGCCCATACTTT 

445 

Legenda: Fw: forward – senso e Rv: reverse – reverso 
 
A reação de PCR-Multiplex foi preparada 
para um volume final de 25µL contendo 
20pmol de cada primer, 10mM Tris-HCl pH 
9.0, 50mM de KCl, 160µM de cada dNTP, 
3mM de MgCl2, 20ng de DNA genômico e 

1,2U da Taq DNA polimerase (Invitrogen, 
São Paulo, Brasil). As amplificações foram 
realizadas no mesmo termociclador citado 
anteriormente, utilizando-se a seguinte 
programação:  

 
Desnaturação 94ºC 

95ºC 
2 minutos 
1 minuto 

Anelamento 55ºC 1 minuto 
Extensão 72ºC 2 minutos 
Extensão final 72ºC 

4ºC 
7 minutos 
Tempo indefinido 

Número de ciclos de desnaturação, anelamento e extensão: 30 
 
Para a pesquisa dos genes seb e tst, foram 
realizadas duas reações individuais de PCR-

Uniplex, separadamente. Essas reações 
foram realizadas para um volume final 
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também de 25µL contendo os mesmos 
componentes e nas mesmas proporções que 
o descrito anteriormente. As amplificações 

dos fragmentos para os gene seb e tst foram  
realizadas de acordo com as seguintes 
programações, respectivamente: 

 
Desnaturação 94ºC 

95ºC 
2 minutos 
1 minuto 

Anelamento 60ºC 1 minuto 
Extensão 72ºC 2 minutos 
Extensão final 72ºC 

4ºC 
2 minutos 
Tempo indefinido 

Número de ciclos de desnaturação, anelamento e extensão: 30 

 
Desnaturação 94ºC 

95ºC 
5 minutos 
1 minuto 

Anelamento 55ºC 1 minuto 
Extensão 72ºC 2 minutos 
Extensão final 72ºC 

4ºC 
7 minutos 
Tempo indefinido 

Número de ciclos de desnaturação, anelamento e extensão: 30 
 
Os produtos de amplificação das reações de 
PCR- Multiplex e PCR-Uniplex foram 
analisados por eletroforese em gel de 
agarose (1,5%), corado com brometo de 
etídeo (1,5%) por 60 minutos, visualizados e 
fotografados em equipamento de foto-
documentação com luz ultravioleta.  
 
Como controle positivo, foram utilizadas as 
amostras padrão de Staphylococcus spp. FRI 
MN8, para os genes sea e tst; FRI S6, para o 
gene seb; FRI 361, para os genes sec e sed e 
FRI 326, para o gene see, provenientes do 

Instituto de Pesquisa em Alimentos (Food 

Research Institute – FRI - EUA) e 
gentilmente disponibilizadas pelo Dr. Luiz 
Simeão do Carmo. 
 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Identificação das amostras 
 
Os resultados das provas bioquímicas, bem 
como da identificação molecular, estão 
dispostos na tabela 1. 

 
Tabela 1. Perfil bioquímico e identificação molecular das amostras de Staphylococcus spp. 
isoladas de queijos artesanais da região da Serra da Canastra (MG) 
 
Amostra Identificação molecular Gram Cat. Coa. Term. Man. 

1 S. aureus subsp. aureus + + + + + 

2 S. aureus subsp. aureus + + + + + 

3 S. aureus subsp. aureus + + - - - 

4 S. saprophyticus subsp. bovis + + - - + 

5 S. saprophyticus subsp. bovis + + - - + 

6 S. saprophyticus subsp. bovis + + + + + 
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7 S. aureus subsp. aureus + + + + + 

8 Kokuria kristinae + + - - + 

9 S. aureus subsp. aureus + + + + + 

12 S. warneri + + + + + 

A S. aureus subsp. aureus + + + + + 

B S. aureus subsp. aureus + + - - + 

C S. aureus subsp. aureus + + + + + 

D S. aureus subsp. aureus + + + + + 

E S. aureus subsp. aureus + + - - + 

F S. warneri + + - - + 

Legenda: Cat.=Catalase; Coa=Coagulase; Term.=Termonuclease; Man.=Manitol 
 
Das 16 amostras obtidas utilizando-se 
metodologia preconizada para isolamento de 
Staphylococcus spp., 15 foram identificadas 
por biologia molecular como pertencentes a 
esse gênero, sendo: nove S. aureus subsp. 
aureus, três S. saprophyticus subsp. bovis e 
dois S. warneri. A amostra restante foi 
identificada como Kocuria kristinae.  
 
