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RESUMO 
 

DORES, Milene Therezinha das, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
Fevereiro de 2013. Enterotoxigenicidade de Staphylococcus aureus 
isolados de queijo Minas Artesanal da Canastra. Orientadora: Célia Lucia de 
Luces Fortes Ferreira. Coorientadores: Cláudia Lúcia Oliveira Pinto e Mauro 
Mansur Furtado. 
 

    

O queijo Minas artesanal é, há séculos, o único vínculo de pequenos 

produtores mineiros com o mercado, portanto é o que lhes garante o sustento. 

Estudos prévios com queijo Minas artesanais demonstraram que o S. aureus é 

a espécie que definiu o tempo mínimo de maturação necessário para se obter 

segurança microbiológica, uma vez que, permaneceu em altas contagens por 

um longo período durante a maturação.  Considerando-se que a presença de 

S. aureus é comum nesse tipo de queijo, o presente estudo objetivou-se avaliar 

a presença de S. aureus enterotoxigênico no fermento endógeno e em queijos 

Minas artesanal da região da Serra da Canastra.  Foram coletadas 16 amostras 

de fermento endógeno e de queijo em dois períodos do ano, chuvoso e seca. A 

contagem e o isolamento de S. aureus foram realizados em placas PetrifilmTM - 

Rapid S. aureus.  Para a detecção de enterotoxinas em queijo utilizou-se o 

método de Sensibilidade Ótima em Placas (OSP) para as enterotoxinas SEA, 

SEB, SEC e SED e o método ELFA-VIDAS® Staph enterotoxina II, para as 

enterotoxinas SEA, SEB, SEC1,2,3, SED e SEE. Estirpes de S. aureus foram 

testadas quanto à capacidade de produzir enterotoxinas, usando o método de 

OSP e por meio da análise de PCR para os genes de enterotoxinas clássicas. 

As contagens de S. aureus nos queijos com oito dias de maturação foram 

superiores ao limite exigido pela legislação brasileira (2,0 log UFC.g-1) e 
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variaram de 3,48 a 5,88 log UFC.g-1 para o período chuvoso e de 3,11 a 4,60 

log UFC.g-1 para o período da seca. Já as contagens de S. aureus no fermento 

endógeno foram menores, variando de < 1 a 3,11 log UFC.g-1. Apenas a 

enterotoxina SEA foi detectada pelo método OSP, estando presente em 75% 

das amostras de queijo. Nenhuma toxina foi detectada com o método ELFA-

VIDAS, no entanto, resultados falso-negativos foram encontrados, os quais 

podem ser devido à presença de possíveis interferentes, como substâncias não 

imunológicas ligadas à matriz. Observou-se que 12,5% das estirpes isoladas 

produziram SEA e SEC. Ao utilizar a técnica de PCR, apenas dois isolados 

genes de enterotoxinas (seb e seg). Embora aos resultados entre as 

metodológicas imunológicas e moleculares tenha sido contraditórias, as 

estirpes de S.aureus isoladas do fermento endógeno e do QMA apresentaram 

baixo potencial enterotoxinogênico. No entanto, os resultados encontrados 

neste trabalho evidência a necessidade de mais estudos para o 

desenvolvimento de métodos analíticos que não apresentem interferência nos 

resultados e que incluam, também, as enterotoxinas não-clássicas.  
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ABSTRACT 

 

DORES, Milene Therezinha das, D. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February of 2013. Enterotoxigenicity of Staphylococcus aureus isolated of 
the Minas Artisanal Cheese from Canastra. Adviser: Célia Lucia de Luces 
Fortes Ferreira. Co-advisers: Cláudia Lúcia Oliveira Pinto and Mauro Mansur 
Furtado. 
 

The Minas artisanal cheese is, for centuries, the only link small producers with 

the market, so it is what gives them survival. Previous studies have shown that 

cheese Minas artisanal S. aureus is the species that define the minimum time 

needed to obtain ripening microbiological safety, since, in high counts remained 

for a long period during ripening. Considering that the presence of S. aureus is 

common in this type of cheese, the present study aimed to evaluate the 

presence of S. aureus enterotoxigenic endogenous starter in Minas artisanal 

cheeses and the Serra da Canastra. We collected 16 samples of endogenous 

starter and cheese in two seasons, rainy and dry. The counting and the isolation 

of S. aureus were performed on plate count PetrifilmTM - Rapids S. aureus. For 

detection of enterotoxins in cheese it was used the method in Optimal 

Sensitivity plates (OSP) for enterotoxinas SEA, SEB, SEC and SED and 

methods ELFA-VIDAS® Staph enterotoxina II for enterotoxins SEA, SEB, 

SEC1,2,3, SED and SEE. Strains S. aureus were tested for their ability to 

produce enterotoxins, using the OSP and by PCR analysis for the classical 

enterotoxin genes. The counts of S. aureus in cheese ripening eight days were 

above the limit required by Brazilian law -2.0 log CFU g-1, and ranged from 3.48 

to 5.88 log CFU g-1 for rainy season and from 3.11 to 4.60 log CFU g-1 for the 

period of drought. Since counts of S. aureus in endogenous leaven were lower, 

ranging from <1 to 3.11 log CFU g-1. Only the enterotoxin SEA was detected by 

the OSP method, being present in 75% of samples of cheese. No toxin was 
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detected with the method ELFA-VIDAS however false negative results were 

found, which may be due to the presence of possible interferences, such as 

substances not related to immune matrix. It was observed that 12.5% of the 

strains isolated produced SEA and SEC. When using the PCR assay, one 

isolate showed enterotoxin gene. When using the PCR assay, only two isolates 

enterotoxin genes (seb e seg). Although the results of the immunological and 

molecular methodology have been contradictory, S. aureus strains isolated from 

the endogenous starter and QMA showed low potential enterotoxinogênico. 

However, the findings in this study highlight the need for further studies to 

develop analytical methods that do not show interference in the results and 

include also the non-classical enterotoxins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O queijo Minas artesanal produzido na região da Serra da Canastra é 

um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil, responsável 

pela geração de renda de um grande número de pequenos produtores rurais. 

Sua produção centenária caracteriza-se pela utilização de leite cru recém-

ordenhado e de fermento endógeno natural, originado da batelada do dia, 

adicionado para direcionar a fermentação. As principais espécies que 

compõem este fermento endógeno são Lactobacillus, Lactococcus e 

Streptococcus, com contagem de, aproximadamente, 8 log UFC.mL-1 

(BORELLI et al., 2006; NÓBREGA et al., 2008).  

Os queijos artesanais têm sido objetos de pesquisa associado a sua 

importância econômica e social, e principalmente às constantes reformulações 

da legislação brasileira na tentativa de adequar as especificidades deste 

produto às regulamentações. A regulamentação mais recente, publicada em 16 

de dezembro de 2011 no diário Oficial da União, foi a Instrução Normativa n°. 

57. A nova regra define que a produção de queijos artesanais com maturação 

inferior a 60 dias é restrita às queijarias situadas em regiões certificadas ou 

tradicionalmente reconhecidas e em propriedade produtora de leite cru. No 

entanto, ainda não existem pesquisas conclusivas de que queijos artesanais 

produzidos de acordo com as normas vigentes da legislação brasileira não 

apresentam risco para o consumidor, uma vez que queijos de produtores 

cadastrados pelo Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA) apresentaram baixa 

qualidade microbiológica quando pesquisados.  

Por ter sua produção totalmente artesanal, os queijos mineiros muitas 

vezes não seguem os padrões de segurança alimentar exigido, Assim esse 
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produto podem veicular micro-organismos e substâncias tóxicas e, assim, 

representar um risco à saúde pública. Altas contagens de patógenos muitas 

vezes acima dos valores permitidos pela legislação são os resultados mais 

comuns encontrados na literatura relacionados ao queijo artesanal mineiro 

ainda fresco. Esta baixa qualidade microbiológica normalmente está associada 

às más condições higiênicas sanitárias e à manipulação inadequada durante o 

processamento.  

Staphylococcus sp. é um dos agentes patogênicos mais comuns, 

responsável por causar surtos de intoxicação alimentar. Entre os alimentos 

envolvidos nestes surtos de intoxicação, o leite cru e os queijos são os 

produtos lácteos mais incriminados, sendo S. aureus o agente etiológico mais 

frequente nas investigações epidemiológicas (DE BUYSER et al., 2001; IKEDA 

et al., 2005).  

Determinações microbiológicas em queijos artesanais têm indicado a 

presença de S.aureus em concentrações muitas vezes acima daquelas 

permitidas pela legislação (PINTO, 2004; ARAÚJO et al., 2005; BORELLI; 

MARTINS 2006; DORES, 2007). Por outro lado, existem poucos relatos ou 

notificações de toxinfecções estafilocócicas relacionadas ao seu consumo.  

Dores (2013) analisou o período mínimo de maturação necessário para 

atingir a segurança microbiológica em queijos Minas artesanal da Canastra e 

constatou que S. aureus foi a espécie que definiu o período de maturação, por 

permanecer por mais tempo com contagens acima da permitida pela legislação 

brasileira, 2,0 log UFC.g-1  (Lei Estadual nº. 14.185, de janeiro de 2002 

(alterado pelo decreto nº 44.864, de agosto de 2008).  O autor verificou a 

presença desse micro-organismo após 64 dias de maturação a 10 oC e estimou 

que seriam necessários 84 dias de maturação à mesma temperatura para 

redução aos níveis aceitáveis. Resultados semelhantes foram encontrados por 

Martins (2006) ao acompanhar a maturação dos queijos artesanais do Serro.  

Considerando-se que a presença de S. aureus é comum em queijos 

Minas artesanal e a inexistência de relatos de surtos de intoxicação 

estafilocóccica ao seu consumo, objetivou-se, neste estudo, avaliar a presença 

de S. aureus enterotoxigênicos no fermento endógeno e em queijos Minas 

artesanal da região da Serra da Canastra. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1. Históricos da produção de queijos artesanais 

 

Queijo é o nome genérico dado a um grupo de alimentos fermentados à 

base de leite e produzido em uma ampla variedade de sabores e formas em 

todo o mundo. Embora o objetivo primordial do queijo seja conservar os 

principais constituintes do leite, ele evoluiu, tornando-se um alimento da alta 

gastronomia com qualidades peculiares, além de ser altamente nutritivo (FOX; 

MCSWEENEY, 2004).  

Embora existam muitas teorias sobre a origem do queijo – e muitas 

lendas também –, dois dados importantes permanecem sem explicação: a 

origem e quando exatamente esse alimento surgiu. Com relação ao tempo, 

sabe-se que já havia queijos na Mesopotâmia por volta de 6000 aC 

(LEANDRO, 2008). A Bíblia cita este produto em mais de uma passagem do 

Velho Testamento e, no antigo Egito, murais em tumbas mostram cenas de 

fabricação de queijo. Os egípcios estão entre os primeiros povos que cuidaram 

do gado e tiveram, no leite e no queijo, fonte importante de sua alimentação. 

Isso foi possível porque o fértil vale do Nilo possuía ricas pastagens 

importantes para a alimentação do gado (FOX; MCSWEENEY, 2004; 

LEANDRO, 2008). Uma das lendas que envolvem a produção de queijos atribui 

a um nômade árabe que, em uma de suas jornadas pelo deserto, teria levado 

como alimento um pouco de leite em um cantil feito de estômago seco de 

carneiro. Após certo tempo o leite teria se tornado sólido e com sabor 

agradável (PERRY, 2004). 
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O queijo primitivo era apenas o leite coagulado, desprovido de soro e 

sal, mas foi durante o Império Romano que os queijos atingiriam o alto padrão 

de aperfeiçoamento. A técnica de maturação já havia sido desenvolvida e as 

casas possuíam um espaço próprio para a fabricação e a “cura” dos queijos. 

Na Idade Média, os monges cristãos transformaram a fabricação de queijos em 

uma verdadeira arte, introduzindo muitas das variedades consumidas ainda 

hoje.  

Em 1267, foi fundada na França a primeira fruitières, ancestral das 

cooperativas laticinistas, que produzia os queijos Beaufort, Emmenthal e 

Comté. No século XIX, iniciou-se a produção em massa de queijos, mas 

somente na segunda metade do século XIX ela realmente alavancou. Isso 

aconteceu quando Louis Pasteur descobriu que as fermentações que 

determinavam os diversos tipos de queijos não eram próprias do leite, mas sim 

provocadas por organismos microscopicamente vivos. Essa descoberta 

possibilitou o isolamento e a seleção desses micro-organismos, permitindo que 

os queijos fossem fabricados durante todo o ano e com diferentes 

características. Além disso, tal descoberta foi o princípio da era industrial 

queijeira e o fator mais importante para a rápida disseminação do queijo pelo 

mundo. Os métodos artesanais, no entanto, não desapareceram por completo 

e ainda são empregados na fabricação de muitos queijos, bastante valorizados 

pela sua raridade e personalidade, além de retratar a história de um povo 

(LEANDRO, 2008).  

 

 

2.2. Queijos Artesanais no Brasil e no mundo 

  

Atualmente mais de 1.000 variedades de queijos são fabricadas no 

mundo, com uma produção que excede 14 milhões de toneladas por ano. A 

União Europeia é a maior produtora e consumidora mundial de queijos, sendo 

que em 2011, produziu cerca de  7,0 milhões de toneladas, o que corresponde 

a cerca de um terço de todo o leite produzido (USDA, 2012). Desse total, 

aproximadamente 700.000 toneladas do produto artesanal são produzidas 

anualmente. Em virtude da produção em grande escala e das vastas áreas de 

produção, os queijos artesanais europeus têm grande importância social e 
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econômica em vários países (MCSWEENEY et al., 2004; LIMA FILHO; 

POMBO, 2010).  

