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RESUMO 

 

No Brasil, a comercialização dos queijos do tipo Minas Frescal de fabricação artesanal 

é muito comum, mas quando esses queijos são produzidos com leite cru ou com baixo 

controle de qualidade, frequentemente ocorre a contaminação por microrganismos 

patogênicos. A presença elevada da bactéria Staphylococcus aureus nesses queijos 

é um indicativo de erros durante a produção, que vão desde a falta de higiene até o 

armazenamento em temperatura inadequada, podendo ocasionar intoxicação 

alimentar no consumidor. O principal objetivo neste estudo foi a detecção dos genes 

de virulência (coA, sea e seb) e do gene de resistência a meticilina (mecA) em 30 

cepas suspeitas de S. aureus isoladas a partir de cinco amostras de queijos Minas 

Frescal artesanal comercializados em feiras permanentes do Distrito Federal. Para 

isso foi realizado o isolamento e a extração do DNA das cepas suspeitas de S. aureus. 

A amplificação do material genético foi realizada pelo método de Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR). Para a confirmação genética das cepas de S. aureus, foi 

utilizado o gene de virulência coA (que codifica a enzima coagulase). Adicionalmente, 

foram buscados os genes de virulência sea e seb que codificam enterotoxinas 

estafilocócicas e o gene de resistência a meticilina mecA. Das 30 cepas analisadas, 

19 cepas (63,3%) apresentaram o gene coA e foram confirmadas como S. aureus e 

as outras 11 cepas (36,7%) foram classificadas como Staphylococcus coagulase 

negativas. O gene mecA foi encontrado em 3 cepas (10%), sendo 2 cepas coagulase 

positivas (S. aureus) e 1 cepa coagulase negativa. Em relação as enterotoxinas 

estafilocócicas, 12 cepas (40%) apresentaram o gene sea (8 cepas coagulase 

positivas (S. aureus) e 4 cepas coagulase negativas) e nenhuma cepa apresentou o 

gene seb. Assim, esse estudo mostrou que os queijos de produção artesanal estavam 

contaminados com cepas de S. aureus e Staphylococcus coagulase negativas 

portando genes de enterotoxina estafilocócica e de resistência a meticilina. A 

presença de genes de toxinas e de resistência antimicrobiana nesses queijos podem 

representar risco à saúde pública pela circulação de patógenos através desses 

produtos. 

 

Palavras-chave: lacticínios, Staphylococcus coagulase positiva, gene coA, gene sea, 

gene mecA, coagulase, enterotoxina estafilocócica, resistência a meticilina 

  



 
 
  

ABSTRACT 
 

In Brazil, the commercialization of artisanal Minas Frescal cheese is very common. 

However, when these cheeses are produced using raw milk or with poor quality control, 

contamination by pathogenic microorganisms often occurs. The high prevalence of the 

bacterium Staphylococcus aureus in these cheeses indicates production errors, 

ranging from poor hygiene practices to inadequate temperature storage, which can 

lead to food poisoning in consumers. The main objective of this study was to detect 

virulence genes (coA, sea, and seb) and the methicillin resistance gene (mecA) in 30 

suspected S. aureus strains isolated from five samples of artisanal Minas Frescal 

cheese sold at permanent markets in the Federal District. The study involved isolating 

and extracting DNA from the suspected S. aureus strains. Genetic material 

amplification was performed using the Polymerase Chain Reaction (PCR) method. For 

genetic confirmation of S. aureus strains, the virulence gene coA (encoding the 

coagulase enzyme) was targeted. Additionally, the study screened for the virulence 

genes sea and seb, which encode staphylococcal enterotoxins, as well as the 

methicillin resistance gene mecA. Among the 30 strains analyzed, 19 (63.3%) were 

confirmed as S. aureus by the presence of the coA gene, while the remaining 11 

(36.7%) were classified as coagulase-negative staphylococci. The mecA gene was 

identified in 3 strains (10%), including 2 coagulase-positive strains (S. aureus) and 1 

coagulase-negative strain. Regarding staphylococcal enterotoxins, the sea gene was 

detected in 12 strains (40%), comprising 8 coagulase-positive (S. aureus) strains and 

4 coagulase-negative strains. The seb gene was not found in any of the strains. This 

study demonstrated that artisanal cheeses were contaminated with both S. aureus and 

coagulase-negative staphylococci carrying staphylococcal enterotoxin and methicillin 

resistance genes. The presence of toxin and antimicrobial resistance genes in these 

cheeses poses a public health risk due to the potential circulation of pathogens through 

these products. 