Kocuria é um gênero de bactérias da família 
Micrococcaceae que foi anteriormente 
classificada como Micrococcus. Após 
análises quimiotaxonômicas e filogenéticas, 
houve a necessidade de reclassificação 
desses micro-organismos para um novo 
gênero (Stackebrandt et al., 1995). Como 
grande parte dessa família, Kocuria está 
disseminada na natureza e é frequentemente 
encontrada como habitante da microbiota 
natural da pele de seres humanos e outros 
mamíferos. Infecções causadas por espécies 
desse gênero são pouco comuns; porém, já 
houve relato de caso de bacteremia por 
Kocuria kristinae relacionada ao uso de 
cateter em uma paciente com tumor de 
ovário (Basaglia et al., 2002) e do seu 
isolamento a partir da bile de um paciente 
com colecistite aguda (Ma et al., 2005). 
Staphylococcus também é habitante normal 
da pele de animais e humanos e também já 
esteve envolvido em quadros de colecistite 
conforme relatado por Merchant e Falsey 
(2002), o que sugere semelhança entre essas 
duas espécies. 

 
A identificação errônea entre Kocuria spp. e 
Staphylococcus coagulase negativo 
utilizando-se provas bioquímicas não é um 
fato incomum devido à variabilidade 
fenotípica. Ben-Ami et al. (2005) relataram 
a identificação errônea de 20 micro-
organismos isolados clínicos de Kocuria 
spp., por método fenotípico, como 
Staphylococcus coagulase negativo. Os 
referidos autores atribuíram o erro à 
variação fenotípica, que pode ocorrer devido 
a alterações no meio de cultura ou nas 
condições de crescimento aos quais os 
micro-organismos são submetidos durante a 
realização dos testes. Além disso, os 
métodos genômicos, como o 
sequenciamento genético do gene RNA 
ribossomal 16S, são apontados por eles 
como padrão-ouro na identificação dessas 
espécies. 
 
Em relação às amostras de Staphylococcus 
spp., o confronto dos resultados das provas 
bioquímicas com os obtidos pelo 
sequenciamento molecular mostrou que, 
apesar de vários autores preconizarem 
resultados positivos nas provas de 
coagulase,  termonuclease e manitol para S. 

aureus (Quinn et al., 2005; Trabulsi e 
Toledo, 2005; Silva et al., 2010), três das 
dez amostras sequenciadas e identificadas 
como pertencentes a essa espécie mostraram 
resultado negativo aos testes de coagulase e 
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termonuclease, sendo que uma delas 
apresentou resultado negativo também ao 
teste de fermentação do manitol. A 
identificação de micro-organismos por 
técnicas moleculares é altamente específica. 
O sequenciamento do gene do RNA 
ribossomal 16S, em particular, tem sido 
considerado o método de referência para a 
identificação bacteriana (Nolte e Caliendo, 
2003). Em contrapartida, a identificação de 
bactérias a partir de combinações de análises 
bioquímicas pode originar resultados 
controversos e pouco confiáveis, pois a 
realização dessas provas pode sofrer 
influência de diversos fatores intrínsecos e 
extrínsecos, o que pode comprometer sua 
veracidade. Além disso, análises fenotípicas 
podem apresentar baixa sensibilidade, 
mascarando as características reais dos 
indivíduos estudados com resultados falso-
negativos, tendo em vista que os genes que 
codificam determinada característica podem 
estar presentes, porém podem não estar 
sendo expressos no momento em que a 
análise é executada. 
 
4.2. Perfil de susceptibilidade aos 
antimicrobianos 
 

O perfil de susceptibilidade das amostras de 
Staphylococcus spp. aos antimicrobianos 
testados apresenta-se disposto na figura 1, 
enquanto que os perfis de resistência aos 
antimicrobianos testados por espécie 
apresentam-se dispostos nas figuras 2, 3 e 4.  
 