A França fabrica cerca de 400 variedades de queijos e representa o 

terceiro maior produtor, com 1,9 milhão de toneladas em 2011, depois da 

Alemanha, com 2 milhões de toneladas, e dos Estados Unidos, com 4,7 

milhões por ano. O consumo per capita é de 23 kg/ano, não sendo superado 

por nenhum outro país (USDA, 2012). Dentre os queijos artesanais franceses, 

destacam-se o Roquefort, produzido com leite de ovelha e maturado por pelo 

menos três meses em cavernas naturais, o Camembert e o Brie. A Itália ocupa 

o terceiro lugar na variedade de queijos fabricados na Europa. Cerca de 50% 

do leite produzido em território italiano é direcionado para fabricação de 

queijos, dentre eles o Parmigiano-Reggiano que é o mais vendido no mundo, 

produzido na região de Emília-Romanha, na Itália Central (ZANONNI, 2010).  

No Brasil, a origem do queijo data do período colonial, em meados do 

século XVIII, época da mineração do ouro, quando os portugueses trouxeram 

para o Estado de Minas Gerais uma legião de garimpeiros que fabricavam o 

queijo para consumo próprio, na tentativa de imitar o famoso queijo português 

Serra da Estrela. Diferenças ambientais como clima, relevo e pastagens, além 

de ingredientes adaptados da própria região, como o tipo de coalho e 

fermentos utilizados, diferiram muito o queijo Minas do queijo Serra da Estrela. 

Atualmente, o queijo Minas artesanal é um alimento definitivamente 

incorporado no cardápio dos brasileiros.  

De acordo com dados divulgados pela Associação Brasileira das 

Indústrias de Queijo (ABIQ), na última década a produção de queijos no Brasil 

cresceu a uma taxa de 5% ao ano, o que culminou na produção de quase 700 

mil toneladas em 2011. No entanto, as estatísticas sobre a produção e o 

consumo de queijos artesanais brasileiros ainda são escassas; estima-se que o 

segmento de queijos artesanais no País represente 40% do volume total de 

queijos produzidos. Dentre os vários queijos produzidos artesanalmente, 

destacam-se aqueles que já se tornaram conhecidos como típicos de 

determinadas regiões ou estados e/ ou cujos nomes são associados a um tipo 

de queijo específico. Assim, a denominação dos queijos muitas vezes é ligada 

ao nome do município de sua origem ou ao seu local de maior produção. As 

principais regiões produtoras e os respectivos queijos artesanais são: i) o 

queijo Minas, produzido no Estado de Minas Gerais; ii) o queijo de coalho e o 
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queijo de manteiga, produzidos na Região Nordeste; iii) o queijo Serrano e o 

queijo Colonial, produzidos na Região Sul; e iv) o queijo Caipira, produzido no 

Estado do Mato Grosso do Sul. Em Minas Gerais há, ainda, a produção do 

queijo parmesão artesanal, na região do Suaçuí, e a produção de mussarela 

cabacinha, no norte do estado (SILVA, 2007).  

 

 

2.3. Queijos Minas Artesanais  

 

Produzido a partir de leite cru, seu modo de fabricação até hoje faz parte 

da cultura de um povo e constitui um patrimônio a ser preservado, como um 

testemunho do passado e de uma maneira de viver (MINISTÉRIO DA 

CULTURA, DECRETO nº. 3.551, de 4 de agosto de 2000). No Estado de Minas 

Gerais, esta atividade artesanal é, comprovadamente, geradora de renda para 

as famílias que vivem da agricultura familiar e está presente em mais de 600 

dos 853 municípios do estado. Os queijos Minas artesanais (QMA) fabricados 

diretamente na fazenda a partir de leite cru representam mais de 29 mil 

toneladas/ano e mantêm na atividade mais de 25 mil produtores. Destes, 9.445 

são produtores rurais das cinco principais regiões tradicionais (EMATER, 2009 

[n.p.]): Serro, Cerrado, Araxá, Serra da Canastra e Campos das Vertentes, 

como indicado na Figura 1.  

 

 
Figura 1 – Regiões tradicionalmente produtoras de queijo Minas artesanais 
Fonte: Emater (2003). 
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A região de Campos das Vertentes foi identificada oficialmente como 

produtora de QMA, em 2009 (IMA, 2009), entretanto, as informações sobre 

essa produção são ainda escassas.  

Ao analisar os dois últimos censos sobre a produção de QMA no Estado 

de Minas Gerais realizados pela Emater, em 2003 e 2008, percebe-se um 

decréscimo de 16% do número de produtores e de 22% da produção total de 

QMA. Este fato foi, provavelmente, ocasionado pela baixa valorização do 

produto, pelo aumento das exigências fiscais, aliado à ausência de 

implementação de políticas públicas voltadas para o setor e pela transferência 

da produção para a entrega do leite fluido. 

Os queijos Minas artesanais do Estado de Minas Gerais são fabricados 

basicamente com a mesma tecnologia. Estudos demonstram que a principal 

diferença entre os queijos fabricados nas regiões de Araxá, da Canastra, do 

Cerrado e do Serro está no fato de, na região do Serro, a prensagem manual 

ser realizada sem o auxílio de tecido, como nas outras três regiões (EMATER, 

2003; ARAÚJO, 2004; PINTO, 2004; MARTINS, 2006; DORES, 2013). Porém, 

as características finais do queijo variam conforme a região do estado onde é 

produzido. Além do coalho e do sal, os produtores artesanais utilizam um 

fermento endógeno, como coadjuvante à produção do queijo. Diariamente, 

após enformagem e salga do queijo, parte do soro eliminado é coletada e 

adicionada à produção subsequente. Esse fermento endógeno, comumente 

conhecido como “pingo”, contém diversos grupos microbianos que direcionam 

a fermentação e maturação do queijo (NÓBREGA, 2007). Essa prática insere 

uma microbiota diversificada no produto, representativa da região na qual o 

produto é fabricado, e confere ao queijo características sensoriais diferenciadas 

e endêmicas. Os queijos Minas artesanais possuem formato cilíndrico e peso 

de, aproximadamente, 1 kg. Sua maturação é realizada à temperatura 

ambiente, por um período quase nunca superior a oito dias, pela grande 

maioria dos produtores. Na Figura 2 está representado o fluxograma de 

produção, com o destaque para a principal diferença em sua fabricação de 

acordo com a região.  
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1 Realizada com o auxílio de tecido nos queijos Canastra, Araxá e Cerrado. 
 
Figura 2 – Fluxograma do processo de fabricação do queijo Minas artesanal 
Fonte: Araújo (2004), Martins (2006) e Dores (2013). 
 
 

2.4. Aspectos legais da fabricação de QMA  

 

A primeira regulamentação sobre os queijos artesanais (QA) foi feita em 

2000, por meio da Resolução nº. 7 do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA). Essa regulamentação estabelece que a 

comercialização de queijos fabricados a partir de leite cru seria permitida e 

regularizada pelo Serviço de Inspeção Federal (SIF), para aqueles queijos com 

o tempo mínimo de 60 dias de maturação (BRASIL, 2000). Porém, o longo 

tempo de maturação imposto compromete suas características sensoriais e sua 
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comercialização. Assim, a falta de atendimento a essa regulamentação fez com 

que a comercialização do QMA fosse restrita ao Estado de Minas Gerais.  

Em 2002, foi regulamentada a Lei Estadual nº. 14.185 (MINAS GERAIS, 

2002), específica para QMA. Essa lei apresenta definição de fabricação, 

embalagem e transporte do QMA e estabelece, ainda, a obrigatoriedade de 

certificação de qualidade dos produtores e o cadastramento oficial das 

queijarias no Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA). A elaboração dessa lei foi 

considerada um avanço, pois direcionou os aspectos físicos de produção do 

QMA. No entanto, os 60 dias de maturação e o impedimento de sua 

comercialização em outros estados brasileiros foram mantidos, levando o 

produtor mineiro a continuar comercializando sua produção em condições de 

clandestinidade.  

A partir desse impasse, constatou-se que o QMA nunca havia sido 

estudado, que sua tecnologia de fabricação era desconhecida, assim como o 

período mínimo de maturação suficiente para que o produto fosse 

disponibilizado de acordo com os padrões de segurança para consumo. Os 

produtos disponibilizados no mercado eram consumidos com uma faixa ampla 

de maturação, menor do que cinco e maior do que 30 dias, no entanto, em 

nenhuma situação encontrava-se um QMA com 60 dias. Devido às 

características sensoriais desse queijo, 60 dias de maturação está além do que 

a tecnologia permite. O tempo de maturação de 60 dias para atender à 

legislação, que é a reedição do que já existia desde 1952 (Decreto no 

30.691/1952), resulta em um queijo totalmente fora das características físico-

químicas e sensoriais do QMA tradicionalmente comercializado há mais de 200 

anos. Essa situação estimulou a academia a estudar o processo de fabricação 

nas regiões envolvidas e a determinar o tempo de maturação mínimo para que 

os QMA pudessem ser consumidos dentro dos níveis microbiológicos definidos 

pela legislação. Deve-se ressaltar que esses níveis microbiológicos são 

aqueles indicados para queijos que apresentam baixa umidade e feitos com 

leite pasteurizado. Os primeiros estudos indicaram ainda dois tipos de 

fabricação nas quatro regiões, diferenciados pelo modo de prensagem. Nas 

regiões da Canastra, de Araxá e do Cerrado, o QMA é tradicionalmente 

prensado com auxílio de tecido, enquanto no Serro a prensagem é feita sem o 

tecido. Essa diferença define o tempo de maturação, assim como os aspectos 

sensoriais característicos do queijo produzido com os dois modos de 
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prensagem. Dessa forma, os estudos científicos conduzidos até o momento, 

nas duas estações do ano (período da seca e das chuvas), indicaram para a 

região do Serro uma maturação mínima de 17 dias (MARTINS, 2006) e no 

QMA das outras três regiões de 22 dias (DORES, 2013). Outro aspecto 

observado nas regiões foi o desconhecimento das Boas Práticas de Fabricação 

(BPF) pela maioria dos produtores, assim como da necessidade de adequação 

física das unidades produtoras. Essas inadequações refletiam na qualidade da 

grande maioria dos produtos comercializados.  

Com base em dados restritos sobre a maturação e muitos 

questionamentos, o Ministério da Agricultura regulamentou a Instrução 

Normativa (IN) nº. 57, publicada em 16 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011). 

De acordo com a Secretaria de Agricultura do Estado de Minas Gerais, essa IN 

tem como objetivo viabilizar a saída do mercado informal sem excluir 

agricultores e sem descaracterizar o QMA. A nova regra permite a 

comercialização de queijos artesanais com maturação inferior a 60 dias, 

contudo, a produção fica restrita a queijarias situadas em regiões certificadas 

ou tradicionalmente reconhecidas e na unidade produtora de leite cru. Assim, o 

período de maturação inferior a 60 dias será definido por pesquisas e estudos 

específicos, que deverão ser avaliados por comitês técnico-científicos 

designados pelo MAPA. No entanto, a regulamentação ainda traz 

questionamentos, pois não especifica como e quando serão feitos os estudos 

para definir o período de maturação dos queijos produzidos com leite cru. Outro 

aspecto é o fato de os comitês técnico-científicos, até o momento, não se 

encontrarem instituídos. 

 

2.5. Aspectos relacionados à segurança microbiológica do QMA  

 

Existe um conjunto de fatores característicos do QMA e do seu processo 

de fabricação que desempenha papel de destaque no controle da microbiota 

indesejável e que é importante para a segurança de consumo desses queijos. 

Entre esses fatores destacam-se: i) a qualidade da matéria-prima; ii) a 

aplicação das Boas Práticas de Fabricação (BPF); iii) a presença de uma 

microbiota endógena rica em bactérias lácticas, presentes tanto no leite cru 

como no fermento endógeno, importante no direcionamento das características 
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sensoriais e de segurança para o produto final; e iv) a temperatura e o tempo 

de maturação. 

 

2.5.1. Qualidade do leite utilizado na fabricação dos QMA 

 

A qualidade da matéria-prima utilizada para produção de QMA é 

fundamental para a qualidade do produto final. Os fatores importantes para a 

qualidade microbiológica da matéria-prima estão relacionados principalmente à 

saúde do rebanho, que deve ser submetido a um controle rigoroso, 

acompanhado por um médico veterinário; à adoção de BPF; ao treinamento 

dos manipuladores; e ao acompanhamento da qualidade dos queijos 

produzidos nessas regiões. Esse acompanhamento deve ser interativo, uma 

vez que ao manipulador interessa saber onde pode e deve melhorar.  

No Brasil, o leite in natura não é considerado de boa qualidade 

microbiológica, portanto, os cuidados durante as etapas de fabricação dos 

QMA devem ser redobrados e a maturação desses produtos deve ser 

mandatória, pois é somente pela maturação que esses queijos se tornarão 

seguros para o consumo. 

Em países da Europa, onde o agricultor familiar é valorizado pela sua 

dedicação aos produtos artesanais, os cuidados básicos com o rebanho, 

essenciais para que os produtos cheguem à mesa do consumidor com 

qualidade, são subsidiados (PITOMBO, 2008). Para que haja sucesso nas 

medidas governamentais, que têm acenado apoio às práticas artesanais, os 

responsáveis por essas medidas deverão repensar e considerar ações nesse 

sentido. Vale ressaltar que a qualidade do leite é fundamental e que qualquer 

ação ao longo da cadeia que desconsiderar a qualidade inicial dessa matéria-

prima irá comprometer o produto final. 

 

2.5.2. Boas Práticas de Fabricação 
 

As Boas Práticas de Fabricação (BPF) são um conjunto de normas 

empregadas em produtos, processos, serviços e edificações, visando a 

promoção e a certificação da qualidade e da segurança do alimento (BRASIL, 

1997). A utilização das BPF por produtores rurais é fundamental para melhoria 

do ambiente e da manutenção dos recursos naturais, além de garantir produtos 
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de padrão mais elevado, aumentando a segurança e a qualidade de vida das 

pessoas que os consomem.  