 

Keywords: dairy products, coagulase-positive Staphylococcus, coA gene, sea gene, 

mecA gene, coagulase, staphylococcal enterotoxin, methicillin resistance 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O leite é o principal alimento dos mamíferos durante os primeiros meses de vida, 

ele é produzido pelas fêmeas das espécies e dada às suas proles. No entanto, os 

seres humanos possuem uma peculiaridade, após se tornarem adultos, continuam 

ingerindo leite e seus derivados (Sagiorato et al., 2015). 

Para a produção do queijo Minas Frescal são necessárias poucas matérias-primas, 

sendo elas o leite de vaca, o coalho (que são as enzimas quimiosina e pepsina que 

causam a coagulação do leite) e fermento lático (Oliveira et al., 2019). A qualidade do 

queijo depende diretamente da qualidade do leite e como o queijo Minas Frescal não 

passa por processo de maturação é obrigatório o uso de leite pasteurizado para sua 

produção (Sagiorato et al., 2015). 

Entretanto, muitos produtores de queijo Minas Frescal utilizam o leite cru na sua 

fabricação. O leite cru pode apresentar em sua composição microrganismos 

patogênicos como Escherichia coli, Salmonela spp. e Staphylococcus aureus (Pineda 

et al., 2023; Pulingam et al., 2021). A bactéria S. aureus é o mais comum agente 

causador da mastite, doença que afeta os bovinos e pode contaminar o leite 

(Amanzholova et al., 2024). 

A bactéria S. aureus produz vários fatores de virulência, como adesinas e 

enterotoxinas estafilocócicas, que contribuem para a patogenicidade e aumentam a 

capacidade dessas bactérias em fugir das respostas imunes dos hospedeiros (Nikolic, 

e Mudgil, 2023; Singh e Ujjal, 2019). As enterotoxinas estafilocócicas (SEs) são um 

fator de virulência de S. aureus e 24 tipos diferentes de SEs já foram identificados, 

entretanto, apenas cinco foram estudadas de maneira suficiente para serem definidas, 

sendo elas: sea, seb, sec, sed e see (Grispoldi et al., 2021). 

A bactéria S. aureus desenvolveu resistência a muitos antibióticos, dificultando a 

eficácia do tratamento das infecções (Nikolic e Mudgil, 2023). Os antimicrobianos β- 

lactâmicos atuam ligando-se a proteínas envolvidas na síntese da parede celular, 

conhecidas como PBPs (proteínas ligadoras de penicilina), o que impede a formação 

da parede celular e causa a lise das bactérias. A resistência de S. aureus à meticilina 

é devido ao desenvolvimento de uma PBP nova que, apesar de ser funcional, não tem 

afinidade pelos antimicrobianos β-lactâmicos. Essa nova PBP é codificada pelo gene 

mecA, adquirido pela bactéria (Eid et al., 2022; Fishovitz et al., 2014).  

A identificação dos genes de virulência e de resistência do S. aureus é possível 
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por meio de confirmação genética, técnica que implica no isolamento da bactéria e na 

subsequente extração de seu DNA. Diversos métodos de extração de DNA estão 

disponíveis, no entanto, em todos os métodos, é indispensável a lise da bactéria e a 

purificação do material genético (Masihinejad et al., 2023). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Staphylococcus aureus 

  

A bactéria Staphylococcus aureus é Gram-positiva, de morfologia cocos e 

agrupada em cachos (Figura 1). Essas bactérias crescem em aerobiose ou 

anaerobiose facultativa, entre 7 e 46°C, e suportam o congelamento até -20°C. As 

bactérias S. aureus também conseguem sobreviver em altas concentrações de NaCl 

(até 20%) (Órgão da Polícia Criminal, 2020). Podem ser formadoras de colônias 

pigmentadas (amarelas) ou colônias brancas, com tamanhos que variam de 0,5 a 1,5 

μm, são catalase positiva e coagulase positiva ou negativa (Luz, 2008). 

 

 Figura 1 – Morfologia da bactéria Staphylococcus aureus. 

 
Fontes: CDC, Jeniffer Oosthuizen e Scott Jones, MD.  
Legenda: A - Imagem computadorizada 3D, por meio de microscopia eletrônica de varredura, de uma 
bactéria Staphylococcus aureus Resistente à Meticilina. B - Coloração de Gram da Bactéria 
Staphylococcus aureus em microscopia de 100x. 
 