De modo geral, as 15 amostras de 
Staphylococcus spp. apresentaram baixo 
percentual de resistência aos 20 
antimicrobianos testados. As amostras 
analisadas apresentaram maior percentual de 
resistência à sulfonamida (100%). Alto 
percentual de resistência também foi 
observado à penicilina (80%), à ceftazidima 
(60%) e à oxacilina (40%). Em relação às 
demais drogas testadas, os percentuais de 
resistências encontrados foram abaixo de 
30%. Ciprofloxacina, tetraciclina, ampicilina 
e amoxacilina revelaram 26,7% das 
amostras resistentes; cloranfenicol, 
sulfazotrim e nitrofurantoína foram 
ineficazes em apenas 13,3% das amostras; as 
demais drogas (vancomicina, gentamicina, 
clindamicina, eritromicina, imipenema, 
cefoxitina, amicacina, ceftriaxona e 
cefaclor) mostraram-se eficientes em 100% 
das amostras testadas. 

 

 



28 
 

Figura 1. Perfil de resistência das amostras de Staphylococcus spp. isoladas de queijos 
artesanais da região Serra da Canastra 
 
 

 
Figura 2. Perfil de resistência das amostras de S. aureus subsp. aureus isoladas de queijos 
artesanais da região Serra da Canastra 
 

 
Figura 3. Perfil de resistência das amostras de S. warneri isoladas de queijos artesanais da 
região Serra da Canastra 
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Figura 4. Perfil de resistência das amostras de S. saprophyticus subsp. bovis isoladas de queijos 
artesanais da região Serra da Canastra 
 
Ausência de sensibilidade em todas as 
amostras foi encontrada para a sulfonamida. 
Essa droga possui efeito bacteriostático, 
inibindo o metabolismo do ácido fólico, por 
mecanismo competitivo. A resistência de 
micro-organismos à sulfonamida pode ser 
determinada por mutação ou pela aquisição 
de plasmídeos. A associação desse fármaco 
com o trimetoprim leva a um efeito 
sinérgico, pois atuam em passos diferentes 
da síntese do ácido tetra-hidrofólico 
(folínico), necessária para a síntese dos 
ácidos nucleicos (ANVISA, 2007). Essa 
associação dificulta o mecanismo de 
resistência, como pode ser observado nos 
resultados do presente trabalho, em que as 
amostras testadas apresentaram baixo 
percentual de resistência ao sulfazotrim 
(13,3%), que é um exemplo dessa 
associação. 
 
Em relação à susceptibilidade à penicilina, o 
resultado do presente trabalho está de acordo 
com Rapini et al. (2004), que ao analisarem 
45 amostras de Staphylococcus spp. isoladas 
de queijo tipo coalho, verificaram 100% de 
resistência à penicilina. A causa dos altos 

percentuais de resistência a essa droga 
apresentados por Staphylococcus spp. 
isolados de derivados lácteos pode ser 
atribuída à utilização empírica e 
indiscriminada desse princípio ativo no 
tratamento da mastite bovina causada por 
esses micro-organismos, de modo a 
proporcionar o aparecimento de linhagens 
resistentes. Resultado semelhante foi 
encontrado por André et al. (2008), que ao 
testarem 20 amostras de S. aureus 
provenientes de queijos de um laticínio em 
Goiás, observaram resistência em 60% delas 
a esse fármaco. Resch et al. (2008) 
avaliaram a susceptibilidade de 330 
amostras de Staphylococcus coagulase 
negativo isoladas de alimentos diversos e 
observaram também elevado percentual 
(55%) de resistência à penicilina. Do mesmo 
modo, Costa (2010a) observou elevada 
porcentagem de resistência à referida droga 
(53,7%) em 95 amostras de Staphylococcus 
spp. isoladas de queijo Minas frescal 
submetidas ao antibiograma. 
 