Para produção do QMA, as BPF são abordadas em três portarias 

promulgadas pelo IMA: Portaria nº. 517, de 14 de junho de 2002, que 

estabelece normas de defesa sanitária para rebanhos fornecedores de leite 

para produção de QMA; Portaria nº. 518, de 14 de junho de 2002, que dispõe 

sobre requisitos básicos das instalações, dos materiais e dos equipamentos 

para fabricação do QMA; e Portaria nº. 523, de 23 de julho de 2002, que 

estabelece normas sobre as condições higiênico-sanitárias e as boas práticas 

de manipulação e fabricação (IMA, 2002).  

Diagnósticos sobre as condições físicas e as BPF das regiões 

produtoras de QMA (ARAÚJO, 2004; MARTINS, 2006; PINTO et al., 2009) 

indicaram a necessidade de adequações estruturais das propriedades e das 

BPF para melhorar a qualidade dos queijos produzidos nessas regiões. Os 

autores constataram a não conformidade e a contaminação microbiana no leite 

cru em um grande número de propriedades rurais, assim como no queijo 

recém-produzido e na água de consumo. Além disso, as condições físicas 

exigiam cuidados especiais. Intervenções nesses aspectos foram consideradas 

prioritárias para propiciar um queijo maturado com qualidade, dentro dos 

prazos definidos. 

 

2.5.3. Microbiota endógena do leite cru: o papel das bactérias lácticas 

 

O grupo das BAL compõe-se de gêneros microbianos que apresentam 

algumas características fenotípicas comuns, como: são cocos ou bacilos gram-

positivos, catalase negativos e não esporulam. No entanto, a principal 

característica comum é a capacidade de fermentar açúcar, o que garante a 

esse grupo a função tecnológica, ou seja, o desenvolvimento de flavor, aroma e 

textura e a capacidade de promover a conservação de alimentos, associada à 

diminuição do pH, consequência da produção de ácido orgânico e da produção 

de agentes antimicrobianos, como as bacteriocinas (JAY, 2005). A combinação 

desses fatores limita a multiplicação microbiana indesejável. Portanto, as BAL 

desempenham papel importante na segurança microbiológica dos alimentos. 

Uma característica peculiar na produção de QMA é que, normalmente, 

não são utilizadas culturas iniciadoras comerciais, sendo este papel 
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desempenhado pela microbiota láctica proveniente do ambiente, do leite cru e 

do fermento endógeno, tradicionalmente conhecido como pingo nas regiões 

produtoras desse queijo. Dentre os diferentes grupos microbianos presentes no 

leite cru e no fermento endógeno, o mais conhecido e estudado é o das 

bactérias do ácido láctico (BAL), sendo os gêneros Lactobacillus, Lactococcus, 

Enterococcus, Streptococcus e Leuconostoc os mais encontrados nesse 

ambiente. 

A composição do fermento endógeno é variável e parece ser 

influenciada pelo meio ambiente, pelo sistema de ordenha, pela tecnologia 

empregada na fabricação do queijo e pela época do ano (BORELLI, 2006; 

NÓBREGA, 2007). No fermento endógeno usado para produção do QMA na 

Serra da Canastra, as BAL predominantes pertencem ao gênero 

Lactococcus/Streptococcus (NÓBREGA, 2007) e Lactobacillus, sendo as 

espécies L. plantarum e L. casei as que predominam nos queijos produzidos na 

mesma região (BORELLI, 2006), o que pode ser constatado no Quadro 1. Já 

no fermento endógeno proveniente da região do Serro, os gêneros 

predominantes são Lactococcus e Streptococcus (LEITE, 1993). 

 

Quadro 1 – Perfil das BAL encontradas no fermento endógeno utilizado na fabricação do QMA 
na região da Serra da Canastra  

Grupos Microbianos Contagens (log UFC.mL-1) 

Lactococcus/Streptococcus 7,07 

Enterococcus  
 

E. faecalis 6,79 

Lactobacillus  
 

L. plantarum  9,00 

L. casei 7,41 

Leuconostoc 6,00 
Fonte: Borelli (2006) e Nóbrega (2007). 

 

O gênero Lactococcus também tem sido considerado predominante em 

vários queijos artesanais produzidos em outros países, como nos queijos 

Ibores, Roncal e Idiazábal (ARIZCUN et al., 1997; MAS et al., 2002), 

Peñamellera (ESTEPAR et al., 1999), Dulce, Telemea e Urda (ZAMFIR et al., 

2005), Manchego (BALESTEROS, 2006), Casín (ALEGRÍA et al., 2009) e São 

Jorge (KONGO et al., 2009). Além da verificação da presença do gênero 

Lactococcus na maioria desses queijos, foram encontradas predominando 

espécies dos gêneros Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostc e 
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Streptococcus. Embora a importância da diversidade microbiana tenha sido 

demonstrada nos QA produzidos em outros países, no Brasil são escassos os 

estudos sobre essa diversidade (NÓBREGA, 2007). 

 

2.5.4. Tempo e temperatura de maturação 

 

Os QMA, quando comercializados sem maturação, não apresentam 

qualidade microbiológica adequada, portanto, podem se tornar um risco para a 

saúde do consumidor (MARTINS, 2006; DORES, 2013). Uma das formas de 

melhorar a qualidade microbiológica de um queijo, mesmo diante de uma alta 

contagem inicial de patógenos, é a maturação, uma vez que ela favorece a 

combinação de fatores físicos, químicos e microbiológicos, considerados 

fundamentais para a estabilidade e segurança do queijo (BERESFORD, 2001). 

A maturação corresponde à fase de complexas transformações 

bioquímicas, que se processam tanto na periferia como no interior da massa, 

sob a ação de enzimas, na sua maioria de origem microbiana (MCSWEENEY, 

2004). Os fatores que mais afetam o crescimento dos micro-organismos no 

queijo durante a maturação são temperatura (T), potencial redox (Eh), atividade 

de água (Aw) e pH (FERREIRA, 2004). Além dos fatores físico-químicos, a 

atividade antimicrobiana de bactérias lácticas diante de micro-organismos 

patogênicos e deterioradores será discutida posteriormente.  

Aliada à maturação, a temperatura em que esta ocorre é de extrema 

importância para o direcionamento da microbiota contaminante. Sabe-se que 

em QA a temperatura ambiente leva à fermentação desejável, o que favorece a 

fermentação láctica (MARTINS, 2006; DORES, 2013). O QMA somente deve 

ser submetido à temperatura de refrigeração após ter sido maturado. A 

refrigeração inibe bactérias do ácido láctico (BAL) e, consequentemente, leva à 

maturação inadequada, se essa refrigeração for antecipada. Sendo a 

maturação o processo de segurança dos queijos produzidos com leite cru, a 

inibição de BAL irá favorecer a manutenção de micro-organismos indesejáveis, 

como deterioradores e patogênicos potencialmente presentes no leite cru. 

Na literatura internacional, várias são as publicações sobre QA e o papel 

da maturação na segurança desses queijos (MANOLOPOULOU et al., 2003; 

FLÓREZ, 2006; KONGO et al., 2009; BERTOLINO, 2011). Já no Brasil, poucas 

são as pesquisas sobre o assunto. Martins (2006) e Dores (2013) 
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acompanharam o processo de maturação de QMA produzidos no Serro e na 

Canastra, respectivamente. Os autores avaliaram o processo de maturação 

desses queijos semanalmente, durante 64 dias, em duas temperaturas de 

armazenamento, ambiente (25°C±2) e refrigeração (10 °C ± 2). A maturação à 

temperatura ambiente foi decisiva para atender aos aspectos microbiológicos 

indicados pela legislação brasileira. Dessa forma, ficou definido que aos 22 

dias de maturação o queijo Canastra atinge os limites de segurança 

microbiológica, ao passo que na região do Serro esses limites são atingidos 

mais precocemente, aos 17 dias (Tabela 1). Essa diferença resulta 

basicamente do processo de prensagem da massa, que permite maior 

concentração de lactose. Essa fonte de energia está em maior concentração 

nos queijos prensados sem tecido, pois permite maior produção de ácido pelas 

BAL, o que desfavorece o desenvolvimento de patógenos (Quadro 2). 

 

Quadro 2 – Estimativa do período mínimo de maturação à temperatura ambiente (25ºC) e de 
refrigeração (10ºC) dos queijos Canastra e Serro, de acordo com as exigências microbiológicas 
estabelecidas pela legislação vigente 

Contagens Temperatura 
Legislação Estadual (Lei no 14.185/2002) 

Canastra Serro 

Coliformes a 
30 °C 

Ambiente 10 dias 13 dias 

Refrigerado 35 dias 28 dias 

E. coli 
Ambiente 13 dias 17 dias 

Refrigerado 32dias 25 dias 

S. aureus 
Ambiente 22 dias 17 dias 

Refrigerado 84 dias 63 dias 
Fonte: Martins (2006) e Dores (2013). 

 

Embora não conste na Tabela 4, a maturação à temperatura ambiente 

também foi decisiva para inibição de Salmonella spp. em queijos do Serro com 

15 dias de maturação, ao passo que não foi constatada a presença de Listeria 

monocytogenes em nenhuma das amostras. Esses gêneros não foram 

encontrados nas amostras do queijo da Canastra.  

 

2.6. Staphylococcus aureus 

 

Espécies estafilocócicas estão entre os principais patógenos humanos 

veiculados por alimentos. Produzem uma ampla variedade de enterotoxinas 

potencialmente patogênicas para o homem e são responsáveis por grande 
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parte dos surtos de origem alimentar no Brasil e no mundo (DE BUYSER et al., 

2001; CARMO et al., 2002).  

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococaceae e, 

atualmente, segundo Euzéby (2012), há citação de 47 espécies e 24 

subespécies no gênero Staphylococcus, sendo a espécie S. aureus o principal 

patógeno. A habilidade de produzir coagulase divide as espécies em dois 

grupos: as espécies coagulase positivas, incluindo S. aureus subsp. aureus; S. 

aureus subsp. anaerobius; S. hyicus; S. lutrae; S. intermedius; S. 

pseudointermedius; S. schleiferi subsp. coagulans e S. delphini e, os 

estafilococos coagulase negativos. A espécie S. hyicus é, variavelmente 

coagulase positiva e, frequentemente, incluída como coagulase negativa.  

A intoxicação causada por S. aureus manifesta-se logo após a ingestão 

do alimento contaminado com enterotoxinas pré-formadas. Franco e Landgraf 

(2008) relataram que não existe uma concordância sobre a dose infectante de 

toxina capaz de causar sintomas em seres humanos, porém, de maneira geral, 

estima-se que esteja entre 0,015 µg e 0,375 µg de enterotoxina por quilo de 

peso corpóreo. Lamaita et al. (2005) descreveram que é necessário menos que 

1µg de toxina pura para desencadear os sintomas característicos de 

intoxicação estafilocócica, sendo que a população de 105 UFC.g-1 (ou UFC.mL-

1) de estafilococos/g ou mL de alimento é considerada suficiente para provocar 

um quadro de intoxicação, enquanto que Jay (2005) relatou que 200 ng seriam 

suficientes para causar a enfermidade.  

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes 

condições ambientais fazem com que o S. aureus desenvolva-se com 

facilidade em vários alimentos (CARMO, 2002; LOIR et al., 2003). Para Peresi 

et al. (2004) e Pelisser et al. (2009), alimentos submetidos à extensa 

manipulação e aqueles mantidos à temperatura ambiente por longos períodos 

estão entre os mais relacionados à ocorrência de surtos. Associado à intensa 

manipulação e ao fato de serem produzidos com leite cru, os QA são alimentos 

propensos à presença de S. aureus e suas enterotoxinas (Tabela 2). Trabalhos 

com queijos artesanais têm indicado a presença de S.aureus em níveis muitas 

vezes acima dos permitidos pela legislação (PINTO et al., 2004; ARAÚJO et 

al., 2005; BORELLI; MARTINS, 2006; DORES, 2013). Por outro lado, existem 

poucos relatos ou notificações de surtos de toxinfecções estafilocócicas 

relacionadas ao seu consumo.  
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2.6.1. Caracterização das enterotoxinas estafilocócicas 

 

As enterotoxinas estafilocócicas (SE) representam a família dos 

principais grupos sorológicos de toxinas termoestáveis; elas agem como 

potentes toxinas gastrintestinais (BALABAN et al., 2000). Essas constituem um 

grupo de proteínas de cadeia simples de baixa massa molar. Os aminoácidos 

que as compõem são similares em alguns aspectos, como: alto teor de lisina, 

ácido aspártico e tirosina. As SE são nomeadas com as letras do alfabeto de 

acordo com a ordem cronológica de suas descobertas. Já foram descritos 22 

tipos de enterotoxinas distintas (BALABAN et al., 2000; LOIR et al., 2003). As 

suas sequências já foram clonadas para a localização dos genes responsáveis 

pela codificação destas proteínas (BERGDOLL, 1990). Essas enterotoxinas 

são classificadas em clássicas SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED, SEE e não 

classicas: SEG, SEH, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ e SEU 

(CARMO et al., 2002;  ORWIN et al., 2003; SCHERRER et al., 2004; KUMAR 

et al., 2009). 

A ingestão de SE, além de gastroenterites, pode causar baixa pressão 

sanguínea e edema pulmonar (BERGDOLL, 1990), embora, em casos 

isolados, doses agudas podem causar a morte devido a complicações 

(SCHERRER et al., 2004). Outro fator de virulência é a toxina da síndrome do 

choque tóxico (TSST-1) (CARDOSO, 1999). Essa toxina é provavelmente 

susceptível à clivagem pela pepsina, podendo ser menos estável nos intestinos 

em comparação com as SE (DINGES, 2000). A doença causada pela TSST-1 é 

aguda e caracteriza-se por febre alta, hipotensão e envolvimento de três ou 

mais órgãos sistêmicos (CHESNEY, 1989; BALABAN, 2000; JAY, 2005 ). 