 

A bactéria S. aureus é um dos agentes infecciosos mais comuns entre humanos 

e animais e é responsável por causar desde infecções cutâneas, doenças alimentares 

e até infecções mais complicadas como pneumonias e sepses (Cheung et al., 2021; 

Keim et al. 2023). Em condições favoráveis (presença de oxigênio, pH entre 5,2 e 9,0 

e temperatura entre 10 e 45°C), certas cepas de S. aureus podem produzir toxinas 

responsáveis por intoxicações alimentares (Órgão da Polícia Criminal, 2020). Essa 

bactéria também é a responsável por ser o agente infeccioso mais comum causador 

da mastite em bovinos (Morales-Ubaldo et al., 2023). S. aureus é considerada uma 

bactéria de fácil disseminação e sua transmissão pode ocorrer por gotículas de saliva, 

contato direto e compartilhamento de objetos e alimentos (Monteiro-Julian, 2020). 
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 A resistência à antibióticos nas infecções causadas por S. aureus é comum, 

sendo a resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos uma das mais disseminadas na 

espécie (MRSA, sigla em inglês para Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) 

(Zaatout et al., 2020). 

 

2.2 Staphylococcus aureus E AS DOENÇAS DE TRANSMISSÃO HÍDRICA E 

ALIMENTAR 

 

As doenças de transmissão hídrica e alimentar (DTHA) são aquelas cuja 

infecção ao hospedeiro advém de ingestão de água e alimentos previamente 

contaminados por microrganismos patogênicos (Coelho, 2022). A bactéria S. aureus 

pode ser encontrada tanto em águas doces, como em águas salgadas e salobras, 

devido a sua capacidade de sobrevivência em altas concentrações de NaCl 

(Steadmon et al., 2023; Órgão da Polícia Criminal, 2020). 

A contaminação por S. aureus em produtos lácteos pode ocorrer tanto por meio 

dos animais quanto dos seres humanos, já que ambos podem ser portadores da 

bactéria. Dessa forma, se não houver o controle de higiene e temperatura do leite, a 

probabilidade de contaminação em produtos lácteos é alta (Grispoldi et al., 2021). 

Assim, alguns alimentos são mais suscetíveis a causar intoxicações 

estafilocócicas, como os de origem bovina (leite, queijos e derivados lácteos), visto 

que o animal tem a possibilidade de ter sido afetado pela mastite bovina (Huang et al., 

2021). A representação desse processo é apresentada na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

18  

 

 

Figura 2 – Staphylococcus aureus em produtos lácteos.  

Fonte: NASCIMENTO et al., 2023.  

Legenda: Primeiro quadrante: ordenha do rebanho de forma manual, onde há possibilidade de infecção 

direta, entre as mãos do produtor e o úbere da vaca. Segundo quadrante: cadeia produtiva de lacticínios 

e os erros de sua conservação. Terceiro quadrante: observação das características morfotintoriais em 

microscópio com aumento de 1000x. 

 

Os sintomas da intoxicação alimentar causada por S. aureus dependem da 

quantidade de toxinas ingeridas, podendo aparecer sintomas a partir da ingestão de 

0,1 μm. Se houver a ingestão de, minimamente, 105 Unidades Formadoras de Colônia 

(UFC) de S. aureus por grama de alimento, é maior a possibilidade de sintomas como 

vômitos e náuseas (Órgão da Polícia Criminal, 2020). Essas intoxicações alimentares 

não costumam durar mais que 48 h, sendo a necessidade de hospitalização baixa 

(Huang et al., 2021). 

A mastite bovina é uma doença que pode ser causada por agentes que habitam 

as glândulas mamárias e pele dos bovinos (Streptococcus agalactiae, Streptococcus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus) ou causada por bactérias 

encontradas no meio ambiente (Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus). A infecção pode ser classificada de duas formas: 

ascendente, isto é, quando o transmissor da bactéria é externo ao animal (mãos do 

ordenhador, é um exemplo), ou endógena, onde os agentes infecciosos são 

comumente encontrados nas mamas da vaca, se alojam e levam à infecção (Governo 

do Estado de São Paulo, s.d.). 
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A bactéria S. aureus é uma das principais encontradas em produtos de origem 

láctea bovina, devido à contaminação do leite das vacas. Os maiores casos de 

intoxicações estafilocócicas estão relacionados a queijos fabricados com leite que não 

passou pelo processo de pasteurização (Oliveira et al., 2022). Animais infectados com 

mastite, higiene imprópria, fazendeiros e veterinários infectados fazem parte do ciclo 

de contaminação do leite com S. aureus (Titouche et al., 2022). Na Figura 3, é possível 

identificar cada uma dessas etapas. 
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Figura 3 – Fluxograma dos fatores de contaminação em uma cadeia produtiva de 
laticínios.  