De acordo com os resultados, pode-se 
perceber que grande parte das drogas 
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utilizadas do grupo das penicilinas também 
apresentou, de modo geral, elevados 
percentuais de resistência: oxacilina (40%), 
ampicilina e amoxacilina (26,7%). Somente 
à cefoxitina, que também pertence a esse 
grupo, não foi observada resistência em 
nenhuma das amostras testadas. Alto 
percentual de resistência também foi 
encontrado para a ceftazidima (60%) que, 
assim como as Penicilinas, são 
antimicrobianos β-Lactâmicos. Essas drogas 
têm comumente induzido Staphylococcus 
spp. a adquirirem resistência, seja pela 
capacidade de produzir a enzima β-
lactamase ou pela produção de uma proteína 
diferenciada de parede, codificada pela 
região gênica chamada mec, que caracteriza 
os micro-organismos considerados 
resistentes à meticilina. 
 
Atualmente, a oxacilina e a cefoxitina têm 
sido utilizadas para avaliar a resistência à 
meticilina (ANVISA, 2005). Os resultados 
encontrados para essas drogas foram 
bastante divergentes, sendo que 40% das 
amostras testadas apresentaram resistência à 
primeira e todas as amostras foram sensíveis 
à segunda. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Resch et al. (2008), em que 
foi observado nível de resistência à oxacilina 
(35%) muito superior ao encontrado para a 
cefoxitina (3%). Esses resultados não estão 
de acordo com Costa (2010), em que a 
porcentagem de resistência foi semelhante 
(em torno de 15%) para as duas drogas. 
Apesar de os resultados obtidos por meio do 
teste de difusão de discos contendo 
antimicrobianos, a detecção do gene mecA, 
que codifica a resistência à meticilina por 
meio de técnicas moleculares, como a PCR, 
é considerada padrão ouro para identificar 
esse tipo de micro-organismo (Miyazaki, 
2006). Portanto, os resultados fenotípicos 
podem não estar de acordo com o genótipo 
do micro-organismo, o que pode contribuir 
para resultados falso-negativos. 
 
4.3. Antagonismo entre Lactobacillus 
spp. e Staphylococcus spp. 
 
Os resultados referentes ao teste de 
antagonismo in vitro de três amostras de 
Lactobacillus spp. frente às amostras de 
Staphylococcus spp. podem ser observados 
na tabela 2. 

 
 

Tabela 2. Média dos halos de inibição (mm) do teste de antagonismo in vitro de Lactobacillus 
spp. frente às amostras de Staphylococcus spp. isoladas de queijos artesanais da região da Serra 
da Canastra (MG) 

Bactéria ácido-lática Média (mm) Desvio-padrão CV (%) 

L. plantarum (B19) 39,78a 6,27 15,76 
L. rhamnosus (D1) 37,57ab 5,42 14,43 
L. rhamnosus (B4) 34,96b 7,25 20,74 

Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05) 
 
Quanto ao antagonismo in vitro, as amostras 
de Lactobacillus spp. foram capazes de 
inibir todas as amostras de Staphylococcus 
spp. testadas. Tendo em vista que ambas 
foram isoladas dos mesmos queijos, sugere-
se que essa mesma inibição poderia ocorrer 
também nesse produto, o que explicaria a 

baixa ocorrência de surtos relacionados ao 
consumo de queijos artesanais.  
 
Houve diferença (P<0,05) entre as 
atividades antagonistas exercidas pelas 
bactérias ácido-láticas sobre as amostras de 
Staphylococcus spp.. A amostra de L. 
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plantarum apresentou média de inibição 
superior à média de uma das amostras de L. 

rhamnosus. A outra amostra de L. 

rhamnosus apresentou média intermediária e 
semelhante estatisticamente em relação às 
demais. Esse resultado mostra que pode 
haver divergências na capacidade de 
produção de substâncias inibitórias não só 
entre espécies diferentes, mas também 
dentro de uma mesma espécie.  
 
Em concordância com o presente trabalho, o 
antagonismo de Lactobacillus e outras BAL 
frente a S. aureus foi avaliado e confirmado 
por Fang et al. (1996). Nesse trabalho, a 
atividade antagonista foi avaliada em meio 
de cultura e em leite, sendo que resultados 
mais expressivos foram encontrados no meio 
contendo leite. Resultados semelhantes 
foram encontrados por Vaughan et al. (1994) 
e Alexandre et al. (2002), que também 
demonstraram atividade antagonista de 
Lactobacillus spp. isolados de queijo 
artesanal frente a S. aureus e a outros micro-
organismos patogênicos. 
 