 

2.6.2. Fatores que interferem na inibição da síntese de enterotoxina 

estafilocócica  

 

Outro efeito também importante para segurança do queijo artesanal é o 

das BAL sobre S. aureus. Em estudos desenvolvidos sobre a interação desses 

dois grupos constatou-se que a possível interferência das BAL sobre S. aureus 

varia em função de diversos fatores, como acidificação, produção de 

bacteriocina, produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e competição 

nutricional (NOVICK, 2003; CHARLIER, 2009). Essa interferência pode ocorrer 
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em dois níveis: i) por dificultar sua fisiologia de crescimento; ou por ii) interferir 

na expressão dos fatores de virulência, prejudicando assim seu potencial 

patogênico (CHALIER, 2009).  

Trabalhos com QMA têm indicado a presença de S. aureus em 

concentrações muitas vezes acima dos limites permitidos pela legislação (2,0 

log UFC.g -1) (ARAÚJO, 2004; PINTO, 2004; BORELLI; MARTINS, 2006; 

BORELLI, 2011; DORES, 2013) e para formação de SE em quantidades 

suficientes para provocar intoxicações (> 105 UFC.g -1). No entanto, a SE não 

foi detectada na maioria dos trabalhos envolvendo QMA (ARAÚJO, 2004; 

PINTO, 2004; MARTINS, 2006; BORELLI, 2011; DORES, 2013). 

As SE são proteínas de baixo peso molecular (25,7 a 30,0 KDA), e sua 

produção é influenciada pela densidade populacional bacteriana, pela 

temperatura, pelo pH, pela Aw, pela concentração de sal, entre outros (Quadro 

3). São sintetizadas durante toda a fase de crescimento dos micro-organismos, 

mas principalmente durante a fase exponencial (JAY, 2005). 

 

Quadro 3 – Condições ótimas para crescimento e produção de SE em queijos  

Fatores 
Crescimento dos Micro-

organismos 
Produção de SE 

Temperatura 7 – 48 °C (Ótima 36 °C) 10 - 450C (Ótima a 37 °C) 

pH 4,0 – 10 (Ótimo 6,5) 5,0 - 9,0 (Ótimo a 6,5- 7,5) 

Aw 0,83-0,99 (Ótimo >0,99) >0,90 (Ótimo a 0,99) 

NaCl % 0 – 20% (Ótimo 0-4%) 0 – 10% (Ótimo 0 – 0,5%) 
Fonte: Wong e Bergdoll (2002) e Franco e Landgraf (2005).  

 

S. aureus possui o potencial de produzir toxinas em QMA, devido às 

suas características de maturação à temperatura ambiente (25ºC), à Aw de 

0,98 a 0,99, que comporta a faixa ótima de produção dessas SE, e à presença 

de NaCl em níveis não inibitórios de seu crescimento (1,15 a 1,75%).  

A ausência de relação entre S. aureus e produção de SE em QMA pode 

estar relacionada ao efeito do pH sobre a síntese de SE. De acordo com Loir et 

al. (2003), a produção de SE é ideal em pH neutro, sendo o pH abaixo de 5,0 

desfavorável à sua síntese. Essa interferência pode ser explicada pelo 

mecanismo de quorun sensing1, que regula os fatores de virulência desse 

patógeno. Esta relação intercelular entre bactérias gram-positivas é realizada 

por meio da produção e liberação de peptídeos autoindutores (AIP), e a 

                                                 
1
 Nome dado ao mecanismo de comunicação entre as bactérias.  
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ativação desse fenômeno depende de uma densidade populacional elevada. O 

quorun sensing em estafilococos é influenciado pelo locus agr, que regula os 

fatores de virulência desses micro-organismos em resposta à densidade de 

AIP. Em ambientes onde a densidade populacional é alta, há maior 

concentração das AIP, que induzem à expressão das SE. No entanto, a relação 

entre AIP e SE é favorável em pH neutro; já em valores baixos de pH os níveis 

de AIP diminuem e a expressão das SE é prejudicada (SEO; BOHACH, 2010). 

Uma vez que o pH dos QMA é baixo, esses resultados explicam a possibilidade 

de se obter segurança microbiológica em QMA, mesmo havendo altas 

contagens de S. aureus no produto.  

A expressão de genes de S. aureus em meios acidificados foi estudada 

por Chalier et al. (2009). De acordo com estes autores, a expressão de vários 

genes de S. aureus foi afetada em condições de pH baixo. Dentre o conjunto 

de genes afetados pelo ambiente encontram-se os genes de adaptação das 

espécies para ambientes ácidos, assim como os genes de virulência como as 

SE. Seo e Bohach (2010) explicam que o crescimento bacteriano em 

ambientes acidificados é alterado porque a maior parte da energia disponível 

na célula é utilizada para desacidificar o citoplasma, o que gera um gradiente 

de prótons por meio da membrana citoplasmática. Dessa forma, a presença de 

BAL pode ativar os mecanismos de adaptação, que garantem a sobrevivência 

do S. aureus em detrimento à síntese de SE (BRONNER, 2004; CHALIER, 

2009). 

Assim, fica evidente que na matriz do QMA feito com leite cru a 

microbiota lática que predomina no início do processo tem papel relevante por 

causa do acúmulo de seus metabólitos na segurança desses queijos. Essa 

característica, aliada ao efeito Jameson, ilustra o papel da microbiota endógena 

com ênfase nas BAL na segurança microbiológica do QMA (JAMESON, 1962; 

FERREIRA; FERREIRA, 2011). 

 

2.6.3. Métodos de detecção de enterotoxinas 

 

Os métodos existentes para detecção de SE são classificados em 

biológicos e imunológicos, sendo estes últimos os de maior aplicação. Os 

métodos imunológicos são mais sensíveis e específicos (SU; WONG, 1997) e 

utilizam anticorpos monoclonais e policlonais específicos para identificação das 
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SE. Este método baseia-se no princípio de precipitação da reação antígeno-

anticorpo. O maior problema na detecção da SE em alimentos é a pequena 

quantidade encontrada no alimento incriminado em surtos de intoxicação 

alimentar (LANCETTE et al., 2001). 

O primeiro teste imunológico desenvolvido foi o método de imunodifusão 

baseado na reação em gel da enterotoxina com anticorpo específico, formando 

uma linha de precipitação. A técnica de Sensibilidade Ótima em Placas (OSP- 

Optimum Sensitivy Plate) permite a detecção de 0,5 µg/mL de SE, sendo sua 

sensibilidade adequada para maioria das linhagens de Staphylococcus spp. 

(ROBBINS et al., 1974; SU; WONG, 1997; PEREIRA et al., 2001; WONG; 

BERGDOLL, 2002), não sendo possível detectar linhagens pouco produtoras 

(BERGDOLL, 1990). A utilização de técnicas de produção e concentração 

como cellophane-over-agar pode aumentar a sensibilidade para 0,1 µg/mL 

(WONG; BERGDOLL, 2002). A técnica de OSP foi desenvolvida com o objetivo 

de promover um teste com maior sensibilidade, de maneira a não comprometer 

a visualização da linha de precipitação. Sabe-se que fatores como o tipo e a 

concentração do ágar, quantidade distribuída na placa, tamanho e localização 

dos poços e a concentração do antissoro e toxina podem influenciar na 

sensibilidade e resolução do teste (ROBBINS et al., 1974). O método de 

imunodifusão em microlâminas (microslide) é o mais sensível na imunodifusão 

em gel, tendo a capacidade de detectar de 0,05 a 0,1 ug/mL, embora apresente 

resultados de difícil interpretação (WONG; BERGDOLL, 2002).  

Os principais métodos rápidos, disponíveis no mercado, para detecção 

de SE em fluidos sobrenadantes de culturas de Staphylococcus spp. e em 

extratos de alimentos, são kits imunoenzimáticos que, em sua maioria, utilizam 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay); LA (Látex agglutination); RPLA 

(Reversed passive latex agglutination) e ELFA (Enzyme linked Fluorescent 

Assay) (PIMBLEY e PATEL, 1998). Entre os principais kits incluem-se: SET-

RPLA (Oxoid); BOMMELI SET-EIA (Dr. Bommeli AG); TECRA SET-VIA (Bio-

Enterprises Pty Ltd); RIDASCREEN SET (R-Biopharm GmbH); TRANSIA 

(Transia Dffchamb – SA) e o VIDAS® Staph enterotoxin – SET (BioMérieux SA, 

Marcy-l’Etoile, France) (BRETT, 1998). O kit VIDAS® Staph enterotoxin (SET) é 

um ensaio imunoenzimático que utiliza ELFA para a detecção simultânea de 

SEA, SEB, SEC1,2,3, SED e SEE em fluidos sobrenadantes de culturas de 

Staphylococcus spp. e extratos de alimentos. A análise é executada no sistema 
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VIDAS® que alia a moderna automatização de diferentes testes unitários 

realizados simultaneamente utilizando a metodologia ELFA. Este teste 

imunológico é similar ao ELISA, apresentando como diferença o substrato 4 

MUP (4 Metil umbeliferil fosfato) que, após ser hidrolisado pela enzima 

fosfatase alcalina, transforma se em umbeliferona, com emissão fluorescência 

a 450nm. A intensidade de fluorescência liberada é medida, e determina o 

resultado. A maior especificidade do teste ELFA é dada em função do tipo de 

reação que ocorre no ensaio (sanduíche indireto, sanduíche direto, competição 

e imunocaptura).  

 

2.7. Surtos de intoxicação estafilocócica associados ao consumo de 

produtos lácteos 

 

Entre os alimentos envolvidos em surtos e casos de intoxicações 

causadas por S. aureus, destacam-se o leite cru, o leite pasteurizado e os 

queijos como os produtos lácteos mais incriminados. A contaminação do leite e 

derivados com S. aureus pode ocorrer devido a excreções provenientes da 

mastite clínica e subclínica (SCHERRER et al., 2004) ou por práticas higiênicas 

inadequadas durante o processamento e manuseio do alimento. Estes micro-

organismos são facilmente inativados com tratamentos térmicos, como a 

pasteurização, mas suas enterotoxinas termoestáveis permanecem ativas nos 

alimentos, o que representa um risco potencial para a saúde do consumidor e 

um problema para a saúde pública. Métodos preventivos são as melhores 

opções para o controle de S. aureus em leite e seus derivados, já que, depois 

de contaminado, a redução do número desses micro-organismos não garante a 

inocuidade do produto.  

Surtos de intoxicações associados a leite e derivados têm sido relatados 

tanto em países desenvolvidos como em países em desenvolvimento (DE 

BUYSER et al., 2001). De acordo com a análise dos dados publicados pelo 

Centers for Diseases Control and Prevention (2013), nos Estados Unidos, as 

enfermidades causadas por patógenos presentes nos alimentos acometem 

aproximadamente 48 milhões de indivíduos, resultando em 128 mil 

hospitalizações e 3000 mortes a cada ano. Na America Latina, entre os anos 

de 1993 e 2002, foram 251 surtos de intoxicação estafilocócica envolvendo 
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produtos lácteos comprometendo a saúde de mais de 4.200 pessoas 

(INPPAZ/OPS/OMS, 2013).  

  No Brasil, embora o número de notificações seja crescente, ele ainda é 

subestimado. Em um levantamento de surtos e casos de intoxicação alimentar 

no Estado de Minas Gerais, entre 2006 e 2008, foram notificados 139 surtos 

ocorridos em 73 municípios, destes, 64 (46,0%) confirmados como intoxicação 

estafilocócica. A frequência média de ocorrência nesse período foi de 27 

notificações a cada semestre. Do total de surtos caracterizados como 

intoxicação estafilocócica foi detectada a presença de linhagens 

enterotoxigênicas de estafilococos coagulase positiva (>105 UFC.g-1) e de 

enterotoxinas nas sobras dos alimentos consumidos. As linhagens produtoras 

de SEA foram as isoladas com maior frequência, seguida da SEC e SEB (DIAS 

et al., 2008). De acordo com a literatura, a SEA está entre as enterotoxinas 

identificadas com maior frequência em surtos de intoxicação alimentar. 

Carmo et al. (2002) relataram surtos de intoxicação após ingestão de 

queijo e leite in natura no Estado de Minas Gerais envolvendo 328 pessoas e 

tendo como agentes etiológicos envolvidos S. aureus e S. epidermidis.  Em 

outro estudo, Carmo et al. (2004) registraram a ocorrência, em um único surto, 

de 16 óbitos de crianças e idosos resultantes da ingestão de alimentos 

contendo elevada dose de SEA. Segundo os autores, os indivíduos que 

consumiram em torno de 500 gramas de alimentos teriam ingerido 

aproximadamente 3 mg de enterotoxina.  

Veras et al. (2003) relataram vários surtos de intoxicação alimentar após 

a ingestão de queijos produzidos no Estado de Minas Gerais, associados 

principalmente com S. aureus. No entanto, não existem relatos de problemas 

dessa natureza em queijos produzidos com a tecnologia estabelecida para a 

produção dos queijos artesanais com uso de fermento endógeno.  

 

2.8. Staphylococcus aureus em QMA 

 

Pesquisas com QMA que acompanharam o processo de maturação 

(MARTINS, 2007; DORES, 2013) demonstraram que S. aureus foi à espécie 

que definiu o tempo de maturação, uma vez que permaneceu por um período 

maior em contagens acima daquelas permitidas pela legislação.  As contagens 

de S. aureus, constata por esses autores, variaram de 3,50 log UFC.g-1 nos 
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QMA da Canastra com oito dias de maturação para contagens de < 1,0 log 

UFC.g-1 com 64 dias de maturação, quando mantidos à temperatura ambiente 

(DORES, 2013). Já nos QMA do Serro essa variação foi de 4,02 log UFC.g-1 

para <1,0 log UFC.g-1 para os mesmos períodos e temperatura de maturação 

(MARTINS, 2006). Nos QMA mantidos sob refrigeração atingiram os padrões 

de segurança microbiológica apenas após os 60 dias determinados pela 

legislação. Sob refrigeração, as reações enzimáticas microbianas são mínimas, 

o que impede a inibição dos micro-organismos potencialmente patogênicos e 

deterioradores. Portanto, ressalta-se aqui a importância de respeitar o 

processamento tradicional praticado nesses queijos, que consiste na 

maturação à temperatura ambiente. 