 
Fonte: Titouche et al., 2022.  

Legenda: Traduzido e adaptado. Risk factors of MRSA transmission and preventive measures in 

dairy production chain. 
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2.3 IDENTIFICAÇÃO DE GENES DE VIRULÊNCIA (coA, sea e seb) E DO GENE DE 

RESISTÊNCIA A METICILINA (mecA) EM Staphylococcus aureus 

 

As bactérias S. aureus possuem estratégias multifatoriais (aderência, 

sobrevivência, evasão e invasão) chamadas de Fatores de Virulência (Figura 4) (Pinto, 

2014). A maior parte dos genes de virulência da bactéria S. aureus possuem o locus 

agr (locus acessory gene regulador), que tem atividade de quorum-sensing 

(percepção bacteriana da densidade celular do meio) que regulam os fatores de 

adesão da bactéria. Um exemplo desses fatores é a produção de uma barreira de 

proteção, chamada de biofilme, que causa uma resistência da bactéria a antibióticos 

(Favilla, 2017). 

 

Figura 4 - Interações bacterianas com as membranas mucosas. 

Fonte: Madigan et al, 2016.  
Legenda: (a): associação frouxa: primeiro contato da bactéria com a célula. É uma ligação fraca, 
utilizada para prosseguir com a adesão. (b): adesão: consiste em uma ligação forte e irreversível entre 
a bactéria e a célula, realizada pela proteína adenina; (c): invasão: estágio final da contaminação, onde 
a bactéria penetra na célula. 

 

Os diferentes fatores de virulência presentes na bactéria S. aureus dependem do 

tipo de gene expressado. O gene sea por exemplo é responsável por causar 80% das 

intoxicações alimentares nos Estados Unidos. Esse gene é uma das exceções das 

enterotoxinas não reguladas pelo locus agr e seu mecanismo de ação se dá por meio 

de um vetor bacteriófago. Já o mecanismo de ação do gene seb ocorre em 

cromossomos (Al-Zamily et al., 2020).  
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O gene codificador de produção de coagulase (gene coA) é um dos mais usados 

para detecção de S. aureus em alimentos (Turco, 2013), sendo relacionado a 

produção da enzima coagulase que causa a coagulação plasmática, e essa 

característica de coagulase positiva é um indicativo de S. aureus causador de 

infecções (Effendi et al., 2019). 

Outro gene bastante estudado em S. aureus é o mecA, que codifica a proteína 

PBP2a, criando uma maneira de proteger a bactéria dos antimicrobianos beta-

lactâmicos, mesmo em doses altas. Essa estratégia se dá ao fato de que a PBP2a 

possui pouca afinidade com os beta-lactâmicos, então a parede celular continua 

sendo sintetizada (Eid et al., 2022; Fishovitz et al., 2014). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a presença de genes de 

virulência (coA, sea e seb) e do gene de resistência a meticilina (mecA) em cepas 

suspeitas de S. aureus isoladas de queijos do tipo Minas frescal de produção artesanal 

comercializados no Distrito Federal. 

 

 3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

●  Avaliar a presença do gene de virulência coA (gene que codifica a enzima 

coagulase) e dos genes de virulência sea e seb (gene codificadores de produção de 

enterotoxinas estafilocócicas) nos isolados suspeitos de S. aureus; 

 

●  Avaliar a presença do gene de resistência a meticilina (mecA) nos isolados 

suspeitos de S. aureus. 
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4 JUSTIFICATIVA 

 

O consumo de queijos do tipo Minas frescal de produção artesanal é muito comum 

no Brasil, e, portanto, cabe avaliar os riscos presentes nesses alimentos, que podem 

estar contaminados por microrganismos como S. aureus, um agente infeccioso que 

causa mastite bovina, e que pode causar intoxicações alimentares em humanos. 