O resultado do presente trabalho também 
está de acordo com Guedes Neto et al. 
(2005), que analisaram a atividade 
antagonista de Lactobacillus spp. e 
Lactococcus spp. isolados de queijo coalho 
de Pernambuco frente a diversos micro-
organismos patogênicos, entre eles 
Staphylococcus spp., e observaram o poder 
de inibição exercido pelas BAL em todas as 
amostras patogênicas testadas. Além disso, 
L. rhamnosus foi a espécie que apresentou a 
maior média de halos de inibição frente a 
Staphylococcus spp.  
 
Pribul et al. (2011) avaliaram o efeito de 
bacteriocinas produzidas por Lactobacillus 
spp. sobre amostras de Staphylococcus spp. 
isoladas de leite de vaca com mastite e 
observaram diferentes níveis de inibição, 
sendo que a bacteriocina produzida por L. 

fermentum foi a que apresentou os melhores 
resultados. 
 

Seridan et al. (2012) avaliaram a viabilidade 
de S. aureus produtor de SEB em queijos 
experimentais elaborados com Lactobacillus 

rhamnosus e Lactococcus lactis e 
observaram que, apesar de esses micro-
organismos não terem sido capazes de 
antagonizar o crescimento de S. aureus, 
houve uma potencial inibição da produção 
da enterotoxina estafilocócica, o que aponta 
a contribuição desses micro-organismos 
ácido-láticos na melhoria da qualidade 
sanitária de queijos artesanais. 
 
Os resultados apresentados mostram a 
importância das BAL, em especial do gênero 
Lactobacillus, como integrante da 
microbiota desejável de queijos artesanais e 
também como inibidor do crescimento de 
Staphylococcus spp. Além disso, mesmo que 
as substâncias produzidas pelas BAL não 
sejam suficientes para impedir o 
desenvolvimento por completo dessas 
bactérias consideradas patogênicas, poderia 
inibir a produção de enterotoxinas, o que, de 
certa forma, poderia contribuir para a 
segurança alimentar desse alimento tão 
consumido não só em Minas Gerais, mas em 
todo o Brasil. 
 

4.4. Pesquisa de genes codificadores da 
produção de toxinas 
 
Não foram encontrados genes codificadores 
da produção de toxinas estafilocócicas em 
nenhuma das amostras analisadas. Houve 
amplificação dos segmentos de tamanho 
esperado para os genes sea, seb, sec, sed, see 

e tst somente nas amostras de referência 
(FRI) utilizadas como controle positivo, 
conforme mostrado nas Figuras 5, 6 e 7.  
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Figura 5: Produto de amplificação por PCR 
dos genes seb (linha 2), sec e sed (linha 3) e 
see (linha 4) 
 

 
Figura 6: Produto de amplificação por PCR 
dos genes sea (linha 2), sec e sed (linha 5) e 
see (linha 7) 
 

 
Figura 7: Produto de amplificação por PCR 
do gene tst (linha 2) 
 

McLauchlin et al. (2000) encontraram 
resultados semelhantes ao analisarem 23 
amostras de Staphylococcus spp. envolvidas 
em casos de intoxicação alimentar, pois não 
observaram a produção das enterotoxinas 
SEA, SEB, SEC, SED ou SEE, mas 
detectaram a presença dos genes toxigênicos 
seg, seh, sei e sej, indicando que estes 
podem ter sido os responsáveis pela 
produção das toxinas envolvidas nos surtos 
ocorridos.  
 
Omoe et al. (2002) analisaram 143 amostras 
de S. aureus isoladas de diferentes fontes em 
relação à presença dos genes sea a sei e 
encontraram em 77,4% pelo menos um dos 
genes pesquisados. Entretanto, das 21 
amostras isoladas de leite de vacas com 
mastite, não foram detectados nenhum dos 
genes codificadores sea, seb, sed e see. 
 