Embora o QMA apresente condições para produção de enterotoxinas, 

não só pelas características intrínsecas, mas também pelas altas contagens de 

S. aureus muitas vezes as enterotoxinas não são detectadas (ARAÚJO, 2004; 

PINTO, 2004; MARTINS, 2007; DORES, 2013).  

Considerando-se que a presença de S. aureus é comum em QMA e a 

inexistência de relatos de surtos de intoxicação estafilocócica ao seu consumo, 

estudos devem ser realizados a fim de elucidar o comportamento dessas 

bactérias e a produção de suas toxinas, além de determinar qual o papel da 

microbiota endógena na inibição da síntese de enterotoxina.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Delineamento Experimental 

 

As amostras de queijo Minas artesanal e do fermento endógeno foram 

coletadas diretamente nas unidades produtoras em dois períodos do ano, 

período das águas no mês de maio e período da seca no mês setembro. Foram 

selecionadas oito propriedades rurais na região de Medeiros (MG), de acordo 

com uma listagem fornecidas pelo IMA e EMATER, que incluíam unidades 

produtoras com diferentes graus de adequação de modo a contemplar queijos 

com diferentes graus de contaminação. Foram coletadas oito amostras de 

queijo com oito dias de maturação e oito amostras do fermento endógeno em 

cada um dos períodos, perfazendo um total de 32 amostras. As amostras foram 

mantidas e transportadas refrigeradas em caixas isotérmicas a 10 ºC até o 

momento das análises. 

As análises das amostras de queijos e do fermento endógeno foram 

encaminhas ao laboratório de culturas láticas do Departamento de Tecnologia 

de Alimentos na Universidade Federal de Viçosa (UFV). Após as análises 

microbiológicas, as mesmas amostras foram encaminhadas ao Laboratório de 

enterotoxina da Fundação Ezequiel Dias, em Belo Horizonte, para análise de 

enterotoxinas estafilocócicas. Após o isolamento as estirpes de S. aureus, 

foram encaminhadas para o Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa 

gado de leite, em Juiz de Fora, para amplificação dos genes de enterotoxinas. 
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3.2. Avaliação das características físico-químicas do fermento endógeno e 

do QMA 

 

A determinação do pH das amostras de fermento endógeno e do QMA 

foi feita em medidor de pH modelo Tecnal, pH Meter Tec-2, introduzindo-se 

eletrodo específico para queijos na parte interna. Já as análises umidade, 

cloretos e acidez titulável foram realizadas de acordo com metodologia descrita 

por Pereira, et al. (2001). 

 

3.3. Contagem e isolamentos de Staphylococcus aureus  

 

O preparo e as diluições das amostras de queijos e do fermento 

endógeno foram feitas de acordo com a metodologia descrita pelo 

“Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods” 

(LANCETTE et al., 2001). Para o preparo do homogenato, 25g de queijo e 

25mL de fermento endógeno de todas as amostras foram diluídas em 225mL 

de água peptonada esterelizada a 2%. Em seguida, as amostras de queijo 

foram homogeneizadas em um Stomacher (Modelo 400; Seward, London, UK), 

por 1 minuto. Foram feitas diluições decimais para amostras de queijos e do 

fermento e em seguida foram feitos plaqueamentos, em duplicata, para cada 

diluição. Os plaqueamentos, as contagens e os isolamentos das estirpes de S. 

aureus foram realizados por meio das placas PetrifilmTM  – Rapid S. aureus 

Count Plate (3M Center, St. Paul, USA), de acordo com as recomendações do 

fabricante.  

As estirpes foram isolados a partir das placas PetrifilmTM  – Rapid S. 

aureus Count Plate (3M Center, St. Paul, USA) um número de colônias igual ao 

da raiz quadrada da contagem, segundo recomendação do Bacteriological 

Analytical Manual for Foods (FDA, 1972).  

 

3.4. Caracterização do perfil bioquímicos  

 

Após o isolamento, as estirpes de S. aureus foram submetidos a provas 

bioquímicas por meio do sistema de identificação de estafilococos e 

micrococos API® Staph (BioMérieux SA, Marcy-l’Etoile, France). As estirpes de 
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S. aureus que apresentaram perfil de reações diferentes foram selecionadas e 

submetidas as analises seguintes. 

 

3.4. Detecção de enterotoxina estafilocócicas no QMA 

 

 

3.4.1. Teste Qualitativo Imunoenzimático ELFA-VIDAS ® 

 

 Os extratos das amostras de QMA foram preparados de acordo com o 

protocolo de extrações de amostras de produtos lácteos do método método 

imunoenzimático Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA), realizado em um 

sistema automatizado VIDAS® Staph enterotoxin II (BioMérieux). As 

enterotoxinas testadas foram as: SEA, SEB, SEC, SEC1, 2, 3, SED e SEE.   

 

 

3.4.2. Método de Sensibilidade Ótima 

 

Os extratos das amostras de QMA foram preparados de acordo com 

metodologia descrita por Robbins et al., 1974. A técnica OSP, foi realizada 

aplicando-se as enterotoxinas e anticorpos padrões SEA, SEB, SEC e SEE em 

placas de petri 50 x 12mm individuais contendo três mililitros de ágar Nobre 

fundido. Após solidificado, o ágar foi perfurado de forma a constituir sete 

orifícios, utilizando-se molde próprio (Figura 3), confeccionado pelo Food 

Research Institute (Madison, Wisconsin, EUA). O anticorpo especifico na 

diluição (1:16) foi colocado no orifício central. A solução de enterotoxina padrão 

foi colocada nos dois orifícios menores em alíquota de 4µg e a amostra teste foi 

adicionada nos quatro orifícios mais externos. As placas foram incubadas a 

37°C, por 24 horas em câmara úmida. Reações positivas foram observadas 

pela formação de linhas de precipitina formadas entre as amostras e o 

anticorpo correspondente. 
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Figura 3 – Molde segundo Food Research Institute usado para perfuração dos poços em ágar 
nobre (medida em mm) 

 

 

3.5. Indução da produção de enterotoxina estafilocócica pelas estirpes de 

S. aureus 

 

As análises de detecção de enterotoxina pelas estirpes de S. aureus 

foram realizadas no Laboratório de enterotoxinas estafilocóccicas da Fundação 

Ezequiel Dias. As enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED foram testadas de 

acordo com metodologia descrita por Robbins et al. (1974). 

As estirpes de S. aureus previamente isoladas e caracterizadas foram 

inoculadas em 2mL de caldo BHI - Oxoid®  e incubadas em estufa a 37ºC, por 

24 horas. Para proceder a extração das toxinas, foi empregado o método da 

membrana sobre ágar utilizando-se de placas de Petri de 100mm com 20mL de 

ágar BHI - Oxoid®, recobertas com disco de membrana de diálise Spectra/Por® 

[Spectrum Labs., EUA]. Um inóculo de 0,5mL da cultura em caldo foi espalhado 

com o auxílio de uma alça de Drigalski sobre a superfície da membrana e as 

placas incubadas a 37°C por 24 horas. Os cultivos assim obtidos foram lavados 

com 2,5mL de Na2HPO4 20 %m/m e pH 7,4, em duas etapas. Na primeira foi 

utilizada 1,5mL e na segunda, logo após a primeira, 1,0mL do tampão fosfato. 

Os lavados das culturas foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4°C e 

os sobrenadantes utilizados para verificação da produção de enterotoxinas. Os 

sobrenadantes foram submetidos ao método OSP, já descrito anteriormente 

item 3.4.2. 
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3.6. Determinação da presença dos genes das enterotoxinas (SEA, SEB, 

SEC, SED, SEE  SEG) nos isolado de S. aureus 

 

3.6.1. Extração do DNA 

 

As estirpes de S. aureus foram analisadas quanto à presença dos genes 

sea, seb, sed e see. O DNA celular foi extraído, conforme descrito por 

Hesselbarth e Schwarz (1995). Para extração do DNA foi utilizada uma colônia 

de cada isolado, crescida em ágar infusão de cérebro e coração (Difco) a 35 ºC 

por 24 horas e repicada em caldo infusão de cérebro e coração (Difco). Após 

incubação sob agitação (250 xg) a 37 ºC por 14-18 horas, 1,6mL da cultura foi 

transferida para tubo Eppendorf e centrifugada a 12.000xg por 5 minutos. os 

sedimentos foram ressuspendidos com 1mL tampão TES (1X) [N-

tris(hidroximetil) ácido metil 1-2-aminoetenolsulfônico] e centrifugados 

novamente sob as mesmsa condições. O sedimento foi novamente 

ressuspendidos com 500µL tampão TES (1X) e agitadas em agitadores tipo 

vortex. Em seguida, foram adicionados 5µL de lisostafina (1mg/mL) e 10µL de 

lisostafina bruta e, após agitação e incubação a 37°C por 30 minutos, foram 

adicionados 20µL de Dodecil Sulfato de Sódio a 10%. O tubo Eppendorf foi 

invertido, lentamente, por várias vezes, e deixado em repouso por 15 minutos. 

A seguir, foram adicionados 250µL de fenol e 250µL de uma mistura de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). Após agitação e centrifugação a 12.000 xg 

por 5 minutos (duas vezes), o DNA foi precipitado com isopropanal (100%), 

centrifugado a 12.000 xg por 30 minutos, e o sobrenadante descartado 

(HESSELBARTH; SCHWARZ, 1995). O pellet de DNA foi seco em estufa a 

30°C e ressuspendido em 40µL de água Milli-Q. O DNA foi quantificado em 

espectrofotômetro (GeneQuantpro, Amersham Biociences) e a concentração 

ajustada para a PCR. 

 

3.6.2. Amplificação por PCR utilizado os iniciadores específicos para a 

detecção dos genes sea, seb, sec, sed, see e seg. 

 

A detecção dos genes codificadores de enterotoxinas foi realizada 

utilizando-se um protocolo de PCR simples para o gene sea, seb, sec, sed, e 
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see. Os oligonucleotídeos foram descritos por Rosec e Gigaud (2002), listados 

na Tabela 1. As reações foram realizadas sob condições descritas por Rosec e 

Gigaud (2002), com algumas modificações propostas por Arcuri et al. (2004). 

 

Tabela 1 – Oligonucleotídeos utilizados nas técnicas PCR para detecção de genes 
codificadores de enterotoxinas estafilocócicas.  

Oligonucleotídeos (5’– 3’) 
Gene 

Alvo 

Enterotoxina 

Codificada 

Produto 

amplificado 

SEA1: ACG ATC AAT TTT TAC AGC 

SEA2: TGC ATG TTT TCA GAG TTA ATC 
sea SEA 544 pb 

SEB1: GAA TGA TAT TAA TTC GCA TC 

SEB2: TCT TTG TCG TAA GAT AAA CTT C 
seb SEB 416 pb 

SEC1: GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 

SEC2: AAA TCG GAT TAA CAT TAT CCA 
sec SEC 257 pb 

SED1: TTA CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT 

SED2: CCA CCA TAA CAA TTA ATG C 
sed SED 334 pb 

SEE1: ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC AA 

SEE2: TAA CTT ACC GTG GAC CC 
see SEE 170 pb 

SEG1: ACGTCTCCACCTGTTGAAGG 

SEG2: TGAGCCAGTGTCTTGCTTTG 
seg SEG 400 pb 

Fonte: Rosec e Gigaud (2002). 

 

A amplificação dos genes foi realizada em termociclador Thermo Hybaid 

(Modelo PxE Thermal Cycler - PxE 20102). Dessa forma, utilizou-se uma 

mistura de 50µL, contendo 1X de tampão PCR, 1,5mM de MgCl2, 200µM de 

cada dNTP, 20pmol de cada oligonucleotídeo, 2U da enzima Taq polimerase, 

100ng de DNA bacteriano completando-se o volume para 50µL com água Mili-

Q esterelizada. As condições de amplificação utilizadas foram um ciclo inicial 

de desnaturação a 94ºC, por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 

94ºC, por 30s, anelamento a 57ºC, por 30s e extensão a 72ºC, por 30s e um 

ciclo final de polimerização a 72°C, por 10min. Os fragmentos de DNA 

amplificados foram visualizados em gel de agarose (1,5%, m/v) corado com 

solução de brometo de etídio (0,005%, m/v) e fotografados em foto 

documentador (Eagle Eye II, Stratagene). 

Para cada gene pesquisado foi utilizado um controle positivo da reação. 

As estirpes S. aureus ATCC 13565 (sea), S. aureus ATCC 14458 (seb), S. 

aureus ATCC 19095 (sec), S. aureus ATCC 23235 (sed, seg), S. aureus ATCC 

27664 (see) foram utilizadas como controle positivo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 
4.1. Características físico-químicas do fermento endógeno e do queijo 

Minas artesanal da Canastra 

 

As características físico-químicas – pH, acidez e NaCl,  do fermento 

endógeno, com exceção do teor de sal, não diferiram (p<0,05) entre as 

estações do ano, águas e seca. No entanto, houve uma variação dos 

resultados entre os produtores em uma mesma estação. Esses resultados 

variaram de 0,45 a 0,71% de ácido lático no período das águas e 0,47 a 1,03% 

ácido lático na seca; pH de 4,66 a 5,40 nas águas e 4,70 a 5,79 na seca. Os 

teores de NaCl variou de 4,14 a 11,24% nas águas e 1,70 a 8,90% na seca 

(Tabela 2).    