Assim, é de suma importância identificar, por meio de confirmação genética, genes de 

virulência (coA, sea e seb) e genes de resistência antimicrobiana em cepas de S. 

aureus isoladas de queijos do tipo Minas frescal de produção artesanal 

comercializados no Distrito Federal. 
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5 MÉTODOS 

 

5.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

Foram analisadas 30 cepas suspeitas de S. aureus, que foram isoladas a partir 

de 5 amostras de queijos do tipo Minas Frescal de produção artesanal, coletados em 

feiras permanentes do Distrito Federal no período de fevereiro de 2019 a novembro 

de 2020. Para o isolamento de Staphylococcus, as amostras de queijos foram diluídas 

e plaqueadas em meio de cultivo seletivo (ágar padrão para contagem suplementado 

com 6% de cloreto de sódio), considerando que as bactérias do gênero 

Staphylococcus toleram altas concentrações salinas. As colônias resultantes foram 

isoladas em tubos Falcon contendo ágar sal manitol e submetidos a coloração de 

Gram. As colônias fermentadoras de manitol e com morfologia de cocos agrupados 

em cachos e Gram-positivas foram consideradas isolados suspeitos de S. aureus. 

 

5.2 EXTRAÇÃO DE DNA BACTERIANO PARA AS ANÁLISES MOLECULARES  

 

Antes de iniciar a extração de DNA bacteriano foi realizado o preparo das amostras, 

que consistiu em cultivar por 16-24 h as colônias das bactérias isoladas em caldo LB. 

A extração de DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit Purelink Genomic DNA® 

Mini Kit Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific (Lote n° 1888413 - Catálogo n° K18 

01), seguindo o protocolo do fabricante para extração de bactérias Gram- negativas. 

Após o processo de extração a qualidade e a quantidade de DNA extraído foram 

determinadas pela quantificação no equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 

Pittsburgh, USA). Os produtos foram diluídos com água MiliQ® para concentração 

média de 20 ng/μL, e seguiram para a eletroforese em gel de agarose. 

 

5.3 ANÁLISES MOLECULARES: AMPLIFICAÇÃO E VISUALIZAÇÃO DO MATERIAL 

GENÉTICO 

 

 Para a confirmação genética das cepas suspeitas de S. aureus, foram utilizados 

o gene de virulência coA que codifica a enzima coagulase e os genes de virulência 

sea e seb que são codificadores de toxinas. Também foi pesquisado o gene de 

resistência antimicrobiana mecA (responsável por codificar proteínas de ligação à 
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penicilina da parede celular) (Fishovitz et al., 2014). As análises moleculares foram 

conduzidas por meio da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), um procedimento 

laboratorial destinado a amplificar curtas sequências de DNA da região genômica 

selecionada. Essa abordagem permite a amplificação de múltiplas cópias do material 

genético pesquisado, possibilitando sua visualização. As sequências de 

oligonucleotídeos estão descritas no Quadro 1. As sequências dos oligos utilizados 

para identificação dos genes de virulência coA e mecA  e para os genes de toxicidade 

sea e seb estão descritas no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Sequência dos oligonucleotídeos e tamanho dos produtos amplificados 
para identificação dos genes coA, mecA, sea e seb. 

Gene Oligonucleotídeos  Tamanho(pb) Referência 

coA 
F: ATAGAGATGCTGGTACAGG 
R: GCTTCCGATTGTTCGATGC 

350  
430 
570  
630 

(EID et al., 2022) 

mecA 
F: GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 
R: CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 

310 (EID et al., 2022) 

sea 
F: GGTTATCAATGTGCGGGTGG 
R: CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 

102 
771 

(EID et al., 2022 e 
BALABAN, 2000) 

seb 
F: GTATGGTGGTGTAACTGAGC 
R: CCAAATAGTGACGAGTTAGG 

164 (EID et al., 2022) 

Fonte: EID et al., 2022 e BALABAN, 2000. 
Legenda: F: foward (5′→3′); R: reverse (5′→3′); pb: pares de base. 
 

As condições de ciclagem para análise dos genes sea e seb foram de 94°C por 

cinco minutos, seguidos por 40 ciclos de 30 egundos também por 94°C, 30 segundos 

a 57°C e 30 segundos a 72°C, e incubação final de quatro minutos a 72°C. Para 

análise do gene mecA, foi utilizada a seguinte programação: 94°C por cinco minutos, 

seguidos por 30 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a 57°C, um minuto a 72°C, e 

incubação final de quatro minutos a 72°C (Dias et al., 2011). Para o gene coA foram 

utilizadas as seguintes condições: 95°C por 10 minutos, 30 ciclos de: 95°C por 30 

segundos, 52°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, e por fim, 72°C por 10 minutos 

(Turco, 2013). 