Ao contrário do encontrado no presente 
trabalho, Veras (2004) analisou 30 amostras 
de Staphylococcus spp. isoladas de leite e 
derivados envolvidos em surtos de 
intoxicação alimentar quanto à presença dos 
genes sea, seb, sec e sed, e encontrou o gene 
sea em 26,6% das amostras, o gene seb em 
20%, o gene sec em 3,3% e nenhuma 
amostra apresentou o gene sed. 
 
Silva et al. (2005) encontraram baixa 
frequência de amostras de S. aureus 
enterotoxigênico em leite de vacas com 
mastite. Das 64 amostras isoladas, somente 
quatro (6%) apresentaram os genes sea e seb 
e apenas duas (3%) continham o gene sec. 
 
Borges et al. (2008) pesquisaram os genes 
toxigênicos sea, seb, sec e sed, see, sei e sej 
em 32 amostras de Staphylococcus spp. 
isoladas de queijo de coalho e constataram a 
presença dos genes sea e sec em 12 amostras 
(37,5%), inclusive amostras negativas no 
teste da coagulase, o que, mais uma vez, 
ratifica a ausência de relação entre o 
resultado positivo para o referido teste 
bioquímico e a capacidade de produção de 
toxinas. 
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Resultados semelhantes ao presente trabalho 
também foram encontrados por Luz (2008), 
em que nenhum dos 94 amostras de S. 

aureus provenientes de leite e queijo de 
coalho examinados pela PCR-Multiplex 
comportava os genes sea, seb, sec, sed, see e 

tst. Em contrapartida, nesse mesmo trabalho, 
pelo menos um dos genes que codificam as 
enterotoxinas SEG, SEH, SEI e SEJ foi 
detectado em 93,6% das amostras. O 
referido autor atribuiu a ausência de genes 
para as toxinas clássicas e a presença dos 
genes para as demais toxinas descritas ao 
tempo e à distribuição geográfica dos 
isolados toxigênicos. Segundo ele, os perfis 
dos genes para as enterotoxinas 
estafilocócicas parecem ser variáveis entre 
diferentes anos e origens geográficas. 
Andrade (2009) também analisou 95 
amostras provenientes de queijo de coalho 
quanto à presença de genes para sea, seb, 
sec, sed, see, seg, seh, sei, sej e sel e 
constatou a presença somente dos genes para 
SEG e SEH, mostrando, mais uma vez a 
ausência de genes codificadores da produção 
de enterotoxinas clássicas em queijos 
artesanais. Freitas et al. (2009) analisaram 
20 amostras de Staphylococcus spp. isoladas 
de queijo de coalho e não encontraram genes 
toxigênicos para as enterotoxinas SEA, SEB 
e SEE, porém, encontraram em 90% das 
amostras pelo menos um dos genes sec, sed, 
seg, seh, sei, sej e tst, nas respectivas 
proporções: 11%, 9%, 20%, 16%, 25%, 14% 
e 5%.  
 
Dias et al. (2011) analisaram 145 amostras 
de Staphylococcus spp. provenientes de leite 
de tanques de refrigeração de fazendas da 
região de Sete Lagoas em relação à presença 
dos genes codificadores das enterotoxinas 
estafilocócicas  SEA, SEB e SEC e 
encontraram o gene sea em 60% das 
amostras, o gene seb em 37,9% e o gene sec 
em 6,9% das amostras analisadas.  
 
Borelli et al. (2011) avaliaram a presença 
dos genes toxigênicos sea, seb, sec e sed em 

95 amostras de Staphylococcus spp. isoladas 
de queijos provenientes de três fazendas 
diferentes da região da Serra da Canastra 
(MG), em diferentes períodos de maturação, 
e não encontraram resultado positivo em 
nenhuma delas. De acordo com Santos 
(2010), a maturação é uma das formas de 
melhorar a qualidade microbiológica de um 
queijo, pois, mesmo havendo uma contagem 
inicial de patógenos elevada, esse processo 
favoreceria a combinação de fatores físicos, 
químicos e microbiológicos considerados de 
fundamental importância para a estabilidade 
e a segurança alimentar do queijo. De 
acordo com Beresford et al. (2001), a 
diminuição da contagem bacteriana ao longo 
da maturação pode estar relacionada com a 
produção de ácidos orgânicos, assim como a 
perda de água e aumento da concentração de 
sólidos totais, como o cloreto de sódio, o 
que inibe o crescimento microbiano. 
 