A alta variação da composição final dos fermentos coletados em uma 

mesma região pode ser associado à falta de padronização no processo de 

obtenção e no modo de armazenamento nas propriedades rurais. Estas 

variações ocasionam as diferenças na composição final nos queijos originados 

destes fermentos. Em trabalhos conduzidos por Pinto (2008) na região do 

Serro foram observados variações de 5,36 a 10,14 % de NaCl e  4,15 a 5,08 de 

pH. Na mesma região, os resultados encontrados por Pimentel Filho et al. 

(2005) variaram de 3,55 a 22,48 % de NaCl e 5,03 a 6,86 de pH. 

Os valores baixos de pH constatados, pode ser associado a 

multiplicação da microbiota presente (NÓBREGA, 2007), assim como a 

temperatura de armazenamento do fermento. De acordo com Pinto (2008), 

quanto maior o tempo em que o fermento permanece a temperatura ambiente, 

maior será o crescimento microbiano e, consequentemente, menor o pH.   
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Em relação ao sal, embora não ter havido diferença entre as estações 

do ano, é prática comum dos produtores de QMA adicionar uma concentração 

de sal maior no período das águas. Esse procedimento empírico é realizado 

considerando o grau de contaminação dos queijos nesse período.  

 

 
Tabela 2 – Valores médios de acidez, pH e concentração deNaCl do fermento endógeno 
originado na região da Serra da Canastra e coletado em dois períodos do ano (águas e seca).  

Período Produtor Acidez (%) pH NaCl (%) 

Águas 

 

 

1 0,65 5,10 6,50 

2 0,50 4,66 7,69 

3 0,69 4,66 4,14 

4 0,71 5,07 8,87 

5 0,45 5,38 11,24 

6 0,45 5,40 7,69 

7 0,60 4,81 5,32 

8 0,50 5,10 7,69 

Médias 0,56a 5,02a 7,39a 

 

 

Seca 

 

 

 

1 0,63 5,06 5,40 

2 0,47 5,39 6,13 

3 1,03 5,04 2,00 

4 0,61 5,28 8,90 

5 0,80 5,15 2,60 

6 0,60 5,12 4,10 

7 0,59 4,70 1,70 

8 0,57 5,79 2,25 

Médias 0,66a 5,19a 4,52b 

Médias para cada parâmetro, seguidas da mesma letra, não diferem entre si, pelo teste F 
(P<0,05). 

 

Os queijos fabricados com os fermentos não apresentaram diferenças 

significativas nas características físico-químicas entre as estações do ano 

(águas e seca) (Tabela 3). Constatou-se a ocorrência de variações das 

características físico-químicas entre os produtores de uma mesma estação do 

ano. Essas variações foram de: 40,41a 48,82% de umidade no período das 

águas e 40,76 a 48,83% de umidade na seca; pH de 4,82 a 5,33 nas águas e 

4,81 a 5,40 na seca, já o teor de NaCl apresentou variação de 1,24 a 1,71% 

nas águas e 1,15 a 1,75% na seca. Esse resultado demonstrou a  possibilidade 

da ocorrência de queijos de uma mesma região com características físico-
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químicas diferentes. Resultados semelhantes foram observados por Borelli 

(2006), Martins (2007) e Pinto (2008). 

 

Tabela 3 – Umidade, pH e NaCl do queijo Minas artesanal da Canastra com oito dias de 
maturação 

Período Produtor Umidade pH NaCl 

Águas 

01 41,92 4,89 1,71 

02 43,54 4,99 1,49 

03 48,82 5,01 1,61 

04 40,41 5,08 1,24 

05 49,71 5,07 1,25 

06 45,19 5,02 1,30 

07 49,69 5,33 1,24 

08 44,04 4,82 1,62 

Média 45,42a 5,03a 1,43a 

Seca 

01 40,76 4,87 1,55 

02 44,96 4,81 1,35 

03 42,97 4,90 1,70 

04 48,28 4,95 1,75 

05 48,83 4,96 1,25 

06 43,60 5,12 1,60 

07 43,30 5,40 1,65 

08 45,64 4,98 1,15 

Média 44,79a 5,00a 1,50a 

 

 

4.2. Enumeração de S. aureus em  fermento endógeno e em queijo Minas 

artesanal da Canastra  

 
As variações observadas nas contagens de S. aureus no fermento 

endógeno foi de <1 a 3,11 log UFC.mL-1 no período das águas e de <1 a 2,76 

log UFC.mL-1 do período da seca. Os valores médios entre as estações do ano 

não apresentaram diferença significativa (p<0,05). Embora  não existam 

padrões microbiológicos para o fermento endógeno, os valores de S. aureus 

são considerados altos, comparado com a legislação para queijos artesanais 

que exige 2 log UFC.g-1. Assim, aproximadamente 50% das amostras de 

fermento endógeno apresentaram contagens superiores à permitida para 

comercialização de queijos.  
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Tabela 4 – Contagem de S. aureus em amostras de fermento endógeno e no queijo Minas 
Artesanal da Canastra coletados nos períodos das águas e da seca. 

Período Produtor 

Contagens de S. aureus 

Fermento endógeno 

(log UFC.mL-1) 

Queijo 

(log UFC.g-1) 

Águas 

01 1,77 5,18 

02 2,14 5,26 

03 <1,00 3,48 

04 1,69 3,56 

05 2,07 3,70 

06 1,00 5,88 

07 2,83 3,48 

08 3,11 3,78 

Média 1,95a 4,29a 

Seca 

01 1,60 3,18 

02 2,23 3,11 

03 <1,00 3,30 

04 2,15 4,60 

05 1,85 3,15 

06 2,76 3,45 

07 1,00 3,53 

08 1,00 3,72 

Média 1,70a 3,50a 

Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si ao nível de 5% de 

probabilidade 

 

O alto teor de sal não influenciou a multiplicação de S. aureus em 

nenhuma das amostras de fermento. Staphylococcus são bactérias halofílicas, 

o que explica a sua multiplicação no fermento. Espécies desse gênero podem 

crescer na ausência de sal, mas podem multiplicar-se também em ambientes 

com concentrações de 7 a 10%. Algumas estirpes podem crescer em meios 

com até 20% de sal (JAY, 2005). Além disso, ressalta-se que as células de S. 

aureus oriundas do fermento podem apresentar maior resistência às condições 

adversas, como baixo pH e altas concentrações de sal, uma vez que 

sobreviveu por quase 12 horas durante a fermentação (PINTO, 2008).  

Pimentel Filho et al. (2005), ao analisarem amostras de fermento 

endógeno coletados na região do Cerrado, constataram que mesmo em altas 

concentrações de sal,  a população de S. aureus no fermento atingia até 3 log 
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UFC.mL-1. Segundo Borelli (2006), 70% dos fermentos naturais utilizados na 

fabricação dos queijos da Serra da Canastra estavam contaminados com S. 

aureus, com contagens entre 4,8 a 6,3 log UFC.mL-1. Lima (2005) também 

constatou altas contagens de S. aureus no fermento endógeno coletado na 

região da Serra do Salitre. 

O uso do fermento endógeno é essencial para produção de QMA. 

Assim, cuidados de Boas Práticas de Fabricação e o uso da refrigeração são 

práticas essenciais para obtenção de QMA de boa qualidade.  

As contagens de S. aureus nas amostras de queijo apresentaram-se 

entre 3,48 a 5,88 log UFC.g-1, com valor médio de 4,29 log UFC.g-1  para o 

período chuvoso e de 3,11 a 4,60 log UFC.g-1, valor médio de 3,50 log UFC.g-1  

para o período da seca. Em ambos os períodos e em todas as amostras 

constatou contagens superiores a 2,0 log UFC.g-1, o que não é permitido pela 

legislação vigente (Tabela 4).  

Os fermentos endógenos com maiores contaminações com S. aureus, 

representados pelos produtores 7 e 8 no período das águas e 2 e 6 no período 

da seca não originaram queijos com maiores contagens deste micro-organismo 

(Tabela 3). No entanto, o produtor 6, no período das águas e os produtores 7 e 

8 na seca, cujos fermentos continham baixa concentração de S. aureus, 

mostraram altas concentrações da bactéria nos queijos. Este resultado reforçou 

a evidência de que o fermento natural não é o único fator que pode garantir o 

processo de fabricação de queijo com baixa contaminação deste patógeno. As 

condições higiênicas dos manipuladores e a qualidade microbiológica do leite e 

da água também devem ser controladas para prevenir contaminações no 

produto final (PINTO, 2008). 

As variações encontradas nas características físico-químicas do QMA, 

assim como no fermento endógeno, não impediram o crescimento de S. aureus 

nas amostras e queijos. A versatilidade nutricional e a capacidade de 

crescerem em diferentes condições ambientais fazem com que S. aureus 

desenvolva-se com facilidade em vários alimentos (CARMO, 2002; LOIR et al., 

2003).  

Em geral, os estudos sobre contagens de S. aureus em QMA têm 

relatado índices de contaminação superiores aos limites estabelecidos pela 

legislação, que, na maioria das vezes, são associadas às condições higiênico-

sanitárias na produção, conservação, transporte e alto índice de mastite 
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(PINTO, 2004; ARAÚJO et al., 2005; BORELLI; MARTINS, 2006; BORELLI, 

2011; DORES, 2013).  

Borelli et al. (2006), em Minas Gerais, verificaram que 70% dos queijos 

tipo Canastra estavam contaminados com S. aureus, sendo que em todas as 

amostras de queijos foi possível detectar Staphylococcus sp.. Borges et al. 

(2008) analisaram Staphylococcus coagulase positiva em queijos de coalho de 

uma linha de produção, as contagens médias oscilaram de 1,9 x 102 a 2,0 x 102 

UFC.g-1, valor este superior aos limites estabelecidos pela legislação (BRASIL, 

2001). Sena (2000) analisou 90 amostras de queijo de coalho comercializado 

em Recife e isolou 377 estirpes de Staphylococcus, destas 57,8% foram 

identificadas como S. aureus.    

Pinto et al. (2004) analisaram 30 amostras de queijo artesanal do Serro 

constataram contagens de S. aureus entre 4,5 a 7,2 log UFC.g-1. Muitos 

pesquisadores ao avaliarem QMA observaram resultados semelhantes 

(CERQUEIRA et al., 1997; BORELLI, 2002; FARIA, 2003; ARAÚJO, 2004; 

ORNELAS, 2005; MARTINS, 2006; BORELLI, 2006). No entanto, é possível 

encontrar na literatura internacional também pesquisas com queijos artesanais 

de vários países europeus com qualidade microbiológicas semelhantes aos 

produzidos no Brasil (MACEDO et al., 1996; ZÁRATE et al., 1997; ESTEPAR et 

al., 1999; PSONI et al., 2003; JAKOBSEN et al., 2011). 

Na Alemanha, Akineiden et al. (2008) estudaram queijos feitos a partir 

de leite cru e obtiveram contagens de 3 x 101 a 8,6 x 105 UFC.g-1. Na Itália, Poli 

et al. (2007) analisaram queijos locais, tipo Monte Veronese, e constataram que 

78% (36/46) das amostras apresentavam contagens acima do limite local. 

Queijos produzidos com leite pasteurizado também foram avaliados 

quanto à presença de Staphylococcus e apresentaram qualidades 

microbiológicas semelhantes aos artesanais. Assim outras fontes de 

contaminação devem ser avaliadas e não apenas o leite cru. Salotti et al. 

(2006) analisaram queijos Minas frescal e observaram contagens <1,0 x 102 a 

5,0 x 104 UFC.g-1 sendo que 15% (9/60) das amostras apresentaram contagens 

acima do limite estabelecido pela legislação brasileira (BRASIL, 2001). 

Carvalho et al. (2007) avaliaram o mesmo produto e observaram que 7,5% 

(4/31) das amostras apresentavam contagens excessivas.  

Andre et al. (2008) e Komatsu et al. (2010) obtiveram resultados mais 

expressivos, com 54,2% (13/24) e 88% (44/50) do total de amostras de queijos 
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Minas frescal com contagens acima dos limites permitidos, respectivamente. 

Esper (2006) realizou contagens de Staphylococcus coagulase positivas (SCP) 

e Staphylococcus coagulase negativas (SCN) em ricotas e relatou números 

que variaram de 102 a 106 UFC.g-1, porém, apenas 2,2% (1/45) das amostras 

estavam acima dos limites estabelecidos para o alimento (5 x 102 UFC.g-1) 

(BRASIL, 2001). Já Pelisser et al. (2009) detectaram que 63,3% (19/30) dos 

queijos americanos e coloniais apresentavam SCP, sendo que em 28,8% 

(5/19) dos produtos as contagens foram maiores que 103 UFC.g-1, limite 

máximo estipulado pela legislação (BRASIL, 2001). 

 

4.3. Detecção de enterotoxina nas amostras de queijo Minas artesanal da 

Canastra 

 

Apenas a SEA foi detectada nos queijos pelo método OSP. Dentre as 

oito amostras analisadas no período das águas e dentre as oito analisadas no 

período da seca, 75% apresentaram a SEA, sem a influência do período na 

produção de enterotoxina (Tabela 5). Os resultados das contagens de S. 

aureus não tiveram relação com a produção de enterotoxina, uma vez que 

queijos com contagens menores de S. aureus apresentaram resultados 

positivos para SEA. Assim, a ocorrência de SE em queijos artesanais pode 

estar associado à capacidade das estirpes em produzir enterotoxina do que 

com a concentração do micro-organismo no alimento. No entanto, é importante 

ressaltar que é possível a produção de SE por outras espécies de 

Staphylococcus spp. não avaliadas neste trabalho. 
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Tabela 5 – Enterotoxinas detectadas pelos métodos Optimum Sensitive Plate (OSP) e ELFA-
VIDAS® Staph Enterotoxin II (Bio Merieux) em amostras de fermento endógeno e no queijo 
Minas Artesanal da Canastra coletados nos períodos das águas e da seca. 