A amplificação de fragmentos de genes foi realizada utilizando os termocicladores 

Life Express Thermal Cycler modelo TC-96/G/H(b), Swift MiniPro Thermal Cycler 

modelo SWT-MIP-0-2-1 e Life Touch Thermal Cycler modelo TC~96/G/H(b)B. 
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Em cada reação foram usadas quantidades padronizadas dos reagentes para o 

protocolo de identificação dos genes coA, mecA, sea e seb, que podem ser 

visualizados no Quadro 2.  Todas as reações foram completadas com água ultrapura 

para um volume final de 25 μL por reação. 

 

Quadro 2 - Quantidades padronizadas dos reagentes utilizados para a técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase. 

Reagente 
Concentração 

final 
coA 
(μL) 

mecA 
(μL) 

sea (μL) seb (μL) 

Água MiliQ® q.s.p 25 μL 72 69,2 72 60,2 

Tampão Taq 10x 12,5 12,5 12,5 12,5 

MgCl2 (mM) 50 mM 6,3 6,3 6,3 6,3 

dNTP (mM) 2,5 mM 6,3 10 6,3 10 

Oligo F (µM) 10 pmol/µL 2,5 2,5 2,5 2,5 

Oligo R (µM) 10 pmol/µL 2,5 2,5 2,5 2,5 

Taq DNA pol (U/µL) 5 U/ μL 2 2 2 2 

DNA molde 2,4 ng 0,8 0,8 0,8 0,8 

Fonte: Autoria própria (2024).  
Legenda: q.s.p: quantidade suficiente para; MgCl2: Cloreto de magnésio; mM: milimolar; µM:       
micromolar; U/µL: unidade de massa atômica por microlitro; ng: Nanograma; µL: microlitro. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos de identificação do gene coagulase coA e do gene de 

resistência a meticilina mecA nas cepas suspeitas de S. aureus isoladas a partir de 

queijos de produção artesanal estão apresentados no Gráfico 1. Das 30 cepas 

analisadas, 19 cepas (63,3%) apresentaram o gene coA e foram confirmadas como 

S. aureus e as outras 11 cepas (36,7%) foram classificadas como Staphylococcus 

coagulase negativas. O gene mecA foi encontrado em 3 cepas (10%), sendo 2 cepas 

coagulase positivas (S. aureus) e 1 cepa coagulase negativa (Quadro 3). 

 
Gráfico 1- Frequência de identificação do gene coagulase coA e do gene de 
resistência a meticilina mecA em cepas suspeitas de S. aureus isoladas a partir de 
queijos de produção artesanal 

Fonte: Autoria própria, 2024.  
Legenda: Frequência das amostras que foram positivas para a presença do gene de virulência coA e 
mecA em comparação a quantidade total de 30 cepas que foram utilizadas nos testes. 
 

 

A enzima coagulase é um importante determinante fenotípico e fator de 

virulência de S. aureus, sendo utilizada para diferenciar S. aureus de outras espécies 

de estafilococos que não produzem coagulase (Staphylococcus coagulase negativos). 

Assim, essa enzima tem a capacidade de coagular o plasma sanguíneo e esse 

coágulo formado serve como proteção da bactéria ao processo de fagocitose, 

evadindo o sistema imune, e podendo causar abcessos (Effendi et al., 2019; Javid et 

al., 2018). 
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Javid et al. (2018) observaram que das 39 cepas de estafilococos isoladas do 

leite de animais com mastite, da cavidade nasal e da pele de bovinos na Índia, 64,4% 

das amostras foram positivas para o gene coA. Valmorbida et al. (2023) encontraram 

90% das amostras coletadas de gados com alta taxa de infeção por S. aureus em São 

Paulo, no sudoeste do Brasil, positivas para o gene de virulência coA. Já nos achados 

de Godinho et al. (2018), as amostras foram retiradas do leite cru de búfala, e 100% 

delas estavam contaminadas com cepas de S. aureus que continham o gene coA.  

A resistência de S. aureus à meticilina é mediada, principalmente, pela 

expressão do gene mecA, que codifica uma proteína com baixa afinidade à penicilina, 

tornando os antibióticos β-lactâmicos ineficientes no tratamento de infecções 

causadas por S. aureus (Eid et al., 2022; Fishovitz et al., 2014). As cepas 

Staphylococcus aureus Resistentes à Meticilina (MRSA) representam uma séria 

ameaça à saúde pública, com crescente virulência e resistência antimicrobiana 

(Rashid et al, 2023). 