A intoxicação alimentar devido à ingestão 
de toxinas produzidas durante o 
desenvolvimento de Staphylococcus spp. 
configura um sério problema de saúde 
pública. Por isso, cada vez mais as pesquisas 
estão envolvidas no aprofundamento do 
conhecimento desse micro-organismo e de 
seus fatores de virulência. Apesar de não 
detectados no presente trabalho genes 
codificadores da produção de enterotoxinas 
clássicas, podem estar presentes nessas 
amostras genes para as demais toxinas não 
pesquisadas. Antigamente, as toxinas 
clássicas eram consideradas as principais 
causas de surtos; porém, as toxinas 
consideradas não clássicas também têm sido 
cada vez mais envolvidas nesses casos, 
portanto não devem ser negligenciadas.  
 
5. CONCLUSÕES 
 
A identificação de espécies de 
Staphylococcus spp. deve ser realizada 
preferencialmente por metodologia de 
sequenciamento do gene ribossomal RNA 
16S, devido à sua maior especificidade, em 
detrimento de metodologias baseadas em 
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características fenotípicas, que apresentam 
maior susceptibilidade a erros. 
 
As amostras de Staphylococcus spp. isoladas 
de queijos artesanais da região da Serra da 
Canastra (MG) apresentam resistência 
principalmente às sulfonamidas e aos β-
lactâmicos. Entretanto, apresentam elevada 
susceptibilidade às outras drogas 
comumente utilizadas em terapias 
antimicrobianas. 
 
As amostras de Staphylococcus spp. são 
inibidas por micro-organismos do gênero 
Lactobacillus, principalmente L. plantarum, 
o que ratifica o caráter benéfico e desejável 
desse micro-organismo acidolático na 
microbiota de queijos artesanais e na sua 
contribuição para a segurança alimentar 
desse tipo de produto. 
 
As amostras de Staphylococcus spp. não 
apresentam genes responsáveis pela 
codificação da produção das enterotoxinas 
clássicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE), não 
sendo, portanto, capazes de desencadear 
surtos de intoxicação especificamente por 
essas toxinas. 
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ANEXO 
 
Alinhamento das sequências obtidas pelo sequenciamento do gene 16S do rDNA com as 
sequências depositadas GenBank, utilizando o algorítimo BLAST. 
 
AMOSTRA 1 – Staphylococcus aures subsp. aureus 
FOWARD 
ACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGG
TCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGC
TTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGG
CGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAA
CTCTGTTATTAGGGAAGTACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCT
AATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
REVERSE 
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGA
CAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATG
TATTAGGCACGCCGCC 
 
AMOSTRA 2 – Staphylococcus aures subsp. aureus 
FOWARD 
AAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGAC
GGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAC
GGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGT
ACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 
REVERSE 
TTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGT
CTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGT
AAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGC
AAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCTCC
GGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGT
CCGCCGCTAACATCAGAGTAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATT
AGGCACGCCGCC 
 
AMOSTRA 3 – Staphylococcus aures subsp. aureus 
FOWARD 
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAG
ACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
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GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 
REVERSE 
TTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGT
CTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGT
AAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGC
AAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCTCC
GGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGT
CCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATT
AGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGC 
 
AMOSTRA 4 – Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 
FOWARD 
GAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAG
ATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
REVERSE  
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTCGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCTATAAGTGA
TAGCAAAACCATCTTTCACTTTAGAACCATGCGGTTCCAAATGTTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCATG
TATTAGGCACGCCGCC 
 
AMOSTRA 5 – Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 
FOWARD 
AAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGAT
GGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAC
GGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGT
ACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
REVERSE  
TTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGT
CTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTCGCCTTGGT
AAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCTATAAGTGATAGC
AAAACCATCTTTCACTTTAGAACCATGCGGTTCCAAATGTTATCCGGTATTAGCTCC
GGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCA 
CCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCAT
GTATTAGGCACGCCGCC 
 