Período Produtor 

Enterotoxinas nos queijos 

OSP VIDAS® 

SEA 
SEB, SEC, 

SED 

SEA, SEB, SEC, 

SEC1,2,3, SED, SEE 

Águas 

01 - - - 

02 + - - 

03 + - - 

04 + - - 

05 - - - 

06 + - - 

07 + - - 

08 + - - 

Seca 

01 + - - 

02 + - - 

03 + - - 

04 + - - 

05 - - - 

06 - - - 

07 + - - 

08 + - - 

+ detectado; - não detectado 

 

Todavia, pelo método ELFA-VIDAS, não foram detectadas enterotoxinas 

em nenhuma das amostras (Tabela 4). As amostras apresentaram resultados 

com um valor teste inferiores ao limite, o que indica que as amostras não 

contêm enterotoxinas ou que contêm uma concentração inferior ao limite de 

detecção do método, embora as contagens de S. aureus permitirem produção 

de enterotoxinas.  

Araújo (2004) e Pinto (2004), em QMA de Araxá e do Serro, 

respectivamente, relataram altas contagens de S. aureus suficientes para 

produzir a toxina, mas esta não foi detectada, por meio do método ELFA-

VIDAS, em nenhuma das amostras. Borelli et al. (2011) encontraram resultados 

semelhantes com QMA da Canastra. Lima (2005), ao analisar 43 amostras de 

queijos de coalho artesanal e industrial, não detectou SE em nenhuma das 

amostras.   
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Resultados contrários foram observados por Borges et al. (2008), que ao 

avaliarem linhas de produção de queijo de coalho, constataram a presença de 

enterotoxinas em 20% (4/20) das amostras analisadas. Em análise realizada 

em leite in natura, dentre as 43 estirpes de Staphylococcus submetidas ao 

teste para detecção de enterotoxina, 33 (77%) foram consideradas positivas, 

havendo um predomínio de S. aureus com identificação presuntiva e 

confirmatória, em número de 19 estirpes positivas e também do S. intermedius 

com nove estirpes. Rapini et al. (2002) evidenciaram a produção de 

enterotoxinas estafilocócicas em contagens de 104 UFC.g-1 de Staphylococcus 

sp. em queijos de coalho comercializados no Nordeste do Brasil. 

A SEA está entre as enterotoxinas identificadas com maior frequência 

em surtos de intoxicação alimentar (CARMO et al., 2004). No entanto, não 

apenas a SEA, nas outras enterotoxinas já foram identificadas em queijos 

artesanais por meio do método OSP. Borelli et al. (2006), ao analisarem  a 

presença de SE em queijos artesanais da Canastra, constataram a SEB e SEC 

enquanto que Gómez-Lúcia et al. (1992), ao estudarem a produção de 

enterotoxina, constataram as enterotoxinas do tipo SEA e SED. Tasci et al. 

(2011) observaram que apenas 6% das amostras de queijo consumidos na 

Turquia constataram enterotoxinas, entre elas SEB, SEC e SEE. 

Embora o método imunoenzimático ELFA-VIDAS apresente uma 

sensibilidade superior (< 1ng/mL) à apresentada pelo método OSP (100 

ng/mL), a não detecção de enterotoxinas pelo primeiro método contradiz os 

75% de amostras de queijos positivas para SEA encontradas pelo método 

OSP. Dias et al. (2008), ao comparar os métodos de detecção de enterotoxina 

– OSP e ELFA-VIDAS  observaram que em 91 amostras de alimentos, 31,4% 

apresentaram resultados positivos para enterotoxina, pelo método OSP, porém, 

todas elas foram negativas quando testadas pelo método ELFA-VIDAS. O 

resultado inverso ocorreu em 8,0% das amostras, sendo que a concordância 

para os resultados positivos ocorreu em 18,7%, e negativos para 38,5% das 

amostras. 

Ambos os métodos testados para a pesquisa de enterotoxina no QMA 

da Canastra apresentam interferentes que podem comprometer o resultado, 

enquanto resultados falso-positivos para método OSP podem ocorrer 

associado ao grau de homologia entre outros tipos de SE (não testadas neste 

trabalho), o que ocasiona reações cruzadas. O método de detecção ELFA-
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VIDAS pode associar resultados falso-negativos devido à presença de 

possíveis interferentes como substâncias não imunológicas ligadas à matriz, 

como as enzimas endógenas: fosfatase alcalina e lactoperoxidase (DIAS et al., 

2008; HENNEKINNE et al., 2012).  

É amplamente reconhecida a dificuldade de utilização de métodos 

imunológicos para detecção de toxinas em matrizes alimentares, devido 

principalmente à falta de especificidade e sensibilidade do ensaio.  Alguns 

inconvenientes como, a necessidade de toxinas altamente purificadas e a baixa 

especificidade de alguns kits comerciais, em que 

falsos-positivos podem ocorrer dependendo componentes alimentares 

(WIENEKE, 1991; SCHLIEVERT; CASE, 2007). 

 

 

4.4. Isolamento e caracterização do perfil bioquímico das estirpes de S. 

aureus isoladas do fermento endógeno e do queijo Minas artesanal da 

Canastra 

 

Dentre as amostras de queijo Canastra de fermento endógeno foram 

isoladas 113 estirpes de S. aureus, sendo que, destes, 43 estirpes foram 

isoladas do fermento endógeno e 70 estirpes isoladas das amostras de queijo 

Canastra, ambas no período das águas e da seca. Assim, dentre as estirpes 

isoladas, foram selecionadas as estirpes que apresentaram perfis bioquímicos 

diferentes pelo sistema de identificação API® Staph (BioMérieux), obtendo-se 

um total de 44 estirpes isoladas (G1 a G44). 

Como as estirpes foram isoladas a partir de Petrifilm 3M – Rapid S. 

aureus (RSA), que utiliza um disco reativo de Nuclease termoestável (TNAse), 

foi considerado que todas as estirpes são TNAse positivas. No entanto, de 

acordo com o fabricante, outros micro-organismos, além de S. aureus, se 

presentes, podem produzir TNAse, como Staphylococcus hyicus subsp. hyicus 

e Staphylococcus intermedius.  
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4.5. Capacidade de produção de enterotoxina in vitro pelas estirpes de S. 

aureus isoladas do fermento endógeno e do queijo Minas artesanal da 

Canastra 

 

As estirpes selecionadas pelo sistema de identificação API® Staph 

(BioMérieux) foram induzidas para produzir enterotoxinas SEA, SEB, SEC e 

SED, por meio do método OSP. Os resultados da detecção de enterotoxina 

pelas estirpes de S. aureus selecionadas estão na Tabela 5.  

 

 

Tabela 6 – Detecção de enterotoxina em estirpes de S. aureus isoladas dE fermento endógeno 
e dE queijo artesanal da Canastra.   

Estirpes Enterotoxinas Estirpes Enterotoxinas 

G1 Negativo G23 Negativo 

G2 Negativo G24 Negativo 

G3 Negativo G25 Negativo 

G4 Negativo G26 Negativo 

G5 Negativo G27 Negativo 

G6 Negativo G28 Negativo 

G7 Negativo G29 Negativo 

G8 Negativo G30 Negativo 

G9 Negativo G31 Negativo 

G10 Negativo G32 Negativo 

G11 SEA G33 Negativo 

G12 Negativo G34 Negativo 

G13 Negativo G35 Negativo 

G14 Negativo G36 Negativo 

G15 Negativo G37 SEC 

G16 Negativo G38 Negativo 

G17 SEA G39 Negativo 

G18 Negativo G40 Negativo 

G19 Negativo G41 Negativo 

G20 Negativo G42 Negativo 

G21 Negativo G43 Negativo 

G22 Negativo G44 Negativo 

 

A capacidade de produzir enterotoxina foi constatada em 12,5% das 

estirpes analisadas. Dentre as enterotoxinas constatadas, a SEA prevaleceu 

seguida pela a SEC detectada em menor concentração. A presença da SEA foi 
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constatada em 4,55% (2/44) das amostras e a SEC em 2,28% (1/44) (Tabela 

6). 

A produção de enterotoxina pelas estirpes de S. aureus isoladas não 

apresentaram variação, sendo detectadas isoladamente. As estirpes isoladas 

das amostras de queijo artesanal e do fermento endógeno apresentaram baixa 

toxigenicidade para as enterotoxinas testadas, uma vez que poucas estirpes 

foram capazes de produzir as enterotoxinas in vitro.  

Cenci-Goca et al. (2003) avaliaram o potencial enterotoxigênico de 160 

estirpes de S. aureus isoladas de leite proveniente de vacas com mastite. 

Constataram que apenas 13,5 % (22/160) das estirpes eram produtoras de 

enterotoxinas e dentre essas, sete produziram SEC, doze SED e três SEC e 

SED.  

Na França, Rosec e Gigaud (2002) isolaram 213 estirpes de S. aureus 

em 121 produtos alimentícios, incluindo leite e queijos. Esses autores 

constataram que 30,5% (65/213) das estirpes produziam pelo menos uma ou 

duas das cinco enterotoxinas clássicas.  

Em Recife, Sena et al. (1997) detectaram várias enterotoxinas nos pools 

de estirpes isolados de queijos de coalho testados, pelo método OSP. Foram 

identificados os seguintes resultados: dos 78 pools de S. aureus, 48 (61,5%) 

produziram enterotoxina B; 10 (12,9%), toxina C e 2 (2,5%), produziram SED. 

Não foi detectada a SEA. 

Lamaita et al. (2005), ao analisarem leite cru refrigerado pelo método 

OSP, identificaram a produção de SEA, SEB, SEC, e SED em percentuais 

variados. Dentre 138 pools de Staphylococcus testados, 91 produziram, pelo 

menos, uma toxina isoladamente ou em associação a outras toxinas. 

Dentre 112 estirpes de S. aureus isolados de leite cru e produtos 

derivados, Morandi et al. (2007) detectaram apenas 58 estirpes capazes de 

produzir enterotoxina. Stamford (2006) verificou que 50% das estirpes de 

Staphylococcus isoladas de leite in natura eram capazes de produzir 

enterotoxina.  

 Ao comparar os resultados de detecção de enterotoxina nas amostras 

de queijos e os resultados de indução in vitro das estirpes de S. aureus, 

verificou-se que a presença da SEA em 75% das amostras de QMA da 

Canastra (Tabela 5) comprova a produção destas pelas estirpes G17 e G11 

isoladas. No entanto, a produção de enterotoxina nos queijos pode ocorrer por 
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outras espécies de Staphylococcus presentes no queijo e não isoladas neste 

estudo. A produção de enterotoxinas por estirpes de Staphylococcus não 

produtores de TNase é  relatada em alguns estudos (VERNOZY-ROZAND et 

al., 1996a; PEREIRA; CARMO; PEREIRA, 2001). Assim, fazem-se necessários 

mais estudos para relacionar o comportamento de outras espécies de 

Staphylococcus e a produção de enterotoxina em QMA.  

A não detecção da SEC no queijo produzida pela estirpe G37 pode ser 

explicada pela menor sensibilidade do método OSP em relação aos outros 

métodos imunológicos, baixa produção da toxina apresentada pela estirpe ou, 

ainda, que as condições de crescimento da bactéria não eram ideais para que 

houvesse expressão gênica. Certas condições são necessárias para a 

produção de enterotoxinas em alimentos, como a presença de Staphylococcus 

enterotoxigênicos, presença de substrato para o crescimento microbiano, bem 

como temperatura e tempo adequados para a produção da toxina 

(BERGDOLL, 1989; JAY, 2005). Essas condições não foram observadas 

durante a elaboração do queijo Minas produzido na região da Serra da 

Canastra.  

 

 

4.6. Identificação dos genes sea, seb, sec, sed, see e seg das estirpes de 

S. aureus isoladas 

 

Ao avaliar a presença dos genes que codificam a produção das 

enterotoxinas clássicas, dentre as 44 estirpes de S. aureus analisadas, apenas 

o isolado G39 foi positivo para o gene seb (Tabela 5 e Figura 4). Embora a 

SEG não ser uma enterotoxina clássica, esta também foi testada e o isolado 

G33 foi positivo para o gene que a codifica (Tabela 7 e Figura 5). Os genes 

sea, sec, sed e see não foram detectados nas estirpes pesquisadas, houve 

apenas a amplificação dos segmentos de tamanho esperado para os 

respectivos genes nas estirpes de referência usadas como controle positivo 

(Anexo 1).  

Por este fato, pode-se concluir que os isolados apresentaram baixo 

potencial enterotoxigênico com relação às enterotoxinas clássicas e que não 

houve expressão gênica, uma vez que não detectou-se genes codificadores.  
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Tabela 7 – Detecção dos genes sea, seb, sec, sed, see e seg de enterotoxinas estafilocócicas 
em 44 estirpes de S. aureus isoladas do fermento endógeno e do queijo artesanal da Canastra. 

Estirpes Genes Estirpes Genes 

G1 Negativo G23 Negativo 

G2 Negativo G24 Negativo 

G3 Negativo G25 Negativo 

G4 Negativo G26 Negativo 

G5 Negativo G27 Negativo 

G6 Negativo G28 Negativo 

G7 Negativo G29 Negativo 

G8 Negativo G30 Negativo 

G9 Negativo G31 Negativo 

G10 Negativo G32 Negativo 

G11 Negativo G33 seg 

G12 Negativo G34 Negativo 

G13 Negativo G35 Negativo 

G14 Negativo G36 Negativo 

G15 Negativo G37 Negativo 

G16 Negativo G38 Negativo 

G17 Negativo G39 seb 

G18 Negativo G40 Negativo 

G19 Negativo G41 Negativo 

G20 Negativo G42 Negativo 

G21 Negativo G43 Negativo 

G22 Negativo G44 Negativo 

negativo para os genes sea, seb, sec, sed, see e seg 
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Figura 4 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEB1/ SEB2 para o gene seb específico da enterotoxina estafilocócica SEB. Coluna 39: 
isolado positivo para o gene seb. Coluna C+: controle positivo gene seb (S. aureus ATCC 
14458). Coluna c-: controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SEG1 e SEG2 para o gene seg específico da enterotoxina estafilocócica SEG. Coluna 18 a 34: 
isolado negativos para o gene seg. Coluna C+: controle positivo gene seg (S. aureus ATCC 
19095); coluna c-  controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb) 

 

 

Os resultados do presente estudo corroboram comos de Borelli et al. 