As cepas MRSA isoladas de bovinos tem sido cada vez mais relatadas, 

representando um risco zoonótico de transmissão a humanos (Klibi et al., 2018), 

Khairullah et al. (2022) através do isolamento de amostras do leite bovino de fazendas 

da Indonésia, confirmaram que 30% das cepas possuíam o gene mecA. Keyvan et al. 

(2020) identificaram cepas de S. aureus resistentes à meticilina em leites dispostos 

em tanques na Turquia, onde 75,4% das amostras positivaram para o gene mecA. 

No Gráfico 2 estão apresentados os resultados em relação à identificação dos 

genes de virulência sea e seb (gene codificadores de produção de enterotoxinas 

estafilocócicas) nas cepas de Staphylococcus coagulase positivas e negativas 

isoladas a partir de queijos de produção artesanal. Observou-se que 12 cepas (40%) 

apresentaram o gene sea (8 cepas coagulase positivas (S. aureus) e 4 cepas 

coagulase negativas) e nenhuma cepa apresentou o gene seb (Quadro 3).  

As enterotoxinas produzidas por bactérias Staphylococcus enterotoxigênicas 

(SEs), como S. aureus são consideradas as principais causas associadas à 

intoxicação alimentar, com destaque para as SEs clássicas dos tipos A, B, C, D e E 

(Ren et al., 2020; Wang et al., 2018). A produção de enterotoxinas por Staphylococcus 

coagulase negativa (como exemplo de Staphylococcus coagulase negativa temos 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri e Staphylococcus haemolyticus) 

tem sido relatada em vários estudos, e algumas espécies produtoras enterotoxinas 

estão envolvidas em alguns surtos esporádicos de intoxicação alimentar. Assim, 
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vários fatores de virulência, como os genes das enterotoxinas (SE) (sea a seQ), o 

gene da toxina da síndrome do choque tóxico-1 (tsst-1), os fatores de aglutinação (clfA 

a clfD), os genes de adesão intracelular (icaA e icaD), os genes das toxinas 

hemolisinas (hla, hlb, hld, Y-hlg) e os genes que codificam resistência a medicamentos 

(mecA e mecC), foram originalmente identificados e caracterizados no S. aureus, e 

atualmente, esses genes de virulência também têm sido detectados em espécies de 

Staphylococcus coagulase negativa (Getahun et al., 2024). 

Gráfico 2 – Frequência de identificação dos genes sea e seb em cepas de 
Staphylococcus coagulase positivas e negativas isoladas a partir de queijos de 
produção artesanal 

 
Fonte: Autoria própria, 2024.  
Legenda: Em roxo, frequência das amostras que positivaram para os gens sea e seb, em comparação 
a quantidade total de cepas, em rosa, utilizadas nos testes.  
 
 

O Quadro 3 apresenta a identificação dos genes de virulência (coA, sea e seb) 

e do gene de resistência a meticilina (mecA) nas cepas de Staphylococcus coagulase 

positivas e negativas isoladas de queijos do tipo Minas frescal de produção artesanal 

comercializados no Distrito Federal. 
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Quadro 3 - Identificação dos genes de virulência (coA, sea e seb) e do gene de 
resistência a meticilina (mecA) nas cepas de Staphylococcus coagulase positivas e 
negativas isoladas de queijos de produção artesanal 

Amostras coA mecA sea seb 

1 N N P N 

2 N N N N 

3 P N N N 

4 P N P N 

5 P N N N 

6 P P N N 

7 P N N N 

8 P N N N 

9 P N N N 

10 P N P N 

11 N N P N 

12 N N P N 

13 P N P N 

14 P N N N 

15 N N N N 

16 N N N N 

17 P N N N 

18 N N N N 

19 P P P N 

20 P N N N 

21 N P P N 

22 N N N N 

23 P N N N 

24 P N N N 

25 N N N N 

26 P N P N 

27 N N N N 

28 P N P N 

29 P N P N 

30 P N P N 

Fonte: autoria própria, 2024. 
Legenda: Resultado das 30 cepas de Staphylococcus aureus das 5 amostras diluídas, retiradas de 
queijos tipo Minas Frescal para cada gene (coA, mecA, sea e seb). P – Positivo; N – Negativo. 