AMOSTRA 6 – Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis 
FOWARD 
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AAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTT
GGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATC
GGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGG
TTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAA 
REVERSE 
TTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTCGCCTTGGTAAGCC
GTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTCCATCTATAAGTGATAGCAAAAC
CATCTTTCACTTTAGAACCATGCGGTTCCAAATGTTATCCGGTATTAGCTCCGGTTT
CCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCC
GCTAACGTCAAAGGAGC 
 
AMOSTRA 7 - Staphylococcus aureus 
FOWARD 
TGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAG
CTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCT
GTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACC
AAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAA
AGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTG
TTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC 
REVERSE 
TTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGT
CTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGT
AAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGC
AAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGCTCC
GGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGT
CCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGTATT
AGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCA 
 
AMOSTRA 8 – Kocuria kristinae 
FORWARD 
AAACTGGGTCTAATACCGGATGCGACTACTGCCCGCATGGGCTGGTGGTGGAAAGG
GTTATGTACTGGTCTTAGATGGGCTCACGGCCTATCAGCTGGTTGGTGGGGTAATG
GCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTA
AACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGGTAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCG
GCTAACTACGTGCCAGCA 
REVERSE 
TATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGC
CGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCA
ACCAGCTGATAGGCCGTGAGCCCATCTAAGACCAGTACATAACCCTTTCCACCACC
AGCCCATGCGGGCAGTAGTCGCATCCGGTATTAGACCCAGTTTCCCAGGCTTATCC
CAGAGTCAAAGGCAGGTCACTCACGTATTACTCACCCGTTCGCCACTCATCCACCC
GGTGCAAGCACCAGGCTTCAGCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCG
TTCGTCCTGAGC 
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AMOSTRA 9 – Staphylococcus aures subsp. aureus 
FORWARD 
GAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGA
CGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAA
CGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACG
GTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA 
REVERSE 
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGA
CAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATG
TATTAGGCACGCCGCC 
 
 
AMOSTRA 12 – Staphylococcus warneri 
FORWARD 
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA
CGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAAC
ATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAG 
REVERSE 
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGATCCATCTATAAGTGA
CAGCAAAACCGCCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGC 
 
AMOSTRA A – Staphylococcus aureus subsp. aureus 
FORWARD 
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAG
ACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 
REVERSE 
GGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCG
TGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTT
GGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGAC
AGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAGC
TCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACC
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CGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATGT
ATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGC 
 
AMOSTRA B – Staphylococcus aureus subsp. aureus 
FORWARD  
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAG
ACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTA
ACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
REVERSE  
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGA
CAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATG 
 
AMOSTRA C – Staphylococcus aureus subsp. aureus 
FORWARD 
GAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGA
CGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAA
CGGCTTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACG
GTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG 
REVERSE 
AGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCT
TGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTGA
CAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTAG
CTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCATG
TATTAGGCACGCCG 
 
AMOSTRA D - Staphylococcus aureus subsp. Aureus 

FORWARD 
TGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTT
ACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGC
GAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAAC
TCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTAC 
REVERSE 
ATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGAT
GCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
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CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTG 
 
AMOSTRA E – Staphylococcus aureus subsp. aureus 
FORWARD 
TTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCT
TACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGG
CGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAA
CTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCT 
REVERSE 
CAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGAC
CGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCC
TTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCAGCGCGGATCCATCTATAAGTG
ACAGCAAGACCGTCTTTCACTTTTGAACCATGCGGTTCAAAATATTATCCGGTATTA
GCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCGCTAACATCAGAGAAGCAAGCTTCTCGTCCGTTCGCTCGACTTGCAT
GTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAG 
 
AMOSTRA F – Staphylococcus warneri 
FORWARD 
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAA
GGCGGCTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGT
AACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATC
GTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGAC
GGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGC 
REVERSE 
CAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGAC
CGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCC
TTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATACGGCGCGGATCCATCTATAAGTG
ACAGCAAAGCCGCCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATGTTATCCGGTATTA
GCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCAT
GTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGAGC 
 