(2011), que ao analisarem estirpes de Staphylococcus isoladas do queijos 

Minas produzidos com leite cru, verificaram que nenhuma das estirpes 

expressam enterotoxinas SEA, SEB, SEC, e SED.   

39         c+       c+       c-        M   

18   19   20    21    22   23   24   25    c-     M     c+   26    27   28   29    30    31    32   33   34 
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Gucukoglu et al. (2012) verificaram que 13,7% (7/51) das estirpes de S. 

aureus provenientes de leite cru foram positivas para os genes sea e seb. Hunt 

et al. (2012) relataram que 83,2% das estirpes isoladas de leite cru e  dequeijos 

relacionados não continham os genes de expressão de SE. Silva et al. (2005) 

também constataram uma menor frequência de estirpes de Staphylococcus 

enterotoxigênicos no leite de vacas com mastite. Entre as 64 estirpes de S. 

aureus isoladas por esses autores, apenas quatro estirpes apresentaram co-

amplificação do gene seb e dois tiveram o gene seg. O mesmo foi observado 

por Ertas et al. (2010) em que apenas 3,02% dos isolados de S. aureus de 

queijos apresentaram gene para as SEA, SEB e SED. 

Vernozy-Rozand et al. (1996) verificaram baixa porcentagem – 5,9% 

(11/187) – de Staphylococcus enterotoxigênicos entre as 187 estirpes de 

Staphylococcus sp. isoladas de leite, soro e queijo de cabra e, entre os cinco 

genes e enterotoxinas clássicas pesquisadas, apenas a presença do gene see 

e a produção de SEE foi constatada nos 11 isolados enterotoxigênicos. Rosec 

e Gigaud (2002) também constataram baixa incidência de genes enterotoxinas 

(9/74) em estirpes de Staphylococcus sp. Em outro estudo, Pereira et al. 

(2001), ao avaliarem o comportamento de estafilococos, inocularam estas 

linhagens em leite UHT e presunto cozido e encontraram contagens de 

estafilococos variando entre 105 e 109 UFC.mL-1, não sendo possível a 

detecção da enterotoxina estafilocóccica nos alimentos em questão.  

Dentre os 12 pools de estirpes de Staphylococcus coagulase positiva, 

isolados do queijo de coalho artesanal e industrial no estado do Ceará, apenas 

um pool (8,33%) de estirpes foi capaz de produzir enterotoxinas estafilocócicas 

(LIMA, 2005). Por outro lado, Borges (2008), em 12 (37,5%) das 32 estirpes de 

Staphylococcus isoladas de leite cru, coalhada e queijo, foram positivas para os 

genes sea ou sec, entre os sete genes de enterotoxinas. Em queijos fabricados 

de leite de ovelha produzido na Eslováquia, Holecková et. al. (2002) também 

constataram a alta taxa (47,4%) de estafilococos enterotoxigênico com 

prevalência de SEB em 36,8% (9/19), seguida de SEA (5,3%) e SEA + SEB 

(5,3%). 

Dentre os 112 estirpes de S. aureus isolados de leite cru e produtos 

derivados, Morandi et al. (2007) detectaram que 75 (67%) estirpes foram 

positivas para um ou mais genes codificadores de enterotoxinas. Entre os 

genes detectados estão sea, sed, seg, seh e sei. Carmo et al. (2004) 
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observaram que isolados Staphylococcus associados a surtos de intoxicação 

alimentar eram portadores de genes para enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED, 

SEG, SEH, SEI, e SEJ.  

A frequência de genes de enterotoxinas em Staphylococcus spp., 

isoladas de alimentos, é muito variável. Na literatura há relatos que variam de 

3,6 (ARCURI et al., 2004) a 100% (NÁJERA-SÁNCHEZ et al., 2003). 

Dentre as 44 estirpes selecionadas apenas uma codifica o gene seg. 

Embora as enterotoxinas não clássicas ainda serem pouco estudas em queijos 

artesanais, muitas são as pesquisas sobre estas enterotoxinas em alimentos e 

muitas são as associações com enfermidades como as enterotoxinas G e I que 

já foram associadas com enteropatias em UTIs neonatal (NAIK et al., 2008). 

Rosec e Gigaud (2002), a partir de S. aureus isolados de diversos 

alimentos na França, detectaram que 30% eram portadoras dos genes para 

enterotoxinas clássicas e 60% eram portadoras dos demais genes estudados 

(seg, seh, sei, sej). A grande incidência de novos genes presentes indica a 

necessidade de estudos mais específicos sobre estes genes novos. 

Bloiotta (2000), ao analisarem Staphylococcus spp., isolados de leite e 

carne, encontraram altos índices do gene seg. Dentre as 11 estipes analisadas, 

dez apresentavam o gene de expressão da SEG. Zocche (2010), ao analisar 

41 estirpes de S. aureus de produtos de origem animal (carne de frango, leite 

cru, embutidos cárneos e queijo), detectou que 7,3% das estirpes 

apresentavam o gene seg.  

Ao comparar os resultados das análises de indução das estirpes por 

meio do método OSP e as análises genotípicas por meio da PCR, observou-se 

a concordância entre eles, pois 95,45% dos isolados testados pelo método 

OSP e 97,72% dos isolados testados pela análise molecular apresentaram 

resultados negativos. No entanto, não foi verificado a associação entre os 

resultados com os testes bioquímicos e aqueles obtidos por PCR, uma vez que 

as estirpes que apresentaram resultados positivos para produção de 

enterotoxinas clássicas não poderiam produzi-las, pois não foi possível 

identificar o gene que codifica tais enterotoxinas.  

De acordo com Gilligan (2000), os testes imunológicos são muito usados 

para a detecção de S. aureus e de suas enterotoxinas, contudo, sua 

sensibilidade e especificidade podem variar de acordo com o grau de pureza 

dos reagentes e níveis de expressão da toxina. 
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 Poli et al. (2002) relataram ainda que o alto grau de homologia entre as 

SE pode levar a reação cruzada com anticorpos específicos, quando testes 

imunológicos são utilizados para o diagnóstico. Esse fato dificulta a 

identificação das diferentes enterotoxinas, uma vez que cada uma delas deve 

ser testada separadamente (LANCETTE; BENNETT, 2001). Segundo Aitichou 

et al. (2004), o limite de sensibilidade, associado a possibilidade de reação 

cruzada, são as maiores desvantagens dos ensaios imunológicos, fazendo com 

que seja necessário o desenvolvimento de novas metodologias para o 

diagnóstico bacteriano.  

A falta de similaridade entre os resultados das análises bioquímicas e 

moleculares descrita na literatura. Rosec e Gigaud (2002), a partir de S. aureus 

isolados de diversos alimentos na França, observaram discordância em 7,4% 

dos isolados, pois foram positivos no teste de ELISA e não apresentaram os 

respectivos genes para enterotoxinas clássicas.Ao analisar leite cru bovino e 

caprino, Jorgensen et al. (2005) observaram 4% de não similaridade entre os 

métodos RPLA e PCR em seus estudos com 225 estirpes de S. aureus. Os 

autores detectaram três isolados com o gene sec, sem produção da 

enterotoxina, cinco isolados SEA e SEC positivos sem os respectivos genes e 

um isolado SEA positivo sem a presença do gene sea. 

McLauchlin et al. (2000) analisaram 129 isolados de S. aureus no que 

diz respeito à produção de enterotoxinas (SEA-SED) e observaram 4% de não 

similaridade, sendo que, destes, um isolado produtor de SEB e outro de SED 

(métodos RPLA e ELISA), porém os respectivos genes não foram detectados 

pela técnica de PCR. 

Pereira et al. (2009) utilizaram o VIDAS® Staph Enterotoxin como 

método imunológico e o PCR como método genético para detecção de 

enterotoxinas estafilocócicas em 148 culturas de S. aureus isoladas de 

diversos alimentos em Portugal. A comparação dos resultados indicou uma 

correlação de 80%, sendo que entre os 20% restantes houve: enterotoxina 

expressa, mas sem a detecção do gene (6%); o gene presente, porem não 

expresso em toxina (4%); e o resultado do método imunológico foi positivo para 

SEA-SEE, mas o gene detectado foi outro, não sendo codificador de 

enterotoxinas clássicas (10%). 
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5 CONCLUSÃO 

 

As estirpes de S. aureus encontradas no fermento endógeno e no queijo 

Minas artesanal da Canastra apresentam baixo potencial enterotoxinogênico 

para as enterotoxinas SEA, SEB, SEC, SED e SEE, consideradas clássicas. 

Entretanto, as altas contagens de S. aureus detectada nas amostras do QMA 

da Canastra são de grande preocupação, uma vez que há o risco das 

enterotoxinas não clássicas estarem presentes. Esses resultados reforçam a 

necessidade de melhores práticas de higiene na obtenção, processamento e 

comercialização deste tipo de produto lácteo. Além disso, evidencia-se a 

necessidade de mais estudos para o desenvolvimento de métodos analíticos 

que não apresentem interferência nos resultados e que incluam, também, as 

enterotoxinas não clássicas.  Portanto, estudos devem ser realizados a fim de 

identificar métodos que não apresentem interferentes capazes de comprometer 

os resultados analíticos. Além disso, estudos que esclareçam quais são os 

fatores na matriz analisada que influenciam o baixo potencial 

enterotoxinogênico das estirpes de S. aureus. Esses fatores podem ser 

relacionados à intensa atividade metabólica das bactérias láticas oriundas do 

leite cru e do fermento endógeno.  
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ANEXO I 

 

 

 

 

 
Figura 1 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SEA1 e SEA2 para o gene sea específico da enterotoxina estafilocócica SEA. Coluna 1 a 12: 
isolado negativos para o gene sea. Coluna C+: controle positivo gene sea (S. aureus ATCC 
13565); coluna c- controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SEA1 e SEA2 para o gene sea específico da enterotoxina estafilocócica SEA. Coluna 13 a 27: 
isolado negativos para o gene sea. Coluna C+: controle positivo gene sea (S. aureus ATCC 
13565); coluna c- controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
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Figura 3 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SEA1 e SEA2 para o gene sea específico da enterotoxina estafilocócica SEA. Coluna 28 a 44: 
isolado negativos para o gene sea. Coluna C+: controle positivo gene sea (S. aureus ATCC 
13565); coluna c- controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEB1/ SEB2 para o gene seb específico da enterotoxina estafilocócica SEB. Coluna 1 a 15: 
isolados negativos para o gene seb. Coluna C+: controle positivo gene seb (S. aureus ATCC 
14458). Coluna c-: controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
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Figura 5 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEB1/ SEB2 para o gene seb específico da enterotoxina estafilocócica SEB. Coluna 16 a 30: 
isolados negativos para o gene seb. Coluna C+: controle positivo gene seb (S. aureus ATCC 
14458). Coluna c-: controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEB1/ SEB2 para o gene seb específico da enterotoxina estafilocócica SEB. Coluna 31,32, 33, 
34, 35, 36, 37, 38, 40, 41, 42, 43 e 44: isolados negativos para o gene seb. Coluna 39: isolado 
positivo para o gene seb. Coluna C+: controle positivo gene seb (S. aureus ATCC 14458). 
Coluna c-: controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular (Amersham, 
100pb). 
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Figura 7 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEC1/ SEC2 e SEE1/ SEE2 para os genes sec e see específicos das enterotoxinas 
estafilocócicas SEC e SEE. Coluna 1 a 14: isolados negativos para o gene sec; coluna 1 a 14: 
isolados negativos para o gene see. Coluna C-: controle negativo da reação. Coluna c+: 
controle positivo gene sec (S. aureus ATCC 19095). Coluna c+: controle positivo para o gene 
see (S. aureus ATCC 27664). Coluna M: marcador de peso molecular (Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR amplificados com os primers 
SEC1/ SEC2 e SEE1/ SEE2 para os genes sec e see específicos das enterotoxinas 
estafilocócicas SEC e SEE. Coluna 1 a 14: isolados negativos para o gene sec; coluna 15 a 44: 
isolados negativos para o gene see. Coluna C-: controle controle negativo da reação. Coluna 
c+: controle positivo gene sec (S. aureus ATCC 19095). Coluna c+: controle positivo para o 
gene see (S. aureus ATCC 27664). Coluna M: marcador de peso molecular (Amersham, 
100pb). 
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Figura 9 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SED1 e SED2 para o gene sed específico da enterotoxina estafilocócica SED. Coluna 1 a 12: 
isolado negativos para o gene sed. Coluna C+: controle positivo gene sed (S. aureus ATCC 
23235); coluna c-  controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SED1 e SED2 para o gene sed específico da enterotoxina estafilocócica SED. Coluna 1 a 12: 
isolado negativos para o gene sed. Coluna C+: controle positivo gene sed (S. aureus ATCC 
23235); coluna c-  controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
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Figura 11 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SED1 e SED2 para o gene sed específico da enterotoxina estafilocócica SED. Coluna 1 a 12: 
isolado negativos para o gene sed. Coluna C+: controle positivo gene sed (S. aureus ATCC 
23235); coluna c-  controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR amplificado com os primers 
SEG1 e SEG2 para o gene sed específico da enterotoxina estafilocócica SEG. Coluna 18 a 34: 
isolado negativos para o gene seg. Coluna C+: controle positivo gene seg (S. aureus ATCC 
19095); coluna c-  controle negativo da reação e coluna M: marcador de peso molecular 
(Amersham, 100pb). 
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