 

Observou-se que 7 cepas (23,3%) positivaram para os genes coA e sea, 

indicando serem cepas de S. aureus produtoras de enterotoxinas, 1 cepa positivou 

para os genes coA e mecA, indicando ser uma cepa de S. aureus resistente aos 

antibióticos beta-lactâmicos, 1 cepa positivou para os genes coA, mecA e sea, 

indicando ser uma cepa de S. aureus produtora de enterotoxinas e resistente aos 



 
 

32  

antibióticos beta-lactâmicos e 1 cepa não positivou para o gene coA e positivou para 

os genes mecA e sea, indicando ser uma cepa de Staphylococcus coagulase negativa 

produtora de enterotoxinas e resistente aos antibióticos beta-lactâmicos.  

Algammal et al. (2020) isolaram 30 cepas de S. aureus de amostras retiradas 

do leite no Egito e 100% dos isolados tinham os genes coA e mecA e apenas 26,6% 

tinham o gene sea e não houve identificação do gene seb. Abd El Tawab et al. (2016) 

isolaram 11 cepas de S. aureus de amostras retiradas de queijos, iogurtes, sorvetes 

e leite em Giza, no Egito e 100% dos isolados apresentaram o gene coA e mecA, 

45,45% dos isolados apresentaram o gene sea e não houve identificação do gene 

seb. Nazari et al (2014) reportaram que das 52 cepas de S. aureus isoladas de leite 

cru no Irã, 30% das amostras tiveram positividade para o gene sea. Vieira et al. (2021) 

isolaram e confirmaram 46 cepas S. aureus retiradas de amostras de vacas leiteiras 

do centro-oeste brasileiro, onde 71,7% das cepas apresentaram o gene coA, 69,69% 

das cepas apresentaram o gene sea, 3% das cepas apresentaram o gene mecA, 

enquanto o gene seb não foi detectado. Sipahi et al. (2023) isolaram 27 cepas 

suspeitas de S. aureus de leite cru de bovinos e o gene de virulência coA positivou 

para 46,42% dos isolados, enquanto o gene mecA positivou para 15,46% dos 

isolados. 

Os resultados da Reação de Cadeia Polimerase (PCR) para a identificação dos 

genes coA, mecA e sea podem ser visualizados na Figura 5.  
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose à 1,5% com a detecção do gene de 
virulência e toxicidade para cepas de Staphylococcus aureus isoladas de queijos do 
tipo minas frescal de produção artesanal comercializados em feiras permanentes. 

Fonte autoria própria, 2024. 
Legenda:  A: gel de agarose à 1,5% com detecção do gene de virulência coA. B: gel de agarose à 1,5% 
com detecção do gene de virulência mecA. C: gel de agarose à 1,5% com detecção do gene de 
toxicidade sea. D: gel de agarose à 1,5% com detecção do gene de toxicidade seb.; pb: pares de bases; 
CN: controle negativo. 

 

Polimorfismos genéticos são muito comuns entre todos os indivíduos que 

possuem material genético (como humanos, bactérias e vírus), essa alteração dos 

sítios de reconhecimento enzimático faz com que ocorram mudanças na sequência 

do DNA (LIMA et al., 2006). Essa variação genética, causa uma diferenciação dos 

indivíduos, mesmo que pertencendo a mesma espécie. Ela pode ser passada 

hereditariemente de modo parcial (Fonsêca et al., 2022).  Por consequência, essa 

variedade de polimorfismos genéticos também traz variações nos Pares de Bases (pb) 

dos genes, e por esse motivo alguns genes possuem mais de um par de base, como 

os genes coA e sea, portanto, a utilização de múltiplos genes otimiza a identificação 

mais precisa na comparação das mutações de um microorganismo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Esse estudo mostrou que os queijos do tipo Minas frescal de produção artesanal 

comercializados nas feiras permanentes do Distrito Federal estavam contaminados 

com cepas de S. aureus e Staphylococcus coagulase negativas portando genes de 

enterotoxina estafilocócica e de resistência à meticilina. A presença de genes de 

toxinas e de resistência antimicrobiana nesses queijos podem representar risco à 

saúde pública pela circulação de patógenos através desses produtos. Assim, sugere-

se que o queijo artesanal seja produzido com maior controle sanitário e uso de leite 

pasteurizado para oferecer qualidade e segurança alimentar ao consumidor. 
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